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B-glukozidaz enzimleri, iki karbohidrat grubu veya biri karbohidrat digeri karbohidrat olmayan
iki grup arasindaki glikozidik bagi hidrolizleyen, glikozid hidrolaz ailelerinden 1. ve 3. aile
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OZET

BiTKi GENLERININ Schizosaccharomyces pombe’de ANLATIMI

Bu calismada, Schizosaccharomyces pombe’nin bitkisel genlerin 6zellikle islevsel analizlerinin
yapilmasinda, uygun bir model organizma olarak kullanilabilirligini arastirmak amaciyla
Sorghum bicolor (akdar1)’un B-O-glukozidazini sifreleyen dhrl, Zea mays (misir)’m
B-O-glukozidazini sifreleyen glul ile Sinapis alba (beyaz hardal)’nin [B-S-glukozidazini
sifreleyen myrl genlerinin bu mayadaki heterolog anlatimlari arastirildi.

pBluescript I KS (+) klonlanmis olan dhri, glul ve myrl genlerinin cDNA’lar1 PCR ile
cogaltildi. Her bir gene ait PCR iiriinleri, S. pombe igin gelistirilmis pART1 ve pREP42
ekspresyon vektorlerinde klonlandi. Bu vektorlerden pART1’de dhrl ve glul genlerini igeren
rekombinant plazmidler (pDA27 ve pGA2) elde edildi. Rekombinant plazmidler, S. pombe
leul-32 wkina lityum asetat ve de elektroporasyon yontemleri ile transfer edildi. S. pombe
transformantlarinda yabanci genlerin varligi, hem koloni PCR hem de transformant kolonilerden
izole edilen genom ve plazmid DNA’larinin PCR ile taranmasi ile DNA diizeyinde gosterildi.
pREP42’de dhrl, glul ve myrl genlerinin klonlanmasi ile elde edilen rekombinant plazmidler
(pDR41, pGR8 ve pMR4) S. pombe ura4-D18 irkina elektroporasyon yontemi ile transfer
edildi. Transformantlar koloni PCR teknigi ile tarandi; pDR41’i igeren 2 (DR41-S22 ve
DR41-S25), pGRS8’i iceren 3 (GR8-S2, GR8-S6 ve GRS8-S9), pMR4’i iceren 5 (MR4-S1,
MR4-S2, MR4-S3, MR4-S4, MR4-S5) adet S. pombe klonu elde edildi.

Bu genlerin S. pombe’deki heterolog anlatimlarimi transkripsiyon diizeyinde analiz etmek igin,
klonlardan total RNA izolasyonu yapildi. Northern melezleme teknigi ile genlerin mRNA
iirlinlerinin varlig1 saptanamadi. Ayni klonlar genlere 6zgli primerlerin kullanildigi RT-PCR
teknigi ile tarandiginda ise DR41-S22 klonunda dhrl’in ve MR4-S1 klonunda myri’in
mRNA’lar1 belirlendi.

Heterolog gen anlatimlarini translasyon diizeyinde analiz etmek i¢in, rekombinant klonlardan
(DR41-S22, MR4-S1 ve GR8-S2) ham protein 6ziitleri elde edildi. dhrl, glul ve myrl genlerine
ait heterolog proteinlerin varlig1 denatiire-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve
Western melezleme teknikleri ile saptandi. Ancak, yapilan enzim aktivitesi testleri ile bu
heterolog proteinlerin aktif olmadiklar1 anlagildi.

Sonug olarak, bu ¢alismada kullanilan bitki B-glukozidazlarini sifreleyen genlerin S. pombe’de
transkripsiyon ve translasyon diizeyinde anlatim yaptiklart halde aktif protein iriin
olusturamamalariin, translasyon sonrasi bazi islemlerde eksikliklerden veya S. pombe
B-glukozidazi ile heterolog [B-glukozidazlar arasindaki olumsuz etkilesimlerden
kaynaklanabilecegini diisiindiirdii.



Xi

SUMMARY

EXPRESSION OF PLANT GENES IN Schizosaccharomyces pombe

In order to investigate whether Schizosacchramyces pombe could be used as a model organism
especially for the functional analysis of plant genes, the heterologous expressions of dhrl genes
encoding B-O-glucosidase in Sorghum bicolor, glul gene encoding B-O-glucosidase in
Zea mays and myrl gene encoding B-S-glucosidase in Sinapis alba have been studied in this
fission yeast

cDNA’s of dhrl, glul and myrl genes which had been cloned in pBluescript II KS (+) are
amplified using PCR. PCR products of each gene are cloned in pART1 and pREP42 expression
vectors of S. pombe. The recombinant plasmids (pDA27 and pGA2) carrying the dhrl and glul
genes in pART]1 are constructed. These plasmids are then transferred to S. pombe leu1-32 strain
by lithium acetate and electroporation methods. The presence of foreign genes in S. pombe
transformants are shown either with colony PCR or with PCR amplifications of genomic and
plasmid DNA’s isolated from the transformant colonies. By cloning of dhrl, glul and myrl
genes in pREP42 we have obtained recombinant plasmids pDR41, pGRS, pMR4, respectively,
by electroporation method in S. pombe ura4-D18 strain. The resulting transformants are
screened using colony PCR technique. Consequently, 2 clones of S pombe containing pDR41
(DR41-S22 and DR41-S25), 3 clones carrying pGR8 (GR8-S2, GR8-S6 and GR8-S9) and
5 clones carrying pMR4 (MR4-S1, MR4-S2, MR4-S3, MR4-S4, MR4-S5) have been obtained.

In order to analyze the heterologous expression of these genes at the level of transcription in
S. pombe total RNA is isolated. mRNA products of the genes could not be detected by Northern
hybridization technique. However, when the same clones were screened with RT-PCR
technique using gene specific primers, mRNA products of dhrl genes in DR41-S22 clone and
myrl gene in MR4-S1 clone could be detected.

Crude protein extracts prepared from the recombinant clones (DR41-S22, MR4-S1 and
GRS8-S2) are analyzed for the heterologous gene expression at the level of translation. The
presence of heterologous proteins encoded by dhrl, glul and myrl genes are detected by
denaturating polyacrylamid gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western hybridization
methods. However when enzyme activities are tested these heterologous proteins are found to
be inactive.

In this study, we have shown that although plant genes encoding B-glucosidase are expressed
both at the levels of transcription and translation, proteins products are inactive. These results
may point out for some deficiencies in the post translational modifications or negative
interactions between the S. pombe and heterologous B-glucosidases.



1 GIRIS

Karbohidratlar biyosferde en yaygin bulunan organik molekiillerdir. Bu molekiillerin
biyosferdeki gesitliligi, sentez ve yikim reaksiyonlarini gergeklestiren ¢ok sayida enzim
esliginde saglanir. Bu enzimlerden glikozid hidrolazlar grubuna giren B-glukozidazlar,
tim canlilarda (bakteriler, arkeler ve Okaryotlar) evrensel olarak bulunurlar ve temel
biyolojik ve biyoteknolojik siire¢lerde anahtar rol oynarlar. B-glukozidazlarin, O-baglh
B-glukozidleri hidrolizleyen B-O-glukozidazlar (EC 3.2.1.21) ve S-bagh B-glukozidleri
hidrolizleyen B-S-glukozidazlar (mirosinazlar, EC 3.2.3.1) olmak {izere iki ana grubu

bulunmaktadir.

B-glukozidazlarin yapi ve iglevlerinin anlasilmasina yonelik olarak ¢ok sayida arastirma
yapilmistir. Bitki B-glukozidazlari, aralarinda yiiksek dizi homolojisi olmasina ragmen,
substrat 6zgiilligiinde son derece farkliliklar gosterirler. Bu nedenden dolay1, 6zellikle
substrat Ozgilligii ile 1lgili sorularin ¢6ziimiinde model sistem olarak, bitki
B-glukozidazlar1 kullanilmaktadir. Karmasik yapilarindan dolay: bitkilerde molekiiler
diizeyde ¢aligmalarin uygulanmasi oldukg¢a zordur. Bu nedenle, bitki B-glukozidazlarini
sifreleyen genlerinin ozellikle islevsel analizlerinin arastirilmasinda, basit yapili tek
hiicreli organizmalarin konak olarak kullanildig1 heterolog gen anlatim sistemlerinden

biiylik 6l¢iide yararlanilmaktadir.

Genetik ve molekiiler biyolojik yontemlerin kolaylikla uygulanabildigi, tek hiicreli bir
okaryot olan Schizosaccharomyces pombe maya tiirii, hiicresel ve molekiiler 6zellikleri
bakimindan memeli hiicrelerine benzemesi nedeniyle, o6zellikle hayvansal genlerin
heterolog anlatimi igin siklikla kullanilmaktadir. Ancak bitkisel genlerin heterolog

anlatimina iliskin ¢cok az veri bulunmaktadir (Giga-Hama ve Kumagai, 1997).

Bu c¢alismada, S. pombe’nin bitkisel kokenli genlerin molekiiler diizeydeki
calismalarinin, Ozellikle iglevsel analizlerinin yapilmasinda uygun bir model sistem

olarak kullanilabilirligi arastirildi. Bu amacla, Sorghum bicolor (akdari)’un siyanogenik



bir B-O-glukozidazi sifreleyen dhrl geni, Zea mays (misir)’in siyanogenik olmayan bir
hidroksamik aisit B-O-glukozidaz1 sifreleyen glul geni ve Sinapis alba (beyaz
hardal)’nin bir B-S-glukozidaz1 sifreleyen myrl geninin S. pombe’deki heterolog

anlatimlart arastirildi.

Genel Kisimlar’da -glukozidazlarin genel 6zellikleri agiklandiktan sonra, hayvanlarda
ve bitkilerdeki 6zellikleri ile endiistriyel kullanim alanlari, kataliz mekanizmalar1 ve
substrat 6zgiilliikleri hakkinda ayrintili bilgi verildi. Ayrica S. pombe’nin 6zellikleri ve

heterolog gen anlatiminda kullanimi agiklandi.

Malzeme ve Yontem boliimiinde ¢alismada kullanilan organizmalarin ve plazmidlerin
ozellikleri, B-glukozidaz enzimini sifreleyen genlerin klonlanmasina ydnelik olarak
DNA izolasyonu, elektroforetik analiz, PCR ve transformasyon teknikleri agiklandi.
Ayrica s6z konusu genlerin heterolog anlatimlarinin analizi i¢in kullanilan RNA
izolasyonu, Northern melezleme, RT-PCR, protein izolasyonu, denatiire jel
elektroforezi, Western melezleme ve enzim aktivite analizlerine iliskin yontemler

verildi.

Bulgular boliimiinde verildigi gibi, B-glukozidaz enzimini sifreleyen S. bicolor’un dhrl,
Z. mays’m glul ve S. alba’nin myrl genlerinin PCR ile ¢ogaltilip S. pombe’ye ait
ekspresyon vektorleri olan pART1 ve pREP42’de klonlanlanmasina iligkin ¢aligmalar
aktarildi. Elde edilen rekombinant plazmidler S. pombe’ye transfer edildi. Ik olarak, bu
transformant klonlarda yabanci genlerin DNA diizeyinde varligt koloni PCR ile
belirlendi. Ardindan, bu genlerin S. pombe klonlarinda heterolog anlatimlari
transkripsiyon diizeyinde izole edilen total RNA’daki Northern melezleme ve RT-PCR
analizleri ile, translasyon diizeyinde ise proteinlerin SDS-PAGE’de ayrilmasini takiben
Western melezleme ile belirlendi. Son olarak, S. pombe klonlarinda aktif protein olusup

olugmadig1 enzim aktivitesi tayini ile aragtirildi.

