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OZET

Bu ¢aligmada, yeni bir termofilik tiir olan Anoxybacillus gonensis G2 (A. gonensis
G2) susundan fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz (FBA) geni klonlandi ve protein Escherichia
coli’de (E. coli) ekspres edilerek bazi biyokimyasal 6zellikleri incelendi. Genomik DNA
kiitiiphanesi olugturularak ve invers polimeraz zincir reaksiyonu ile FBA geninin 861
bp’lik tam DNA siras1 elde edildi. Bu sira, amino asit sirasina (286 aa) ¢evrildikten sonra
BLAST progranmu ile karsilastirma yapildi. Kargilagtirma sonuglarina gére amino asit
sirasinin, 6zellikle Bacillus tiirti siuf II FBA’lar ile yaklagik % 80-90 oraninda benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Gen pET28a(+) vektoriine klonlandi ve protein, FE.coli
BL21(DE3)pLysS susunda N- ucunda bir histidin kuyrugu ile ekspres edildi. Ekspres
edilen protein, nikel kolonu ile saflagtirildi. Saf protein kullamlarak gergeklestirilen dogal
elektroforez ve FBA’lara spesifik olan aktivite boyamasi sonrasi kagit tizerinde mor renkli
bir bant olusumu gézlendi. Sodyum dodesil stilfat (SDS) jel elektroforezi ile enzimin ya
tersiyer yapili oldugu ya da aym molekiil agirligina sahip birden fazla alt birim igerdigi
tespit edildi. Histidin kuyrugu igeren proteinin alt birim agirlig: 33,3 kDa, histidin kuyrugu
icermeyen orijinal proteinin alt birim agirlig1 ise 30,9 kDa olarak hesaplandi. Rekombinant
proteinin bazi biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi igin aktivite testleri gergeklestirildi.
Bu testler sonucunda enzim aktivitesinin optimum sicakliginin 60 °C, optimum pH’smin
ise 8,5 (Tris-HCl, 50 mM) oldugu tespit edildi. Isil kararlilik egrisi incelendiginde enzimin
30 ve 40 °C’deki inkubasyonlarda aktivitesini 3 saatlik bir zaman diliminde korudugu,
50 °C’de ise, aktivitesini ilk yarim saatten sonra kaybetmeye bagladipr tespit edildi.
Fruktoz-1,6-bisfosfat (FBF) substrati varbigmnda Vpws ve Ky degerleri sirasi ile
2,4 pM/dak.mg protein ve 567 pM olarak belirlendi. Metal iyonlarmin aktivite {izerine
etkisi incelendiginde 1 mM’lik nihai iyon konsantrasyonunda Zn'*nin aktiviteyi 3 kat
kadar artirdig1 g6zlendi. Simf II aldolazlarin genel inhibitérii olan etilendiamin tetraasetik
asitin (EDTA) 1 mM’lik nihai konsantrasyonu varliginda aldolaz aktivitesinin tamamen
kayboldugu gozlemlendi. Elde edilen sonuglar A. gomensis G2 susundan klonlanan
FBA’nin simf II aldolaz grubuna dahil, 1s11 kararli bir enzim oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus gonensis, Klonlama, Fruktoz-1,6-bisfosfat Aldolaz,
His-Tag, Metaloenzim
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SUMMARY

Cloning, Expression and Characterization of the Fructose-1,6-Bisphosphate Aldolase
Gene from Thermophilic Anoxybacillus gonensis G2 Strain

In this study, the fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA) gene of a novel
thermophilic bacteria, Anoxybacillus gonensis G2 (A. gonensis G2) strain, was cloned and
overexpressed in Escherichia coli (E. coli), and then some biochemical properties of the
protein were investigated. The whole DNA sequence of the gene was determined by
constructing genomic DNA library and performing inverse polimerase chain reaction.
Nucleotide-sequence analysis revealed an open reading frame consisting of 861 bp and 286
amino acids. Sequence alignments were done by using BLAST programme. The results
showed that amino acid sequence of FBA was similar to the amino acid sequences of
FBAs belonging to Bacillus species in the ratio of 80-90%. The gene was cloned into
pET28a(+) vector and overexpressed with His-tag in E.coli BL21(DE3)pLysS strain. The
enzyme was purified with nickel cloumn. The native gel electrophoresis was done using
the purified protein, and after the activity staining, the purple band was formed on the
paper. SDS gel electrophoresis showed that the enzyme was composed of either one
subunit or more than one subunit that have the same molecular weight. The calculated
subunit molecular weight of the protein with and without his-tag end were 33.3 and 30.9
kDa, respectively. Activity tests were performed for the characterization of the
recombinant protein. The optimum temperature and pH were found 60 °C and 8.5 (in the
Tris-HCl buffer, 50 mM), respectively. When the thermal stability graphic was
investigated, the enzyme protected its activity at 30 and 40 °C for 3 hours. However, it was
determined that the enzyme started to lose its activity at 50 °C after 30 minutes. Vyax and
Km values in the presence of fructose-1,6-bisphosphate (FBP) substrate were calculated as
2,4 uM/min.mg protein and 567 uM respectively. It was showed that the concentration of
1 mM Zn™ increased the activity three times. In case of 1 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), the activity was lost completely. These results showed that the FBA enzyme
cloned from A. gonensis G2 strain belongs to the class II aldolase group.

Key Words: Anoxybacillus gonensis, Cloning, Fructose-1,6-Bisphosphate Aldolase,
His-Tag, Metalloenzyme
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1.GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Gen ve protein mithendisligini de i¢ine alan biyoloji ve kimya alanlarinda son
yillarda saglanan onemli ilerlemeler, canliligin temeli hakkinda aydinlatilmay1 bekleyen
konulara ig1k tutmakta, ayrica elde edilen bilimsel veri ve sonuglarin degerlendirilerek,
sagliktan gidaya kadar bir ¢ok alanda pratikte kullamimi saglanmaktadir. Kaydedilen bu
gelisme ve ilerlemelere paralel olarak canli sistemlerde bulunan biyomolekiillerin
(proteinler, enzimler, hormonlar vs.) insanlifin yararina farkli alanlarda kullammu giinden
giine artmaktadar.

Onemli bir biyomolekiil sinifi olan enzimler, canli organizmalarda g¢ok &nemli
gorevlere sahip olduklan gibi, kullamldiklar: saglik, gida, tekstil, kozmetik ve diger bir gok
alan icin de vazgegilmez olmuglardir. Endiistriyel alanda, enzim kullammimn baz
avantajlari vardir. Bunlar; reaksiyon Ozgiinlikkleri, ilimhi reaksiyon sartlarinda
calisabilmeleri ve yan iirlin olugturmadiklari i¢in daha az kirlilige neden olmalar1 seklinde
ifade edilebilir (Benjamin ve Pandey, 2000). Piyasada ticari olarak g¢esitli organizmalardan
elde edilen farklh enzimler mevcuttur. Bunlar arasinda en g¢ok tercih edilenler, pratikteki
eldeleri daha kolay oldugu icin genellikle mikrobiyal orijinli olanlardir. Enzimlerin
endiistriyel kullanimlarim sinirlayan iki 6zellik; yiiksek sicakliklarda denatiire olmalan ve
organik ¢oziiciilerdeki diigiikk kararhliklandir. Iste bu noktada termofilik organizmalardan
elde edilen enzimler olduk¢a Snemlidir. Ciinkii mezofilik homologlarina gére termofilik
enzimler, yiiksek sicaklik ve organik ¢oziiciilerde olduk¢a kararhidir. Bu 6zellikleri
termofilik enzimleri oldukga cazip yapmaktadir (Sauve ve Sygush, 2001).

Bu ¢alismanin amaci, yeni bir termofilik bakteriden 1s1l kararli fruktoz-1,6-bisfosfat
aldolaz (FBA) kodlayan genin klonlanmasi, ekspresyonu ve rekombinant enzimin baz
biyokimyasal 6zelliklerinin karakterize edilmesidir.

Aldolazlar, bir gok metabolik yolda, gesitli seker fosfatlarm aldol par¢alanmasm
veya kondenzasyonunu katalizler (Fessner, 1998; Henze vd., 1998). Bu smmf enzimler, C-C
baginin olusumunu ya da kinlmasim katalizledigi icin &zellikle sentetik kimyada oldukga
cazip kataliz6rlerdir. Yeni sekerlerin sentezinde, antibiyotik tasarim ve sentezinde siklikla
kullamlmaktadirlar (Fessner, 1998).




1.2. Aldolazlarin Genel Ozellikleri

Bu yiizyihn baglarinda, bir enzim simifimn aldol kondenzasyonu ile ii¢ karbonlu
bilesenlerinden tersinir olarak heksoz olusumunu katalizledigi bilinmekteydi (Meyerhof ve
Lohmann, 1934). Orijinal olarak zimohekzaz olarak isimlendirilen ve aldol
kondenzasyonunu katalizleyen bu enzimler artik aldolazlar olarak bilinmektedir
(Takayama vd., 1997). Aldolazlarin bir iiyesi olan fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz (FBA,
EC 4.1.2.13) yasayan organizmalarda glikoliz, glukoneojenez ve Calvin g¢evrimi igin
gerekli olan bir enzimdir. FBA, D-fruktoz-1,6-bisfosfatin (FBF) D-gliseraldehid-3-fosfat
(GAF) ve dihidroksiaseton fosfata (DHAF) tersinir olarak pargalanmasin katalizler (Sekil
1) (Henze vd., 1998; Sauve ve Sygush, 2001).

(|3H20PO32' IFI
=0 ('3H20P032' ¢=0
HO—C—H Aldolaz ?:O N H— ?_ OH
H—(—OH HO—CH, CH,0PO5>
H—(l}—OH
CH,OPO5;*
Dihidroksi D-Gliseraldehid
D- Fruktoz-1,6-bisfosfat aseton fosfat 3-fosfat

Sekil 1. Fruktoz-1,6-bisfosfat aldolazin katalizledigi reaksiyon

1.3. Niikleofilik Substratlarina Gire Aldolazlarin Simiflandiriimasy

Aldolazlar, tipik olarak, niikleofilik substratlarina gére dort ana sinifta toplanirlar
(Takayama vd., 1997; Fessner, 1998).

1.3.1. DHAF Bagmh Aldolazlar

In vivo olarak dort DHAF bagimh aldolaz, DHAF’nin D-gliseraldehid-3~fosfata
(GAF) veya L-laktaldehide tersinir asimetrik aldol katilimim katalizler ve her bir reaksiyon
C-3 ve C-4’teki stereokimyas: digerleri ile aym olan tek bir iiriin olugturur. Dort farkl
DHAF baginh aldolaz vardir; fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz (FBA, EC 4.1.2.13),




fukuloz-1- fosfat aldolaz (FucA, EC 4.1.2.17), ramnuloz-1-fosfat aldolaz (RamA, EC
4.1.2.19) ve tagatoz-1,6-difosfat aldolaz (TDFA, EC 4.1.2.40). Bu enzimlerden bugiine
kadar en gok caligtlan1 fruktoz-1,6-bisfosfat aldolazdir (Wong vd., 1995; Takayama vd.,
1997; Fessner, 1998; Machajewski ve Wong, 2000).

1.3.2. Piruvat veya Fosfoenol Piruvat Bagimh Aldolazlar

Piruvat bagimli aldolazlar in vivo katabolik fonksiyonlara sahiptir. Fosfoenol piruvat
bagimli aldolazlar ise ketoasitlerin biyosentezinde kullamilir. Bu gruba &rnek olarak
N-asetilnéraminik asit aldolaz (NanA, EC 4.1.3.3) ve 2-keto-3-deoksioktanoat aldolaz
(KDO, EC 4.1.2.23) verilebilir (Gijsen vd., 1996; Takayama vd., 1997; Fessner, 1998).

1.3.3. Asetaldehid Bagimh Aldolazlar

Asetaldehid bagimli aldolazlarin tek 6rnegi olan 2-deoksiriboz-5-fosfat aldolaz
(DERA, EC 4.1.2.4) in vivo olarak 2-deoksiriboz-5-fosfat olusturmak icin, asaetaldehid ve
D-gliseraldehid-3-fosfatin tersinir aldol reaksiyonunu katalizler (Chen, 1992; Gijsen ve
Wong, 1995; Takayama vd., 1997; Fessner, 1998).

1.3.4. Glisin Bagimh Aldolazlar

Glisin bagimli aldolazlar, B-hidroksi-a-amino asit olugturmak igin, glisinin bir
aldehidle tersinir aldol reaksiyonunu katalizleyen enzimlerdir. iki tip glisin bagimh aldolaz
bulunmustur; serin hidroksimetiltransferaz (SHMT, EC 2.1.2.1) ve L-treonin aldolaz
(EC 4.1.2.5) (Takayama vd., 1997; Fessner, 1998).

1.4. Reaksiyon Mekanizmalarina Gore Aldolazlarin Simflandiriimasi

Reaksiyon mekanizmalarina gore aldolazlar simf I ve sinif II olmak tizere iki grupta
toplanir ( Cooper vd., 1996; De Montigny ve Sygusch, 1996; Imanaka vd., 2002). Bu iki
sinif enzim aym katlanma yapisina sahiptir, ayn1 enzimatik reaksiyonu katalizler ve alt
birimlerinin molekiil agirhiklan yaklagik 30-40 kDa arasindadir. Fakat birincil yapilarinda
onemli bir sira benzerlikleri yoktur, dordiinctil yapilari ve paralelinde de molekiil




agirliklar1 birbirinden farklidir. Ayrica bu iki siuf aldolaz enzimi farkli pH profilleri,
reaksiyon mekanizmalan ve substrat spesifitesine sahiptir (Blom vd., 1996; De Montigny
ve Sygusch, 1996; Plaumann vd., 1997; Imanaka vd., 2002).

Genellikle bir ¢ok organizmada yalmzca bir simf FBA fonksiyoneldir, fakat bazi
Okaryotik ve bakteriyal hiicrelerde her iki simifta bulunur. Bu durumda bunlardan sadece
bir tanesi ekspres edilir (Marsh ve Lebherz, 1992) .

Escherichia coli ve Mycobacterium tuberculosis her iki smif enzimi kodlayan nadir
organizmalardandir (Stribling ve Perham, 1973; Bai vd., 1974). E. coli’de yapilan son
caligmalar smif I enziminin daha 6nce E. coli dehidrin geni (dhn A) olarak adlandirilan bir
gen tarafindan kodlandigimi ortaya ¢ikarmmstir (Thomson vd., 1998). E. coli ve diger
prokaryotlardaki smif II aldolazlar hayati bir gendir ve siirekli olarak ekspres edilir. Oysaki
aym organizmalardaki siuf I aldolazlar hayati 6neme sahip degildir ve ekspresyonlan
glukoneojenetik substratlar varliginda indiiklenmektedir (Stribling ve Perham, 1973).

Simf I aldolazlar hakkinda yeterli bilgi olmasina ragmen, simf II aldolazlar
hakkindaki bilgiler sinirlidir. Smif II aldolazlar suf I’lerden daha kararli oldugu igin (oda
sicaklifinda mikrobiyal enzim igin t;» = 60 giin, tavsan kas aldolazi igin tj = 2 giin)
kullanim alanlar1 bakimindan daha caziptir (De Montigny ve Sygusch, 1996).

1.4.1. Simaf I Aldolazlar

Smif I aldolazlar aktif bolgelerinde bulunan bir lisin biriminin €-amino grubu ile
substratin C-2 karbonil grubu arasinda kovalent bir Schiff bazi ara iiriinii olusumu ile
reaksiyonu katalizler (Sekil 2) (Rutter, 1964; Morse ve Horecker, 1968; Witke ve Gotz,
1993).

Bu simf enzimler; yikksek organizmalarda (hayvanlar, bitkiler), yesil yosunlarda,
protozoa ve baz prokaryotlarda bulunur ve alt birimleri (o/B)s katlanma yapisina sahiptir
(Cooper vd., 1996; Sauve ve Sygush, 2001). Bu katlanma yapisi ilk olarak triozfosfat
izomerazda tespit edilmistir (Banner vd., 1975) ve proteinlerde en sik bulunan katlanma
yapisidir (Branden, 1991).
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Sekil 2. Siif I aldolazlarin katalizledigi reaksiyon (Jia vd., 1996).

1.4.1.1. Okaryotik Simf I Aldolazlar

Bir¢ok Okaryotik organizmadan simif I aldolazlar izole edilmis ve karakterize
edilmistir. Bu enzimler 6karyotlarda daima homotetramerik yapidadir. Alt birim agirliklar
yaklagik 40 kDa ve enzimin molekiil agirlig: ise yaklagik 160 kDa’dir. Bu gruba dahil olan
ve yapisi tam olarak belirlenmis aldolaz enzimine en iyi 6rnek tavsan kasindan elde
edilendir. Tavsan kas aldolazi, her bir alt biriminde 363 amino asit bulunan bir
homotetramerdir ve a/f katlanma yapisina sahiptir (Sygusch vd., 1987). Reaksiyonun
katalizlenmesi ig¢in gerekli olan Schiff bazi olusumu, substrat ile enzimin birincil
yapisindaki bir lisin birimi (Lys 229) arasinda kovalent baglanma ile gergeklesir. Bu enzim
glintimiizde ticari olarak firmalar tarafindan iiretilmekte ve bir ¢ok alanda kullanilmaktadar.
Farkl1 okaryotik organizmalardan elde edilen ondan fazla aldolaz enziminin amino asit
siralarinin kargilagtirilmasi sonucu, aktif bélgeler de dahil olmak {izere bu izoenzimlerin
bityiik bir benzerlik gosterdikleri tespit edilmigtir. Insan kas aldolaz ile tavsan kas aldolazi
arasinda 363 amino asitten sadece 4 tanesinin farkli oldugu belirlenmistir (Gefflaut vd.,
1995).

Memeliler ti¢ farkl: aldolaz izoenzimine sahiptir. Bu ii¢ izoform; baskin olarak kasta
bulunan ve glikolizde kullamlan aldolaz A; karacigerde, bobrekte, dalakta, bagirsakta
bulunan ve glukoneojenezde kullanilan aldolaz B; beyin ve sinir hiicrelerinde bulunan
aldolaz C’dir (Lebherz ve Rutter, 1969; Inoue vd., 1997). Bu ii¢ aldolaz enziminin her biri,
yetiskin dokularinda, doku spesifik olarak farkli genler tarafindan ekspres edilir (Hikasa
vd., 1997). Molekiil agirliklar1 160 kDa’dur ve homotetramerik yapidadirlar (Kuba vd.,
1997). DNA ve amino asit siralarmin kargilagtirilmas: sonucu aldolaz A ve C’nin birbirine
benzerlik gosterdigi bulunmugtur (Berardini vd., 1997). Buna paralel olarak aldolaz A ve C




substrat olarak FBF’yi kullamirken, aldolaz B FBF’ye ilave olarak fruktoz-1-fosfati da
kullanmaktadir (Hodgson ve Plaxton, 1998). Aldolaz B fruktoz-1-fosfati kullandif igin
fruktoz metabolizmasinda da kullamilir. Bu yiizden insanlardaki kalitsal fruktoz intoleransi
aldolaz B geninde meydana gelen mutasyonlarin sebep oldugu bir hastaliktir ve fruktozun
organizmada metabolize edilememesinden kaynaklanir (Llewelly vd., 1998). Yapilan
istatistiklere gore dogan her 20.000 bireyden birinde bu hastalik goriilmektedir. Baz
durumlarda 6ldiirlicii olmasina ragmen siki bir diyetle tedavi edilebilir. Bu hastalik ve
tedavisi ile ilgili hem aldolaz B geni, hem de bu genin mutantlan {izerinde galigmalar
devam etmektedir (Malay vd., 2002).

Ayrnca yliksek bitkilerde de aldolaz enzimleri karakterize edilmigtir (Kriiger ve
Schnarrenberger, 1983; Lebherz ve Bradshaw, 1984; Lebherz vd., 1984). Aldolazlar
fotosentetik karbon indirgenme dongiisiinde yer alir ve GAF ve DHAF’den FBF’nin
sentezini katalizler. Aldolaz geninin ekspresyonu isikla regiile edilmektedir, fakat diger
cevresel etkenlerin bu enzim iizerine etkisi bilinmemektedir. Yiiksek bitkilerde aldolazlar
iki izoenzim olarak bulunurlar. Bunlardan biri kloroplastlarda bulunan plastidik aldolaz
(AldP), digeri de sitozolde bulunan sitoplazmik aldolazdir (A1dS) (Gross vd., 1999). AldS
geni anaerobik sartlar altinda indiiklenir ve bu sartlar altinda glikolizin uyarilmas: ile
adenozin trifosfat (ATP) iiretiminde Snemli bir role sahip oldugu diisiintilmektedir
(Yamada vd., 2000). Yesil yosunlar ise genellikle benzer iki aldolaz enzimine sahiptir,
fakat bazen sitozolik izoenzimi gériilmez (Gross vd., 1999).

1.4.1.2. Prokaryotik Sumf I Aldolazlar

Simf I FBA’larin prokaryotik organizmalarda mevcudiyeti ilk olarak 1970°li yillarin
baglarinda rapor edilmis (Lebherz ve Rutter, 1973; Stribling ve Perham, 1973) ve
incelemeler simf I aldolazlarin genis bir prokaryotik hayat formunda ekspres edildigini
gostermistir (Fischer vd., 1982).

Prokaryotlardaki simf I aldolazlar monomerikten dekamerige kadar farkli yapilar
olusturur ve katalitik 6zellikleri Okaryotik aldolazlardan farkhidir(Cooper vd., 1996;
Plaumann vd., 1997; Thomson vd., 1998). Jia ve arkadaslar1 (1996) simf I aldolaz grubuna
ait olan dimerik E. coli transaldolaz B’nin, Izard ve arkadaslar1 (1994) trimerik bakteriyal
fosfoglukonat aldolazin yapilarnm aydmlatmislardir.




1.4.2. Siif II Aldolazlar

Siif II aldolazlar metaloenzimlerdir. Katalitik mekanizmalarinda elektrofil olarak
divalent bir katyona (genellikle Zn*?, Fe" veya Co*?) ihtiyag duyarlar (Rutter, 1964) ve
aktiviteleri etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) ile inhibe edilir (Harris vd., 1969; Horecker
vd., 1972).