Sonug olarak, S. pombe’de klonlanan bitki B-glukozidaz genlerinin transkripsiyon ve
translasyon diizeyinde heterolog anlatimlarinin gerceklestigi ancak, aktif proteinlerinin
olusmadig1 saptandi. Bu durumun, S. pombe’nin B-glukozidaz enzimi ile heterolog

enzimlerin olumsuz etkilesimlerinden ya da S. pombe’de translasyon sonrasi meydana



gelen modifikasyonlarin bir kismindaki eksiklik ya da hatalardan kaynaklanabilecegi
diisiiniildii. Bu kosullarda bitki B-glukozidaz genlerinin S. pombe’de basarili heterolog
anlatimlar1 i¢in 6zel salgi tipi ekspresyon vektorlerinin kullanilmasi gibi ek ¢aligmalarin

yapilmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.



2 GENEL KISIMLAR

2.1 PB-GLUKOZIDAZLARIN GENEL OZELLIKLERIi

B-glukozidazlar (B-D-glukozid glukohidrolazlar), iki karbohidrat (oligosakkarid) grubu
veya biri karbohidrat digeri karbohidrat olmayan (aril veya alkil) iki grup arasindaki
glikozidik bagi hidrolizleyen, glikozid hidrolaz ailelerinden 1. ve 3. aile iginde yer alan
bliyiik bir grubu olustururlar (Henrissat, 2004). B-glukozidazlar, bakterilerden insanlara
kadar tiim canlhlarda bulunurlar. Ornegin, mikroorganizmalardaki PB-glukozidazlar
cogunlukla 3. aileye, bitkilerdekiler ise 1. aileye dahildirler. B-glukozidazlarin,
oksijen-bagli B-glikozidleri hidrolizleyen B-O-glukozidazlar (EC 3.2.1.21) ve biiyiik
Olclide bitkilerdeki Brassicaceae ailesinde bulunan, kiikiirt-bagli B-glikozidleri
(glukosinolatlar, B-tiyoglukozidler) hidrolizleyen B-S-glukozidazlar (B-D-tiyoglukozid
glukohidrolazlar veya mirosinazlar, EC 3.2.3.1) olmak {izere iki tipi bulunmaktadir

(Burmeister ve dig., 1997).

Bakteri ve mayalarda bulunan seliilotik p-glukozidazlar selillozun glukoza
indirgenmesinde (Fowler, 1993), hayvanlarda bulunan lizozomal glukoserebrozidazlar
glikosifingolipidlerin metabolizmasinda (Grabowski ve dig., 1993), bitkilerde bulunan
B-glukozidazlar ise bitki zararlilarina karsi savunmada, lignifikasyonda, fitohormon
aktivasyonunda ve hiicre duvar1 bilesenlerinin katabolizmasinda gorev alirlar
(Esen, 1993). Bakteri, mantar, insan ve 0rnegin Sinapis alba (beyaz hardal) gibi ¢ift
cenekli bitkilerin p-glukozidazlarinin glikozillendigi, oysa Zea mays (misir) ve
Sorghum bicolor (akdar1) gibi tek cenekli bitkilerinkilerin glikozillenmedigi ortaya
cikarilmistir (Kakes, 1985).

Mikroorganizmalarda bulunan B-glukozidazlarin, hiicre i¢inde yer alan (endojen), hiicre
disina salgilanan veya hiicre duvarina bagli olarak yerlesim gosteren (ekstraseliiler)
tipleri vardir (Bhat ve Bhat, 1997). Cift cenekli bitkilerin B-glikozidazlar1 6zellikle

tohum kisimlarinda ya hiicre duvarinda ya da sitoplazmada bir protein cisimcigi



(mirosin taneleri) halinde, bulunmaktadir (Falk ve dig., 1992; Hoglund ve dig., 1992).
Tek c¢eneklilerdekiler ise genelde plastidlerde veya hiicre duvarinda yerlesim
gostermektedirler (Tayler ve Conn, 1981; Esen ve Stetler, 1993; Hughes, 1993).
Memelilerdeki B-glukozidazlarin, hiicrede sitoplazmada ve lizozomda bulunan iki tipi
bilinmektedir; sitoplazmik B-glukozidazlar, daha ¢ok karaciger, bobrek ve bagirsaklarda

yeralmiglardir (Glew ve dig., 1993; Grabowski ve dig., 1993).

B-glukozidaz enzimlerinin yapisal ve islevsel Ozellikleri genel olarak ortaktir. Farkli
organizma gruplarina ait enzimlerin aktif formlarinin, molekiil agirliklar1 50-70 kD
arasinda degisen alt birimlerden olusan monomerik yapidan homomiiltimerik yapiya
degiskenlik gosterdikleri bilinmektedir (Hosel ve dig., 1987; Esen ve Giingér, 1993;
Grabowski ve dig., 1993; Skory ve Fneer, 1995; Pandey ve Mishra, 1997). Farkh
kokenli B-glukozidazlarin, aralarinda % 17-44 dizi benzerligi gostermelerine karsin,
(o/B)s doniimleri ile katlanarak olusan ii¢ boyutlu yapilarinin ayni oldugu belirlenmistir.
(Barrett ve dig., 1995; Czjzek ve dig., 2001). B-glukozidazlarin ii¢ boyutlu yapilarina
ornek olarak, Zea mays’a ait B-glukozidazlardan Glul izoziminin ii¢ boyutlu yapisi
Sekil 2.1°de verilmistir. Tiim B-glukozidazlar katalitik islevlerini yapabilmek igcin,
substrat olarak bir glikon (glukoz) ve ona bir B-glikozidik bag ile bagli olan glikon
olmayan (aglikon, bir aril veya alkil) kisimlarindan olusan bir B-glukozide veya B-bagh
oligosakkaridlere gereksinim duyarlar ve bu islevlerini pH 4-7 arasinda
gerceklestirebilirler. Ancak, farkli organizmalardan izole edilen B-glukozidazlarin,
B-glukozidlerin aglikon gruplar i¢in son derece yiiksek substrat 6zgilliigli gosterdigi

saptanmigtir (Clarke ve dig., 1993; Glew ve dig., 1993; Babcock ve Esen, 1994).



Sekil 2.1: Zea mays’a ait B-glukozidazlardan Glul’in ii¢ boyutlu yapisal modeli
(Czjzek ve dig., 2001).

2.2 HAYVANSAL B-GLUKOZIDAZLAR

Hayvansal B-glukozidazlar daha c¢ok memelilerde arastirilmakla beraber, bocek

sistemlerine ait veriler de bulunmaktadir.

2.2.1 Memeli B-Glukozidazlar

Memelilere ait lizozomal (asidik) B-glukozidazlar (glukoserebrozidazlar, EC 3.2.1.45),
hem gen hem de protein diizeyinde tanimlanmislardir ve bu enzimlerin dogal
substratlar1 sifingosilglukozid ile glukozilseramiddir. Lizozomal B-glukozidazlarin
sadece dogal substratlarin1 degil, 4MUG ve pNPG gibi yapay substratlar1 da
hidrolizleyebildikleri gosterilmistir. Bu enzimlerin membrana bagli olduklar1 ve zayif
Olclide glikozillendikleri saptanmistir. Lizozomal B-glukozidazlar ¢ogu dokularda
bulunurlar ve aktivitelerini pH 4.5-5.0’de gergeklestirirler (Grabowski ve dig., 1985).
Insanlarda bulunan lizozomal B-glukozidaz sifreleyen genin sifreleme yapan bolgesi ile
yalanci geni arasinda % 96, fare -glukozidaz genlerinin sifreleme yapan bolgeleri ile
de % 84 nukleotid dizi benzerligi gosterdigi, ancak bitkilerin ve mayalarinkilerle hi¢ bir
homolojinin bulunmadig1 saptanmistir (O’Neil ve dig., 1989).

Insanda lizozomal B-glukozidazlarin eksikligi, glukozilseramidin birikmesi ile ortaya
cikan, otozomal resesif bir hastalik olan “Gaucher” hastaligmma yol a¢maktadir

(Grabowski ve dig., 1993). Bu hastaliginin tedavisi, insan plasentasindan izole edilerek



saflagtirllmis  enzimin  hastalara damardan enjeksiyonla verilmesi seklinde
uygulanmaktadir ve maliyeti c¢ok yiiksektir. Bakterilerde protein glikozilasyonu
olmadigindan, bu enzimin rekombinant DNA teknigi ile bakterilerde iiretimi de
miimkiin olmamaktadir. Ohassi ve dig. (1992) insan B-glukozidazini sifreleyen geni,
retroviral bir vektor araciligiyla fare hematopoietik kok hiicrelerine aktarip anlatimini
yaptirabilmislerdir. Bu bulgu, hastaligin tedavisi i¢in gen terapisinin uygulanabilirligini

gostermistir.

Memeli sitozolik B-glukozidazlari, detoksifikasyon enzimlerini iceren karaciger, bobrek
ve bagirsaklarda bulunmaktadir. Ayrica, B-glukozidazlarin genel 6zelliklerinin aksine,
hem glikon hem de aglikon kisimlar1 c¢esitlilik gosteren ¢ok sayida substrati
hidrolizleyebilmektedirler (Gopolan ve dig., 1992). insan sitozolik B-glukozidazinin
molekiil agirhg 53 kD olan monomerik bir protein oldugu bilinmektedir
(Daniels ve dig., 1981). Berrin ve dig. (2002) insana ait sitosolik B-glukozidaz enzimini
sifreleyen geni Pichia pastoris’te klonlaylp heterolog anlatimini yaptirmay1
basarmiglardir. Bunun yani sira, bu enzimin ayrintili olarak molekiiler diizeyde
incelenmesiyle ii¢ boyutlu yapisinin ve katalitik bdlgesinde bulunan TFNEP ve
IVTENG motiflerinin B-glukozidazlarin genel o6zellikleriyle uyumlu oldugu ortaya
cikarilmistir (Berrin ve dig., 2003).

2.2.2 Bocek B-Glukozidazlar:

Boceklerin okaryotlar arasinda en fazla tiir ¢esitliligine sahip olmalar1 ve bunlarin bir
cogunun bitkiler i¢in zararli olmalar1 nedeniyle, boceklerin B-glukozidaz sistemlerinin
incelenmesinin bu enzimlerin genel yap1 ve islevleri hakkinda Onemli bulgular
saglayabilecegini diisiindiirmiistiir. Boceklere ait B-glukozidazlarin tanimlanmasi ve
islevsel Ozelliklerinin aydinlatilmasina yonelik ¢ok az c¢alisma rapor edilmistir. Bu
enzimlerin boceklerin daha ¢ok sindirim sistemlerinde bulunan sellobiozu ya da salisin,
helisin, amigdalin ve arbutin gibi B-glukozidleri hidrolizledikleri tespit edilmistir.
Ancak, boceklerde kendi besinlerinden tiirevlenerek de novo sentezlenen ya da
salgilanan dogal substratlarin nadir oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Baker, 1991).
Fenolik bilesenlerce zengin bitkilerle beslenen Papilio gloucus (Lepidoptera)’da
salisin ~ ve  salikortini  yikan 1,4  B-glukozidazlarin  yiiksek  aktivite

gosterdikleri belirlenmistir (Lindroth, 1988). Benzer sekilde, seftali kurdunda bulunan



B-glukozidazin konagin siyanogenik [B-glukozidini (prunasini) hidrolizleyebildigi ve
sonugta siyanilir aciga ¢ikarabildigi (siyanogenez) saptanmistir (Reilly dig., 1987).
Nahrstedt ve Davis (1986) Zygaena trifolii gilivesinin larvalarinda bulunan bir
B-glukozidazt ve substratlarini tanimlamiglardir. Bu enzimin ve substratlarinin
Fabaceae familyasina ait siyanogenik bitkilerinkine ¢ok benzer olduguna isaret etmigler
ve enzimin tipik bir siyanogenik B-glukozidaz (linamaraz), fizyolojik substratlarinin ise
linamarin ve lotaustralin adli iki siyanogenik glukozid oldugunu agiklamiglardir.
Nabhrstedt ve Mueller (1993) bu organizmada, kataliz isleminin gerceklestigi yer olan
hemolenfte, hem enzim hem de substratlar1 bir arada bulunmaktadir. Ancak, hemolenfte
bulunan Mg ve Ca"™" metal iyonlarinin normal konsantrasyonda linamarazin katalitik
aktivitesini engellemesi nedeniyle, larva herhangi bir saldiriya ugramadikga
siyanogenesizin olusmadigi, ancak bir saldirt durumunda metal iyonlarinin
konsantrasyonunun degismesi sonucu linamarazin aktif duruma gegtigi gosterilmistir.
Ayni g¢aligmada, bu larvalarin kendi substratlarini sentezlemekle birlikte yedikleri konak
bitki kisimlarindan gelen B-glukozidleri de substrat olarak biriktirebildikleri

anlasilmistir.

Brevicoryne brassicae (lahana yaprak biti)’de alt birimleri 57-58 kD olan dimerik bir
mirosinaz izole edilip tanimlanmistir (Pontoppidan ve dig., 2001). Benzer sekilde, Jones
ve dig. (2001) tarafindan Lipaphis erysimi (salgam yaprak biti) bdceklerinden
bitkilerdeki mirosinazlara benzeyen bir B-glukozidaz izole edilmistir. Jones ve dig.
(2002)’nin yaptig1 bir baska c¢alismada, L. erysimi mirosinazinin, (amino asit dizi
benzerligi esasina gore) yapisal olarak bitki mirosinazlarina, islevsel olarak da bitki
B-O-glukozidazlarina benzedigi ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica, bu bocekteki enzimin bitki
mirosinazlarinin aksine, askorbik asit ile aktive edilmedigi ve bu enzimin aktif
bolgesinde bitki B-O-glukozidazlarindaki gibi iki katalitik glutamik asit kalintisi

bulundugu tespit edilmistir.

2.3 BITKISEL p-GLUKOZIDAZLAR

Bitkilerde bulunan B-glukozidazlarin biiytik bir boliimiinii B-O-glukozidazlarin ve diger
boliimiinii de B-S-glukozidazlarin olusturdugu bilinmektedir. B-O-glukozidazlarin

oldukga biiylik bir grubuna, en az 110 farkli bitki ailesine ait 3000’den fazla tiirde



bulunan ve siyanogenik B-glukozidleri hidrolizleyebilen siyanogenik B-glukozidazlar,
diger grubuna ise Z. mays, Secale cereale (cavdar), Triticum aestivum (bugday) gibi
bitkilerde bulunan ve hidroksamik asit-B-glukozidlerini (HxG) hidrolizleyen
B-glukozidazlar dahil edilmektedir.

Bitkilerde B-O-glukozidazlarin siyanogenik 6zellikte olanlar1 ilk kez Liebig ve Wohler
tarafindan 1837 yilinda badem agacinin lateksinde (siit borusu) amigdalin olarak bilinen
siyanogenik  B-D-gentiobiosidi  hidrolizleyen enzimin ortaya ¢ikarilmasiyla

tanimlanmistir (Esen, 1993).

Prunus serotina’da bulunan amigdalinin, amigdalin hidrolaz (AH), prunasin hidrolaz
(PH) ve mandelonitril liyaz olarak adlandirilan {i¢ farkli enzimin katalizi ile siyaniire
indirgendigi gosterilmistir. P. serotina’daki siyanogenik monoglukozid (prunasin)
yapraklarda ve olgunlasmamis meyvelerde, siyanogenik diglukozid (amigdalin) ise
olgun tohumlarda yiliksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Ayrica, bu enzimlerin
molekiil agirliklarinin 52-67 kD arasinda degistigi de bilinmektedir (Poulton, 1993).
PH’nin bir multigen ailesi tarafindan hidrolizlendigi, en az bes iiyesinin (Phl-PhJ5)
oldugu ve bu iiyelerin kendi aralarinda % 74-92 amino asit dizi benzerligi gosterdikleri
aciklanmistir. Aym1 zamanda, Ph genlerinde ve AH’y1 sifreleyen A4kl geninde,
intron-ekson baglant1 bolgeleri ayni olan 12 adet intronun da bulundugu ortaya
cikarilmistir (Zhou ve dig., 2002). Ayni arastiricilar, bu genlerin sifreledigi izozimlerin
N-uglarinda sinyal dizilerine sahip olduklarini, 2-8 arasinda degisen N-glikozillenme

kalintis1 igerdiklerini ve enzimin aktif bdlgesinde NEP ve ITENG motiflerininin

bulundugunu gostermislerdir.

Afrika iilkelerinde 6nemli bir besin olan Manihot esculenta (manyok) yiiksek derecede
siyanogenik Ozellikte bir bitkidir. Bitkinin yenilmesi durumunda, insanlarda siyaniir
zehirinin  birikmesi sonucunda zehirlenmeye ve hatta Oliime neden olabilecegi
belirtilmistir (Poulton, 1990). Siyanogenik bir B-glukozidaz olan linamaraz enzimi,
70 kD’luk bir glikoprotein molekiiliidiir ve bu molekiilin molekiil agirliginin
% 7-15’inin yiiksek mannoz tipte glikozillenmeden ileri geldigi gosterilmistir
(Hughes ve dig., 1992). Linamarazlarn igeren diger bir siyanogenik bitki olan

Trifolium repens (beyaz yonca)’te de linamarin ve lotaustralin adli iki dogal substratin
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bulundugu ve bu substratlarin linamaraz tarafindan hidrolizi ile glukoz ve siyaniiriin
olustugu saptanmistir. 7. repens’deki 62 kD’luk enziminin de M. esculenta’daki
linamaraz gibi glikozillendigi ve yapraklardaki epiderm hiicrelerinin duvarlarinda
bulundugu belirtilmistir (Dunn ve Hughes, 1988). Bununla birlikte, Santana ve dig.
(2002), yiiksek siyanogenik (HCV) ve disiik siyanogenik (LCV) M. esculenta
kiltiirlerinde  yaptiklar1  ¢alismalarinda LCV’deki linamarazin  vakuolde de
bulundugunu gdostermislerdir. M. esculenta ve T. repens [-glukozidazlarinin
% 67 dizi benzerligi gosterdikleri saptanmistir. Linamaraz enzimini sifreleyen
M. esculenta’da bir (Hughes ve dig., 1992), T. repens’de en azindan {i¢ farkli genin
(Dunn ve Hughes, 1988) bulundugu bilinmektedir. Enzimin aktif bolgesinde Glu-198’in
asit/baz katalisti olarak is gordiigii (Keresztessy ve dig., 1996) ve Glu-413, GIn-339,
Ala-201 ve Phe-269 kalintilarinin kataliz islevinde gorev yaptig1 (Keresztessy ve dig.,

2001) yonlendirilmis mutagenez ¢aligmalariyla ortaya ¢ikarilmistir.

Bir bagka siyanogenik bitki olan Sorghum bicolor’da ise dogal olarak sentezlenen
dihurin glikozidini hidrolizleyen 58 ve 62 kD’luk monomerik iki dihurinaz izoziminin
(Dhrl ve Dhr2) bulundugu saptanmistir (Hosel ve dig., 1987). Bunlardan Dhrl1’in kok,
mezokotil, nod ve koleoptilde, Dhr2’nin ise nod ve yapraklarda bulundugu agiklanmigtir
(Cigek ve Esen, 1998a). Ayni arastiricilar, S. bicolor’a ait B-glukozidaz izozimlerini
sifreleyen dhrl ve dhr2 cDNA’larinin aralarinda % 70 niikleotid dizi benzerligi
gosterdiklerini tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda, bu genlerin sifreledikleri 565 amino
asitlik Dhrl ve 571 amino asitlik Dhr2 izozimlerinin sirasiyla 51 ve 54 amino asitlik
plastide tasima sinyal dizileri igerdiklerini de belirlemislerdir. Yine bu c¢alismada bu
izozimlerin aralarinda % 75 amino asit dizi benzerligi gosterdiklerini de ortaya
cikarmiglardir. S. bicolor’un Dhrl enziminde dihurinin baglanmasi ve hidrolizi i¢in
onemli olan kalintilar (Ser-462-Ser-463 ve Phe-469), Z. mays’in Glul ve S. bicolor’un
Dhrl enzimlerinin C-ucundaki bdlgeleri arasindaki 4-22 amino asitlik peptid dizilerinin
karsilikli degistirilmesiyle elde edilen 8 farkli kimerik enzimin farkli substratlara karsi
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Cicek ve dig., 2000). Verdoucq ve dig. (2004)
tarafindan, S. bicolor’a ait olan Dhrl’de Asn259, Phe261 ve Ser462 kalintilarinin

aglikon baglamada rol oynadiklar1 gosterilmistir.
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Dalbergia cochichinensis bitkisinde dalkokinin-8'-O-B-glukozidazin (dalkokinaz)
izoflavonoidler i¢in aglikon 6zgiilliigline sahip oldugu, B-glukozidleri ve B-fukozidleri
hidrolizledigi belirtilmistir. Dalkokinazi sifreleyen genin cDNA’sinin 547 amino asitlik
onctii bir proteini sifreledigi ve bunun 23 amino asitlik kisminin sinyal dizileri oldugu
gosterilmistir. Olgun enzimin siyanogenik 7. repens’in B-glukozidazi ile % 60 oraninda

dizi benzerligi gosterdigi de ortaya ¢ikarilmistir (Ketudat-Cains ve dig., 2000).

Bitkilerde B-O-glukozidazlarin diger bir grubunu, hidroksamik asit B-glukozidlerini
(HxG) hidrolizleyen hidroksamik asit B-glukozidazlari olusturmaktadir. Z. mays,
T. eastivum ve S. cereale gibi Gramineae bitkilerinin B-glukozidazlarinin
HxG (DIMBOAG veya DIBOAG)’lerini hidrolizledikleri bilinmektedir. Bu bitkilerde
substratlarin (HxG) vakuolde, enzimlerinin (Hx B-glukozidazlarinin) ise plastidlerde
bulundugu bilinmekle (Cuevas ve dig., 1992) birlikte, Z. mays, T. eastivum ve S. cereale
bitkilerinde bu enzimlerin plastidlerin disinda hiicre duvar1 ve sitoplazmada da
bulundugu gosterilmistir (Nikus, 2003). Ancak, bu bitkilerdeki hiicre duvarlarinda
bulunan enzimin glikozid hidrolaz ailelerinden 3. aileye dahil glukan 1,3-B-glukozidaz
(EC 3.2.1.58) oldugu gosterilmistir. Bu enzimin de DIMBOAG ve DIBOAG
substratlar ile aktiviteleri tespit edilmistir (Nikus ve dig. 2003).