Bu sinif enzimler bakteri, mantar, protozoa, maya ve baz1 yosunlarda bulunur (Rutter,
1964; Plaumann vd., 1997). Belirlenen ilk siuf II aldolaz yapis1 E. coli fukuloz-1-fosfat
aldolazdir (FucA) ve mekanizmas: diger simf II enzimlerden farklidir (Fessner vd., 1996).
Tetramer olan Thermus aquaticus (Freze ve Brock; 1970), Anacystis nidulans ve
Saprospira thermalis’de (Willard ve Gibbs; 1968) bulunanlar hari¢ bu enzimler genellikle
homodimerik yapidadirlar ve toplam molekiil agirliklar1 yaklagik 60-80 kDa civarindadir.
Ekstratermofil olan 7. aquaticus FBA’s1 molekiil agirhiga 132 kDa olan ve her bir alt
birimin agirhigr 33 kDa olan bir tetramerdir (Sauve ve Sygusch; 2001). Sinif II aldolazlar
simf I aldolazlarla sadece %15 sira benzerligi gosterir (Naismith vd., 1992).

Simdiye kadar en ¢ok caligilan siuf II aldolaz enzimine sahip prokaryot,
termofilik bir bakteri olan Bacillus stearothermophilus’tur (sinonimi Geobacillus
stearothermophilus) (Thompson ve Thompson, 1962). B. stearothermophilus’un simf 11
aldolaz geni klonlanmg ve karakterize edilmistir. Bu enzim molekiil agirlii 60,6 kDa olan
ve her bir alt birimde bir ¢inko iyonu igeren bir dimerdir. Enzim, 70 °C’de maksimum
aktivite gostermektedir. Aktivitesi EDTA ile inhibe, K* ile aktive edilmektedir (De
Montigny ve Sygusch, 1996; Sugimoto ve Nosoh, 1971). Smuf II aldolazlar memelilerde
bulunmadi) i¢in antibakteriyal ilaglar i¢in hedef molekiiller olarak kullamlabilir (Blom
vd., 1996; Fessner vd., 1996). Bu yiizden bu enzimlerin mekanizmalarim ve yapilarim
anlamak oldukca 6nemlidir.

Yapisal kriterler ve sira bilgilerine dayanarak sumf II enzimler tip A ve tip B olmak
lizere iki sinifa aynlir. Tip A enzimleri dimerik yapiya, tip B enzimleri ise dimerik,
tetramerik veya oktamerik yapilardan birine sahip olabilir (Plaumann vd., 1997; Sauve ve
Sygusch; 2001). Bu iki grup aldolaz enziminin meydana getirdigi taksonomik dagilim
hentiiz agiklanamamustir. Birgok dbakteri ve arkebakterideki aldolazlar bu simflardan birine
dahildir (Marsh ve Lebherz, 1992).




1.4.2.1. Sumf II FBA’larm Yapisal Ozelliklerinin incelenmesi

Enzimlerin reaksiyon mekanizmalarim anlayabilmek, yapilarim ortaya koymak ve
kullamm alanlan igin kristallendirme, yapisal analiz ve bdlgesel mutasyon ¢aligmalari
olduk¢a 6nemlidir. 1900°li yillarin baslarindan beri bilinen aldolazlarla ilgili giiniimiize
kadar yap1 ve mekanizma ile ilgili birgok yayin rapor edilmigtir. Burada anlatilan E. coli
smuf II FBA’min yapisal 6zellikleridir (Cooper vd., 1996).

1.4.2.1.1. Birincil Yap:

Altbirimi, bircok farkh tip proteinde bulunan (o/B)s katlanma yapisidir. Yapimn ¢api
yaklagik 45 A ve yiiksekligi 25 A’dur (Sekil 3). Yapmn i¢ g6begi daireseldir. Ikincil yap:
elementleri Sekil 4°teki amino asit sirasi lizerinde gosterilmektedir. Modeldeki birimlerin
yaklagik %47’si o-sarmal yapisinda ve %18’i B-katlanma yapisindadir. Gébek yapisi sekiz
paralel B yapisindan olusur. P tabakalarinin etrafinda a-sarmal yapilan yer almaktadir.
o 11 sarmali substratin baglanmasinda kritik bir role sahip olan bir arginin birimini
(Arg 331) igerir. Diger a/p katlanma yapilarinda oldugu gibi aktif bolge C-terminal
ucundaki gukura yerlesmistir (Cooper vd., 1996).

1.4.2.1.2. Dimer Olusumu ve Arg 331’in Yerlesimi

Smf II FBA’larin ¢ogu homodimer olarak fonksiyon goriirler. Dimer yaklagik olarak
100 A uzunlugundadir (Sekil 5). Dimeri kararh kilmak igin 6nemli olan i¢ altbirim
etkilesimlerinin hepsi sarmal-sarmal etkilesimleridir. En son iki sarmal olan a 10 ve o 11
yapilari birbirine antiparalel ySnlenmislerdir. Van der Waals etkilesimleri ve hidrojen
baglarna ilave olarak Arg 344 ve bir aspartat amino asidi (Asp 290) arasindaki tuz kopriisii
ile iki alt birim birbiriyle etkilesir. Ayrica dimerizasyonun saglanmasinda her bir alt
birimdeki o 4 sarmallarimin birbiriyle etkilesimi de Snemlidir (Cooper vd., 1996).




Sekil 3. E. coli FBA’sinin ikincil yapisinin sematik gosterimi. Metal iyonlari mavi (1) ve
beyaz (2) dairelerle gosterilmistir (Cooper vd., 1996).

Bolgesel mutasyon galigmalari substrati tamima agisindan Arg 331 biriminin olduk¢a
dnemli oldugunu ortaya koymustur (Qamar vd., 1996). Bu birim sinf II FBA’larda kesin
olarak korunmustur ve GAF’yi olugturan FBF nin C-6 fosfatinin enzime baglanmas: ile
iliskisi vardir. Kristal yapi ¢aligmalari, bu bolgenin altbirimdeki oo 11 sarmalinin N-
terminal ucunda bulundugunu ve aktif bélgenin igine yonlenmis oldugunu gostermektedir.
Dimer olusumu, Arg 331°in diger alt birimdeki aktif bélgeye GAF’nin baglanmasim
saglayacak bir sekilde yerlesimini saglar. Bu yiizden DHAF bilesigi katalitik ¢inko
iyonunun bulundugu ikinci metal bolgesine yakin olan aktif bolgenin diger ucuna

yerlesecektir (Cooper vd., 1996).



al p1

10 20 30
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40 50 60 70
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ad B3

80 90 100 110
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— AR
120 130 140 150
LLPWIQGLLDAGEKHEAATGKPLFS§HMIDLSEESLQE
13 Bs
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a7 13

200 210 220
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a8 B7
——
230 240 250 260
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RIRIRIRIRRRRI RN
270 280 290 300
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310 320 330 340
ANEAYLQGQLGNPKGEDQPNKKYYDPRVWLRAGQTSMI
all
RIS RIRIRIRIRRIRIRI R R R RIRIRIRIRS
350 358
ARLEKAFQELNAIDVL

Sekil.4. E. coli stmf 1l FBA’sinin amino asit sirast. B zincirleri «—— ile, o sarmallar
ise ~vww ile gosterilmektedir. Her bir on birimdeki amino asitlerin alti gizilmistir
ve metal ligandlar1 koyu yazilmistir (Cooper vd., 1996).

1.4.2.1.3. Yeni Bimetalik Aktif Bolge

(o/B)s katlanma yapisina sahip enzimlerin aktif bolgeleri birgok biyokimyasal
reaksiyonda kullanilir (Branden, 1991) ve bu aktif merkezler i¢inde ya tek, ya da daha
fazla metal iyonunu kullanarak baglanma bolgesi olusturan birgok protein vardir. Ne var
ki, diger metaloenzimlerin bazi yapisal 6zellikleri ile benzerlikleri olmasina ragmen E. coli

sinif II aldolazlar yeni bir metalik-baglanma bélgesi igerir. M1 olarak isimlendirilen
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bolgede bir metal iyonu ige gomiilmiis durumdadir, M2 olarak isimlendirilen bdlgede ise
diger metal iyonu aktif bolgenin yiizeyinde olacak sekilde organize olmustur (Sekil 5). Her
iki metal iyonunun 6zelliklerinin tam olarak belirlenememesine ragmen, M2 metalinin
katalitik ¢inko oldugu bilinmektedir. M1 ise potasyum veya ¢inko ya da baska bir katyon
olabilir. Aldolazlar dzellikle potasyum olmak iizere monovalent katyonlarla aktive olurlar.
Aktif bolgedeki Zn®* iyonu tig histidin (His 110, His 226 ve His 264) ve bir glutamik asit
(Glu 172) birimleriyle koordine olmus bir yapidadir (Cooper vd., 1996).

Sekil 5. E. coli FBA dimerinin sematik gosterimi. Bir altbirimdeki sarmallar kirmizi
kurdele seklinde, diger altbirimdeki sarmallar ise yesil kurdele seklinde
gosterilmektedir. B tabakalar ve ilmekler siyahla gosterilmektedir. Arg 331
koyu mavi ile, metal iyonlarinin baglandig: 1 (M1) ve 2 (M2) pozisyonlari
sirasi ile mavi ve beyazla gosterilmektedir (Cooper vd., 1996).

Cinko igeren enzimler metal sayilarina gore iki sinifa ayrlirlar; tekli ¢inko sistemleri
(Vallee ve Auld, 1990) ve son donemlerde belirlenen ortak katalitik veya ortak aktif
bolgeler (Vallee ve Auld, 1993). Bu son grup enzimler iki veya daha fazla metal iyonu
igerir. E. coli simf II aldolazlar bu simifa dahildir ve iki metal bolgesine sahiptir. Bir
histidin birimi (His 264) bu iki metal arasinda koprii gorevi gérmektedir. Bu yapi bakir-

¢inko igeren siiperoksit dismutaz yapisina oldukg¢a benzerdir (Tainer vd., 1982).



12

1.4.2.1.4. FBA’nin Fukuloz-1-fosfat Aldolaz ile Kargilagtiriimas:

E.coli’de yapis1 simdiye kadar belirlenen diger bir siif II aldolaz fukuloz-1-fosfat
aldolazdir (FucA) (Dreyer ve Schulz, 1993). Bu enzim bir homotetramerdir ve alt biriminin
molekiil agirligi yaklagik 28 kDa’dur. Bu farkh katlanmalar simf II aldolazlarin iki alt
gruba aynldigim gostermektedir ki bunlar; her bir alt birimde tek bir ¢inko baglanma
bolgesi igeren dimerik, tetramerik, oktamerik yapilar (Tip B) ve her bir alt birimde
bimetalik baglanma bolgesi iceren dimerik yapilardir (Tip A). Bu nedenle, Smuf II
aldolazlar tek metal igeren (demir veya mangan) enzimler ve bimetalik bakir-¢inko igeren
enzimler olmak {izere ikiye ayrilan siiperoksit dismutazlarla analogdurlar (Tainer vd.,
1982).

Her bir FucA alt biriminin aktif bélgesi FBA’nin M2 metalinde oldugu gibi ig¢
histidin ve bir glutamik asit birimlerini kullanarak bir ¢inko atomunu baglar. Substrat
ozgilliklerinin farkli olmasma ragmen, bu iki enzim arasindaki yapisal ve reaksiyon
mekanizmasinin benzerliginden dolay1 her ikisinin de aym mekanizmay1 kullandig: ortaya
gikmugtir. Her iki enzimde de ginko Lewis asidi gorevini gormektedir ve kesim veya
kondenzasyon reaksiyonu i¢in hazir olan ketoz substratinin karbonil bagini polarize

etmektedir (Cooper vd., 1996).

1.5. Aldolazlarin Bulundugu Organizmalar

Aldolazlar, canli sistemlerde olduk¢a onemli olan glukoz metabolizmasinin bir
enzimi oldugu i¢in bu enzim hakkinda yapilan galismalar oldukga eskiye dayanmaktadir.
Giiniimiize kadar aldolazlar Skaryotik ya da prokaryotik bir¢ok organizmada incelenmistir.
Genel hatlar ile yapilan galismalar farkli organizmalardan bu enzimi kodlayan genin
klonlanmasi, protein sirasinin belirlenmesi, yapisal ve katalitik ozelliklerinin ortaya
konulmasi ve farkli organizmalardaki aldolaz genleri ile karsilagtinlmasim igermektedir.

insan (Sakakibara vd., 1985), sigan (Joh vd., 1985), fare (Stauffer vd., 1990), tavuk
(Burgess ve Penhoet, 1985), kurbaga (Xenopus laevis) (Atsuchi vd., 1994), bahk (Sparus
aurata) (Llewellyn vd., 1995) ve lamprey (Entosphenus japonicus) (Zhang vd., 1995) gibi
omurgahlarda ayrica omurgasiz bir canh olan meyve sineginde (Drosophila melanogaster)
(Kai vd., 1992) smf I aldolaz geninin molekiiler klonlanmasi ve yapisal analizi

gerceklestirilmistir. Aldolaz genleri musir (Zea mays) (Kelly ve Tolan, 1986), piring



(Tsutsumi vd., 1994), 1spanak (Pelzer-Reith vd., 1993) gibi bitkilerde, ayrica yosun
(Chlamydomonas reinhadtii) (Schnarrenberger, vd., 1994) ve protozoada da (Trypanosoma
brucei, Plasmodium falciparum) (Clayton, 1985; Knapp vd., 1990) klonlanmis ve
karakterize edilmistir.

Ayrica bu enzim gok genis bir prokaryotik organizma tiirtinde de incelenmistir. Tablo
1’de simf T ve smif II aldolazlarin bulundugu bazi organizmalar, Tablo 2’de simf Il
aldolazlarm Tip A ve Tip B gruplarmin bulundugu bazi prokaryotik organizmalar

verilmigtir.

Tablo 1. Sinif I ve simf II aldolazlarin bulundugu bazi organizmalar (Marsh ve Lebherz,
1992).

Arkebakteriler

Simif 1 Simif IT

Halobacterium saccharovorum
Halobacterium R-113
Halobacterium vallismortis

Halobacterium CH-1

Halobacterium halobium
Halobacterium mediterranei

Halobacterium volcanii

Sinif [ ve Simf I1

Literatiir bilgisi yok
Okaryotlar
Smif 1 Sinuf 11
Hayvanlar Maya
Bitkiler Mantar
Protozoa
Yosunlar

Simf I ve Smif 11

Euglena

Chlorella
Chlamydomonas

Chondrus

Ochromonas




Tablo 1’in devami.
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Obakteriler

Smfl

Smif 11

Mycobacterium smegmatis
Staphylococci

Peptococci

Mavi-yesil yosunlar
Reptococci
Staphylococcus caseolyticus

Rhodopseudomonas spheroides

Smif [ ve Sinuf 11

Staphylococci

Lactobacillus casei

Escherichia coli

Mycobacterium tuberculosis

Tablo 2. Simf IT aldolazlarin bulundugu bazi prokaryotik organizmalar (Henze vd., 1998).

Neurospora crassa
Euglena gracillis
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Campylobacter jejuni
Borrelia burgdorferi
Mycobacterium leprae
Mycobacterium tuberculosis
Corynebacterium glutamicum

Thermococcus kodakaraensis

Tip A Tip B
Schizosaccharomyces pombe Xanthobacter flavus

Rhodobacter spheroides
Ralstonia eutropha
Vibrio furnissii
Aquifex aeolicus
Helicobacter pylori
Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis
Streptococcus pneumoniae
Mycoplasma genitalium
Mycoplasma pneumoniae

Thermus aquaticus




1.6. FBA’larin Reaksiyon Mekanizmalar:
1.6.1. Simf I FBA’larin Reaksiyon Mekanizmasi

Bu gruptaki FBA’lar benzer bir mekanizma ile reaksiyonu katalizlerler. Burada
gosterilen mekanizma genel olmakla birlikte tavsan kasi fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz
enziminin reaksiyon mekanizmasidir (Gefflaut vd., 1995; Voet vd., 1999). Bu mekanizma
tersinirdir ve FBF’nin GAF ve DHAF’ye pargalanmasi yoniinde agiklanmistir (Sekil 6).

ilk basamakta kovalent olmayan etkilesimlerle substrat enzime baglanir. ikinci
basamakta FBF’1n karbonil grubu, aktif bolgedeki lizin amino asidinin g-amino grubu ile
reaksiyonu sonucu bir iminyum katyonu (protonlanmis Schiff baz1 olarak da isimlendirilir)
olusur. Ugiincii basamakta ise C3-C4 bagin kinlmas ile bir enamin ara driinii olusur.
Dérdiincii adimda enamin araiiriinii bir iminyum katyonuna protonlanir. Son basamak olan
besinci basamakta olusan iminyum katyonu hidrolizlenerek DHAF’yi agifa ¢ikanr ve

enzim serbest formuna geri doner (Voet vd., 1999).

1.6.2. Smuf II FBA’larin Reaksiyon Mekanizmasi

FBA’nin katalizledigi aldol kondenzasyonunda ii¢ 6nemli kovalent degisiklik olur.
Birincisi DHAF’deki C1-H protonunun enediolat olusumu igin ayrilmasidir. Ikincisi,
DHAF C1 ile GAF C1 karbonlarinin kovalent olarak baglanmasi ile C-C baginin
olugsumudur ki, bu ayrica FBF’nin C3-C4 bagini olusturur. Ugiincii kovalent degisiklik ise
FBF’nin tam olarak sentezi igin C4=0’nun C4-O-H’ye doniistiigii ikinci proton transferidir
(Hall vd., 1999).

Burada agiklanan mekanizma, E. coli simf II FBA’nin kondenzasyon yoniindeki
mekanizmasidir ve mutasyon ¢aligmalarina dayanmaktadir (Sekil 7). Cinkoya bagh olan
histidinlerin yeniden diizenlenmesi ile gémiilii pozisyondaki ¢inko iyonu substratin
karbonil grubunu polarize etmek i¢in a¢iga gikar. Enzimdeki bu degisikliklerden sonra
DHAF oncelikle enzime baglanir. Sonra DHAF kataliz esnasinda aktif bolgenin iizerine
yakin olan esnek loplardan birinde bulunan korunmus bir glutamat birimi (Glu 182)

tarafindan deprotone edilir. Bir asparagin birimi (Asn 286) olusan enediolat karban iyonu
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Sekil 6. Simf I aldolazlarin reaksiyon mekanizmasi (Voet vd., 1999).



ara tiriiniinii kararh kilar. Bunu GAF’nin baglanmasi ve GAF’ nin karbonil grubunun bir
aspartik asit birimi (Asp 109) tarafindan polarizasyonu takip eder. Daha sonra enediolat
niikleofili ve karbonil alicis1 arasinda bir C-C bag olusur, GAF’nin karbonil grubu Asp
109 tarafindan protonlandirilir ve FBF agiga ¢ikar. Bu mekanizmadaki tim basamaklar
tamamen tersinirdir ve fonksiyonel tiim amino asit birimleri baslica bakteri, mantar, yosun
ve protozoalarda bulunan simf II FBA’lar iginde korunmustur ( Hall vd., 1999; Plater vd.,
1999).

Arg331 - M Arg331
His226
E 1. Basamak L3 P 2. Basamak
i == Gusd N cSd =8 Guis—H
g 2 - His1 10 ;
DHAF (C-H) /1N0- 3 15, DHAF’nin
H Hy deprotonlanmast  H ]
o 7 His264 ‘(I) His264
i . y
Aspl09—C=0 Aspl09—C=0
E.DAHF (C-IT) EH.DHAF (C)
GAF’nin
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% s A3l o
G 5,0l i
B M® e 2o M
HOEH g ; S pc=H e ;
o’ \HLT His226 HO,, H,C5 His226
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Sekil.7. E. coli simf 11 FBA’nin reaksiyon mekanizmasi (Hall vd., 1999).

1.7. Sif I ve Simf 11 Aldolazlar Arasindaki Yapisal iliskiler

Bazi sinif I ve simf II aldolazlarin énemli yapisal ve katalitik 6zellikleri Tablo 3’te
Ozetlenmistir. Bu tabloda da gosterildigi gibi her bir simf aldolaz hem prokaryotik hem de
okaryotik organizmalarda ekspres edilebilir.

Sinif I aldolazlar, genis bir karyotik organizma grubundan izole edilip karakterize
edilmistir. Bu enzimlerin hepsi karboksi ucunda maksimum katalitik aktivite i¢in gerekli

olan bir tirosin birimine sahiptir (Rutter,1964; Morse ve Horecker, 1968). Giinimiizde,
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siif 1 prokaryotik aldolazlar hakkinda detayli yapisal bilgiler simrlidir. Buna ragmen,
yapisal ve katalitik ozellikleri agisindan, prokaryotik ve okaryotik simf 1 aldolazlar
arasinda bazi onemli farkliliklar oldufu bilinmektedir (Tablo 3). Ornegin, prokaryotik
enzimler, altbirim biiyiikliigii ve dordiinciil yapilarinda énemli farkliliklar gosterir. Ayrica
prokaryotik simif I aldolazlar, okaryotik sinif I aldolazlar i¢in karakteristik olan ve karboksi
ucunda bulunan fonksiyonel bir tirosin birimine sahip olmayabildigi igin, katalitik
aktivitelerinin genelde karboksi peptidaz muamelesine hassas olmadig tespit edilmisgtir.
Farkli 6karyotik ve prokaryotik organizmalardan elde edilen sinif I enzimlerin amino asit
siralarinin kargilagtirilmasi sonucu bu iki grup aldolaz yapisimn birbirinden farkli oldugu
onerilmistir (Marsh ve Lebherz, 1992).

Prokaryotik ve karyotik siif II aldolazlar iizerinde yapilan ¢aligmalar bu enzimlerin
yapisal ve katalitik ozellikleri bakimindan olduk¢a benzer olduklarim gdstermistir
(Tablo 3). Prokaryotik (E.coli) ve okaryotik (maya) siuf II aldolazlarin amino asit
siralarimin karsilagtirilmas:  sonucu, bu  proteinlerin  amino asit siralan bakimindan
birbirlerine benzer olduklari agikga gosterilmistir (Schwelberger vd., 1989). Diger yandan,
bilinen kaynaklardan siif I ve sinif 11 aldolazlar arasindaki sira kargilastirmalari, iki tip

arasinda 6nemli bir sira benzerligi olmadigini ortaya koymustur (Alefounder vd., 1989).