Z. mays’da 60 kD’luk alt birimleri olan otohomodimerik yapida iki B-glukozidaz
izozimi (Glul ve Glu2) tanimlanmistir (Esen, 1992). Bu izozimlerden Glul’in tohumda,
Glu2’nin ise yesil yapraklarda anlatim yaptiklar: anlasilmistir (Babcock ve Esen, 1994).
Z. mays’da bulunan Glul ve Glu2 izozimlerini sifreleyen cDNA’larin aralarinda % 88
dizi benzerligi gosterdikleri saptanmistir. Glul ve Glu2’ye ait her biri 566 ve 563 amino
asit igeren Oncii proteinlerin sirasiyla 51 ve 52 amino asit uzunlugunda sinyal dizileri
tasidiklar1 belirlenmistir (Bandaranayake ve Esen, 1996). Glul enziminde aglikonu
tanima ve baglanmada rolii olan kalintilar (W378, F198, F205 ve F466), glul geninin
aktif bolgesindeki glutamik asidi sifreleyen kodonun askorbik asiti sifreleyen kodona
dontstiiriilmesiyle elde edilen ZmGlulE191D adli inaktif mutant enzimin, DIMBOAG,
DIMBOA ve dihurin ile olusturdugu kompleksler kullanilarak X-1s1n1 kristalografisi ile
gerceklestirilen yapisal incelemeler sonucunda agiklanmistir (Czjzek ve dig., 2000).
Daha sonra, Z. mays’a ait Glul enziminin inhibitdri olan pNPTG ile olusturulan

kompleksin kristalografik incelemeleri ile enzimin Trp378 kalintisinin aglikonu tanima
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ve baglanmada onemli oldugu belirlenmistir (Czjzek ve dig., 2001). Bu enzimlerin
homomiiltimerik ¢6zlinmeyen formlarmin olusumundan sorumlu olan bir baglama
faktori  (BGAF)  tanimlanmis ve  enzimin  primer  yapist  lzerinde
B-glukozidaz-baglanma-proteinlerinin  bulundugu bdlgelerin  haritast  ¢ikarilmigtir

(Blanchard ve dig., 2001).

S. cereale’ye ait B-glukozidazlarin bitkinin daha ¢ok siirgiin kisimlarinda bulundugu ve
birka¢ izozimi oldugu bilinmektedir. Izozimlerinin her birinin alt birimlerinin
60 kD agirliginda oldugu ve enzimin yaklasik 300 kD’luk homodimerik yapida oldugu
saptanmistir. Ayrica, enzimin DIMBOAG ve DIBOAG substratlarina karsi yiiksek
derecede aktivite gosterdigi de tespit edilmistir (Sue ve dig., 2000a).

T. aestivum’da bulunan hidroksamik asit B-glukozidazinin 60 ve 58 kD’luk alt
birimlerinden ibaret olan 260-300 kD’luk bir heteromiiltimer oldugu ortaya ¢ikarilmistir
ve bu enzimin DIMBOAG substratina kars1 yiiksek aktivite gosterdigi agiklanmigtir
(Sue ve dig., 2000b).

Glikozid hidrolaz ailelerinden 1. aileye dahil olan p-O-glukozidazlarinin
Hordeum vulgare (arpa) ve Oryza sativa (piring) bitkilerinde farkli bir tipi
bulunmaktadir. Bu enzimlerin bu bitkilerin gelisimi sirasinda baska enzimler tarafindan
aciga cikarilan hiicre duvari bilesenlerinden tiirevlenen oligosakkaridlerin hidrolizinde
rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu oligosakkaridlerin kisa B-(1—-2), B-(1—3) ve B-(1—>4)
bagli gluko-oligosakkaridler oldugu ortaya c¢ikarilmistir (Stone ve Clarke, 1992).
H. vulgare’den 60 kD’luk tek bir enzim (BGQ60) bulunmustur. Bu enzimi sifreleyen
bgq60 geninin yaklasik 5 kb’lik bir gen oldugu ve 9 intron icerdigi, cDNA’sinin ise
1090 bg¢ boyunda oldugu, ayrica olgun polipeptidinin 485 amino asit icerdigi ve dort
glikozillenme kalintisina da sahip oldugu gosterilmistir. Bu enzim bitkinin sadece
tohumlarinda bulunmaktadir (Leah ve dig., 1995). O. sativa’nin ise iki B-glukozidaz
izozimi (BGlul ve BGlu2) bulunmaktadir. Bunlar sifreleyen genlerin (bglul ve bglu?)
sirastyla 1909 ve 1797 nukleotidlik ¢cDNA’larinin, 504 ve 500 amino asitlik Oncii
proteinleri ve 476 ve 475 amino asitlik olgun proteinleri sifreledikleri ortaya
cikarilmistir. Bu genlerin ikisi de bitki siirglinlerinde yiiksek derecede anlatim

yapmakta, ancak olgun bitkinin ¢iceklerinde sadece bglul bulunmaktadir.
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BGlul ve BGlu2 izozimlerinin dogal substratlar1 olan piridoksin-5'-O-B-D-glukozid ve
kisa B-(1-3) ve B-(1—>4) bagh gluko-oligosakkaridlerin yaninda farkli substratlar1 da
hidrolizledikleri anlasilmistir. Ayrica, BGlul’in H. vulgare’nin BGQ60 enzimi ile
% 66, P. serotina’nin AH1 izozimi ile de % 54 dizi benzerligi gosterdigi saptanmigtir

(Opassiri ve dig., 2003).

Brassicaceae bitki ailesinde bulunan ve [B-S-glukozidaz tipinde olan mirosinazlar,
kiikiirt ve azot baghh bir glukoz iceren glukozinolatlar1 (tiyoglukozid)
hidrolizlemektedirler. Mirosinazlarin glukozinolat iceren bitkilerin yaprak, govde ve
koklerindeki parenkima dokusunun 6zel idiyoblastlarinda (mirosin hiicreleri) bulundugu
bilinmekle beraber membrana bagl sitozolik enzimlerin de varlig tespit edilmistir. Bu
enzimlerin substratlar1 olan glukosinolatlarin ise bitkilerin vakuollerinde depolandigi
belirlenmistir. Enzim-substrat etkilesimi ancak doku zarar goérdiiglinde olusmakta ve
izotiyosiyanatlar, tiyosiyanatlar ve nitriller gibi toksik bilesenler a¢iga cikmaktadir.
(Falk ve dig., 1992; Hoglund ve dig., 1992; Falk ve Rask, 1995; Xue ve dig., 1995).
Glukosinolatlari igeren bitkilerde bu toksik maddelerin ¢esitli bocekler ve mantarlar gibi
patojenlere kars1 bir savunma sistemi oldugu ileri siiriilmektedir (Rask ve dig., 2000;
Pontoppidan ve dig., 2001; Jones ve dig., 2002). Ayrica, bu aileye dahil olan
bitkilerin sahip oldugu 6zel (ayiric1) tadin, icerdikleri glukosinolatlarin tipine ve
bunlarin hidrolizinden aciga c¢ikan firiinlerin miktarina bagli oldugu bilinmektedir

(Fenwick ve dig., 1983).

Mirosinazlar MA (Myrl), MB (Myr2) ve MC olarak adlandirilan gen aileleri tarafindan
sifrelenmektedirler (Xue ve dig., 1995; Rask ve dig., 2000). Southern melezlemesiyle
S. alba’da 3-4 adet MA ve 10 adet MB (Xue ve dig., 1995), Brassica napus (kolza)’da
da 5 adet MA, 10-15 adet MB ve 5 adet MC (Thangstad ve dig., 1993;
Falk ve Rask, 1995) geninin varligi saptanmigtir. MA ailesine ait mirosinazlarin
yaklagik 140 kD’luk ¢oziilebilir homodimer, MB ve MC ailelerine ait olanlarin ise
molekiiler agirliklar1 250-800 kD olan homomiiltimerik yapida olduklar1 ortaya
cikarilmistir (Rask ve dig., 2000). B. napus’da bu kompleks yapili mirosinazlarin
mirosinaz-baglama-proteinleri ile olusturulduklart gosterilmistir (Eriksson ve dig.,

2002).
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Yapisal ve islevsel ozelliklerinde belli farkliliklar olan bitki mirosinaz izozimlerinin
glikoprotein yapida oldugu ve bu karbohidrat birimlerinin enzimlerin yaklasik
% 10-20’sini olusturdugu saptanmistir. Yine ayni arastirmada tanimlanan tiim islevsel
mirosinazlan sifreleyen genlerin, korunmus 12 ekson ve 11 intron dizilerinden ibaret

pargal1 gen yapisinda olduklart vurgulanmistir (Rask ve dig., 2000).

B. napus’dan alt birimi 64 kD olan 130 kD’luk homodimerik yapida aktif bir mirosinaz
izole edilip bu enzimin zeatin-O-glukozidi ve pNPG substratlarini hidrolizleyebildigi
gosterilmistir (Falk ve Rask, 1995). S. alba’da bulunan B-glukozidaz enziminin Myrl ve
Myr2 adli farkli izozimleri tanimlamais; alt birimleri 75 ve 65 kD olan bu izozimlerden
Myr1’in 135-150 kD’luk homodimerik, Myr2’nin ise homomiiltimerik yapida olduklari
ortaya ¢ikarilmistir (Xue ve dig., 1992). Aymi arastirmada, bu izozimlerden Myr1’i
sifreleyen genin cDNA’sinin 1742 b¢ uzunlugunda oldugu ve bunun 527 amino asitlik
bir polipetidi sifreledigi, Myr2’nin ise 1878 b¢ uzunlugunda oldugu ve bunun sifreledigi
oncili proteinde 20 amino asitlik sinyal dizisi bulundugu saptanmistir. Ayrica, Myrl
enziminin sinigrin ve benzilglukozinolat substratlar1 ile yiiksek katalitik etkinlik
gosterdigi de belirlenmistir (Conn, 1993). Arabidopsis thaliana’da da iki adet
tiyoglukozid glukohidrolaz izozimi (TGG1 ve TGG2) tespit edilmistir (Chadchawan ve
dig., 1993; Xue ve dig., 1995).

2.4 PB-GLUKOZIDAZLARIN ISLEVLERI VE ENDUSTRIYEL KULLANIM
ALANLARI

2.4.1 Savunma

Bitkiler, kendilerini bitki zararlilarindan ve c¢evresel stres kosullarindan toksik
kimyasallar salgilayarak gelistirdikleri savunma mekanizmalari ile
koruyabilmektedirler. Bu mekanizmalardan iyi arastirllmigs olan B-glukozid-
B-glukozidaz sistemindeki savunma, bitki zarar gordiigiinde bitkinin farkli bolmelerinde
bulunan enzim ve substratlarin bir araya gelerek aci ve toksik 6zellikte aglikonlar ile
diger yikim iirlinlerinin agiga ¢ikarilmasi seklinde gerceklestirilmektedir. Bu sekilde,
cesitli bitki zararlilarinin caydirildigi, bitkilere girislerinin  ve gelismelerinin
engellendigi bilinmektedir. (Esen, 1993; Pontoppidan ve dig., 2001). Ornegin,

Arabidopsis thaliana’da bulunan B-glukozidazlar sifreleyen genlerin anlatimlari, bu
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bitkinin bocekler tarafindan yenilmesinden (Stotz ve dig., 2000) veya fosfat agligi
(Malboobi ve Lefebvre, 1997) ve soguk (Callard ve dig., 1996) gibi ¢evresel streslerle
uyarildiktan sonra artmaktadir. Benzer sekilde, patojenlerin saldirisi karsisinda Z. mays,
T. aestivum gibi bazi Gramineae’de hidroksamik asit glukozidi igeriginin arttig1 da

rapor edilmistir (Gutierrez ve dig., 1988; Niemeyer ve dig., 1989).

2.4.2 Biiyiime ve Gelisme

B-glukozidazlarin, bitkilerde fitohormon glukokonjugantlarini ve aktif hormonlar1 agiga
cikarabilmeleri nedeniyle, biiylime ve gelismede rol oynadiklari diigiiniilmektedir.
Ornegin, Z. mays B-glukozidazlar bitkinin siirgiin kistmlarinda yiiksek konsantrasyonda
bulunurken, dogal substratlarinin ¢ok diisiik konsantrasyonda olmasi nedeniyle bu
enzimlerin bitkilerde fitohormon aktivasyonuna ve metabolizmasina da karigtiklar ileri
striilmistir (Esen, 1993; Falk ve Rask, 1995). O. sativa’da bulunan BGlul’in
pridoksin-5-O-B-D-glukozidini (B6 vitamini) hidrolizlemesi ve bitkinin siirgiin
kisimlarinda bulunmasi, enzimin biliylime ve gelismeyle ilgisinin oldugunu

diisiindiirmiistiir (Opassiri ve dig., 2003).

2.4.3 Besinlerde Kalite Artirim

Mikroorganizmalardaki B-glukozidazlar, meyvelerde ve fermentatif iirinlerde bulunan
glikozidik Oncilillerden aromatik bilesenlerin agiga c¢ikmasinda rol alan anahtar
enzimlerdir. Bu nedenle, mikrobiyal B-glukozidazlar oldukg¢a iyi tanimlanmistir ve
bunlarin  bircogu biyoteknolojik uygulamalarda  kullanilmaktadir.  Uziimdeki
monoterpenollerin linalol, geraniol, nerol, sitronelol, a-terpinol ve linalol oksit gibi
saraba tadim1 veren diglukozidler oldugu ve bu bilesenlerin bir seri enzimatik
reaksiyonla monoglikozidlere indirgendigi bilinmektedir (Gunata ve dig., 1985).
Uziimde bulunan endojen PB-glukozidazlarm, monoterpenil-glukozidlerin hidrolizleri
icin sinrh aktivite gostermeleri nedeniyle, bu glukozidlerin biiyiik bir kisminin olgun
meyvede islenmeden kaldigi belirlenmistir. Sarap yapimi siirecinde, itiziimlerdeki
glikozidleri  hidrolizleyebilen, = mantar = kokenli  glukoz-toleransli  endojen
B-glukozidazlarin eklenmesiyle sarap kalitesininin arttirldigi gosterilmistir. Ornegin,
Sicilya’da iiretilen sira ve saraplarda yapilan taramalarda 361 adet S. cerevisiae ki
tanimlanmis ve bunlardan AL41 ve AL112 wrklarinda yiiksek endojen B-glukozidaz

aktivitesi ortaya ¢ikarilmustir. S. cerevisiae’ye 6zgl bu endojen B-glukozidazin sira ve
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saraba 0zgl tad ve aromay belirledigi ileri siiriilmiistiir (Spagna ve dig., 2002a ve b).
Benzer sekilde, depolanan zeytin yaglarinda bulunan S. cerevisiae ve C. wickerhamii
tiirlerinin B-glukozidazlarinin, yagin aci tadinmi veren oldropeini hidrolizlemesi ile bu

kotii tadin giderildigi ortaya ¢ikarilmistir (Ciafardini ve Zullo, 2002).

Bitkilerde tanimlanan yiizlerce farkli B-glukozidik tat oOnciilleri bulunmaktadir. Bu
B-glukozidlerin aglikon kisimlarinin mevalonat ya da sikimat biyosentez yolunun
tiriinleri oldugu ve B-glukozidazlarin da bitki dokularinda bulunan bu tat onciillerini
hidrolizleyebildikleri bilinmektedir (Vasserof ve dig., 1995; Winterhalter ve
Skouroumonis, 1997). Bundan dolayi, her bir B-glukozidin besindeki tat ve aromay1
belirleyen aglikon kismini agiga c¢ikaracak hidrolizi gerceklestiren 6zel enzimin
tanimlanmasinin, besin kalitesinin artist ile ilgili ¢aligmalara Oncii olacagi

distiniilmektedir.

Afrika, Asya ve Giiney Amerikanin tropikal bolgelerinde temel besin kaynagi olarak
Manihat esculenta kokleri ve yapraklar ile 6zellikle Linum usitatissimum tohumlarin
tilkketilmesi ve bu tiikketimin asirtya kagmasi durumunda insanda solunum giicliigi, felg,
koma ve hatta Oliime yol agmasi nedeniyle, bu siyanogenik bitkilerin yenilen
kisimlarinin  iyilestirilmesine ve kalite artisina  yonelik  yogun ¢alismalar
yiriitiilmektedir. Bu amagla, linamarin ve laustralin biyosentezinde ilk basamagi
katalizleyen enzim olan sitokrom P450’yi sifreleyen iki gen (CYP79D1 ve CYP79D2)
izole edilmis ve bu genlerin karst anlamli konumda M. esculenta’ya transferiyle
siyonogenik bir B-glukozid olan linamarini i¢cermeyen transgenik M. esculenta bitkisi

elde edilmistir (Siritunga ve Sayre, 2003).

Brassicaseae ailesinde sebze olarak tiiketimi yapilan bitkilerle 6zdeslesen aci, keskin tat
ve aromadan, mirosinaz-glukozinolat (B-tiyoglukozidaz-B-tiyoglukozid) sistemlerinin
sorumlu oldugu bilinmektedir. Hatta, bu bitkilerle beslenen ¢iftlik hayvanlarinin siit, et
ve yumurtalarina glukosinolatlara 6zgli tat ve aromanin gegtigi anlasilmistir. Bu
durumun, glukozinolatlarin mirosinazlar tarafindan hidroliz edilmesi sonucu agiga ¢ikan
aglikon kisimlarindan ileri geldigi bilinmektedir (Fenwick ve dig., 1983). Bu nedenle
besin kalitesinin artirimi siirecinde mirosinazlar ¢ok Onemlidir. Ayrica, insanda,

glukosinolatlarin ve yikim {rlinlerinin antikanserojen etkilerinin oldugu da ileri
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stirilmektedir. Epidemiyolojik ve farmakolojik c¢aligmalar glukosinolat igeren
sebzelerin tiiketiminin kolorektal kanser olusum riskini engelleyebildigini gdéstermistir
(Leoni ve dig., 1997). Nastruzzi ve dig. (2000) baz1 glukosinolatlardan tiirevlenen
izotiyosiyanat ve nitrillerin kanserli hiicrelerin gelisimi iizerindeki etkilerini
karsilagtirdiklarinda, izotiyosiyanatlarin nitrillere oranla daha da etkin bir bicimde bu

hiicrelerin gelisimlerini engellediklerini gostermislerdir.

2.4.4 Biokitle Doniisiimii

Polisakkaridler arasinda ozellikle seliilozun, biyosferde en bol (yaklagik 5x10' ton/yil
tiretim) bulunan karbohidratlarin basinda gelmesi ancak, canlilarin ¢ok az bir grubu
(seliilotik mikroorganizmalar) tarafindan kullanilabilmesi nedeniyle, bu bilesigin
glukoza endiistriyel boyutta indirgenmesi Onem kazanmistir. Bununla beraber,
sellilozun yiiksek sicaklikta inorganik asit kullanilarak hidrolizinin hem ekolojik hem de
ekonomik olarak uygun olmadig: bilinmektedir. Seliilotik organizmalarin sahip oldugu
selilozu glukoza indirgeyen dogal komplekste endoglukonaz, eksoglukonaz
(sellobiohidrolaz) ve B-glukozidaz olmak {izere ¢ enzim bulunmaktadir
(Bhat ve Bhat, 1997). Seliilotik filamentli mantarlarin c¢esitli tiirlerinde seliillozun
glukoza maksimum hidrolizinin, seliilaz kompleksindeki {i¢ enzimin optimum oranda
bulundugu kosullarda gerceklestigi saptanmistir. Burada hiz sinirlayicit basamagin, bir
B-glukozidaz tarafindan sellobiozun glukoza doniistiiriildigli reaksiyon oldugu ve bu
enzimin aktivitesinin son iriin (glukoz) tarafindan engellenebildigi belirtilmistir
(Barnett ve dig., 1991). Seliillaz kompleksini olusturan enzimleri sifreleyen genler,
Kluyveromyces  fragilis,  Clostridium  thermocellum,  Bacillus  polymyxa ve
Trichoderma reesei gibi bir ¢ok mikroorganizmadan izole edilip klonlanmistir
(Raynal ve Guerineau, 1984; Benitez ve dig., 1989; Adam ve dig., 1995; Cummings ve
Fowler, 1996). Ayrica, Cho ve dig. (1999) tarafindan, seliilaz kompleksinin {i¢ geni de
S.  cerevisiae’ye aktarilarak seliilaz iceren besi ortaminda etanol iretimi

gergeklestirilmistir.

2.4.5 Lignin Biyosentezi ve Kagit Kalitesi

Lignin biosferde seliillozdan sonra en bol bulunan ikinci maddedir ve en 6nemli Onciilii
koniferil alkoldiir. Ornegin, Pinus contorta bitkisindeki B-glukozidazlarin yine bu bitkide

bulunan koniferini (4-O-koniferilglukozid) hidrolizlemesi sonucu koniferil alkoliin aciga
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ciktigr bilinmektedir (Dharmawardhana ve dig., 1995). Bu tiir bitki B-glukozidazlarmin
lignin biyosentezinde is gOrmeleri nedeniyle, bu enzimin aga¢ dayanikliligmmi ve bu

agaclardan elde edilecek kagit kalitesini etkileyebilecegi ileri siiriilmektedir.

2.5 PB-GLUKOZIDAZLARIN KATALIZ MEKANIZMALARI

B-glukozidazlarin biyokimyasal olarak, aril veya alkil B-glukozidlerin glikozidik
baglarinin hidrolizini kataliz ettikledikleri ve bir aglikon ile bir B-glukoz agiga
¢ikardiklar1 bilinmektedir (Sekil 2.2).

B-glukozid Aglikon + B-glukoz

B-glukozidaz

Sekil 2.2: B-glukozidazlarin genel kataliz reaksiyonu semas.