1.8. Siif I ve Simif I1 Aldolazlarn in vivo Fonksiyonlar

FBA’lar ve benzeri enzimler katabolik yol olan glikolitik yol diginda, anabolik yollar
olan glukoneojenez ve fotosenteze de katihrlar. Glikoliz ve glukoneojenezdeki aym
adimlar farkli organizmalarda farkli enzimler tarafindan katalizlenebilir (Sanchez vd.,
2002). Kosulsal bazi kamtlara dayanarak ve spekiilatif olarak, siif I aldolazlarin
glukoneojenetik yolda heksoz sentezini simif IT analoglarindan daha iyi gergeklestirdikleri
ifade edilmistir. Ornegin bazi obakteriler glikolitik bir karbon kaynaginda biiyiirken sadece
simf II aldolaz aktivitesi ekspres edilmektedir, fakat sumf I aktivitesinin ekspresyonu
glukoneojenetik bir karbon kaynaginda biiyiirken indiiklenebilir (Lebherz ve Rutter, 1973).
Oysaki Marsh ve Lebherz (1992) asagidaki incelemelere dayanarak simf I ve sinif 11

aldolazlarin in vivo gergeklesen heksoz sentezine esit adapte olduklarini kabul etmektedir.
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1) Ug ana aleme ait olan bir gok mikroorganizma glikolitik veya glukoneojenetik karbon
kaynaklarinda biiyiirken simf 1 ya da simf II aldolaz aktivitelerinden sadece biri ekspres
edilir. 2) Prokaryotik mavi-yesil yosunlar (siyanobakteri) fotosentezin karanlik
reaksiyonlar boyunca heksoz sentezi igin simf II aldolaz aktivitesini kullanir, oysa ki aym
fonksiyon yiiksek bitkilerin kloroplastlarinda sadece smf [ aldolazlar tarafindan
gergeklestirilmektedir (Lebherz vd., 1984). 3) En 6nemlisi; siuf I aldolaz, fotosentezin
karanlik reaksiyonlar1 boyunca heksoz sekerlerini sentezlemek igin kullanilirken (Russel
ve Gibss, 1967), tek hiicreli yesil yosun Chlamydomonas mundana, asetattan heksoz
sentezini gerceklestirmek igin simif 1T aldolazi kullamir (Eppley vd., 1963). Bu yaklasimlar
dogrultusunda sinif I ve siif 11 aldolazlarin in vivo benzer katalitik fonksiyonlar gosterdigi

onerilmektedir (Marsh ve Lebherz, 1992).

1.9. Termofiller ve Termofilik Enzimlerin Ozellikleri

Diinya iizerinde yasayan canlilar {i¢ grup altinda toplanmaktadir. Bunlar; bakteriler
(6bakteriler), arkebakteriler ve oOkaryotlardir (Woese vd., 1990). Bakteriler, havada,
toprakta, suda yasayabilen gomak, filament veya disk seklinde olan mikroorganizmalardir.
Bakteriler yasayabildikleri sicaklik araliklarina gore sakrofiller, mezofiller ve termofiller
olmak iizere {i¢ ana gruba aynlir. Sakrofiller -10 °C’ye kadar olan sicakliklarda
yasayabilirler ancak bunlarin en iyi biiyiiyebildigi sicaklik 15 °C civandir. Mezofiller
normal ortam sicakliginda (20-45 °C) biiyiiyebilir ve insanlar igin patojen olan
mikroorganizmalar bu gruba girer. Termofiller ise 45 °C’nin iizerindeki sicakliklarda ve
hatta bazilar1 kaynar sularda bile yasayabilir (Brock, 1985). Termofilik bakteriler tabii
olarak kaplicalarda, tropik topraklarda, giibre yiginlarinda, giibreyi olugturan digkilarda ve
¢oplerde bulunmaktadir.

Ekstrem ¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar, diger mikroorganizmalarin
biiyiiyemedigi veya ¢ok az biiyiiyebildigi sartlarda biiyiime kapasitesine sahip oldugundan,
cevre etkenleri ile mikrobiyal hayat arasindaki iligkilerin aragtinlmasinda 6nemli bir
potansiyele sahiptir (Diilger, 2003). Termofilik organizmalari da igine alan ekstremofilik
organizmalar yiiksek sicaklik, asir1 pH, yiiksek tuz konsantrasyonu ve yiiksek basingh
ortamlarda yasamaya uyum saglamistir. Bu organizmalardaki proteinlerin de ekstrem
sartlarda kararli olduklar1 bilinmektedir. Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem

sartlarda yagamalari igin kazandiklari olagan disi kabiliyetler, bunlarin yapisal ve
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fonksiyonel adaptasyonlarina dayamr. Mezofilik organizmalara ait proteinlerin ti¢ boyutlu
yapilan yiiksek sicaklik ve organik ¢oziiciilerde nemli derecede bozunur. Son zamanlarda
proteinlerin yitksek sicakliklarda kararli olmalart veya kararhhklarnn artinlmasi igin
biyofiziksel ¢aligmalar yapilmaktadir.

Enzimlerin endiistriyel kullammlarini simirlayan iki ozellik; yiiksek sicakliklarda
denatiire olmalar1 ve reaksiyonu katalizleyebilmeleri igin bir ¢oziiciiye olan ihtiyagtir. Bu
yiizden, protein mithendisligi enzimlerin ve rekombinant proteinlerin biyoteknolojide genis
bir alanda kullanimlarinin saglanmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (Hao ve Berry, 2004).
Termal denatiirasyon genellikle iki sekilde izah edilebilir. Birincisi; diisiik sicakliklarda
proteinin katlanmig formu ile katlanmamis formu arasindaki dengenin katlanmamig form
yoniine kaymast. Ikincisi; yiksek sicakliklarda tersinir olmayan ¢okelmelerin ve
kovalent modifikasyonlarin olmasidir. Termofilik organizmalar, proteinlerin aktif
konformasyonlarini yiiksek sicakliklarda siirdiirerek bu problemin iistesinden gelirler. Yine
de, enzimlerin termal kararlilik mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi zordur. Clinki,
bu mekanizmalar oldukga karigik ve fazladir (Arnold, 2001).

Termofilik ve mezofilik proteinlerin sira ve yapilarmin kargilagtinimasi sonucu
termofilik proteinlerin termal denatiirasyondan sakinmak i¢in mezofilik homologlarindan
farkl1 olarak bazi ilave yapisal 6zelliklere sahip olduklar: belirlenmistir (Vieille ve Zeikus,
2001). Yapilan ¢aligmalar, termofilik enzimlerin bazi amino asitleri tercih ettigini, oncelik
gosterdigini belirlemistir (Cambillau ve Claverie, 2000). Bu enzimler genellikle mezofilik
benzerlerinden daha kisa yiizey loplarina sahiptir (Wintrode vd., 2001) ve disiilfiir baglari,
tuz koprilleri ve metal koordinasyonu genel olarak termal kararlihigi saglamak igin
kullamilir (Vieille ve Zeikus, 2001). Ayrica proteinin i¢indeki hidrofobik etkilesimler ve
hidrojen baglari termal kararhlik i¢in nemli etkilesimlerdir (Sauve ve Sygusch, 2001).

Kararh ikincil yapr elementlerini, ¢alisilan proteinin igine dahil edilmesi (Willegas
vd., 1996) veya termofilik enzim iiretmek igin dogal termofilik enzimlerin yapisinin taklit
edilmesi ile termal kararliligin arttirllmas: tizerine yapilan galigmalardan bazilari bagarili
sonuglar vermigtir. Omnegin, siklodekstrin glikoziltransferazin termal kararlilgi tuz
kopriilerinin katilimi ile artmakta iken (Leemhuis vd., 2004) trioz fosfat izomerazin termal
kararlihgi amino asit igeriginin degistirilmesi ile artmaktadir (Ahern vd., 1987).
Bu basarilara ragmen, protein miihendisliginin, ¢aligilan enzimin tam ve kesin yapisal
bilgilerinin eksikliginden dogan bazi problemleri vardir. Homolog proteinlerin ¢oklu sira

kargilagtirmalarindan elde edilen korunmus bir siranin, dogal proteinlerden daha fazla
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termal kararlilk gosterdigi belirlenmis ve “korunmus igerik™ olarak adlandirilan bu sira
yeni termal kararh proteinlerin iiretilmesi i¢gin kullamlmistir (Lehmann ve Wyss, 2001).

Enzim fonksiyonlar1 organizmamn biiyiime sicaklifs tarafindan diizenlenir. Mezofilik
organizmalara ait enzimler 20-40 °C arasinda en iyi sekilde calisir ve yiiksek sicakliklarda
denatiire olurlar. Buna karsin termofillerin enzimleri de organizmanin biiyiiyebildigi
sicakhikta en etkin sekilde calisir ve denatiirasyon bu sicaklik derecesinin iizerinde
meydana gelir. Termofilik enzimler mezofilik sicakliklarda ¢ok yavas calisir ve bu
sicakliklarda ve donma durumunda ¢ok kararh bir sekilde bulunabilirler (Koffler, 1957;
Amelunxen ve Lins, 1968).

Yiiksek sicakliklarda gergeklesen reaksiyonlarin ilgi gekici olmasinin temelinde;
reaksiyon hizinin artmasi, ortam viskozitesinin diigmesi, substrat ¢oziiniirliigiiniin artmasi,
kontaminasyon ihtimalinin diismesi ve termofil ve hipertermofil enzimlerinin sicakliga tabi
tutularak daha kolay saflastirilabilmesi gibi sebepler yatmaktadir (Stetter, 1996). Termal
kararhliktan baska termofillerden elde edilen enzimlerin organik c¢oziiciilerdeki
denatiirasyona karsi dayanikliliklari onlarin sudaki 1sil kararhliklan ile iligkilidir
(Owusu ve Cowan, 1989). Bu nedenle termal kararli enzimler sadece sulu ortam da degil,
organik ortamda da kullanilmak i¢in gekicidirler.

Termal uyumlulugu daha iyi anlayabilmek ve kullanim alanlarim artirmak igin yeni
termal kararli proteinlerin ¢alisilmas: faydali olacaktir. 7hermus aquaticus DNA polimeraz
(Tag DNA polimeraz, polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan) termofilik proteinlerin

potansiyel ticari uygulanabilirligine iyi bir 6rnektir (Sauve ve Sygusch, 2001).

1.10. Anoxybacillus Tiirlerinin Bazi Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi, Pikuta ve arkadaglari tarafindan Bacillus cinsinden farklilandirilmis
olup bu cinsin tip tiirii Anoxybacillus pushchinensis DSM 12423 tir (Pikuta vd., 2000).
Pikuta ve arkadaslar ilk olarak bu cinsin tip susunu zorunlu anaerob olarak tanimlamis
fakat daha sonraki bir makalede Anoxybacillus cinsinin fakiiltatif anaerob oldugunu
belirtmislerdir. Anoxybacillus cinsi 8 tiire sahip olup, bunlar; Anoxybacillus flavithermus
(4. flavithermus) DSM 2641", Anoxybacillus pushchinensis (A. pushchinensis) DSM
12423" (Pikuta vd., 2000), Anoxybacillus gonensis (A. gonensis) NCIMB 139337 (Belduz
vd., 2003), Anoxybacillus kestanbolensis (A. kestanbolensis) K4', Anoxybacillus
ayderensis (A. ayderensis) AB04" (Dulger vd., 2004), Anoxybacillus voinovskiensis
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(4. voinovskiensis) NCIMB 13956" (Yumoto vd., 2004), Anoxybacillus contaminans
(A. contaminans ) DSM 158607 (De Clerck vd., 2004) ve Anoxybacillus kamchatkensis
(A. kamchatkensis) DSM 14988 (Kevbrin vd., 2005) seklinde siralanabilir. Tablo 4’ te 5
Anoxybacillus tiirii ile ilgili bazi fizyolojik ve biyokimyasal zellikler 6zet olusturacak

sekilde sunulmaktadir.

Tablo 4. Baz1 Anoxybacillus tiirlerinin fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

(Diilger, 2003).
A. A. A. A. A.
tanbolensis g ayderensis  flavithermus pushchinensis
Kd4" NCIMB  AB04" DSM 2641"  DSM 12423"
Ozellikler 13933"
G+C igerigi (%omol) 50 =57 54 41,6 42
Gram boyama + & S 2k +
Oksijen kullanim1 fakiiltatif fakiiltatif ~ fakiiltatif fakiiltatif fakiiltatif
Hiicre sekli gubuk gubuk gubuk gubuk gubuk
Spor olugumu T o + + 4
Fiziksel biiyiime
sartlar
Sicaklik arahigi (°C) 40-70 40-70 30-70 30-72 37-66
Optimum sicaklik (°C) 50-55 55-60 50 60-65 62
pH araligi 6,0-10,5 6,0-10,0 6,0-11,0 5,5-9,0 8,0-10,5
Optimum pH 7,5-8,5 7,5-8,0 7,5-8,5 7,0 9,5-9,7
NaCl tolerans1 (%) 4,0 4,0 25 25 3,0
Karbon kaynagi
kullanim1
D-rafinoz * + + - Veri yok
D-ksiloz = i + C Veri yok
L-arabinoz e 2 i+ zay1f Veri yok
D-mannoz " # + + Veri yok
L-ramnoz - 2 - Veri yok
D-glukoz 5 i + +
D-mannitol - + + Veri yok
Laktoz - - = - Veri yok
Nitrat indirgeme + * & - +
Jelatin hidrolizi - + + - -
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1.11. Endiistride Enzim Kullanimi ve Aldolazlarin Endiistrideki Yeri

Diinya niifusunun artigina paralel olarak tiikketim malzemelerine duyulan ihtiya¢ da
artmaktadir. Geligen teknoloji insanlarin bu talebine cevap vermeyi hedeflemektedir.
Giiniimiizde, gida, saglik, tekstil, kozmetik ve daha bir ¢ok alanda, kullamlan klasik
yontemler artik terk edilmekte ve yerini daha pratik, maliyeti daha disiik ve hizli tiretim
saglayan yontemler almaktadir. Bu yontemlere en iyi 6rek enzim katalizli endiistriyel
proseslerdir. Giiniimiizde bilinen 4.000 enzimden yaklagik 200 tanesi ticari olarak
kullanilmaktadir. Endiistriyel olarak kullamlan enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kokenlidir.
1960°a kadar yillik enzim satisi yalnizca birkag milyon dolardi. O tarihten bu yana enzim
pazar hizla bitylimiistiir (Godfrey ve West, 1996; Wilke, 1999).

Biyokimyasal tekniklerin gelismesi, fermantasyon islemlerinin ve yeni metodlarin
kesfedilmesi ile enzim iiretiminde dikkate deger bir artis gozlemlenmektedir. Ayrica
enzimlerin kullanim alanlarimin gelismesi ile enzim talebi de olduk¢a artmistir (Sharma
vd., 2001). Tiim diinyada enzim ihtiyac1 12 ana iiretici firma tarafindan karsilanmaktadir.
Diinya enzim ihtiyacinin % 60’11 Avrupa iilkeleri saglamaktadir. Endiistriyel enzimlerin
¢ogu hidrolitiktir. Lipazlar ve proteazlar giiniimiizde endiistriyel prosesler i¢in ¢ok yaygin
kullamlan biyolojik katalizorlerdir. Proteazlar enzim satis piyasasimin % 40’m
olusturmaktadir. Endiistriyel enzimlere bagka bir drnekte aldolazlardir. In vivo FBA’dan
GAF ve DHAF’nin olusumunu tersinir olarak katalizleyen bu enzim, ozellikle ilag
endiistrisinde biyokatalizér veya ilaglarin hedef molekiilii olarak kullanilmaktadir
(De Walque vd., 1999).

Aldol kondenzasyon reaksiyonunun 6nemi sadece biyosentezde anahtar role sahip
olmasindan kaynaklanmaz, ayrica bu reaksiyon organik kimyada ana C-C bag olusum
metodlarindan biridir. Aldol kondenzasyonu, asitler, bazlar ya da metal iyonlar tarafindan
katalizlenen ¢ok basamakli bir reaksiyon serisidir ve organik sentez i¢in biiyiik 6neme
sahiptir (Shulman ve Keinan, 1999). Aldolazlar, stereose¢imli olarak spesifik aldol
kondenzasyonlarini katalizler. Enzim Kkatalizli aldol reaksiyonlarinin ilmli reaksiyon
sartlari, enantiyosegicilik ve atik iiriinlerin az olmasi gibi potansiyel avantajlarindan dolay:
sentetik kimya i¢in tercih sebebi olmaktadir (Schoevaart vd., 1999). Ilave olarak, bu
enzimlerin, iiriin ve reaktanlarn konsantrasyonuna baglh olarak regiile edilebilirligi biiyiik

bir avantajdir (Cooper vd., 1996).
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Ozellikle daha kararli olan smuf II enzimlerini de igeren aldolazlarin, sentetik
kimyadaki potansiyelleri genis anlamda incelenmis ve bu enzimlerin biyo-transformasyon
ve sentetik organik kimyada etkin katalizorler olduklart tespit edilmistir. Aldolazlar normal
olmayan sekerlerin yani modifiye karbohidratlarin (B¢ ile isaretli, N veya F iceren,
deoksisekerler ve yeni yiiksek karbonlu sekerler) ve deoksinojirmisin (deoxynojirmycin)
gibi glikozidaz inhibitérlerinin sentezinde kullamlir (Von der Osten vd., 1989; Cooper vd.,
1996). Kompleks monosakkarit grubuna dahil olan ulosonik asit tiirevleri aldolazlarin da
katalizledigi bir seri enzimatik reaksiyon sonucunda elde edilmektedir. Bir ulosonik asit
tirevi olan  3-deoksi-D-manno-2-oktulosonik asit Gram negatif bakterilerin
lipopolisakkaritlerinin integral bir bilesenidir. Bu yiizden bakteriyal hiicre duvar
bilesenlerinin  biyosentezini bozabilen yeni 3-deoksi-D-manno-2-oktulosonik asit
tiirevlerinin gelistirilmesi yeni antibakteriyal molekiillerin elde edilmesini saglayacaktir
(Crestia vd., 2004).

Simdiye kadar en iyi ¢alisilmiy DHAF bagimh aldolaz, tavsan kas aldolazidir. Bu
enzim, ticari olarak bulunabilirliginden dolay1 organik sentezde kullamilmaktadir. Ancak,
diisiik kararlihigindan dolay: pratikteki uygulamalari sinirlanmaktadir. Bunun yerine daha
kararli olan bakteriyal aldolazlar tercih edilmektedir. Ticari olarak mevcut olan
Staphylococcus carnosus ve Staphylococcus aureus sinif 1 FBA’larn sicaklik ve pH kararli
oldugu bilinmektedir (Schoevaart vd., 1999). Yiiksek kararliligindan dolay1 S.carnosus
FBA’st son zamanlarda bir grup deoksi sekerlerin stereose¢imli sentezinde
kullanilmaktadir (Dinkelbach vd., 2001).

Simf II FBA’lar insan ve hayvanlarda bulunmadig: ve glikolitik yolda anahtar role
sahip oldugu i¢in, ilag olarak kullanilabilen inhibitérler i¢in iyi birer hedef olabilirler
(Lewis ve Lowe, 1973; De Walque vd., 1999). DHAF nin yakin yapisal analogu olan
fosfoglikohidroksamik asit siuf I aldolazlar varhginda siif 11 aldolazlarin segimli
inhibitoridiir, bu yiizden fosfoglikohidroksamik asit antibakteriyal ve antifungal ajan
olarak kullamlmaktadir (Lewis ve Lowe, 1977). Aldolazlar ozellikle sitmaya ve
tiiberkiiloza kars: ilag dizayninda hedef molekiildiir (Cloonan vd., 2001). Mycobacterium
tuberculosis tiiberkiiloza neden olan bir insan patojenidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2002
yilinda yapmus oldugu istatistiklere gore tiiberkiiloz gelismekte olan iilkelerde hala 6liime
sebep olan bir hastaliktir. Ramsaywak ve arkadaslar1 (2004) Mycobacterium tuberculosis

sinif II aldolaz genini klonlayip E. coli’de ekspres edip karakterize etmistir. Tiiberkiiloza
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karg1t potansiyel inhibitérler gelistirmek igin bu ¢ahsma olduk¢a 6nem arz etmektedir
(Ramsaywak vd., 2004).

Aldolazlar NMR’de kolayca analiz edilebilen yiiksek molekiil agirhikli proteinler
oldugu igin proteinlerin katlanmig ve katlanmamis yapilarnin galisilmast igin ¢ok iyi
modeldir (Pan ve Smith, 2003).

Aldolaz katalizli sentetik proseslerin endiistriyel kullanimim pratikte smirlayan
baslica sebep enzimlerin ticari olarak bulunabilirliginin az olusudur. Sonug olarak, bu
aldolazlarn iiretimi i¢in uygulanabilir proseslerin gelistirilmesi gereklidir. Giiniimiizde
protein veya enzim eldesi igin en sik bagvurulan yontemler rekombinant DNA
teknikleridir. Istenilen proteini ekspres eden gen uygun bir vektdrdeki bir promotorun
altina klonlanip genellikle E. coli’de ekspres edilir ve sonrasinda protein saflastirilarak
istenilen amag igin kullamlabilir. Ayrica protein bir histidin etiketi ile isaretlenip bir
fiizyon proteini olarak da ckspres edilebilir (Henderson vd., 1994).

Ozellikle son yillarda molekiiler biyolojide kaydedilen ilerlemelerle enzimler
iizerinde yapilan mutasyonlarla kataliz etkinlikleri artirilmaktadir. Mutasyona ugratilmis
enzimlerle daha hizli ve yiiksek verimle iiriin eldesi saglanmaktadir. Aldolaz spesifitesi ve
mekanizmasi hakkinda belirlenen yapisal ozellik bilgileri ile bélgesel mutasyonlarin
bilesimi secilen reaksiyonu katalizlemek icin belirlenen spesifitedeki aldolazlarin

gelistirilmesinde kullanilabilir (Cooper vd., 1996).

1.12. Cahsmanm Amaa ve Pratik Onemi

Geligen teknoloji ile birlikte bir ¢ok alanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadir.
Gida, tekstil, temizlik ve saglik gibi alanlarda artan talebi kargilamak i¢in daha hizh, az
enerji maliyetli ve ¢evreye daha az zarar verebilecek yontemler tercih edilmektedir. Klasik
kimyasal yontemler, spesifik olmamasi, verimin diisiik olmasi, yan iiriinlerin fazla olmasi
ve ¢evreye daha ¢ok zararli atik verilmesinden dolay: tercih sebebi olmaktan ¢ikmaktadir.
Bu yiizden endiistriyel uygulamalar ve tip alaminda kimyasal yontemlerin yerini artik
enzim Kkatalizli reaksiyonlar almaktadir. Canli sistemler tarafindan iiretilen biyolojik
katalizérler olan enzimler, olduk¢a spesifik reaksiyonlari 10%-10%° kat daha hizh
katalizleyerek spesifik tirtinleri olustururlar. Bu sekilde elde edilen iiriinler hem oldukga saf
olur, hem de klasik yontemlere nazaran ¢ok daha kisa siirede sentezlenir. Ayrica enzim

katalizli yontemlerde reaksiyonlar ihmli sartlarda (oda sicaklign ve basinci, fizyolojik pH
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vb.) gergeklestirilir, béylece biiyiik oranda enerjide tasarruf saglanmig olur. Yani ekonomik
agidan da degerlendirildiginde enzim kullaniminin onemli avantajlar1 oldugu agiktir.

Endiistriyel enzimler, kolay eldeleri ve reaksiyon ortamindaki kararhiliklarindan
dolayr genellikle mikrobiyal orijinlidir. Termofilik organizmalar iizerinde yapilan
caligmalar sonucu ekstrem sartlarda daha kararh olan proteinler kegfedilmistir. Mezofilik
organizmalardan elde edilen proteinler yiiksek sicaklik, basing, pH ve organik ¢oziiciiler
meveudiyetinde diigiik kararhihiga sahiptir. Oysa ki, termofilik proteinler yiiksek
sicakliklarda kararlilik gosterebilmekte ve yiiksek basinglarda termal kararhliklar1 devam
etmektedir. Bu yiizden endiistriyel agidan termofilik enzimler daha caziptirler.

Endiistriyel enzim sinifina dahil olan aldolazlar 6zellikle saglik alaminda ilag tasarimi
ve sentezinde dnemli goreve sahiptir. Tavsan kas aldolazi diisiik kararliliindan dolay1
kimyasal reaksiyonlarda pek tercih edilmemektedir. Piyasada mikrobiyal orijinli aldolazlar
meveuttur. Bunlarin bir kismi mezofilik kaynaklardan elde edilmistir ve termofilik
homologlarina gore daha az kararhdirlar. Bu agidan yeni termofilik aldolaz enzimlerinin
kesfi oldukga Gnemlidir. Endiistriyel kullammlart agisindan enzimlerin genis skalada
iretilmeleri gereklidir. Ne var ki, enzimlerin endiistriyel talebe cevap verecek coklukta
iiretilemeyisi, iiretim maliyetlerinin fazlaligindan ve bunlari daha ¢ok fakat daha ucuz
iiretebilecek metodlarin  yetersiz olusundan kaynaklanmaktadir. Enzimlerin canli
organizmalardan iiretimi ve saflagtinlmasi i¢in giiniimiizde tercih edilen yontemlerin
baginda klonlama gelmektedir. Istenilen gen pargasi uygun bir vektore klonlanip E. coli’de
ekspresyonu sonucu elde edilen protein bazi tekniklerle saflastirihp kullanima hazir hale
getirilmektedir. Bu yontem, enzimin dogrudan iiretildigi organizmadan eldesinden daha
pratik ve maliyeti daha diisiiktiir.

Onerilen ¢alismanm amaci, Biyoloji Béliimii arastirmacilari (Prof.Dr. A. O. Beldiiz
ve Yrd.Dog.Dr. S. Canakgi) tarafindan Balikesir Gonen kaphcasindan izole edilen, gesitli
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve DNA hibridizasyonu analizi ile yeni bir
tiir oldugu ortaya konulan Anoxybacillus gonensis G2 susundan 1stya direngli fruktoz-1,6-
bisfosfat aldolaz geninin klonlanmas1 ve enzimin biyokimyasal olarak karakterize
edilmesidir. Aldolaz geninin termofilik bakteriden klonlamp, ekspres edilen proteinin izole
edilip saflagtiriimast ve ileri derecede karakterize edilmesi ile bu enzimin endiistride bir

uygulama alan1 bulabilecegi agiktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Kullanilan cihazlar, modelleri ve firma isimleri Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Kullamlan cihazlar

Cihaz Ad Model Firma

Spektrofotometre Uv/2 Unicam

PCR Personal Cycler Biometra

Agaroz-DNA Elektroforezi BIA Owl Speration Systems

Protein Elektroforezi P8DS Owl Speration Systems

Santriflij Biofuge haemo Heraeus Instruments
2-16 K Sigma

Jel Goriintiileme Sistemi BioDoc Analyze Biometra

2.1.2. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Kullanilan madde ve malzemeler ile iiretici firmalar1 Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme Firma
Kimyasal ve biyokimyasal maddeler Fluka, Sigma, Aldrich, Merck
Plazmid DNA izolasyon Kiti Promega

(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System, Katalog No: A1330)

Genomik DNA izolasyon Kiti Promega
(Wizard Genomic DNA Purification Kit, Katalog No: A1120)
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Tablo 6’nin devami

Kimyasal Madde/Malzeme Firma

pGEM-T Vektor Sistemi Promega
(pGEM-T Easy Vector System, Katalog No: A1360)

DNA Ekstraksiyon Kiti Fermantas
(DNA Extraction Kit, Katalog No: K0513)

Protein Saflagtirma Kiti Promega
(Magnehis Protein Purification System, Katalog No: V8500)

DNA Standard: Fermantas
(1 kb DNA Ladder, Katalog No: R0611)

SDS-PAGE Standardi Sigma
(Low Molecular Weight, Katalog No: SM 0661)

2.1.3. Enzimler

Kullanilan enzimler, iiretici firma isimleri ve miktarlart Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Miktar1

EcoR 1 Promega 12 U/puL

Hind 111 Promega 10 U/uL

Hinf1 NEB 8-12 U/uL

BamH | NEB 8-12U/uL

Nde 1 NEB 8-12 U/uL

Taq DNA Polimeraz Fermantas 5U/uL

T4 DNA Ligaz Fermantas 5U/uL
Gliseraldehid-3-fosfat Dehidrojenaz Sigma 120 U/mg protein

(Tavsan Kasindan, Katalog No: G 2267)

a-Gliserol-3-fosfat Dehidrojenaz-Triozfosfat Sigma 174 a-GDH U/ mg protein
Izomeraz (Tavsan Kasindan, Katalog No: G 1881) 1240 TPI U/mg protein
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Kullanilan primerler, baz siralari, Ty, sicakliklari ve kullamm amaglari Tablo 8’de

verilmistir

Tablo 8. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullamlan primerler

Primer Baz Sirasi

Tm

Kullanim Amaci

ALD F1 5’- GTGGTGCGCGAAGTATTAGC -3’ 58°C

ALD R1 5’- CTGCTAAAATTGCTTGTGTCC -3’ 54°C

ALD F2 5’- CCATATGCCTTTAGTTTCAATGACGG-3’ 57°C

ALD R2 5’- GGGATCCCTCACTTACAACGCTTTGCCGG-3" 66 °C

Invers PCR ile genin
sonundaki parganin
yakalanmast igin

invers PCR ile genin
sonundaki parganin
yakalanmasi igin

Genin tamaminin
gogaltilip pET vektoriine
klonlanmas igin

Genin tamaminin
gogaltilip pET vektoriine
klonlanmast i¢in

2.1.5. Kullanilan Suslar

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan suglar Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan Escherichia coli suglari

Tir Sus

Genotip

Kullanim Amaci

Escherichia coli ~ JM101

Escherichia coli  BL21(DE3)pLysS

supk, thi, A(lac-proAB), [F', traD36,

proAB, lacPZAM15]

F-, ompT, hsdSg(rs-, 5-), dmc, gal,

MDE3), pLysS, Cm"

Klonlama hiicresi

Ekspresyon hiicresi
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2.1.6. Plazmidler

Kullanilan plazmidler, iiretici firma isimleri ve kullamm amaglari Tablo 10’da

verilmigtir. Ayrica bu plazmidlerin gen haritalari Sekil 8, Sekil 9 ve S$ekil 10°da

gosterilmistir.

Tablo 10. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmidler

Plazmid Firma Kullanim Amaci

pUC18 Promega Genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in
pGEM-T Promega invers PCR iiriinlerini klonlamak igin
pET-28a(+) Novagen Ekspresyon vektorii

2.1.7. Bilgisayar Programlar

Kullanilan bilgisayar programlarinin isimleri ve internet adresleri Tablo 11°de

verilmistir.

Tablo 11. Kullanilan bilgisayar programlari ve internet adresleri

Program Adi Adresi Kullanim Amaci

Chromas 2.31 http://www.technelysium.com.au/chromas.htlm DNA sira analizinde

Fast PCR http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/programs/fastpcr.htm  Tm’lerin hesaplanmasinda
Expasy http://www.expasy.org/ DNA’nin translasyonunda
Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ DNA ve protein siralarinin

ApE Plasmid Editor http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

cakistirilmasinda

Plazmid haritalarinin
¢izilmesinde

Coklu amino asit sira
¢akistirmasinda
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Pfol 46
' Ndel 183

Ssp1 2501 Ehel 235

Pdml 2294

Seal 2177
fip.

S
-

Pscl 806

Eco311 1766 \ BseY1 1110

\
Cail 1217

396 pUCIEMES 455

i |
& GCCAAGCTTGCATGCICTGCAGIGTCGAC'II‘CTAGA?GATCICFCGGIG"II"ACCIGAGCTC?AATTCl 3

" 5 1 I 1 T 1 > 1
Hind W1~ Pstl gy Xbal pgupy Smal =, Sacl “popy
4 Xmal
eel
Hinc 11

ekil 8. pUC 18 vektoriiniin ¢oklu klonlama bélgesini (MCS), replikasyon orijinini, lacZ
y
genini ve ampisilin direng genini gosteren haritas1 (URL-1, 2006).
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Xma12009__ Sph1
Sca 11890 ,J‘ B/ Nae 1 BstZ 1
f1 oriv\
amp

{ PGEM-T Easy
[ | Vektorii lacZl_4
\ \ 3015 bp I

Sekil 9. pGEM-T Easy vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlsesini, replikasyon orijinini, lacZ
genini ve ampisilin direng genini gosteren haritasi (URL-2, 2005).
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Xho T(168)
Not I (188)
Eag 1 (168)
Hind 111 (173)
Sal 1(179)
Sac 1 (180)
EcoR 1 (182)
BamH I (188)
Nhe I (231)
Xba I (335) ﬁi’ﬁ : g;g

Bgl 1T (401)

SerA 1(442)

Bpul102 (80)
Dra II1 (5127)
¢ f1 orijini
(4903-5358)

Pvu I (4426)

Mlu I (1123)
Bl I(1137)

BstE 11 (1304)
Apal (1334)

BssH I (1534)
EcoR V (1573)
Hpa I (1629)

Clal(4117)
Nru I (4083)

PET-28a(+)
(5369 bp)

Eco57 1 (3772)

AIwWN T (3640)

BssS 1(3397
BspLU11 1(322?3) " B
Sap [ (31 sp
Bstl 107 (2995)1"th111 I(2969)P5p5 11 (2230)

Bgl 11 T7 promotoru Lac operatorii Xba I
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGA
tbs Nco 1 His-Tag

AATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGC
Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser
_Ndel T7-Tag BamH 1

GGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCC
Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser His Mect Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gin Met Gly Arg Gly Ser

Eagl
EcoR1 _Sacl _Sall _ Hind1ll Notl Xhol His-Tag
GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC
Glu Phe Glu Leu Arg Arg Gln Ala Cys Gly Arg Thr Arg Ala Pro Pro Pro Pro Pro Leu Arg Ser Gly

Bpul102 T7 terminatorii
TGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCT
Cys Dur

T7 terminatorii
TGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Sekil 10. pET-28a(+) vektoriiniin replikasyon orijinini, lacl genini, kanamisin diren¢ genini
gosteren haritasi ve klonlama/ekspresyon bolgesi (URL-3, 2005).
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2.1.8. Sivi ve Kat1 Besiyerleri

Lauria-Bertani (LB) Besiyeri;

Bacto-tripton 10 g/L
Maya ekstrag: 5¢g/L
NaCl 10 g/L

Lauria-Bertani Agar (LBA) Besiyeri;

Bacto-tripton 10 g/L
Maya ekstragi 5¢g/L

NaCl 10 g/
Agar 12 g/L

Her iki besiyeri de 1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 7,5’¢ ayarlandi. 121 °C’de
ve | atm basing altinda 15 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd.,1989).

2.1.9. Cozeltiler ve Tamponlar

Gergeklestirilen deneysel caligmalar esnasinda kullanilan ¢ozeltiler, icerikleri ve

hazirlanislart Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Kullanilan ¢zeltiler ve igerikleri / hazirlamglari

Cozelti Adi igerik / Hazirlanig

Lowry Protein Tayini

Lowry A 0,1 N NaOH iginde % 2 (w/v) Na,COs

Lowry B % 1(w/v) bakir siilfat ve % 2 (w/v) sodyum potasyum tartarat (1:1)
Lowry C 50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B

Lowry D 1 hacim Folin belirteci : 2 hacim su

Agaroz Jel Elektroforezi

6x Jel Yiikleme Tamponu % 0,25 (w/v) bromofenol mavisi,
% 0,25 (w/v) ksilen siyanol,
% 30 (w/v) gliserol (su i¢inde)
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Tablo 12’nin devami

Elektroforez Tamponu TAE-tamponu [Tris-HCI (40 mM), asetik asit (20 mM),
EDTA (2 mM) pH 8,0]

Jel % 0,7-1 agaroz TAE-tamponu iginde, etidyum bromiir, 0,5 pg/mL

SDS / Dogal Jel Elektroforezi

Ayirma Jel Tamponu 36,3 g Tris bazi 150 mL suda ¢oziildii, pH 8,8’¢ ayarland1 ve son
(1,5 M Tris-HCI) hacim su ile 200 ml yapildi

Yigma Jel Tamponu 24,2 g Tris bazi 150 mL suda ¢oziildii, , pH 6,8’¢ ayarlandi ve son
(1 M Tris-HCI) hacim su ile 200 ml yapildi

% 10 SDS % 10 (w/v) SDS’in suda ¢oziilmesiyle hazirlandi

% 10 Amonyum Persiilfat (APS) % 10 (w/v) APS gozeltisi su ile hazirlandi ve —20 °C’ de sakland1
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin Orijinal sisesinden kullanild:

(TEMED)

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid % 29,2 (w/v) akrilamid ve % 0,8 (w/v) N, N’-metilen

bisakrilamidin suda ¢oziilmesiyle hazirlandi

SDS-Jel Yiikleme Tamponu 50 mM Tris-HCI (pH 6,8)
% 2 SDS
% 0,1 Bromofenol mavisi
% 20 gliserol
% 6 B-merkaptoetanol
(100 pL’lik hacimlerde tiiplere boliinerek —20 °C’de saklandr)

SDS-Jel Yiiriitme Tamponu 25 mM Tris baz,
250 mM glisin,
% 0,1 SDS,
Suda ¢bziilerek pH 8,3’e ayarlandi

Dogal Jel Yiikleme Tamponu 50 mM Tris-HCl (pH 6,8)
% 0,1 Bromofenol mavisi
% 20 gliserol
(100 pL’lik hacimlerde tiiplere bliinerek -20°C°de sakland1)
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Dogal Jel Yiiriitme Tamponu

25 mM Tris bazi,
250 mM glisin,
Suda ¢oziilerek pH 8,3’e ayarlandi

Boyama (Staining) Cozeltisi

Boya Uzaklagtirma Cozeltisi

Substrat Boyama Cozeltisi

1 g Coomassie Brillant Blue R-250,
100 mL glasiyal asetik asit,

300 mL metanol

600 mL su

100 mL glasiyal asetik asit,
300 mL metanol,
600 mL su

50 mM Tris-HCI, pH 7,3

10 mM Na,HAsO,

2,2 mM NAD"

10 mM FBF

125 pg/mL gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz
1 mg/mL nitro blue tetrazolyum

0,1 mg/mL fenazin metosiilfat

Tamponlar

Tris-HCI Tamponu
(50mM, pH 7-9)

Sodyum Asetat Tamponu
(50mM, pH 5-5.5)

Fosfat Tamponu
(50mM, pH 6-6,5)

Glisin-NaOH Tamponu
(50mM, pH 9,5-10)

6,05 g Tris bazi suda goziilerek 1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 ayarlanip
1 L’ye tamamlandi.

4,1 g sodyum asetat suda ¢oziilerek 1 M asetik asit ¢ozeltisi ile pH’s1

ayarlanip 1 L’ye tamamlandi

8,7 g K,HPO, tin | L suda ¢oziilmesi ile hazirlanan ¢ozelti 6,8 g
KH,PO,’tin 1 L sudaki ¢ozeltisi ile titre edilerek pH’s1 ayarlandi

3,75 g glisin suda ¢oziilerek 1 M NaOH ¢ozeltisi ile pH’s1 ayarlanip

1 L’ye tamamland

Enzim Aktivitesinin Tayini

FBP Cozeltisi
(Stok, 10 mM)

0,55 g FBP’nin trisodyum tuzu 50 mM’lik tampon i¢inde ¢oziildii ve

son hacim 100 mL’ye tamamland:
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NADH Cozeltisi
(8,5 mM)

0,6 g NADH’nin disodyum tuzu suda ¢oziiliip son hacmi 100 mL’ye

tamamlandi

Diger Cozeltiler

Ampisilin

Kanamisin

IPTG

X-Gal

3 M Sodyum Asetat, pH 5,2

100 mM EDTA

0,1 M Kalsiyum Kloriir

25 mg/mL oranindaki stok gozeltisi su ile hazirland. Filtre ile steril edilerek
20 °C’de saklandi

25 mg/mL oranindaki stok gozeltisi su ile hazirlands. Filtre ile steril edilerek
20 °C’de sakland1

2 g IPTG suda gozillerek son hacmi 10 mL’ye tamamlandi ve filtre ile steril
edildi ve -20 °C’de saklandi

Dimetilformamid ile 20 mg/ml oraninda stok ¢ozeltisi hazirlandi ve
-20 °C’de sakland1

24,6 g sodyum asetat suda ¢oziiliip 1 M HCl ile pH’s1 5,2°ye ayarlandi ve

son hacmi 100 mL’ye tamamlandi

3,72 g EDTA-disodyum tuzu son hacmi 100 mL olacak sekilde saf suda

¢ozildii

1,47 g CaCl, dihidrat son hacim 100 mL olacak sekilde saf suda ¢oziildii ve

otoklavda steril edilerek buzdolabinda saklandi

Biitiin ¢ozelti ve tamponlar ¢ift distile su (dd HO) ile hazirlandi.

2.2. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmas:

Genomik DNA kiitiiphanesi; DNA’nin EcoR 1 restriksiyon enzimi (RE) ile kesilmesi

sonucu elde edilen DNA pargalarinin, yine aym enzimle kesilen bir vektore girmesi ile elde

edilmistir (Sekil 11). Boylece genomik DNA’nin tamami vektdre aktariimig olur. Bu

yontemle organizmanin genomik DNA sirasi tespit edilebilir ve genom haritasi

¢ikarilabilir.
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- 399 HindIII (1
A. gonensis G2 1 411 pstt (1)( 3
susunun genomik 423 Xbal (1)
" 429 BamHl (1)
DR 434 Xmal (1)
434 Smal (1)

438 Kpnl (1)

lacZ &p, 450 ECoRI (1)

amp  PUCIS
P 2686 bp

M DNA

EcoR 1ile kesim

EcoR lile kesiml

2675 Kpnl (1)
2671 Xmal (1)
2671 smal (1)
2666 BamHI (1)
2660 Xbal (1)
. 2648 Pt (1)
1 EcoRI (1) Lineer pUC18 2636 HindIII (1)
L 1
rep amp
Kesik DNA pargalart lacZ
l Ligasyon ve E.coli JIM101’e transformasyon l
EcoR 1

lacZ

amp

pUC-P123 pNA
~6400bp  parcasi

EcoR 1

Sekil 11. 4. gonensis G2 genomik DNA’smmn EcoR 1 ile kesilerck genomik DNA
kiitiiphanesinin olugturulmasinin sematik gosterimi
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2.2.1. Anoxybacillus gonensis G2 Susunun Biiyiitiilmesi

Termofilik bir bakteri olan 4. gonensis G2 susu stok kiiltiirden LBA kat1 besiyerine
yayma ekim yapilarak ekildi ve bir gece boyunca 55 °C’de inkiibe edilerek biiytitiildii.
Gece kiiltiirii ise, sivi LB besiyerinde kati LBA besiyerinden dze yardimi ile tek koloni
alarak ekilmesi ve bir gece boyunca calkalayict hava ya da su banyosunda 55 °C’de

sallanilarak biiyiitiilmesi ile hazirlandi (Diilger, 2003).

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

A. gonensis G2 susundan genomik DNA izolasyonu “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega) kullanilarak yapildi.
° 1 mL gece kiiltiirii 1,5 mL’lik mikrosantrifij tiipiine aktarildi. 13.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi ve siipernatant uzaklagtirildi.
. Pellet 480 pL. 50 mM EDTA ¢ozeltisinde ¢oziildii.
° 120 pL 10 mg/mL lizozim ¢ézeltisinin ilavesinden sonra drnek 37 °C’de 1 saat
inkiibe edildi ve 2 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi.
e  Tiipe 600 pL Niiklei Lizis Cozeltisi (Niiclei Lysis Solution) ilave edildi ve pellet
goziinene kadar dikkatlice pipetlendi. 80 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve sonra oda
sicakligina sogutuldu.
e 3 pL RNaz Cozeltisi (RNase Solution) ilave edilerek tiip dikkatlice karistirildi.
37 °C°de 15 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina sogutuldu.
e  RNaz muamelesi yapilmig hiicrelere 200 puL Protein Coktiirme Cozeltisi (Protein
Precipitation Solution) ilave edildi. Cozeltinin hiicrelerle iyice temas etmesi igin tiip 20
saniye vortekslendi ve buz iizerinde 5 dakika bekletildi. 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.
e  DNA’y1 igeren siipernatant 1,5 mL’lik temiz bir mikrosantrifijj tiipiine aktanld: ve
tizerine 600 pL oda sicakliginda izopropanol ilave edildi. DNA iplikg¢ikleri goriinene kadar
tiip ters diiz edilerek karigtirildi. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
. Siipernatant uzaklastirildi ve tiipe 600 pL oda sicakhiginda % 70°lik etanol ilave
edildi ve dikkatlice ters diiz edilerck DNA pelletinin yikanmasi saglandi. 13.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi ve etanol pipetle uzaklastirildi.