B-glukozidlerin oldukga biiyiik ve ilging bir grubunu olusturan siyanogenik glukozidleri
iceren canlilardaki (bliyiik Olglide bitkilerdeki) siyanogenez olayinin bu glukozidlerin
iki asamali bir yikim reaksiyonu ile meydana geldigi bilinmektedir. Ilk basamakta
B-glukozidaz tarafindan siyanogenik glukozidlerin glukoz ve hidroksinitrile
hidrolizlendigi, ikinci basamakta da, hidroksinitrilin bir hidroksinitril liyaz tarafindan

keton ve HCN’ye ayrildig1 gosterilmistir (Conn, 1981) (Sekil 2.3).
H,O

p-hidroksi-(S)-mandelonitril-B-D-glukozid \

necloniy B-glukozidaz » glukoz + p-hidroksi-(S)-mandelonitril

(dihurinaz)

p-hidroksi-(S)-mandelonitril > p-hidroksibenzaldehid + HCN

Hidroksinitril liyaz

Sekil 2.3: Siyanogenik B-glukozidazlarin genel hidrolizi. Bu semada bir siyanogenik (-glukozid
ornegi olarak dihurin, B-glukozidaz olarak da dihurinaz verilmistir.

B-glukozidazlar substrat olarak kullandiklar1 B-glukozidlerdeki glikozidik baginin
hidrolizini, “alikoyma” adi verilen bir kataliz mekanizmasiyla gerceklestirirler
(Clarke ve dig., 1993) (Sekil 2.4). Bu mekanizmada substrat iki basamakta hidrolizlenir.
Birinci basamakta B-glukozidik bag hidrolizlenir, enzim glikozillenir ve aglikon agiga
cikar; ikinci basamakta da glukozun enzimden ayrilmasiyla (deglikozilasyon) glikon

aci8a cikar.
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Sekil 2.4: Alikoyma mekanizmasiyla glikozidik bagin hidrolizi (Clarke ve dig., 1993).

Bir ¢ok arastirici, B-glukozidazlarda bu enzimlerin aktif bolgelerinde bulunan yiiksek
derecede korunmus motifleri yonlendirilmis mutagenez ¢alismalari ile tanimlamiglardir

(Cigek, 1999) (Sekil 2.5).

191 461
1.ZMK55GIul NPP1YITENGIGDVD
2.5BU33817  ANMiENERENECEV NEMAREEVER 18
3.ASLBDG A FENEEHSECGL NN EEETADME
4 _CSAF266G VEHT N gLNERWSLSTM NEKIMEEETAEVE
5.ATU72153  YEHIENERWVESHA NREOMOMENEYEE-E
6.BNBGL IEEEWVESRS INPE 1] TENG){G/SZD|
7.PAU39228  EHITULNEZYTISNH DE IMZRIENEMDEFN
8.TRBG104 VEHI L EEWGVSMN NEVIMEEERNEFN
9._SalbaMyr  VEY[[%i1\ELYSVPTR NELNVIENE1STPG
10.0CLPH VELIVIEENEEWVMS YA NEZRNVIENEVSHRG
11.AB009410 EQWIENETWCVSFL DVIIMAETEVHEAK
12.ATUGLUB  LDAVAIENEEWCAVWL LEECREEVNEQP
13.BACBGLA  1QHIMEENEEWCIAFL N1D[MEETEVQEDR

Sekil 2.5: 1. Aileye ait B-glukozidazlarin amino asit dizilerinde, kataliz islemlerinde gorevi olan
motif dizilerin karsilastirilmasi. 1: Zea mays, 2: Sorghum bicolor, 3: Avena sativa, 4: Coctus
speciosus, 5: Arabidopsis thaliana, 6: Brassica napus, 7: Prunus avium, 8: Trifolium repens,

9: Sinapis alba 10: Oryctolagus cuniculus (laktoz pirolozin hidrolaz), 11: Bacillus spp, 12:
Agrobacterium tumefaciens, 13: Bacillus polymyxa. Rakamlarim yaninda genlerin “GenBank”’ta
kullanilan simgeleri verilmistir. Seklin baginda verilen numaralar ise ilk f-glukozidazin
amino asit dizisindeki E kalintilarinin bulundugu siray1 ifade etmektedir (Cicek, 1999).
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Kataliz islemini alikoyma mekanizmasmma gore gerceklestiren p-glukozidazlardan
B-O-glukozidazlarin aktif bolgelerinde en azindan iki karboksil grubu (glutamik asit)
bulunmaktadir. Bunlardan biri asidik/bazik grup, digeri niikleofilik gruptur. Asidik grup
glikozidik oksijene bir proton verir, niikleofilik grup ise glukozun C1’ine atak yaparak
bagin kesilmesini kolaylastirir. B-glikozidik bagin hidrolizi ile substratin aglikon kismi
serbest kaldiktan sonra bir H,O molekiilii, baz katalizorii olan glutamik asite bir proton,
glikon ile enzim arasindaki kovalent baga da bir hidroksil grubu verir ve bdylece glikon
serbest kalir (Burmeister ve dig., 2000). Asit-baz katalizorii olan glutamik asit, enzimin
TFNEP motifinde, niikleofilik glutamik asit ise /'VTENG motifinde yer almaktadir
(Sekil 2.5).

S-bagli B-glukozidazlarin (mirosinazlarin) aktif bolgelerinde ise glutamik asit kalintist
iceren I/VTENG motifi bulunmakla birlikte, TFNEP motifinin yerini glutamik asit
icermeyen TINQL motifinin aldig1 belirlenmistir (Sekil 2.5). Mirosinazlarin substratlari
olan glukosinolatlarin, glikon ile aglikon kisimlarinin birbirlerinden kolaylikla
ayrilabilen 6zellikte gruplar olmalar1 nedeniyle, bu enzimlerin kataliz siirecinde birinci
basamakta bir asit/baz katalizine gereksinim duymadiklari, ayni sekilde ikinci
basamakta da aktif bolgedeki TINQL motifinin Q kalintistnin H,O molekiilii ile
deglikozilasyonuna yardim ettigi ortaya ¢ikarilmistir (Burmeister ve dig., 2000). Ayrica,
cok sayida bitkiye ait mirosinazlarin c¢esitli izozimlerinde yapilan arastirmalarda,
ortamda bulunan askorbik asitin enzimin aktif bolgesinin konformasyonunu degistirerek

katalizi aktiflestirdigi belirlenmistir (Shikata ve dig., 1999; Burmeister ve dig., 2000).

2.6 B-GLUKOZIDAZLARIN SUBSTRAT OZGULLUGU

Dogada ¢ok fazla sayida B-glukozidin bulundugu ve p-glukozidazlarin da farkl
substratlar1 tanima ve baglanma bakimindan ozgiillikk sergiledikleri bilinmektedir.
B-glukozidazlarin dogal substratlari, memelilerin steroid B-glukozidleri ve B-glukozil
seramidleri, bitki sekonder metabolizmasinin siyanogenik [(-glukozidleri ve
glukosinolatlar1 ile bitki hiicre duvarindaki selillozun yikimindan agiga c¢ikan
oligosakkarid gibi iriinlerdir (Tablo 2.1) (Sekil 2.6.a). B-glukozidazlar dogal
substratlarina karsi yiiksek derecede 6zgiilliik gosterirler (Clarke ve dig., 1993).
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Tablo 2.1:Farkli organizmalarda dogal olarak olusan substratlara ait 6rnekler.

Substrat l\g?lllllg(;/z]i)dl- Kaynak organizma
Amigdalin di- Prunus serotina
Prunasin mono- Manihat esculenta Crantz
Linustatin di- Linum usitatissimum
Neolinustatin di- Linum usitatissimum
Dihurin mono- Sorghum bicolor Moench
Linamarin mono- Linum usitatissimum
Gentiobioz mono- Prunus serotina
Koniferin di- Hevea brasiliensis
Prunus serotina
Sellobioz di- Trichoderma reesei
Sello-oligosakkarid di- Trichoderma reesei
DIMBOAGIc mono- Zea mays
Hordeum vulgare
DIBOAGIc mono- Secale cereale
Piridoksin-5’-O-B-glukozid mono- Oryza sativa
Zeatin-O-glukozid mono- Brassica napus
Sinigrin mono- Lepidium sativum
Benzilglukosinolat mono- Sinapis alba
2-Hidroksi-3-butenil-glukosinolat mono- Sinapis alba
Glukobrassicin mono- Sinapis alba
Glukosifingolipid mono- Homo sapiens

B-glukozidazlarin yapay substratlar ise, kromogenik yapida olan benzil ve nitrofenil-
glikozidleri  ile  florogenik  yapida  olan  metilumbelliferil-glikozidleridir

(Clarke ve dig., 1993) (Sekil 2.6.b)

Yapay substratlar, enzimatik reaksiyonun hizini ve enzimin substrata olan ilgisini
kolaylikla test etme olanag1r sagladiklarindan B-glukozidazlarin biyokimyasal
analizlerinde siklikla kullanilmaktadirlar. Bununla beraber, B-glukozidazlarin yapay
substratlarini nitel ve nicel olarak siirli bir sekilde hidrolizleyebildikleri bilinmektedir
(Conn, 1993). Ornegin, Tablo 2.2’de degisik kaynaklardan elde edilen enzimlerin farkli

substratlar1 farkli hizlarda kataliz ettikleri goriilmektedir.
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CH.OH CH.OH
HO 0 CH,0 H.OH HO b o
HO” HoO g o] CH
HO” HO ~ T“CN’
HO/EH:IO-\\’ CN CH,
DIMBOA-B—gluk021d Dihurin Linamarin
CH@H CH OH
HO CH—CH—CH-CH
HO" HO H(;%\\'
O,SO 0,50
Sinigrin 2-Hidroksi-3-butenil-glukosinolat
(a)
CH.OH
CH.OH CH,OH
HO o) 0
0
HO™ HO HO VR0 NO; e o
NO, Br

p-Nitrofenil-B-D-glukozid  o-Nitrofenil-p-D-glukozid 6-Bromo-2-naftil-p-D-glukozid

Indolglukosinolat

(b)

Sekil 2.6: B-glukozidazlarin substratlarina ait bazi 6rnekler. a) dogal; b) yapay substratlar

Tablo 2.2: Baz bitkilerin linamaraz ve mirosinaz enzimlerinin farkl substratlar ile goreceli
maksimum hidroliz aktivitesi (V) (Conn, 1993).

L. usitatissimum | M. esculenta S. alba
tohumundaki petioliindeki | fideciklerindeki
linamaraz linamaraz mirosinaz
Linamarin 100 100 -
Linustatin 1.3 - -
Prunasin 140 0 -
Amigdalin 0 0 -
Dihurin 10 - -
p-NPG 184 441 18
0-NPG - - 2
Sinigrin - - 100
Benzilglukosinolat - - 102
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B-glikozidazlardaki substrat ozgiilligl, B-glukozidik substratlardaki glikon grubun
degismemesi nedeniyle, genelde aglikon oOzgilligi anlamina gelmektedir.
B-glukozidazlarin kataliz mekanizmalari hakkinda yeterli bilgi edinilebilmistir. Hatta,
enzimin aktif bolgesinde substrati tanimada ve kataliz isleminde rolii olan amino asit
dizileri de tanimlanmistir. Ancak, -glukozidazlarin olduk¢a ¢ok sayidaki B-glukozidik
substratlar1 arasinda degisik substratlara karsi 6zgiillikklerini neyin belirledigi ve bu
substratlara nasil son derece yiiksek ozgiilliik gosterdikleri anlasilamamistir. Ornegin
Z. mays’da bulunan Glul ve Glu2 izozimlerinin aralarinda % 90 dizi benzerligi
bulunmakla birlikte, Glul’in dogal substrat: olan DIMBOA-glukozidinin diginda yapay
substratlart olan aril B-glukozidleri, hatta aril B-fruktozidleri ve P-galaktozidleri de
hidrolizledigi oysa, Glu2’nin yapay substratlarin1 ya ¢ok az hidrolizledigi ya da hig
hidrolizleyemedigi ortaya ¢ikarilmistir (Babcock ve Esen, 1994; Cigek ve Esen, 1998b).