° Tiip oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek etanoliin tamamen uzaklasmasi saglandi.
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. Son olarak elde edilen DNA pelleti 50 pL DNA Hidrasyon Cozeltisi (DNA
Rehydration Solution) ile ¢oziindiiriilerek -20 °C’de saklandi.

2.2.3. Plazmid DNA izolasyonu

DNA pargasi igeren ya da igermeyen biitiin plazmidler “Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi. Genomik DNA
kiitiiphanesi olusturmak igin vektor olarak pUC 18 plazmidi kullanildi. pUC 18 plazmidini
iceren E.coli IM101 hiicresinden LB besiyerine ekim yapilarak gece kiiltiirii hazirlandi.

° 1-5 mL gece kiltirii 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant:
uzaklagtirildi.

° Uzerine 250 pL Hiicre Siispansiyon Cozeltisi (Cell Resuspension Solution) ilave
edilip vorteksle pelletin tamamen ¢oziinmesi saglandi.

e 250 pL Hiicre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildi ve tiip 4 kere ters diiz
edilerek karigtirildi. Hiicre siispansiyonu berraklasana kadar tiip yaklasik 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

. 10 pL Alkali Proteaz Cozeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edildi ve tiip 4 kere
ters diiz edildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

° 350 pL Nétralizasyon Cozeltisi (Neutralization Solution) ilave edildi ve tiip derhal 4
kere ters diiz edilerek karigtirildi.

. Elde edilen bakteriyal lizat 13.000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant minikolon (SV Minicolumn) igine aktarilarak 13.000 rpm’de oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama kabina gegen sivi uzaklagtirild.

e Minikolona 750 pL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi ve
13.000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Toplama kabina gecen sivi
uzaklastirildi.

° Minikolon bir kez daha 250 pL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ile
yikandi.

. Minikolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alindi ve 100 pL Niikleaz Igermeyen Su
(Nuclease-Free Water) ilave edildi. Minikolon 13.000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika
santrifiij edilerek DNA mn ¢ozeltiye gegmesi saglandi. Elde edilen plazmid DNA ¢ozeltisi
-20 °C’de saklandi.
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2.2.4. DNA Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Genomik ve plazmid DNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonu, niikleotidlerin heterosiklik
halkalarinin 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum absorbe etme o&zelliginden
yararlanilarak olgiildii (Temizkan ve Arda, 2004). DNA ¢ozeltisi 1/50 oraninda
sulandirilarak 260 nm’de optik yogunluk (dansite) olgiildii. 1 OD (Optik Dansite) gift
iplikli DNA i¢in 50 pg/mL’ye karsilik gelmektedir. DNA miktarmin belirlenmesinde
agagidaki (1) esitliginden yararlanild.

DNA (pg/ml) =260 mn’deki OD x sulandirma oram x katsay1 (50) 1)

2.2.5. Genomik ve Plazmid DNA’larimin EcoR 1 ile Kesimi

Genomik DNA (gDNA) ve pUC 18 plazmid DNA’s1 50 pL. son hacimde ayri ayri
kesildi (Maniatis vd.,1989).

gDNA /pUC 18 5 pg

10x H Tamponu S pL

10x BSA 0,5 pL

EcoR 1 Ll (12'U)

dd H,O 50 pL’ye tamamlandi

Plazmid DNA’y1 igeren reaksiyon karigimi 37 °C’de 2-3 saat, genomik DNA’y1
igeren reaksiyon karigimi ise 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Daha sonra enzimin
deaktivasyonu igin karigimlar 65 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Sonuglar DNA

elektroforezinde gortintiilendi.

2.2.6. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi yatay jel tanki kullamlarak gergeklestirildi (Maniatis vd., 1989).
Jelden DNA ¢ikarma islemi disindaki elektroforez islemlerinde her bir kuyucuga yaklagik
50 ng DNA yiiklendi. Jelde ornekler 100 V’de 45 dakika yiiriitiildii. DNA bantlan

ultraviyole 151k altinda incelendi. Jel goriintiileri BioDoc Analyze programu ile kaydedildi.
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Tablo 13. Agaroz jel elektroforezinin yapiligt

Bilesen Miktar1

TAE Tamponu Tankin igine dolduruldu

Jel % 0,7-1,2 agaroz 30 ml TAE tamponu iginde, etidyumbromiir (10 mg/ml)
0,5 pg/ml

Kuyucuklara

6x Jel Yiikleme Tamponu 1 pL
DNA Cozeltisi 5puL
1 kbp DNA Standard: 1 pL (sadece kontrol kuyucuguna yiiklendi)

2.2.7. DNA’nmn Etanol ile Coktiiriilmesi

DNA’nin etanol ile ¢oktiiriilmesi restriksiyon enzimleri ile kesimden sonra ayrica
PCR’den sonra ¢ozelti i¢indeki proteinlerin ve tamponlarin uzaklastirilmasi amaci ile
yapildi (URL-4, 2005).

° DNA ¢ozeltisi tizerine 1/10 kadar 3 M sodyum asetat (pH 5,2) ve 2,5 kat1 kadar %
96’lik soguk etanol ilave edildi. Tiip ters diiz edilerek karistirildi ve -20 °C’de 1 saat
bekletildi. Oda sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist faz
uzaklagtirildi.

e Tiipe 500 pL. % 96’lik soguk etanol ilave edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi ve Ust faz uzaklastirildi.

e 500 pL % 70’lik soguk etanol ilavesinden sonra tiip 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek iist faz uzaklastirildi. Iginde kalan etanoliin tamamen uzaklasmast icin tiip oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi.

° Pellet halindeki DNA gerekli miktarda suda ¢6ziilerek uygun sartlar altinda sakland:.
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2.2.8. DNA Par¢alarinm pUC 18 Vektoriine Ligasyonu

Kesilen DNA pargalann vektore T4-DNA Ligaz enzimi yardimi ile yapistirildi
(Maniatis vd.,1989). Reaksiyon 10 pL son hacimde gergeklestirildi.

pUC18 (vektor DNA) 100 ng

gDNA pargalan (insert DNA) 200 ng

10x Ligaz Tamponu 1yl

T4-DNA Ligaz 1 gLy 0)

dd H,O 10 pL’ye tamamland:

Reaksiyon karisimi 16 °C’de bir gece inkiibe edilerek reaksiyon gergeklestirildi.

2.2.9. Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Kompetant hiicrelerin hazirlams: kalsiyum kloriir metoduna gore gergeklestirildi
(Maniatis vd.,1989). Kompetant hiicreler E. coli IM101 ve BL21(DE3)pLysS suslan ile
hazirlandi. Genomik DNA kiitliphanesini olusturmak i¢in DNA pargalarimi igeren pUC18
ve PCR iriinlerini igeren pGEM-T vektérlerinin transformasyonu igin JM101 susu ve
geninin  tamamim  iceren pET-28a(+) vektdriiniin  transformasyonu igin ise
BL21(DE3)pLysS susu kullanild.
®  Gece kiltiri hazirlamak igin, 3 mL LB besiyeri igine petriden ekim yapildi. Sivi
kiiltiir gece boyunca 37 °C’de 200 rpm’de sallanarak biiyiitiildii.

° Hazirlanan gece kiiltiiriiniin 600 pL’si 60 mL LB besiyeri igeren erlen igine aktarildi
ve 600 nm’deki optik yogunluk 0,4-0,6 arasinda bir degere ulasincaya kadar yaklasik 2
saat 37 °C’de ve 200 rpm devirde biiyiitiildii.

e Bu degere ulagildiginda, hiicre kiiltiirii, 30 ml’lik tiiplere konularak 4 °C’de 4.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklagtirild:

e Herbir tipe 10 mL 0,1 M CaCl, ilave edilerek pellet ¢oziildii. Tiipler 30 dakika buz
i¢inde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
stipernatantlar uzaklagtirild.

e Pelletler 2 mL 0.1 M CaCl, ¢ozeltisinde siispansiye edilerek 200 pL hacimlerde steril
mikrosantrifij tiiplerine boliinerek 2 saat buzda bekletildi ve transformasyona hazir hale

getirildi.
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2.2.10. Transformasyon

DNA pargast igeren/icermeyen vektorler 6nceden hazirlanan kompetant hiicrelere
aktarilarak ¢ogaltildi (Maniatis vd.,1989).
. Kompetant hiicreleri igeren tiipe 1-5 pL arasinda uygun hacimde plazmid ¢ozeltisi
ilave edilerek 30 dakika buz i¢inde bekletildi.
e  Tiip 2 dakika 42 °C’de bekletilerek plazmidin hiicre igine ge¢mesi saglandi.
° Tiip igine 200 pL LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1 saat bekletildi.
° Bu siirenin sonunda tiip i¢indeki siispansiye karisim petriye yayma ekimle ekildi ve
37°C’de 1 gece bekletilerek plazmidi igeren hiicrelerin biiyiimesi saglandi.
e  Transformasyonda pUC18 ve pGEM-T vektorleri kullanildig: durumlarda, 50 pg/mL
ampisilin igeren LBA’l petrilerin iizerine 200 mg/mL’lik izopropiltiyo-B-galaktozid
(IPTG) ¢ozeltisinden 45 pL ve 20 mg/mL’lik 5-Bromo-4-kloro-3-indol-B-D-galaktosid
(X-Gal) ¢ozeltisinden 45 pL eklenip iyice yayilarak kurutuldu ve daha sonra ekim yapildi.
Bu ortamda biiyiiyen mavi ve beyaz kolonilerden sadece beyazlan segilerck alindi.
e pET-28a(+) vektorii kullamldigi durumlarda ise 50 pg/mL oraninda kanamisin igeren
LBA’h petrilerin iizerine 200 mg/mL’lik IPTG ¢ozeltisinden 45 uL eklenip iyice yayilarak

kurutuldu ve daha sonra ekim yapildi. Bu ortamda biiyiiyen tiim koloniler segilerek alindi.

2.2.11. Rekombinant Plazmidlerin izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Petrilerden segilen beyaz koloniler (pUC18 + DNA pargast), 50 pg/mL ampisilin
iceren LB besiyerine aktarildi ve 37 °C’de gece boyunca 200 rpm’de sallanarak gece
kiiltiirleri  hazirlandi. Rekombinant plazmidler “Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi (Bolim 2.2.3.). izole edilen
rekombinant plazmidler EcoRI enzimi ile kesilerek vektdr igine aktarlan DNA
pargalanmin uzunluklan tespit edildi. Yaklagik 2 kbp’den daha biiyiik DNA pargalarim

igeren plazmidler DNA sira analizi igin Macrogen Inc.(Giiney Kore)’e gonderildi.

2.2.12. DNA Siralarinin incelenmesi

Anoxybacillus gonensis G2 susunun elde edilen DNA ve protein siralart BLAST

programi yardimu ile incelendi.
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2.3.invers PCR ile FBA Geninin Sonunun Yakalanmasi

Normal PCR’dan farkl olarak, invers PCR’da DNA kalibina baglanacak ileri ve geri
primerler ters yonlii oldugu i¢in, DNA kalibina baglanan primerler ile DNA sentezi disa
dogru gergeklestirilmigtir. Kalip DNA olarak restriksiyon enzimleri ile kesilip kendi
iizerine yapigmis halkasal DNA pargalar kullamlmigtir (Sekil 12).

2.3.1. invers PCR i¢in Primer Tasarim

FBA geninin sonundaki yaklagik 50 bazlik kismin belirlenmesi igin invers PCR
gergeklestirildi ( Li ve Hastings, 1998; Coton vd., 2004). FBA’nin bilinen DNA sirasindan
yararlamlarak bir set ileri (forward) ve geri (reverse) primer (ADL F1 ve ADL R1)

tasarlanip lontek Firmasi’na sentezlettirildi (Tablo 8).

2.3.2. Genomik DNA’nin RE’ler ile Kesimi

Primerlerin 5°- uglan arasinda kalan bolgeden DNA’y1 kesmeyen Hind 111, Hinf 1 ve
EcoR 1 enzimleri ile genomik DNA uygun sartlarda kesildi (Maniatis vd.,1989). Reaksiyon

karigimlarinin son hacmi 50 pL yapildi.

gDNA 2 ug

10x Reaksiyon Tamponu SuL

Restriksiyon Enzimi 1 uL (8-12 U)

dd H,0 50 pL’ye tamamlandi

Reaksiyon karigimlar 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Enzimler, 65 °C’de 15

dakika inkiibasyon sonucunda deaktive edildi ve sonuglar agaroz jelde incelendi.

2.3.3. DNA Parcalarinin Ligasyonu

RE’ler ile kesilen DNA pargalarimin her birinin kendi iginde yapisarak dairesel forma
dontismesi i¢in T4-DNA Ligaz enzimi kullamlarak ligasyon reaksiyonlar gergeklestirildi
(Maniatis vd.,1989). Reaksiyonlarin son hacimleri 500 L yapildi.
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A. gonensis G2
genomik DNA’s1

ALDRI ALD F1
<+— —>

L _ T )
Aldolaz geni  Aldolaz geninin.
aranan pargasi
RE ile kesim Ligasyon RE ile kesim

Dairesel DNA

pargalari

invers PCR

ALD R1 primeri ile
zincir uzamasi

ALD F1 primeri ile
zincir uzamasi

invers PCR igin kalip
halkasal DNA’lar

Cogaltilan DNA pargalari

Sekil 12. FBA geninin son kismimi yakalamak ig¢in gergeklestirilen invers
PCR’1mn sematik gosterimi
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RE Kesim Karigimi 45 pL (~ 1,8 pg)
10x Ligaz Tamponu 50 uL

T4-DNA Ligaz 3uL (150)
dH,0 402 pulL

Reaksiyon karigimlar: 16 °C’de gece boyunca bekletildi. Etanol ¢oktiirmesi yapilarak
(Bolim 2.2.7) protein ve diger bilesenler uzaklastirildi ve saf DNA pelleti elde edildi.
Pellet 30 pL steril distile suda ¢6ziindii.

2.3.4. invers Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA pargalarmin g¢ogaltilmasi i¢in kullanilan invers PCR, ters ydnlerde primer
kullanim ile gergeklestirildi (Maniatis vd., 1989). Kalip DNA, primerler, dNTP karigimi,
tampon ve Tag DNA polimerazin ilavesi ile reaksiyon karigimi hazirlandi ve uygun
programa ayarlanan PCR cihazinda reaksiyon gerceklestirildi. Sonuglar % 1,2°lik agaroz

jelde incelendi.

Tablo 14. Invers PCR bilesenleri

Bilesen Miktar

10x Reaksiyon Tamponu 5uL

MgCl, (25 mM) 4L

Kalip DNA 200 ng

Primer [ 20 pmol
Primer II 20 pmol
dNTP Karigimi (10 mM) 1uL

Tag DNA Polimeraz 0,5 uL (2,5 U)

dd H,O 50 pL’ye tamamland:
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Tablo 15. invers PCR reaksiyon sartlari

Adim Sicaklhik (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayist
Denatiirasyon 95 2 i
Denatiirasyon 94 1

Hibridizasyon 57 1 36

Uzama 2 2

Uzama 2 3 1

2.3.5. PCR Uriinlerinin Jelden Ekstraksiyonu

PCR reaksiyon karigimlari % 1,2’lik agaroz jele yiiklendi. 100 V’de 45 dakika
yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda PCR ile gogaltilan fragmentler jelden kesilerek alind1.
DNA fragmentleri DNA Ekstraksiyon Kiti ile jelden ekstrakte edildi.

. Kesilen jel pargasi mikrosantrifiij tiiplerine konularak agirhg kaydedildi ( 1 g jel
yaklasik 1 mL’ye esit). Uzerine 3 hacim Baglanma Cozeltisi (Binding Solution) eklendi ve
55 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek agaroz tamamen ¢6ziindi.

e Tipe 5 pL Silika Toz Siispansiyonu (Silica Powder Suspension) eklenerek
vortekslendi ve 55 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bu zaman zarfinda tiip her iki dakikada
bir vortekslenerek silika tozunun siispansiye olmasi saglandi.

° Tiip 5 saniye santrifiij edildi ve stipernatant uzaklagtirildi. Pellet iizerine 500 pL
Yikama Tamponu (Wash Buffer) ilave edilerek vortekslendi ve 5 saniye santrifijjden sonra
slipernatant uzaklastirildi. Bu basamak ii¢ kez tekrarlanarak pellet temizlendi.

. Pellet 30 pL steril deiyonize su ilavesinden sonra 55 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek
silika tozuna baglanan DNA fragmentlerinin ¢ozeltiye gegmesi saglandi.

° Son olarak siispansiye karigim 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek silika
tozunun ¢okmesi saglandi. DNA fragmentlerini igeren siipernatant temiz bir mikrosantrifiij
tiipline alinarak uygun sartlarda saklandi. Cozeltiden 5 pL alinarak agaroz elektroforezinde
DNA pargalan kontrol edildi.
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2.3.6. PCR Uriinlerinin PGEM-T Easy Vektoriine Ligasyonu

PCR iiriinleri pPGEM-T Easy klonlama vektoriine T4-DNA Ligaz enzimi yardim ile
yapistirildi (Maniatis vd.,1989). Reaksiyonun son hacmi 14 pL yapildi.

PCR Uriinii 5uL
pGEM-T Easy Vektorii 1uL
2x Ligasyon Tamponu 7 pL
T4-DNA Ligaz 1uL (5U)

Karisimlar 16 °C’de bir gece bekletilerek ligasyon gergeklestirildi.

2.3.7. E. coli JIM101’e Transformasyon

Ligasyon iirtinleri E. coli JM101 hiicresine aktarilarak (Bolim 2.2.9. ve 2.2.10.)
rekombinat plazmidler ¢ogaltildi. IPTG ve X-Gal igeren ampisilinli LBA petrilerinden
beyaz koloniler se¢ilerek alindi (Maniatis vd.,1989).

2.3.8. Rekombinant Plazmid izolasyonu ve Sira Analizi

Segilen beyaz koloniler ampisilinli LB besiyerinde 37 °C’de 200 rpm’de 1 gece
biiyiitiilerek gece kiiltiirleri hazirlandi. Rekombinant plazmidler “Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi
(Bolim 2.2.3.). izole edilen plazmidler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve DNA
pargasi igeren plazmidler tespit edildi. Bu plazmidler EcoR I enzimi ile kesilerek vektor
i¢ine aktarilan DNA pargalan kontrol edildi. Klonlanan DNA pargalarinin baz dizi analizi
Macrogen Inc.’de (Giiney Kore) yaptirildi.

2.4. FBA Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Genin Ekspresyonu
2.4.1. Primer Tasarimi ve Sentezi

FBA geninin tam sirasini yakalamak i¢in bir set ileri ve geri primer tasarlandi (ADL

F2 ve ADL R2). lleri primer baglama kodonundan &nce Nde I kesim bolgesini igerecek
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sekilde dizayn edildi. Geri primer ise dur kodonundan 6nce tekrar bir dur kodonu ve BamH

I kesim bolgesini igerecek sekilde tasarlandi. Primerler fontek Firmasi’na sentez ettirildi.

Aldolaz
Met

ALD F2 5°- CCATATGCCTTTAGTTTCAATGACGG-3’

Nde |

Aldolaz
‘—

ALD R2 5°- GGGATCCCTCACTTACAACGCTTTGCCGG-3’

BamH 1 Dur Dur

Sekil 13. FBA geninin tamamim g¢ogaltmak igin kullanilan ileri ve geri
primerlerin niikleotid sirasi. Koyu yazilan niikleotidler, aldolaz
geninin baslangig ve bitis bolgelerine denk gelmektedir.

2.4.2. PCR ile Genin Tamaminin Cogaltilmas:

DNA parcalarinin gogaltilmast i¢in kullanilan PCR Maniatis ve arkadaslarina (1989)
gore gergeklestirildi. Kalip DNA, primerler, dNTP karigimi, tampon ve 7ag DNA
polimerazin ilavesi ile reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo 16) ve uygun programda
(Tablo 17) Thermal Cycler’da amplifikasyon gergeklestirildi. PCR iiriinleri % 1°lik agaroz
jelde yiiriitiildii ve UV 151k altinda incelendi.

Tablo 16. Polimeraz zincir reaksiyonunun bilegenleri

Bilesen Miktar

10x Reaksiyon Tamponu 5uL

MgCl, (25 mM) 4 puL

Kalip DNA 200 ng
Primer I 20 pmol
Primer 11 20 pmol
dNTP Karigimi (10 mM) I pL

Tag DNA Polimeraz 0,5 puL (2,5 U)

dd H,O

50 puL’ye tamamlandi
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Tablo 17. PCR reaksiyon sartlar

Adim Sicakhk (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayist
Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 1

Hibridizasyon 95 1 36

Uzama T2 1.5

Uzama 12 5 1

2.4.3. PCR Uriinlerinin ve pET-28a(+) Vektoriiniin RE’ler ile Kesimi

Hem PCR iiriinleri hem de pET-28a(+) vektorii iki ucundanda restriksiyon enzimleri
ile kesilerek sarkik uglarin olugturulmasi ve ligasyonla bu uglarin birleserek genin vektdre
klonlanmasi amaglanmaktadir. Bu amagla PCR iiriinleri ve pET-28a(+) vektorii BamH 1 ve
Nde 1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek ligasyona hazir hale getirildi (Maniatis vd.,1989).

PCR iiriinii 40 pL

10x BamH I Tamponu S pk

10x BSA 0,5 uL

BamH 1 1 uL (8-12 U)
Ndel 1 pL (8-12 U)
dd H,O 2,5 uL

Reaksiyon karigimi 37 °C’de 2-3 saat ve enzimlerin inaktivasyonu i¢in 65 °C’de 15
dakika inkiibe edildi.

pET-28a(+) Vektorii Sug

10x BamH I Tamponu 5uL

10x BSA 0,5 uL

BamH 1 1 puL (8-12U)
Nde 1 1 pL (8-12 U)

dd H,O 50 pL’ye tamamlandi
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Reaksiyon karigimi 37 °C’de 2-3 saat ve enzimlerin inaktivasyonu igin 65 °C’de 15

dakika inkiibe edildi.

2.4.4. Genin pET-28a(+) Vektoriine Ligasyonu

Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA’lar %]1’lik agaroz elektroforezinde
yiiriitiilerek jelden DNA Ekstraksiyon Kiti yardimi ile alind1 (Béliim 2.3.5) ve 30’ar uL
steril distile suda ¢oziindii. T4 DNA Ligaz enzimi ile PCR iiriinii pET-28a(+) vektoriine
yapistirildi (Maniatis vd.,1989).

pET-28a(+) (vektor DNA) Sl

PCR iiriinii (insert DNA) SuL

10x Ligaz Tamponu LS
T4-DNA Ligaz 1 uL (50)
dd H,O 2SipL

Reaksiyon karigimi 16 °C’de gece boyunca inkiibe edildi.

2.4.5. Rekombinant Plazmidin BL21(DE3)pLysS Hiicresine Transformasyonu
ve Izolasyonu

Ligasyon dirtinti bir giin dnceden hazirlanan E. coli BL21(DE3)pLysS kompetant
hiicresine aktarildi (B6liim 2.2.9. ve 2.2.10.). Kanamisin ve IPTG igeren LBA petrilerden
secilen koloniler 3 mL kanamisinli LB besiyerine ekilerek 37 °C’de gece kiiltiirleri
hazirlandi. Plazmid izolasyonu “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System”
(Promega) kiti kullanilarak gerceklestirildi (Bolim 2.2.2.). izole edilen plazmidler
% 0,7’lik agaroz jelde yiirtitilerek DNA pargasi igerenler tespit edildi. Bu plazmidler
BamH 1 ve Nde 1 restriksiyon enzimleri ile kesilerek icerdikleri DNA pargalan % 1°lik
agaroz jelde kontrol edildi. FBA genini igeren plazmid biyokimyasal karakterizasyon
galismalarinda kullamlmak tizere gliserol stogu (900 pL gece kiiltiirii + 300 pL gliserol)
yapilarak -20 °C’de saklandi. Rekombinant plazmidin DNA sira analizi Macrogen Inc.’de
(Gtiney Kore) yaptirildi.
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2.5. Fruktoz-1,6-Bisfosfat Aldolazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
2.5.1. Fruktoz-1,6-Bisfosfat Aldolazin E.coli’de Ekspresyonu ve Saflagtiriimasi

pET28a(+) vektoriine klonlanan aldolaz geninin E. coli BL21(DE3)pLysS susunda
ekspres edilmesi saglandi ve N- ucunda bulunan 6 tane histidin biriminden dolay, ekspres
edilen protein nikel kolonu igeren “Protein Saflastirma Kiti” (Magne His Protein
Purification System) kullamlarak saflastirildi (Sekil 14). Proteinin ekspresyonu ve
saflagtirilmasinda agagidaki basamaklar takip edildi.

Hazirlanan stok kiiltirden 3 ml LB besiyerine ekildi ve gece boyunca 37 °C’de
sallayicida sallanarak gece kiiltiirli hazirland1. Ertesi giin 50 pg/mL kanamisin igeren LB
besiyerinin 100 ml’sine 1 mL gece kiiltiirii eklendi ve 37 °C’de 600 nm’deki optik
yogunlugu 0,4-0,6 arasina gelinceye kadar biyiitildi. Istenilen optik yogunluga
ulagildiginda son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG eklenerek 3 saat inditkleme
yapildi. Aldolazin hiicreden saflagtirilmas: yukarda da belirtildigi gibi “Protein Saflagtirma
Kiti” kullanilarak agagida anlatildig: gibi gergeklestirildi.

e  Indiiklenen kiiltiiriin 30 mL’si Falcon tiipiine konularak 10.000 rpm’de ve 4 °C’de 10
dakika santrifiyj edildi. Stipernatant uzaklagtirildi.

e  Pellet -20 °C’de 15 dakika bekletildi.

. 10x Hiicre Liziz Cozeltisi (FastBreak Cell Lysis Reagent) ultra saf su ile 1:10
oraninda seyreltildi ve pellet 6 mL 1x Hiicre Liziz Cozeltisinde ¢oziildii. Bu basamakta
hiicre duvarlarinin pargalanmasi saglandi.

e 30 pL DNaz ilavesinden sonra tiip oda sicakliginda bir sallayici iizerinde 10-20
dakika inkiibe edildi. DNaz ilavesiyle hiicre parcalanmasi sonucu agiga ¢ikan DNA
yapilar pargalandi.

e Pellet siispansiyonu mikrosantrifijj tiiplerine 1’er mL olacak sekilde aktarldi.

o Her bir tiipe 120 pL. Nikel-Pargaciklan (MagneHis Ni-Particles) eklendi. Tiipler oda
sicakhginda 2 dakika alt tist edilerek karistirildi. Bu islem sonucunda N- ucunda bulunan 6
tane histidinden dolayr rekombinant protein +2 yiikli nikel iyonlarina baglanarak
siipernatantdan aynldi.

e Nikel-Parcaciklarini tiiplerin kenarina toplamak igin tiipler magnetik tutucuya

yerlestirildi. 1 dakika bekledikten sonra siipernatant uzaklastirildi.
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Sekil 14. Poli His-Tag kuyrugu igeren FBA proteininin nikel kolonu ile saflastiriimasinin
sematik gosterimi
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° Tiipler magnetik tutucudan alarak iizerlerine 600’er pl. Baglanma/Yikama
Tamponu (MagneHis Binding/Washing Buffer) eklenerek Nikel-Parcaciklar yikandi.
Tiipler magnetik tutucuya yerlestirilerek yaklasik 1 dakika beklendi ve siipernatant
dikkatlice uzaklagtir1ld1.

. Yikama basamagi 2 kez daha tekrar edildi.

e Her bir tiipe 250 pL Elusyon Tamponu (MagneHis Elution Buffer) ilave edilerek oda
sicakliginda tiipler 1-2 dakika bekletildi. Elusyon Tamponu ilavesiyle nikele bagh protein
¢ozeltiye birakildi. Magnetik tutucuya konulan tiiplerden siipernatant yaklagik 1 dakika
sonra dikkatlice alinarak -20 °C’de sakland1.

2.5.2. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore gergeklestirildi (Lowry, vd., 1951) Protein
standard1 olarak sigir serum albumini (BSA) kullamldi. Kalibrasyon grafigi i¢in bir seri
serum albumin ¢ozeltisi hazirlandi. Tayinin gergeklestirilmesi i¢in asagidaki islemler
gergeklestirildi.

° BSA standartlan, kor omek ve protein 6rnegi 5’er mL Lowry C belirteci ile
karigtirildi.

e Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

° 0,5 mL Lowry D belirteci hizla tiiplere eklendi ve vortekslendi.

° Tiipler 30 dakika karanlikta bekletildi.

. 660 nm’de absorbanslar 5l¢iildii.

° Standart egri grafigi hazirlanarak drnegin protein derigimi bulundu.

2.5.3. Dogal Jel Elektroforezi

Aldolazin varlig1 dogal elektroforez ve substrat boyamasi ile ortaya konuldu. Dogal
elektroforez, SDS’siz ortamda ve 10x10 cm ebadindaki elektroforez tankinda
gergeklestirildi (Temizkan ve Arda, 2004). % 5’lik yigma ve % 8’lik ayirma jeli kullanild.
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Tablo 18. Dogal jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Yigma Jeli (% 5, pH 6,8) Ayirma Jeli (% 8, pH 8,8)

Yigma Jel Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 1,25 mL -

Ayirma Jel Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) - 2,5mL
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 1,67 mL 2,67 mL
dd H,O 6,97 mL 4,73 mL
% 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,1 mL 0,1 mL
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,01 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal elektroforez yiiriitme
tamponu ile dolduruldu. Dogal elektroforez yiikleme boyas: ile 1:1 oramnda karstirilan
standart ve ornekler Hamilton siringasi yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Her bir
kuyucuga yaklagik olarak 10-15 pg protein yiiklendi. Tank buz dolu bir kap igine
yerlestirildi. Boya, yigma jelinden gikana kadar yaklagik olarak 10 dakika 20 mA’de ve
ayirma jelinden ¢ikana kadarda yaklagik olarak 50-60 dakika 25 mA’de ytiriitiildii. Elektrik

akimi kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice gikartilarak boyama islemine gegildi.

2.5.4. Substrat ve Commassie Boyamasi

Dogal jelde FBA aktivitesinin belirlenmesi i¢in histokimyasal temele dayanan ve
aldolazin bulundugu bolgelerde mor renk olusumu ile sonuglanan bir test gergeklestirildi.
Bu test FBA i¢in spesifik olup substrat varhiginda bir seri renk verici madde ile
gergeklestirilmektedir (Meijer, 1985). Aktivite boyamasi i¢in, uygun ebatlarda kesilen ve
substrat boyama g¢ozeltisi (Tablo 12) ile doyurulan Whatman kagdu, jel iizerine yatinlarak
mor renkli bantlar olusana kadar yaklasik 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Elde edilen
sonuglar tarayici ile taranarak goriintiilendi.

Jelde dogal haldeki proteinlerin goriiniir hale getirilmesi i¢in Coomassie Brillant
Mavisinin proteinlere baglanma 6zelliginden yararlamldi (Meyer ve Lamberts, 1965). Jel
Coomassie Brillant Mavisini igeren boyama ¢ozeltisi (Tablo 12) iginde hafifce sallanarak

yaklagik 2 saat bekletildi. Protein bantlarmin goriiniir hale getirilmesi igin ise boya
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uzaklastirma ¢ozeltisi (Tablo 12) ile yaklagik 2-3 saat muamele edildi. Elde edilen
sonuglar tarayici ile taranarak goriintiilendi.
2.5.5. SDS Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Maniatis ve
arkadaslarina (1989) gore gergeklestirildi. 10x10 cm ebadinda jel tanki kullanildi. % 5’lik
y1gma ve % 12’lik ayirma jeli kullamldi.

Tablo 19. SDS jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Yigma Jeli (% 5, pH 6,8)  Ayirma Jeli (% 12, pH 6,8)

Yigma Jel Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 1,25 mL -

Ayirma Jel Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 6,8) - 2.5mlL
% 10 SDS 0,1 mL 0,1 mL
% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 1,67 mL 4 mL

dd H,0 6,87 mL 3,29 mL
% 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,1 mL 0,1 mL
N,N,N',N"-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,01 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS yiiriitme tamponu
(Tablo 12) ile dolduruldu. SDS yiiriitme boyasi (Tablo 12) ile 1:1 oraminda kargtirilan
standart ve Ornekler 95 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi ve
Hamilton siringas1 yardimu ile kuyucuklara yiiklendi. Her bir kuyucuga yaklagik olarak 15-
20 pg protein yiiklendi. Boya yigma jelinden ¢ikana kadar yaklagik olarak 10 dakika
20 mA’de ve ayirma jelinden ¢ikana kadarda yaklasik olarak 50-60 dakika 25 mA’de
yiiriitiildii. Jel, Coomassie Brillant Mavisini igeren boyama g¢ozeltisi (Tablo 12) i¢inde
hafif¢e sallanarak yaklasik 2 saat bekletildi. Protein bantlarinin gériiniir hale getirilmesi
icin ise boya uzaklagtirma ¢ozeltisi (Tablo 12) ile yaklagik 2-3 saat muamele edildi
(Bolim 2.5.4). Elde edilen sonuglar tarayici ile taranarak goriintiilendi.
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2.6. Fruktoz-1,6-Bisfosfat Aldolaz Aktivitesinin Tayini

Fruktoz-1,6-bisfosfat substratina karsi aldolaz aktivitesi 340 nm’de NADH
oksidasyonunun spektrofotometrik olarak &lgiilmesi ile gergeklestirildi (Racker, E., 1947).
NADH’1n oksidasyonu asagidaki bir seri reaksiyon sonucunda gergeklesmektedir.

a) D-Fruktoz 1,6-bisfosfat — LD o Dihidroksiaseton fosfat + D-gliseraldehid 3-fosfat

TRI
b) D-gliseraldehid 3-fosfat g———®= Dihidroksiaseton fosfat
GDH

¢) Dihidroksiaseton fosfat + NADH + H'g—— Gliserol 3-fosfat + NAD"

Yiiksek sicakliklarda gliserol-3-fosfat dehidrojenaz/triozfosfat izomeraz (GDH/TPI)
enzim ¢iftinin denaturasyonundan dolay: enzimatik aktivite son nokta deneyi ile belirlendi
(Sauve ve Sygusch, 2001). Kullanilan tamponlarin pH’lar1 ¢alisma sicakhiklarina gére
ayarlandi. Reaksiyon karigiminin son hacmi 1 mL olacak sekilde denemeler gergeklestirildi
ve spektrofotometrik olgiimler igin kuvars kiivetler kullanildi. Kor denemeler, reaksiyon
kanigimina FBA katilmadan gergeklestirildi ve ¢ift 15l spektrofotometrede kore karsi
sifirlama yapildiktan sonra okuma gergeklestirildi (Sekil 15).

Aktivite hesaplamalari igin esitlik (2) kullamldi. 1 enzim initesi; 60 °C’de, 1
dakikada 1 umol FBF’yi pargalayan enzim miktar1 olarak, spesifik aktivite ise 1 mg saf

protein bagina iinite olarak hesaplandi.

. Vixdasdtx10°
Enzim Unitesi= ————————— = (U/L veya pmo],dak'l.L'l) 2)
€naph) X Vex d

gnapi) = NADH’nin 340 nm’deki molar absorplama katsayisi [6,3 x 10° L.mol".cm™,

(Siebers vd., 2001)]
d = Kiivetin 151k yolu (1 cm)
dA/dt = Birim zamandaki (dakikada) absorbans degisimi (dak'l)
Vi = Reaksiyon karisiminin toplam hacmi (1 mL)
Ve = Reaksiyona katilan enzimin hacmi ( 1x107-2x10 mL)

10° = Enzim iinitesindeki miktar: pmol olarak ifade etmek igin gerekli katsay1
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Substrat ¢ozeltisi
FBF (tampon iginde)

l Reaksiyon sicaklhiginda 4 dak.

Aldolaz

l Reaksiyon sicakliginda 3 dak.

i Buz i¢inde 10 dak.

NADH g¢ozeltisi
(0,17 mM)

l Oda sicakliginda 5 dak.

GDH/TPI enzim ¢ifti
(5 pL)

l 1 dak. tarama (A = 340 nm)

Zamana baglh
absorbans grafigi

Sekil 15. Aldolaz aktivitesinin tayininde izlenen rutin yol

2.6.1. Aldolaz Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek amaci ile
aktivitenin 6l¢iildtigii rutin yontemde substrat ¢ozeltisinin hazirlandigi tampon ¢6zeltinin
tiirii ve pH’s1 degistirilerek aldolazin substrati ile olan reaksiyonu 55 °C’de gergeklestirildi.
Bu testlerde substratin son konsantrasyonu 4 mM, enzimin son konsantrasyonu ise
2 pg/mL olacak sgekilde ayarlandi. Kullamlan tiim tampon ¢ozeltiler 50 mM
konsantrasyonda olup pH 5-5,5 degerlerinde sodyum asetat, pH 6-6,5 degerlerinde fosfat,
pH 7-9 degerlerinde Tris-HCI, pH 9,5-10 degerlerinde glisin-NaOH tamponlar kullamldi.

Sonuglarin degerlendirilmesi ile optimum pH belirlendi.
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2.6.2. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin EtKisi

Fruktoz-1,6-bisfosfat aldolazin optimum reaksiyon sicakligimn belirlenmesi igin,
gergeklestirilen rutin deneyden farkli olarak 30-80 °C araliginda 10 °C’lik artislarla sabit
sicaklikll su banyosunda aldolazin substrati ile reaksiyonu gergeklestirildi. pH’s1 8,5 olan
50 mM’lik Tris-HC] tamponunda ¢oziilen substratin son konsantrasyonu 4 mM, enzimin
son konsantrasyonu ise 2 pg/mL olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen veriler kullanilarak

aldolaz enziminin optimum sicaklig1 tespit edildi.

2.6.3. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein miktar1 sabit tutularak gergeklestirilen optimum pH ve sicaklik tayinlerinden
sonra 10 mM’lik stok FBF ¢ozeltisi Tris-HC1 (50 mM, pH 8,5) tamponunda hazirland1 ve
aldolazin katalizledigi reaksiyon 60 °C’de gergeklestirildi. Her bir 6lgtim igin farkh
konsantrasyonlarinda FBP (0,05 mM ile 3 mM nihai FBP konsatrasyonu aralifinda) ve
2 pg/mL aldolaz kullamilarak rutin reaksiyonlar gergeklestirildi. Elde edilen verilerden
substrat doygunluk ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek optimum substrat

konsantrasyonu ve Vpaks ve Kp kinetik verileri elde edildi.

2.6.4. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Protein Miktarinin Etkisi

Gergeklestirilen bu  denemeler 1 mM’hk nihai FBF ve farkli enzim
konsantrasyonlarinda yapildi (0,5 — 30 pg/mL nihai konsantrasyon araliginda). Elde edilen

veriler kullanilarak degisen protein miktari ile aktivite iliskisi incelendi.

2.6.5. Aldolazin Isil Kararhhgmin Incelenmesi

Rekombinant enzimin sahip oldugu aktivitenin 1s1l kararlihigimin belirlenmesi i¢in,
gergeklestirilen rutin deneyden farkhi olarak, enzim ¢ozeltisi 30 dakikalik zaman
dilimlerinde 3 saate kadar sicakliktaki 10 °C’lik artislarla 30-70 °C arasinda inkiibe edildi.
Tespit edilen gartlarda bekletilen enzim ¢ozeltisi, oda sicakligina kadar sogutularak daha

6nce belirlenen optimum sartlarda aktivite testleri gergeklestirildi. % Kalan aktiviteler,
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herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis enzim Oziitiniin optimum sartlarda

belirlenen aktivite degeri ile kargilagtirilarak hesaplandi.

2.6.6. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal iyonlarinin ve EDTA’nin Etkisinin
incelenmesi

Aldolaz aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile monovalent
K" ve divalent Zn’z, Ca+2, Co+2, Cr*z, @ G2 iyonlarinin kloriir tuzlarimin 100 mM’lik
stok gozeltileri kullamildi. Gergeklestirilen rutin testten farkli olarak, kullanilan metal
iyonlarmin nihai konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde her bir metal iyonu FBF
gozeltisine eklenerek 60 °C’de, 4 dakika on-inkubasyon gergeklestirildi. Daha sonra,
FBA’nin ilavesi ile 60 °C’de reaksiyonlar gergeklestirildi ve aktivite tayini yapildi.
Sonuglar metal iyonu icermeyen denemeden elde edilen sonugla kargilagtirilarak bu metal
iyonlarinin aldolaz aktivitesi iizerine etkisi incelendi.

Siuf II aldolazlarin genel inhibitérii olan EDTA’min aktivite iizerine etkisini
incelemek amaci ile EDTA-sodyum tuzunun 100 mM’hk stok ¢ozeltisi kullanildi.
Gergeklestirilen rutin testten farkli olarak, kullanilan EDTA-sodyum tuzunun nihai
konsantrasyonlar1 1 mM olacak sekilde FBF ¢ozeltisine eklenerek 60 °C’de, 4 dakika 6n-
inkubasyon gerceklestirildi. Daha sonra, FBA’nin ilavesi ile 60 °C’de reaksiyonlar
gerceklestirildi ve aktivite tayini yapildi. Sonuglar, EDTA-sodyum tuzu igermeyen
denemeden elde edilen sonugla karsilagtinlarak EDTA’nin aldolaz aktivitesi tizerine etkisi

incelendi.



3. BULGULAR
3.1. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in Anoxybacillus gonensis G2 genomik
DNA’st EcoR 1 restriksiyon enzimi ile kesilerek elde edilen fragmentler pUC 18
plazmidine klonland1 ve Escherichia coli JM101 hiicresine aktarildi (Sekil 11). Yaklagik
500 rekombinant plazmid izole edilerek uygun sartlarda saklandi. DNA sira analizine
gonderilen bir grup plazmidin DNA ve protein siralar1t BLAST programinda incelendi ve
klon 123’tin (pUC-P123) 3°- ucundan baglayarak okunan siranin fruktoz-1,6-bisfosfat
aldolaz (FBA) geninin basglama sinyalinden itibaren 832 bazhk kismuim igerdigi tespit
edildi (Sekil 16, 18 ve 20).

4000 bp 3600-3700 bp
3500 bp 2686 bp
2500 bp

M 1

Sekil 16. pUC-P123’iin restriksiyon analizi. M; 1 Kb standart, 1; pUC-P123’iin EcoR 1 ile
kesimi [lineer pUC 18 (2686 bp) ve FBA geninin biiyiik bir kismim da igeren
DNA pargasi (~3600-3700 bp)]

3.2. invers PCR ile Genin Sonunun Yakalanmas

ALD F1 ve ALD RI1 primerleri kullanilarak gergeklestirilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile genin yaklagik 30 bazlik son kisminin yakalanmasi hedeflendi. Bu
amagla yakalanan gen par¢asinda kesim bolgeleri olmayan Hind III, Hinf 1 ve Nde 1
restriksiyon enzimleri tespit edildi ve A. gonensis G2 genomik DNA’s1 ayri ayri bu
enzimlerle kesilerek DNA fragmentleri olusturuldu. Bu fragmentlerin T4 DNA ligaz
enzimi ile kendi iistlerine katlanmasi saglandi. Elde edilen halkasal DNA’lar invers
PCR’da kalip DNA olarak kullanild: (Sekil 12). Uygun sartlarda gergeklestirilen invers
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PCR sonuglart % 1°lik jelde goriintiilendi. Hinf 1 ile kesilen genomik DNA ile yapilan
PCR’da yaklagik 750 bazlik PCR iiriinii elde edildi (Sekil 17).