Substrat 6zgiilliigli, biyoteknolojik ve klinik uygulamalarda istenen katalitik etkinlige
sahip enzimleri tasarlamada ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle de arastiricilar bu sorulari, farkli
substrat 6zgiilligi gosteren enzimler arasinda bolge degistirip kimerik B-glukozidazlar
elde ederek, yonlendirilmis mutagenez calismalariyla mutant enzimler olusturarak ve
X-151n1 kristalografisi kullanarak yanitlamaya ¢alismislardir. Ancak, bitkilerin karmagsik
yapilart ve bitkilerle calismanin zorluklari nedeniyle, bu c¢alismalarin dogrudan
bitkilerle yapilmasi yerine bu enzimleri sifreleyen genlerin basit yapili model
organizmalarda klonlanip aktif heterolog anlatimlarinin yaptirilmasi gerekliligi ortaya
cikmistir. Boylece, bu enzimlerin islevsel analizlerinin anlasilmasi ve/veya bol iiriin
elde edilebilmesi de saglanmis olmaktadir. Ornegin, Z mays’in dogal izozimleri ile
kimerik veya mutant izozimleri E. coli heterolog anlatim sisteminde analiz
edilebilmistir (Cicek ve Esen, 1998b; Cicek ve dig., 2000; Verdoucqve dig., 2003).
Brassica napus’un glikozillenen mirosinaz 1 enzimini sifreleyen myrl geni
S. cerevisiae’de klonlanip aktif heterolog proteinin anlatim yapabildigi gosterilmistir.
(Chen ve Halkier, 1999). Benzer sekilde, Dalbergia cochinchinensis’de dalkokinaz
enzimini sfreleyen gen Pichia pastoris’de klonlanmistir ve burada salgilanan heterolog
enzim-aktivitesinin orjinal bitkiden izole edilenle aym1 oldugu vurgulanmistir
(Ketudat-Cairns ve dig., 2000). Yine P. pastoris ekspresyon sitemi kullanilarak
P. serotina’da bulunan siyonogenik B-glukozidazlardan amigdalin hidrolaz (AH1) ve

prunasin hidrolazlarint (PH2 ve PH4) sifreleyen ii¢ genin heterolog anlatimlar
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yaptirilmis, katalitik aktiviteleri cesitli substratlarla gosterilmistir. Ilging bir calismada,
M. esculenta’nin glikozillenen linamaraz enzimini sifreleyen gen once E. coli’de
pGEX-2T glutatyon S-transferaz vektorii kullanilarak klonlanmis ve olusan
glikozillenmemis heterolog proteinin bozuk katlandig1 ve stabil olmadig1 goézlenmistir
(Keresztessy ve dig., 1996). Daha sonra ayni gen, S. cerevisiae SUC2 salgi sinyal
dizisini iceren pY X243 vektorii ile S. cerevisiae’de klonlandiginda ise aktif heterolog

proteini elde edilebildigi bildirilmistir (Keresztessy ve dig., 2001).

2.7 Schizosaccharomyces pombe’nin OZELLIKLERI VE HETEROLOG GEN
ANLATIM SiISTEMLERINDE KULLANIMI

Schizosaccharomyces pombe mantarlarin Ascomycetes sinifinda bulunan bir maya
tiiriidiir. ilk olarak Dogu Afrika millet birasindan izole edilmis ve 1893 yilinda Lindner
tarafindan saf kiiltiirii iiretilip “pombe” adi verilmistir. Hiicreleri yaklasik 7-15x4 pum
boyutlarinda ve uglarda yuvarlaklasan silindir bigiminde olan bu tiir, eseysiz olarak
ortadan ikiye boliinme seklinde meydana gelen mitoz boliinme yoluyla ¢ogaldigindan

“fission yeast” olarak adlandirilir (Mitchison, 1970).

Genetik c¢alismalar1 1950 yilinda Leupold tarafindan baglatilan S. pombe,
Saccharomyces cerevisiae ile birlikte en iyi tanimlanmis ve molekiiler genetik ve hiicre
biyolojisi bakimindan iizerinde en yogun calisilan maya tiirlerindendir. S. pombe, basit
hiicre ve genom yapisina sahip olmasinin yaninda, hiicre ¢evriminin G1, S, G2 ve mitoz
fazlarindan olugmasi (Russell ve Nurse, 1986), hiicre boliinmesinin simetrik bigimde
meydana gelmesi ve mitoz sirasinda kromozomlarin belirgin bir sekilde yogunlagsmasi
(Stainer ve dig., 1993), intron igeren gen sayisinin fazla olmasi ve rRNA genlerinin
organizasyonu (Singer ve Berg, 1991), intronlarin kesilmesini katalizleyen protein ve
snRNA (U2) molekiillerinin yapis1 (Zhao ve Lieberman 1995; Egel, 2004),
sentromerlerindeki  40-100 kb  boyutundaki  tekrarlanan  dizilerin  varligi
(Stainer ve dig., 1993), mitokondri genomunun kii¢iik olmasi (Stankoff, 1992), gen
anlatim aygitinda {riinlin hiicre i¢indeki tasinmasi, aktiflestirilmesi ve salgilanmasi
(Zhao ve Lieberman 1995; Giga-Hama ve Kumagai, 1999) gibi 6zellikleri agisindan
memelilere biiylik Olclide benzerlik gostermektedir. Bu nedenlerle, daha c¢ok

gelismis  yapili  Okaryotlarin  hiicre  biyolojilerinin ~ 6zellikle hiicre  ¢evrimi
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mekanizmasinin aydinlatilmasinda (Egel, 2004) model sistem olarak kullanilmaktadir

(Sunnerhagen, 2002).

Ik kez Beach ve Nurse (1981) tarafindan S. pombe transformasyonunun basarilmas1 ve
hem klasik (Gutz ve dig., 1974) hem de molekiiler genetik (Moreno ve dig., 1991)
tekniklerin bu organizmaya kolaylikla uygulanabilmesi, gelismis Okaryotik genlerin
heterolog anlatimlarinda, S. pombe’nin konak olarak kullanimini glindeme getirmistir.
Ayrica, S. pombe’nin zengin bir mutant koleksiyonuna sahip olmast ve
S. cerevisiae’den izole edilen bir¢cok genin, S. pombe mutantlariyla komplementer
olmast (Munz ve dig., 1989) sayesinde, Onceleri S. cerevisiae icin gelistirilen vektorler
baz1 degisikliklerle S. pombe’de kullanilabilmistir. Giiniimiizde ise bu maya ig¢in
gelistirilen genel ve ekspresyon amaclhi ¢ok sayida vektor bulunmaktadir

(Siam ve dig., 2004).

S. pombe, molekiiler diizeyde hiicre yapisinin memeli hiicre yapisina olan biiyiik
benzerligi nedeniyle, daha ¢ok memeli genlerinin heterolog anlatimi i¢in kullanilmistir
(Giga-Hama ve Kumagai, 1997). S. pombe’de klonlanan bitki genlerinin sayisi heniiz
oldukca azdir. Bunlardan ilki A. thaliana’nin glukoz tasiyici proteininin (STP1)
S. pombe’de heterolog anlatimina iliskin bir ¢alismadir (Sauer, 1990). Daha sonra,
A. thaliana’dan izole edilen glutatyon sentetazi sifreleyen genin ¢cDNA’s1 glutatyon
sentetaz aktivitesi kusurlu S. pombe’ye aktarilip aktif iirlin elde edilebilmigtir
(Wang ve Oliver, 1996). Xia ve dig. (1996) ise A. thaliana’nin hiicre seklinden ve hiicre
cevriminden sorumlu olan proteinleri S. pombe’nin pREP5SN vektoriinde kurulan bir
A. thaliana cDNA kitapligin1 kullanarak arastirmiglar ve buradaki S. pombe klonlarinin
yaklasik % 30’unun heterolog anlatim yaptigin1 gostermiglerdir. Bir bagka ¢alismada,
A. thaliana min fitokelatin sentaz geni (CAD1) izole edilip bu gen bakimindan kusurlu
S. pombe’ye transfer edilmis ve ¢esitli metal iyonlarinin varliginda enzimin aktivitesi
belirlenmigstir (Ha ve dig., 1999). Son olarak, soya fasulyesinden elde edilen {ireaz
aktivasyonuna katilan yardimci proteinlerden UreF’yi sifreleyen gen S. pombe’de

klonlanmis ve heterolog anlatimi yaptirilmistir (Bacanamwo ve dig., 2002).
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S. pombe’de bulunan B-glukozidaz enzim(ler)ini sifreleyen gen(ler) islevsel olarak ne
biyokimyasal ne de molekiiler diizeyde tanimlanmamistir. Sadece S. pombe’nin
dizilenmesi tamamlanmis olan genomunda (Wood ve dig., 2002) 2. kromozomda
bulunan “SPBC1683.04” geninin sifreledigi proteinin Kluyveromyces marxianus’un
B-glukozidaz (BGLS KLUMA) enzimi ile aralarinda gosterdikleri % 46,3 benzerlikten
giderek B-glukozidaz enzimini (EC 3.2.1.21) sifreleyen gen oldugu, ongoriilmiistiir
(GeneDB, http://www.genedb.org). Ayrica, molekiil agirligt 93 kD olmas1 gerektigi

belirlenen bu enzimin glikozid hidrolaz ailelerinden 3. aileye dahil oldugu kabul

edilmektedir.
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3 MALZEME VE YONTEM

3.1

Calismada, Sorghum bicolor Moench (akdar1)’un dhrl (GenBank, U33817), Zea mays
L. (misir)’in glul (GenBank, U25157) ve Sinapis alba L. (beyaz hardal)’nin myrl
(GenBank, NF00684423) genleri kullanild1 (Tablo 3.1). Bu genlerin cDNA’lar1 E. coli
icin gelistirilmis bir klonlama vektorii olan pBluescript II SK(+) plazmidinde
klonlanmig olarak Prof. Dr. Asim Esen (“Virginia Polytechnic Institute and State

University”) tarafindan saglandi. dhrl, glul ve myrl genlerinin cDNA’larma ait

niikleotid dizileri Sekil 3.1°de verildi.