~ 750 bp

M 1

Sekil 17. Invers PCR iiriiniiniin % 1°lik jeldeki goriintiisii. M; 1 Kb standart, 1; PCR
tirtinii (~750 bp)

Elde edilen PCR iiriinii pGEM-T Easy vektoriine klonlandi ve DNA sira analizine
gonderildi. Sira analizi sonuglarmin incelenmesi sonucu FBA geninin 26 bazlik son
kisminin belirlendigi tespit edildi (Sekil 18). invers PCR ile FBA geninin son kismi ile
beraber bu genden sonra yaklasik 400 bp’lik DNA sirast da belirlendi. Bulunan bu yeni
DNA siras1 amino asit sirasina ¢evrilerek BLAST programu ile incelendi. Incelenen amino
asit sirasinin, Ozellikle Bacillus tiirii transaldolazlarla (TAL) yaklasik % 90 oraninda

benzerligi tespit edildi (niikleotid siras1 verilmemistir).

3.3. FBA Geninin pET28a(+) Vektiriine Klonlanmasi ve Ekspresyonu

FBA geninin tam sirasimin incelenmesi sonucu uygun primerler dizayn edildi (ALD
F2 ve ALD R2). 4. gonensis G2 genomik DNA’s1 kalip DNA olmak tizere bu pirimerler
kullamilarak gergeklestirilen PCR sonucu 861 bp’lik genin tamam gogaltildi (Sekil 19).
PCR iriinii BamH 1 ve Nde I enzimleri ile kesildi ve yine aym enzimlerle kesilen
pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlandi. Rekombinant vektor ekspresyon icin E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicresine aktarild: ve stok kiiltiirii yapilarak -20 °C’de saklandi.
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ALD F2

5°-ATGCCTTTAGTTTCAATGAC EGAAATGCTTAAACAAGCATTGGCAGGCAAGTA
ALD RI1

TGCGGTCGGTCAATTCAATATTAACAACTTAGAATGEACACAAGCAATTTTAG

CAGCGGCGGAAGAAGAAAAATCTCCTGTCATTCTCGGTGTGTCAGAAGGGGCA
GCTCGCTACATGGGCGGCTTTAAAACTGTCGTGAACATGGTGAAAGGGTTAAT
GGAAGACATGAACATTACTGTTCCTGTCGCTATTCACATTGATCACGGTTCAAG
CTTTGAAAAATGTAAAGCAGCGATCGACGCTGGATTTACATCAGTCATGATCG
ATGCATCGCATCATCCGTTTGAAGAAAACGTTGAAATTACATCAAAAGTTGTC
GAGTACGCTCATGCGCGTGGTGTATCGGTTGAAGCGGAGCTCGGAACTGTTGG
TGGACAAGAAGATGATGTGGTGGCAGAAGGGATCATTTATGCAAATCCAGATG
AGTGCGAAGAGCTTGTGAAGCGCACAGGCATTGACTGTTTAGCGCCAGCGCTC
GGTTCTGTACACGGTCCATACAAGGGAGAACCGAAATTAGGTTTTAAAGAGAT
GGAAGAAATTCGCGATCGTACAGGTGTACCGCTCGTATTACACGGTGGCACAG
GTATTCCGACAGAACAAATTCAACGTGCTATTTCGCTCGGTACATCAAAAATT

ALD F1 =
AACGTCAATACAGAAAACCAAATGGCGTTTACAAAAGTGGTGCGCGAAGTATT

AGCAAAAGATGAAAAAGTGTACGATCCGCGCAAATTCCTCGGCCCTGGCCGCG

ATGCGATTAAAGAAACAGTGATTGGCAAAATGCGCGAATTCGGTTCTTCCGG

¢ ALD R2
CAAAGCGTTGTAA -3°

Sekil 18. 4. gonensis G2 genomik DNA’sinin FBA’y1 igeren pargasi. Koyu yazilan sira
invers PCR ile bulunan bolgeyi gostermektedir. Alti ¢izili kodonlar sirasi ile
“metiyonin” ve “dur” sinyallerini kodlamaktadir. Oklarla gésterilen bolgeler ise
kullamlan primer siralarini gostermektedir.
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~ 860 bp

M 1

Sekil 19. PCR ile ¢ogaltilan FBA geninin % 1’lik jeldeki goriintiisii. M; 1 Kb standart,
1; PCR ile gogaltilan FBA geni (~ 860 bp)

FBA geninin DNA siras1 amino asit sirasina gevrilerek ($ekil 20) BLAST programi
ile gakigtirma yapildi. Cakigtirma sonuglari  A. gonensis G2 FBA enziminin sif II
FBA’lar ile benzerlik gosterdigi tespit edildi. En g¢ok benzerlik gosterdigi tiirler
Tablo 20’de verilmistir. Ayrica, 4. gonensis G2 FBA sirast Clustal W program
kullanilarak mezofilik bakteri Escherichia coli ve termofilik bakteriler Geobacillus
kaustophilus HTA426, Geobacillus stearothermophilus, Thermus aquaticus smf 11
FBA’lar ile kargilagtinlmig ve korunmus bolgeleri tespit edilmistir (Sekil 21).

Tablo 20. A. gonensis G2 FBA amino asit sirasimin diger baz: tiirlerle benzerligi

Bakteri Adi Benzerlik  Bakteri Adi Benzerlik
Geobacillus kaustophilus HTA426 %92 Bacillus subtilis %78
Geobacillus stearothermophilus %91 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 % 78
Bacillus cereus G9241 % 84 Thermus aquaticus % 46

Bacillus licheniformis DSM 13 % 80 Escherichia coli % 44
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atg cct tta gtt tca atg acg gaa atg ctt aaa caa gca ttg gea gge aag tat geg gte
MPLVSMTIEMLKOQALAGIKYAYV
ggt caa ttc aat att aac aac tta gaa tgg aca caa gca att tta gca geg geg gaa gaa
GQFNI NNLEWT QA I1LAAAEE
gaa aaa tct cct gtc att ctc ggt gtg tca gaa ggg gea get cge tac atg gge ggc ttt
EK SPVI LGV SE G AARYMGGTF
aaa act gtc gtg aac atg gtg aaa ggg tta atg gaa gac atg aac att act gtt cct gtc
KTVVNMVKGLMEDMNITVPYVY
gct att cac att gat cac ggt tca agc ttt gaa aaa tgt aaa gca geg atc gac get gga
ATHIDHGS SFEKCK AAIDAG
ttt aca tca gtc atg atc gat gea tcg cat cat ccg ttt gaa gaa aac gtt gaa att aca
FT SVMI DAS HHPFEENVYETIT
tca aaa gtt gtc gag tac get cat geg cgt ggt gta teg gtt gaa geg gag ctc gga act
S KVVE YAH ARGV SVE AELGT
gtt ggt gga caa gaa gat gat gtg gtg gca gaa ggg atc att tat gea aat cca gat gag
VGG QE DDVYV AEGIIYANPDE
tgc gaa gag ctt gtg aag cgc aca ggc att gac tgt tta geg cca geg cte ggt tet gta
CEELV KEKERTGIDCL AP A LG SY
cac ggt cca tac aag gga gaa ccg aaa tta ggt ttt aaa gag atg gaa gaa att cge gat
HGP YK GEPKLGFKEMETETRD
cgt aca ggt gta ccg ctc gta tta cac ggt ggc aca ggt att ccg aca gaa caa att caa
RT GV PLYLBGGE TGEIPT EOLQ
cgt get att teg ctc gt aca tca aaa att aac gtc aat aca gaa aac caa atg geg ttt
RAISLGT SKTINVNTUENG O QMATF
aca aaa gtg gtg cgc gaa gta tta gca aaa gat gaa aaa gtg tac gat ccg cge aaa tte
TK VV REVL AKD EKVYDPRKTF
cte gge cct gge cge gat geg att aaa gaa aca gtg att gge aaa atg cge gaa ttc ggt
LGPGRDAIKETVIGKMRBREFG
tct tec gge aaa geg ttg taa
8:8S G K A Ty ¥«

Sekil 20. 4. gonensis G2 susunun FBA geninin DNA ve protein sirast. Yildizlar (***)
ile gosterilen kodon “dur” sinyalini temsil etmektedir.
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3.4. Fruktoz-1,6-Bisfosfat Aldolazin Saflastiriimast

Ticari olarak mevcut olan pET vektorleri bir ya da iki farkh bolgede histidin
kodlayan kodonlar (polihistidin-tag) igermektedir. Son zamanlarda siklikla kullamlan bu
yontemle ekspres edilen proteinlerin nikel kolonu ile kolaylikla tek basamakta
saflagtirilmas1 ~ saglanmaktadir. FBA  proteininin  saflastinlmasinda bu  yontem
kullamlmigtir. Yapilan arastirmalar sonucu FBA geninin klonlanmasi i¢in pET28a(+)
vektoriiniin kullanilmasinin uygun olacag: tespit edilmis ve ekspresyon vektorii olarak
kullanilmigtir. pET28a(+) vektorii ribozom baglanma bolgesinden sonra ve Nde 1 kesim
bolgesinin hemen oniinde 6 tane histidin kodlayan kodon (polihistidin-tag) igermektedir.
PCR ile ¢ogaltilan FBA geni 5°- ucundan Nde 1, 3’- ucundan BamH I ile kesilip yine aym
enzimlerle kesilen pET28a(+) vektériine klonlandiginda (pET-aldl), rekombinant vektor
genin baslama kodonundan hemen 6nce 6 tane histidin kodlayan kodon igerir ($ekil 22).

Yani ekspres edilen FBA, N’- ucunda 6 tane histidin amino asidi (histidin kuyrugu)

icermektedir.
Ndel BamH 1
pET28a(+) \l, pET28a(+)
— > CATATG S TAAGTGAGGGATCC ——>
rbb polihis-tag Met  FBA geni * ¥

Sekil 22. FBA geninin pET28a(+) vektoriine klonlandigi bélgenin sematik gosterimi.
Turuncu ile gosterilen bélge ribozom baglanma bélgesini (rbb), eflatunla
gosterilen bolge 6 tane histidin birimini, yildizla gosterilen kodonlar ise “dur”
sinyallerini gostermektedir.

E.coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edilen FBA proteini, nikel taneciklerinin
proteinin N- ucunda bulunan histidin birimlerindeki azotlar ile etkilesmesiyle diger

proteinlerden ayrilarak saflagtinldi (Sekil 14).
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3.5. Fruktoz-1,6-Bisfosfat Aldolazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.5.1. Fruktoz-1,6-Bisfosfat Aldolazin Elektroforetik Olarak Karakterizasyonu

Saflagtirlan proteinin aldolaz aktivitesi ilk olarak elektrofotetik olarak ortaya
konuldu. Aldolaz aktivitesi, fruktoz-1,6-bisfosfat (FBF), nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD") ve bir seri renk olusturucu madde varliginda mor renkli bant olusumu ile
belirlenmektedir (Meijer, 1985). Bu yontem FBA’lar igin spesifiktir. Dogal elektroforezle
proteinlerin denatiire olmadan jelde birbirlerinden ayrilmalari saglanmistir. Daha sonra
gergeklestirilen boyama testi ile jel lizerine yatirilan substrat boyama gozeltisiyle

doyurulmus kagitta mor renkli bantlarin olustugu gozlemlenmistir (Sekil 23).

Sekil 23. Dogal jel elektroforez analizi
A) Aktivite boyamasi
B) Coomassie brillant blue boyamasi
1; Saf protein [pET-aldl; (E. coli BL21(DE3)pLysS + pET28a(+) — FBA geni]
2; Orijinal A. gonensis G2 susunun hiicre i¢i proteinleri (pozitif kontrol)

Sekil 23 A’da protein tek bant olarak goriilmektedir. Bu da proteinin saf olarak izole
edildigini gostermektedir. Saf proteinin, substrat boyamasi sonucunda jel iizerine yatirilan
kagitta, mor renkli bir bant olusturmast FBA aktivitesi gdsterdiginin kamtidir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan A. gonensis G2 susunun ¢oziinen hiicre i¢i proteinleri hiicre
duvarinin lizozimle pargalanmasi ile elde edilmistir ve aldolaz aktivitesi gostermektedir.

Saf protein baglama sinyalinden 6nce histidin ve diger baz1 amino asitleri igerdiginden
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yiiriime hizinin orijinal bakteridekinden daha yavas olmasi beklenmektedir. Bu farkli gog
hiz1 da Sekil 23°te goriilmektedir.

FBA’mn molekiiler agirligr ve farkh alt birimler igerip igermedigi sodyum dodesil
siilfat (SDS) jel elektroforezi ile tespit edilmistir. Gergeklestirilen SDS elektroforezinden
sonra jel Coomassie brillant blue ile boyanarak protein bantlar1 goriinir hale getirilmistir

(Sekil 24).

Sekil 24. SDS jel elektroforez analizi.
M; protein standartlari, 1; Saf protein [pET-aldl (E. coli BL21(DE3)pLysS +
pET28a(+) — FBA geni]

Sekil 24°te goriildiigii gibi saf protein tek bant halindedir. Bu da enzimin farkli alt
birimlerden olugmadigini gostermektedir. Standart proteinlerin ve saf proteinin Ry degerleri
hesaplanarak molekiiler agirliklarimin logaritmasina kars1 grafige gecildi ve saf proteinin
molekiiler agirhigr yaklasik 31,9 kDa civarinda bulundu. Ayrica proteinin molekiiler
agirhg teorik olarak da hesaplandi. Yalnizca FBA’nin amino asit sirasi dikkate alinarak
yapilan hesaplama sonucu molekiiler agirlik 30.875 Da olarak bulundu. Fakat FBA
proteinin pET28a(+) vektoriinde ekspres edildigi dikkate alindiginda baglama sinyalinden
onceki polihistidin ve diger amino asitlerin de g6z Oniine alinmasi gerekmektedir. Bu
sekilde yapilan hesaplama sonucu histidin kuyrugu iceren FBA proteininin molekiiler
agirligr 33.287 Da olarak bulunmustur. Teorik molekiiler agirhikla deneysel molekiiler
agirlik birbirine oldukga yakin degerlerdir.
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3.5.2. Aldolaz Aktivitesinin Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu

Fruktoz-1,6-bisfosfat substratina karsi aldolaz aktivitesi 340 nm’de NADH
oksidasyonunun spektrofotometrik olarak dlgiilmesi ile gergeklestirildi (Racker, E., 1947).
Aktivite hesaplamalan igin 340 nm’de €napn) = 6,3 X 10° L.mol.cm™alind1 (Siebers vd.,
2001). 1 enzim tinitesi; 60 °C’de, 1 dakikada 1 pmol FBF’yi pargalayan enzim miktari
olarak, spesifik aktivite ise 1 mg saf protein bagina inite olarak hesaplandi.

A. gonensis G2 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen FBA’nin detayl bir
sekilde karakterizasyonu igin aktivite iizerine pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu,
protein konsantrasyonu, metal iyonu ve inhibitor etkisi incelendi. Ayrica enzimin 1sil

kararhilig: belirlendi.

3.5.2.1. Aldolaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

A. gonensis G2 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen FBA’mn en yiiksek
etkinlik gosterdigi pH degerinin bulunmas: amaci ile farkli pH degerlerindeki tamponlarin
kullanilmas: ile enzim aktiviteleri belirlenerek pH degerine kargilik gelen aktivitelerle bir
pH - % bagl aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 25). Buna gore, ¢izilen grafik, saf proteinler igin
tipik olan ve tek bir maksimumun oldugu bir egri seklindedir. Bu egride, optimum pH’nin
8.5 civarinda oldugu goriilmektedir. Aktivite tayininde FBA disinda triozfosfat izomeraz
(TPI) ve gliserol-3-fosfat dehidrojenaz (GDH) enzimleri de kullamldigindan elde edilen

optimum pH degerinin toplam reaksiyonun optimum pH’s1 oldugu sdylenebilir.

120 4

% Bagil Aktivit
- 8 &8 8 8

Sekil 25. Aldolaz aktivitesi iizerine pH nin etkisi
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3.5.2.2. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

A. gonensis G2 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen FBA’nin en yiiksek
etkinlik gosterdigi sicaklik degerinin bulunmasi amaci ile 30-80 °C arasindaki sicaklik
degerlerindeki enzim aktiviteleri belirlenerek sicaklik degerine karsilik gelen aktivitelerle
bir sicaklik - % bagil aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 26). Elde edilen egri, ¢an egrisi
seklindedir ve 60 °C’de aktivite maksimumdur. 70 °C aktivitenin yaklagik % 50 oraninda
diistiigii goriilmektedir. 80 °C’de ise aktivite yaklagik % 90 oraninda kaybolmaktadir.

120 4
|
100 |

|

il

60 |

% Bagil aktivit(

40

20L
B—— =5 T r T . !

20 30 40 50 60 70 80 9
Sicakhk (°C)

Sekil 26. Aldolaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

3.5.2.3. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein miktar sabit tutularak yapilan bu g¢alismada, A. gonensis G2 susundan
klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen FBA’nin enzim aktivitesinin ¢esitli kinetik verilerle
karakterize edilmesi amaci ile nihai konsantrasyonu 0-3,0 mM araliginda olacak sekilde
degisik konsantrasyonlardaki FBF substratinin par¢alanmasi sonucu yiikseltgenen NADH
miktar1 340 nm’de absorbanstaki azalma ile 6lgiildii. Optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in substrat doygunluk egrisi ($ekil 27), kinetik veriler igin ise Lineweaver-
Burk egrisi (Sekil 28) ¢izildi. Substrat doygunluk egrisinden enzim aktivitesinin basit
Michealis-Menten kinetigine uydugu ve etkili bir aktivitenin gozlenmesi i¢in FBF
konsantrasyonunun 1 mM olmasi gerektigi tespit edildi. Lineweaver-Burk egrisinden FBF
substrati varliginda Vmas ve Ky degerleri sirasi ile 2,4 pM/dak.mg protein ve 567 pM

olarak belirlendi.
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Aktivite (U/L)
(=3
g

0 — T

0 0.5 1 1.5 2 25

———

Substrat Konsantrasyonu (mM)

Sekil 27. FBF substrati varliginda FBA’nin doygunluk egrisi

1V

12,0

1/[S]

Sekil 28. FBF substrati varliginda aldolaz aktivitesi i¢in
Lineweaver-Burk egrisi

3.5.2.4. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Protein Miktarinm Etkisi

A. gonensis G2 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen FBA’nin aktivitesi,
sabit substrat konsantrasyonunda protein miktarindaki degisime bagh olarak incelendi.
Sekil 29°daki hiperbolik egriden de goriilecegi iizere, 10 pg/mL enzim konsantrasyonuna
kadar enzim miktarindaki artiy hizi artirmakta, 10 pg/mL ve yukarisindaki enzim
konsantrasyonlarinda ise hiz sabit kalmaktadir. Yani, bu noktadan sonra enzim
miktarindaki artis artik reaksiyon hizini etkilememektedir. Bu nedenle, aldolaz aktivitesi
icin optimum enzim miktar1 10 pg/mL olarak belirlendi (Sekil 29).
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Sekil 29. Aldolaz aktivitesi lizerine enzim miktarimin etkisi

3.5.2.5. Aldolazin Isil Kararlihgimn incelenmesi

Enzimin 1s1l kararlihginin belirlenmesi amaci ile, ¢alismalar 30 ile 70 °C arasinda
10 °C’lik arahklarla ve 30 dakikalik zaman araliklarinda 3 saatlik bir stire boyunca
gergeklestirildi. 30 ve 40 °C’de aktivitenin onemli Slgiide degismedigi, 50 °C’de ilk 30
dakikadan sonra azaldigr ve 60-70 °C’de ilk 30 dakika da % 10’un altina distiigi

gozlemlenmistir ($ekil 30).

£ ——30°C
‘% —m—40°C
= —&—50°C
S —%—60°C
B —*—170°C

0 30 60 90 120 150 180 210
Zaman (dak)

Sekil 30. FBA mn 1s1] kararlilik egrisi



74

3.5.2.6. Aldolaz Aktivitesi Uzerine Baza Metal iyonlarinin ve EDTA’min Etkisi

Aldolaz aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarmn ve EDTA’nin etkisini ortaya
koymak amaci ile monovalent K™ ve divalent Zn*2, Ca'?, Co'2, Cr'2, Cd*%, Cu'? iyonlarmin
Kloriir tuzlan ile EDTA’min sodyum tuzu kullanildi. 1 mM’lik metal iyonlan ve EDTA
varhginda ve optimum sartlardaki aldolaz aktivitesindeki degisimler kaydedildi. Kontrol
olarak, metal iyonu ihtiva etmeyen reaksiyon karigimi kullamldi ve boyle bir karigim i¢in

gozlenen aktivite degeri % 100 kabul edildi (Tablo 21).

Tablo 21. Aldolaz aktivitesi iizerine baz1 metal iyonlarinin ve EDTA’mn etkisi

Metal iyonu % Kalan Aktivite Metal iyonu % Kalan Aktivite
Yok 100 Cr' 64
K 130 ca 100
Znt* 289 Cu® 43
e 182 EDTA 0

ol 163




4.SONUCLAR VE TARTISMA

Gergeklestirilen ¢alismada, Balikesir Gonen kaplicasindan izole edilen, cesitli
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve DNA hibridizasyonu analizi ile yeni bir
tiir oldugu ortaya konulan Anoxybacillus gonensis (A. gonensis) G2 susundan 1s1ya direngli
fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz (FBA) geni indiiklenebilir T7 RNA polimeraz promotoru
igeren pET28a(+) vektoriine klonlanip Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilmistir.
Ekspres edilen enzim saflastinilip aldolaz aktivitesi elektroforetik ve spektroskopik olarak
ortaya konulmustur. Spektrofotometrik aktivite testi ile enzimin bazi biyokimyasal
6zellikleri incelenmistir.

EcoR 1 enzimi ile genomik DNA kiitiiphanesi olusturularak yakalanan FBA geninin
832 bazhik kism1 klon 123’iin i¢inde bulunmaktadir. Bu da genin EcoR I kesim bolgesi
igerdigini gostermektedir. invers PCR ile yakalanan parga ile birlikte genin 861 baz ve 286
amino asitten olustugu tespit edilmistir (Sekil 20).

Amino asit swrasmn BLAST programi kullanilarak diger organizmalardaki
aldolazlarla karsilastirilmas: sonucu &zellikle Bacillus tiiriiniin dimerik yapidaki simf II
FBA’larinin amino asit siralarma % 80-90 arasinda benzedigi tespit edilmistir. Oysaki
tetramerik yapida olan simf IT FBA’lan igerdigi bilinen tiirlere (Sauve ve Sygusch, 2001)
% 40-45 oraninda benzemektedir (Tablo 20). Bu bilgiler 1s18inda klonlanan proteinin simf
II grubuna ait fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz oldugu ve dimerik yapida olma olasiliginin
oldukga fazla oldugu sdylenebilir. Karsilagtirma sonuglar1 enzimin dimerik yapida olma
ihtimalini ne kadar giiclii kilarsa kilsin, yine de dordiinciil yapisi hakkinda deneysel
verilere sahip olmadan kesin bir degerlendirme yapmak dogru degildir. Bununla birlikte,
Thermus aquaticus, Helicobacter pyroli ve siyanobakteri olan Synechocystis tiirleri
tetramerik yapiya sahip olan smif Il FBA enzimlerini icermektedir ve bu enzimlerin
hepsinin amino asit sirasinda 21 amino asitlik ilave bir bolge bulunmaktadir (Sauve ve
Sygusch, 2001). Bu bolgenin tetramerik dérdiinciil yapiyr kararl kilabilecegi ifade
edilmektedir. Oysaki bu 21 amino asitlik bolge dimerik yapidaki siuf Il A [E. coli
(Baldwin vd., 1978), S. cerevisiae (Jack ve Harris, 1971)] ve smf II B
[B. stearothermophilus (Sugimoto ve Nosoh, 1971 )] gruplarinda ve A. gonensis G2
FBA’sinda bulunmamaktadir (Sekil 21). Bu ¢alismanin devaminda jel filtrasyon
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kromotografisi ya da yiiksek basingli sivi kromotografisi ile klonlanan enzimin dérdiinciil
yapist ve toplam molekiil agirhg tespit edilebilir.

Elektroforetik ¢alismalarla da klonlanan genin FBA’y1 ekspres ettigi tespit edilmistir.
FBA’lara 6zgii olan substrat boyama testi (Sauve ve Sygusch, 2001) rekombinant proteine
uygulanip, mor renkli bant elde edilmistir (Sekil 23). Enzimin tek bir tiir alt birimden
olustugu SDS jel elektroforezi ile ortaya konulmustur (Sekil 24). SDS jel elektroforezi
sonuglarina gore proteinin tek bant halinde olmasi, enzimin dérdiinciil yapisinin homolog
iki ya da daha fazla birimin organizasyonu ile olustufunu gosterir. Ekspres edilen
rekombinant protein histidin kuyrugu i¢erdiginden alt birim molekiil agirligi 33,3 kDa
olarak, histidin kuyrugu icermeyen orijinal protein alt birim agirhig1 ise 30,9 kDa olarak
hesaplanmistir. Bu degerler SDS elektroforez sonuglari ile de desteklenmektedir. Deneysel
olarak rekombinant enzimin alt birim molekiil agirhg yaklasik olarak 31,9 kDa civarinda
bulunmustur. Bu deger, termofilik bir bakteri olan B. stearothermophilus’dan saflastirilan
ve alt birim agirhg 30,3 kDa olan homodimerik yapidaki FBA’nin molekiil agirhigina
oldukea yakin bir degerdir (Sugimoto ve Nosoh, 1971).

BLAST programi ile yapilan karsilastirma sonucu, A. gonensis G2 FBA’smin
homodimerik yapidaki Geobacillus kaustophilus HTA426 FBA’sma % 92, Geobacillus
stearothermophilus FBA’sma % 91 ve E. coli FBA’sina % 40 oraninda, homotetramerik
yapidaki Thermus aquaticus FBA’sina ise % 46 oraninda benzedigi tespit edilmistir (Tablo
20).

Clustal W programi kullanilarak yapilan gakistirmada 4. gonensis G2 FBA’sinin
amino asit swasi, E. coli, G. kaustophilus, G. stearothermophilus, B. sublilis ve
I’ aquaticus simf 11 FBA’larmm amino asit siralari ile karsilastinlmigtir (Sekil 21):
Sonuglar incelendiginde, A. gonensis G2 FBA’simn da diger simf 11 FBA’lar gibi
korunmus birim ve bolgeleri oldugu bulundu. Ozellikle kataliz ve metal baglanma
bolgeleri tamamen korunmustur.

Smuf II FBA’lar aktif bolgelerindeki genellikle bir ¢inko iyonu mevcudiyetinde
reaksiyonu katalizlerler. Simf II aldolazlardaki substratin baglanmasindan sorumlu olan
birimler hakkinda siuf I aldolazlara gore daha az bilgi vardir (Plater vd., 1999). Simf II
enzimler cogunlukla benzer bir mekanizma ile reaksiyonu katalizler. Mekanizma
aydinlatma caligmalari genellikle E. coli simf II FBA proteininde gergeklestirilmektedir.
Fonksiyonel amino asitler mutasyonla degistirilerek mutantlarin aktiviteleri incelenmekte

ve bu sekilde fonksiyonel amino asit birimleri ortaya konmaktadir. Berry ve Marshall’in
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(1993) yaptig1 calismada, aktif bolgedeki katalitik ¢inko iyonunun 3 tane histidin birimi
(His110, His226 ve His264) ve bir tane glutamat birimi (Glul72) ile koordinasyon yaptigi
belirlenmistir. His110 ve His 264’iin rotasyonu sonucu gomiilii pozisyondaki ¢inko iyonu
yiizeye ¢ikarak substrat ile etkilegebilecegi pozisyona gelir (Berry ve Marshall, 1993).
Qamar ve arkadaglarinin (1996) gergeklestirdigi ¢alismalar sonucu, bir arginin biriminin
(Arg331) kesim reaksiyonu yoniinde FBF substratimn C6 fosfatinin, kondenzasyon
reaksiyonu y6niinde ise GAP’1n C3 fosfatinin enzime baglanmasi ve tamnmasinda, kritik
bir role sahip oldugu ortaya konulmustur (Qamar vd., 1996). Zgiby ve arkadaslar1 (2002)
Glul74’iin substrat baglanmasinda etkin bir rolii olmasa da bu birimin katalizde 6nemli bir
rolii oldugunu, ayrica Glul82 biriminin de Kkatalitik ¢evrimde ©nemli oldugunu
bildirmektedir. Glu182 kondenzasyon yoniindeki reaksiyonun ilk basamaginda DHAF’in
Cl1 hidrojeninin uzaklastirilmasinda o6nemli bir rolii vardir. Ayrica Glul82 kesim
reaksiyonu yoniinde FBF C3’deki protonlanmadan sorumludur (Zgiby vd., 2002). Aktif
bolgede yer alan bir asparagin biriminin (Asn286) katalizde ve ketonik uclu substratin
enzime baglanmasinda 6nemli bir rolii vardir. Ayrica yapilan mutasyon galismalar1 bir
aspartat biriminin (Aspl09) kondenzasyon reaksiyonunda GAF’nin karbonil grubunun
polarizasyonundan, kesim reaksiyonunda ise C4 hidroksi protonunun uzaklastirilmasindan
sorumlu oldugunu ortaya koymustur (Plater vd., 1999). Yukanda anlatilan ve enzimin
reaksiyonu katalizlemesinde rol alan tiim amino asitler 4. gonmensis G2 FBA’sinda
tamamen korunmuslardir ($ekil 21). Bu birimler; divalent metal iyonunun baglanmasindan
sorumlu olan His86, His181, His209 ve Glul35 birimleri (E. coli’de sirasi ile; His110,
His226, His264 ve Glu 172); katalitik reaksiyonda rol alan Arg258, Glul45, Asn231 ve
Asp85 birimleri (E. coli’de sirasi ile; Arg331, Glul82, Asn286ve Aspl109) ve Glul37
birimidir (E. coli’de; Glul74). Genellikle ¢ogu smif II FBA’lar bir metal iyonu
mevcudiyetinde benzer mekanizmalar ile reaksiyonlari katalizlerler (Sauve ve Sygusch,
2001). Bu sonuglar 15181 altinda 4. gonensis G2 FBA’sinin da kesim ve kondenzasyon
reaksiyonunu diger simf IT FBA’larla benzer bir yolla katalizledigi soylenebilir.

FBA geninin tamaminin pET28a(+)’ya klonlanmasi ile elde edilen rekombinant
vektor (pET-aldl) E.coli’ye aktarildi, bu hiicrede histidin kuyrugu igeren bir fizyon
proteini olarak ckspres edildi ve nikel kolonu ile tek adimda saflastinildi. Kolorimetrik
olarak gergeklestirilen testte mor bandin olusumu aldolaz aktivitesinin varligim
gostermektedir (Sekil 23 A) ve ekspres edilen proteinin aktif formda oldugunun bir

kanitidir. Spektroskopik olarak yapilan testlerde de saflastirilan proteinin aldolaz aktivitesi
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gosterdigi tespit edilmistir. Bu da histidin kuyrugunun proteinin katlanmasi ve metal iyonu
baglamasi agisindan aktiviteyi kaybettirecek ya da olduk¢a azaltacak sekilde etki
etmedigini gostermektedir.

Rekombinant enzimle gergeklestirilen aktivite testleri ile enzimin bazi biyokimyasal
ozelliklerinin ortaya konulmasi amaglanmigtir. Histidin kuyrugu igeren rekombinant
proteinin aldolaz aktivitesinin pH’ya bagimlilig1 incelendiginde grafigin tek bir pik verdigi
ve optimum pH’nin 8,5 oldugu gozlenmistir (Sekil 25). Aktivite tayini, FBA disinda iki
ilave enzim (TPI-GDH, optimum pH 7.,4) varliginda gergeklestirildiginden, ortamin
pH’sinin degismesi ile bu enzimlerin de aktivitelerinin degismesi olduk¢a olasidir.
Literatiirlerde, bu iiglii enzim varliginda tayin edilen aktivitenin en yiiksek oldugu pH,
aldolaz i¢in optimum pH olarak verilmesine ragmen, aslinda gergeklesen tiim reaksiyonlar
i¢in optimum pH belirlenmektedir. Bu deger B. stearothermophilus FBA’simin optimum
pH’s1 ile oldukga yakindir. Saflastirilmis B. stearothermophilus FBA’sinin optimum
pH’sinin Tris ya da borat tamponunda 8,5-8.6 araliginda oldugu tespit edilmistir (Sugimoto
ve Nosoh, 1971). Ayrica ekstrotermofil olan 7. aquaticus’un, tetramerik yapidaki FBA’s1
pH 6,5’ de maksimum aktivite gostermektedir. Bu deger simdiye kadar saflastirilan simf I1
aldolazlardan daha diisiik bir degerdir (De Montigny ve Sygusch, 1996). Genellikle sinif I
aldolazlar pH 7-9 araliginda genis bir pH optimumu gosterirken, simf II aldolazlar pH 7-9
araliginda tek bir noktada ya da dar bir aralikta pH optimumu gostermektedir (Tablo 3)
(Ramsaywak vd., 2004). Bu yiizden rekombinant enzimin dar bir pH optimumuna sahip
olmast dahil oldugu sinif II aldolazlarinin genel bir 6zelligidir.

Rekombinant enzimin sicaklik-aktivite profilinden optimum sicakligin 60 °C oldugu
bulundu ($ekil 26). 70 °C’de aktivite yaklagik % 50, 80 °C’de ise yaklasik % 90 oraninda
azalmaktadir. Enzimin 1s1l kararhilig: ile ilgili bulgularda ise 60 ve 70 °C’de enzimin sirasi
ile 90 ve 30 dakikalik inkiibasyon siireleri sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi
gorilmektedir (Sekil 30). 50 °C’de ise enzim aktivitesinde ilk yarim saat iginde énemli bir
degisim olmadigi, yarim saatten sonra ise aktivitenin azalmaya bagladign ve 3 saat sonra
tamamen kayboldugu goriilmektedir. 30 ve 40 °C’de ise enzimin 3 saat i¢inde aktivitesini
hemen hemen korudugu goriilmektedir. Sicaklik parametreleri B. stearothermophilus
FBA’s1 ile karsilastinldiginda  yakin  sonuglar elde edildigi  goriilmiistiir.
B. stearothermophilus FBA’s1 maksimum aktiviteyi 70 °C’de gostermektedir ve 45 °C’ye
kadar enzim kararliligin1 korumaktadir. 55-65 °C araliginda ise enzimde az da olsa aktivite

kayb1 goriilmekte, 75 °C’de 30 dakikanin iizerinde enzim tamamen aktivitesini
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kaybetmektedir (Sugimoto ve Nosoh, 1971). Ekstrotermofil olan 7. aquaticus FBA’s1 ise
maksimum aktiviteyi 95 °C civarinda gostermekte ve 80 °C’de 2 saat inkiibasyon
zamanindan sonra bile aktivitesini muhafaza etmektedir (De Montigny ve Sygusch, 1996).
Oysaki, mezofilik tiirlerden saflagtirilan FBA’lar yaklagik olarak 30-40 °C arasinda aktivite
gosteritken bu sicakhigin iizerinde aktiviteleri kaybolmaktadir (Alefounder vd., 1989;
Sauve ve Sygush, 2001). Bu da termofilik enzimleri mezofilik homologlarina gére daha
cazip kilmaktadir.

Rekombinant enzimin kinetik degerlerinin ve optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmesi igin farkli konsantrasyonlarda FBF kullanildi. Protein miktar1 sabit tutularak
yapilan ¢alismada elde edilen Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk egrilerinden
optimum substrat konsantrasyonu 1 mM, Vmas ve Ky degerleri sirasi ile 2,4 uM/dak.mg
protein ve 567 uM olarak belirlendi. 1 mM substrat konsantrasyonunda, enzimin substrati
ile doygunluga ulastig1 ve bundan sonraki konsantrasyonlarda hizin degismedigi saptandi
(Sekil 27 ve 28). Ky degeri, substratin enzime olan ilgisinin bir gdstergesidir. Bu deger ne
kadar kii¢iik olursa, enzimin substrata kars: ilgisi o kadar fazladir. Yapilan diger bazi
caligmalar incelendiginde FBF substrati igin Ky degerleri E. coli, Euglena gracilis,
Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida, B. substilis ve T. aquaticus’ta sirasi ile
170 pM, 175 uM, 370 uM, 30 pM, 2 mM ve 330 pM olarak tespit edilmistir (De
Montigny ve Sygusch, 1996). E. coli’de bulunan sinif I ve siif II FBA’lar igin enzimin
substratla doygunluga ulastigi noktadaki hiz degerleri siras: ile 13,8 ve 5,9 pM/dak.mg
protein (Nakahara vd., 2003), Mycobacterium tuberculosis igin 35,1 uM/dak.mg protein
olarak tespit edilmistir (Ramsaywak vd., 2004). Ayrica, diger bir sabit olan kg, iiriiniin
katalitik tiretiminin dogrudan bir 6l¢iisiidiir ve herhangi bir enzim molekiiliiniin bir substrat
molekiiliinii tiriine doniistiirebilmesi i¢in gereken zamani ifade eder. ki degeri ne kadar
biiylikse enzim yiizeyindeki Kkatalitik olaylar o kadar g¢abuk olusur. Bu degerin
bulunabilmesi igin enzim konsantrasyonuna gereksinim vardir. Bu ¢alismada enzimin
tersiyer yapist belirlenemedigi igin enzim konsantrasyonu hesaplanamamistir. Dolayisiyla,
Kiat degeri de hesaplanamamigtir. Enzimin tersiyer yapisi belirlendikten sonra bu sabit
hesaplanabilir.

Rekombinant enzimin sergiledigi aktivitenin enzim konsantrasyonuna bagimlihigi
incelendiginde, 10 pg/mL’lik protein igerigine kadar aldolaz aktivitesinin arttigim daha
yiiksek protein konsantrasyonlarinda ise aldolaz aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz

oldugu belirlenmistir (Sekil 29). Sonu¢ olarak maksimum enzim miktarina ulagildiktan
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sonra FBF’nin pargalanma hizimin enzim miktarindan bagimsiz olarak gergeklestigi
s@ylenebilir. Tespit edilen bu enzim konsantrasyonu literatiir bilgileri ile uyum igindedir.
Genellikle reaksiyon karigimlari 5-10 pg/mL arasinda aldolaz konsantrasyonuna sahiptir
(De Montigny ve Sygusch, 1996; Ramsaywak vd., 2004).

Bir ¢ok enzim, aktivitesi i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiya¢ duyar. Metal
iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar1 bilesiklerde farkli koordinasyon
geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu sebeple metal iyonlar
proteinler karsisinda farkli ligand &6zellikleri gosterebilir ve proteinlerin farkli bolgelerine
baglanabilirler. Bunun sonucunda da enzim aktivitesini farkli sekilde etkileyebilirler
(Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001). Aktivite lizerine etkisi incelenen metal iyonlarindan
K" iyonunun aktiviteyi stimiile ettigi gézlenmistir. Baz1 divalent metal iyonlar ile de
aktivite test edildi ve Zn'? iyonlarinin enzimin en potansiyel aktivatorii oldugu gozlendi.
Zn"? iyonu varliginda aldolaz aktivitesi yaklagik 3 kat artmaktadir. Co' ve Ca'™ varliginda
enzim aktivitesinde bir artig olsa da Zn" durumundakine gore ¢ok daha diisiiktiir
(Tablo 21). Bu yiizden, tiim bu verilere dayanarak rekombinant enzimin maksimum
aktivitenin saglanmasi i¢in Zn'* iyonuna gerek duyan bir simf II aldolaz enzimi oldugu
s6ylenebilir. Genellikle gogu sinif II aldolazlar kofaktor olarak Zn'? iyonunu kullanirlar.
B. stearothermophilus ve E. coli FBA’lani kofaktér olarak Zn'* iyonuna ihtiyag
duyarlarken (Sugimoto ve Nosoh, 1971; Alefounder vd., 1989), Tag FBA’si Co*z’ye
gereksinim duymaktadir (De Montigny ve Sygusch, 1996).

Metaloenzim grubundan olan simf II aldolazlarin genel inhibitori EDTA’dir
(Horecker vd., 1972; Harris vd., 1969). EDTA mevcudiyetinde aldolaz aktivitesi tamamen
kaybolmasi ya da onemli bir oranda azalmasi karakterize edilen enzimin sinif II aldolaz
grubuna dahil oldugunun 6nemli bir gostergesidir. Bu durum simf II aldolazlarin Zn™
iceren bir metaloenzim olmasina ve EDTA’nin da bir metal selatlayici olarak rol
oynamasina atfedilebilir. 1 mM’hk EDTA konsantrasyonunda aldolaz aktivitesinin
tamamen kayboldugu gozlenmistir (Tablo 21). Dogal olarak bu sonug, smif II aldolazlar
icin kesinlikle beklenen bir sonugtur. 0,1 mM - 10 mM arasindaki EDTA
konsantrasyonlatinin  B. stearothermophilus FBA’sin aktivitesini % 90 oraninda azalttig
(Freeze ve Brock, 1970), 1 mM’hk EDTA konsantrasyonunun Mycobacterium
tuberculosis FBA’simin aktivitesini tamamen ortadan kaldirdigi (Ramsaywak vd., 2004)

rapor edilmistir.
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Biitiin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, 4. gonensis G2 susundan klonlanip
E. coli’de histidin kuyrugu ile ekspres edilen FBA’nin metal bagimli sif II aldolaz
grubuna ait bir enzim oldugu soylenebilir. Ayrica bu enzimin mezofilik FBA’lara nazaran
daha yiiksek sicakliklara dayanikli olmasi organik sentezlerde kullantmim daha cazip
kilmaktadir.



5.ONERILER

Enzimler dogamn katalizorleridirler ve dolayisiyla enzimsiz bir hayatin var olmasi
diistiniilemez. Bu yiizden enzimlerin ozelliklerinin ve davramig bigimlerinin yaklasik 200
yildir inceleniyor olmasi siirpriz degildir. Endiistride enzim kullanimimin giin gegtikge
yayginlagmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin saflagtinlmasi ve karakterizasyonunu
da beraberinde getirmektedir. Ozellikle son yillarda rekombinant DNA teknolojilerinin ¢ok
degisik sahalarda uygulanmasi bir enzimin zelliklerinin iyilestirilmesi veya ¢ok daha
uygun sartlarda iiretilmesine olanak saglamaktadir. Bu ¢alisma, yeni bir tiir olan
Anoxybacillus gonensis’in (A. gonensis) G2 susunun fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz (FBA)
geninin bir vektore klonlanip Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilmesi agisindan 6nem
arz etmektedir. izlenen yol enzim iiretimini daha kolay hale getirmistir. Ciinkii bu sekilde
gen indiiklenebilir bir promotorun altinda oldugundan bolca ekspres edilebilir. Ayrica
histidin kuyrugu icerdiginden tek basamakla nikel kolonu ile saflagtinlabilir. Bu da
enzimin saf halde eldesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Enzimlerin endiistride en ¢ok kullanildiklar1 alan kuskusuz organik sentezlerdir.
Sentez reaksiyonlar: genellikle ekstrem sartlar olan yiiksek sicaklik, yiiksek basing ve
organik ¢oziiciler mevcudiyetinde gerceklestirilmektedir. Bu nedenle, sentez
reaksiyonlarinda kullanilacak olan enzimler, ekstrem sartlarda kararli olmali ve katalitik
fonksiyonunu gergeklestirmelidir. Aldolazlar, o6zellikle sentez reaksiyonlarinda C-C
baglarinin olusumu ya da kirilmasinda siklikla kullamilmaktadir. Bu agidan bakildiginda,
termofilik 4. gonensis G2 sugundan klonlanan ve E.coli’de ekspres edilen FBA enziminin,
mezofilik homologlarina gére daha yiiksek 1s1l kararliliga sahip olmasi nedeniyle, 6zellikle
organik sentezde kullanilabilecegi soylenilebilir. Ancak bunun igin enzimin deterjan ve
organik ¢oziicli igeren ortamlardaki kararhligi incelenmeli ve bu yéniiyle sentez
reaksiyonlarinda kullanilabilirligi ayrintili  bir gekilde ele alinmalidir. Enzimlerin
kararliliklarini arttirmanin bir yolu da immobilize edilmeleridir. Bu ¢alismada, saflastirilan
aldolazin immobilizasyonu ile de kararlih@i arttinlabilir ve ileri derecede karakterize
edilerek organik reaksiyonlarda kullanilabilirligi arastinlabilir. Ayrica, rekombinant
proteinin molekiil agirhgi, molekiil yapisi ve pH kararhlign gibi bazi biyokimyasal
6zelliklerini ortaya koymak adina eksiklikler igermekte olup, bu eksiklikleri giderecek
caligmalarla daha kapsamli hale getirilebilir.
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