dhrl

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

tgaattcgtg
atagcaagaa
ccttagaagc
aaacatcagt
tgagtctgct
tcctagettt
agatgggaag
ggacaggagc
gttgctgaag
gccgaagggg
gatcgacttg
gcctcaagcg
cacagacttc
ctttaatgag
gcggtgctca
cattgttgcc
tcacaagggt
cacaaatacg
gttcttggag
ccgggtgcecc
cgggataaac
gccagtgctc
tgctattggt
tatccttatg
gatgggggac
gctagattac
cgtgcgeggce
cgagcgtttc
atcagccagg
tcttacgecg
tatggtatgg
actttgcacg
gctctgttcc
aat

ggcaactcac
atggctctac
catcccaata
aagcgaaggt
ggaatccaca
ctcttecggtg
gggccaagca
aatggggatg
gaaatgggca
acgctcgetg
ttgttagaga
ctggtagacg
gctaaagtgt
ccggagacat
ccgggagtaa
cacaaccttc
gcggacggee
tttcttgatc
ccagtggttc
tacttcaaag
tactacacct
aacactgacg
cctcctactg
accatgaaga
attgacaagg
atccagcgcc
tacttcgecgt
ggcatcgtct
tggttgcagg
gccggecage

cactcaagca
ttcttgcttc
atgagagttt
ctaaccttag
ggctgagccc
ccgccacttc
catgggatca
ttgcagcgga
tggacgccta
gaggtattaa
acggcataga
cgtatggcgg
gctttgaaaa
tctgttctgt
gttgtgccgt
tccgagctca
gtatagggct
aacaggccca
gtggtgacta
aaaaagagca
caacgttctc
acgcctatge
gaaatgcgtg
acaagtatgg
gcgatctacc
acctctcagt
ggtctctgct
acgtcgatcg
agttcaatgg
ttaactaatt

tggcactgtg
gctagaggta
agttcagtgt

tcttctgtge

gtggaggcat
tatcttttta

gctcaaacct
tgccataaat
ctcacggcac
ctttaggcca
ctgggaaatc
agcataccaa
cttctgccac
ttcgtaccat
taggttctcc
cgagaaaggt
gccatatata
cttcttagat
gtttggtaag
ttcctatgga
tccaactgga
tgctgagact
tgcgttaaat
agaaaggtcc
ccccttctece
agagaagcta
caagcacatc
cagtcaagaa
gatcaatatg
aaacccacca
caaaccagtt
tcttaaacaa
ggacaacttc
cgagaatggc
agctgccaag
aagtagaaca
atgcctgtat
attctccagc
ttatgcaata

GENLER, ORGANIiZMALAR VE PLAZMIDLER

ttagccacta
cacactgccc
cacctatgtt

cacagcagct
atccagcagg
cttcaccaca

cgavgctcaaa cgataagcag

cctaggaggg
attgaaggtg
aattttccgg
atgtacgctg
atctcttggce
gtcgagtact
acaattttcc
gaggaggatt
acggtgaaaa
actggagtcc
aactcactca
gttgatattt
gtatttggcc
atggacaaat
atgagagtgt
gttggttctt
gacctctcac
accaaagggc
taccctaaag
atgtacatca
gcgttggaag
tcaatagact
gaatggtcca
tgcgagcgca
aaggttgaaa
cgtactgctt
ggtctgaaac
gccgeageta
aaacgaagtg

actggttccc
cttggaatga
aatggatagt
aggatgtcag
ccagaatact
acaacaagtt
actgggacac
ataaagatta
actggttgac
ttgcceceggg
gcgagccata
acaacaagta
gtgtgccata
gcctaggatg
cagcgaggga
acgatatgat
caaacaactc
ctgacgggaa
gcctacacga
ctgagaacgg
accacacaag
tgggagcaga
gcggctacac
ccatgaagcg
ataacaagat
ctggctgatg
gacatatttt
ataatgcaat
ntcgatttgc



glul

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

myrl
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
941
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

tagttctagc
ccacgctgca
ctcacggcac
ctttactaca
ggaaatccca
gtaccaaatt
ctgccacaat
gtatcatatg
gttctctatc
tgatggcatc
atatgtaaca
cctagataag
tgataacttc
ttccttttcc
tgcctaccca
agcccacgct
agggcttgcg
ggccgaagaa
tgactacccc
gcagaaggag
gttctccaaa
ctacgccagt
tccatggatc
atacggaaac
gacacctcta
ccacatcgct
ttggtctcty
ctacgtcgac
agagttcaac
ggcctcatga
cttttttttc
cgcgttgttc
cctgtttcaa

cttgcaaagc
atcgaccgtt
gcttaccaga
cgatacccaa
tcatactggc
tccattgegt
ggtattaaat
gttacgctct
gacccccgga
gataaagtaa
ggatcagcat
ggaaattctt
gtggtcgatc
ataactagat
aggatgaaag
caaatcatga
ctcgtaaagg
ccaagtccta
ctcacatata
gacgaaacca
aaaaacaagt
gatgaaaacc
ctctgttttc
tgggctcttg
tacattgatt
agttcataag
ccttcgagaa
catcaagatc
ctctataaat
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tagctagcaa agggggggaa aatggctccg cttctcgctg ctgccatgaa
gcccatcctg gccttaggag ccacctagta ggacccaaca atgagagttt
cacctgccgt cttcttctcc acagagcagc aagcgaaggt gtaaccttag
cgavtctgcaa gagtaggcag ccaaaatgga gtccaaatgt tgagcccctc

caaagggact
gaaggtgctt
catccggaaa
tacaaaacgg
tcttggccca
aagtactaca
attttccact
agtcataaga
ggcgacaagg
tacggaactg
actgggaatt
gaggctgttg
tttgacgtaa
aggtcatggg
ttctccatga
aagctcgecg
aacatcgaca
caagaagtta
tacatgtacc
ccacctatct
cccatggagg
actcttaagg
ctggacaact
cgcaacaata
accgcgaaaa
tgtgggtgca
tgccacgaga
caattcagtc
t

ggttcccctc
ggaatgaaga
ggatactgga
acgtcagatt
gaatactgcc
gaaacctcat
gggatgtacc
gcattgtaga
tgaagaattg
gggtctttge
cactcgtcga
atctttacaa
tgggtcgtgt
acatcaacct
gatcattggc
gttcctataa
tctcaccaaa
acgggcctga
ctgagggctt
acatcaccga
ctgccttaaa
aatcaataga
ttgaatggtt
actgcacgcg
agcccagcaa
gcccataaaa
ggttctctgg
tggccttgtc

tgacttcacc
tggaaagggg
cgggagcaat
gctcaaggaa
gaagggaacc
caacttgttg
tcaagcacta
agattacacc
gttgaccttt
cccaggtcgg
gccttacact
caagcattac
gccatacgga
aggatggttc
tagggaacga
catgttgggg
ctactcacct
cgggaagccc
gaaggatctc
gaacggaatc
tgactacaaa
cttgggatca
tgccggcette
ctacatgaag
gaagattctt

ttcggtgeceg
gaaagcaact
tcagacattg
atgggcatgg
aaagaaggag
ctggaaaacg
gaagagaagt
tacttcgcta
aatgagcccc
tgctcacctg
gctggccata
aagcgcgacg
acatcgtttc
ttagagccag
ctacccttct
ttaaactact
gtgctcaaca
attggtcctc
cttatgataa
ggggatgttg
aggctagatt
aatgtgcaag
accgaacgtt
gagtctgcca
acgccagctt

ccacttcagc
gggatcactt
gagcgaattc
acgcatatag
gtattaaccc
gcatagagcc
acggcggctt
aggtgtgctt
agacatttac
gactagactg
acattctcct
acacccgcat
tggataaaca
tggttcgtgg
tcaaggacga
acacctcacg
ctgacgacgc
ctatgggaaa
tgaagaacaa
ataccaaaga
acatccagcg
gctacttcge
atggcattgt
agtggttgaa
aaaaatcggg

acctgtgtgg
aggcatactc
atgcatgcaa

tttggaaccg
tccagcaccg
taaataaagt

aagattttct
tggctaataa
gatgggtttc

taggcVgaaga aataacttgt caagagaatc tgccattcac atgtggtaac

taaacagtag
tcgaaggtac
ataaatcagg
agaaagatat
ggtcaagaat
actaccacgg
ttcactggga
tcatagaaga
agtactggct
tagatgcacc
caactgaacc
tttacaggaa
ggtttcttcc
aattcttctt
tagacactgt
gttcatatga
atcaagttga
ttaatgcaag
aaaacatcta
attataaccc
gtaaccagtc
tcaataaagt
gggataatta
ggaataatgt
ccctggecatc
gaataagaag

cagtttcgag
cataggtcgt
acccgatcat
agatgtgctg
cattccaaga
actcataaag
ccttcctcaa
tttcaaagat
cacgatcaac
tggtagatgt
ctatatcgtt
aaattactcg
atataatgac
gggatggttc

gggtgaacgg
ttttcttggt

ttcgactaat
tggtcattac
ttactaccct
tttaatctat
tatgttggat
catcaaggag
tgaattcaac
caccgacaga
aagagccctc
ttggcagatg

aaagacttca
ggacttaaca
ggaaatggag
gatgaactca
ggaaagagga
ggcctcatcg
gtactacaag
tatgcggatc
cagctctact
tctccaacgg
gcacatcatc
catcaaggag
actgatcgac
atggggccge
cttccatcct
ctcaactatt
cacactgcca
attggtccac
aaaggcattt
gtcaccgaga
tacacgcgga
aaggatgtca
aaaggattta
gacctcaaaa
taaagaaaga
cataaaatac

atcttcatgt
tctcaataaa

cttctctttc
gctctttgca

tatagatata
gactataatg

ttttcggtgt
tttgggatgg
acactacttg
acgcaactgg
gcaggggagt
acaagggtat
atgagtatga
tatgtttcca
cagtgcctac
ttgatccttc
agcttctcgce
gtaagattgg
acagcatagc
taacaaatgg
tctctccaga
atttcactca
tgatggacgc
tgttcgagga
attccgtaat
atggaatcag
ttgattatct
acgtgaaagg
ccgtcagatt
agtctggaca
ttttctccge
ccaacccact

acaggagggt
aaattatcaa

Sekil 3.1: dhrl, glul ve myrl genlerinin cDNA’larmin niikleotid dizileri
kodonunun eklendigi yerler.

tgcatcttct
cttcactcac
tgactcattt
ctacagattc
aaataaggag
aacacctttc
aggttttttg
agaatttggt
gagaggctac
ctgttacgcc
tcatgccaaa
acctgtgatg
tgcaaccgag
aacataccct
agaatctaac
gtatgcccaa
aggcgcaaag
aaacaaagct
ggactacttc
tacccccggt
ctgcagtcat
ataccttgcg
cggactcagt
atggtatcag
tccagcctca
cgagttactt
ctacctacca

taaaaaaaaa ¢

. \: atg baslangig
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Tablo 3.1: Calismada kullanilan bitki B-glukozidaz enzimlerini sifreleyen genler ve ait olduklart
bitki tiirleri

Gen Enzim Organizma
dhrl Dihurinaz (p-hidroksi-(S) mandelonitril-f-D-glukoz hidrolaz, Sorghum bicolor
EC 3.2.1.21) (Dhrl) (akdar1)

ul DIMBOAG-hidrolaz (2-O-B-D-glukopranozil-4-hidroksi-7- Zea mays (musir)

£ metoksi-1,4-benzoksazin-3-on hidrolaz, EC 3.2.1.21) (Glul) %
Mirosinaz (B-D-tioglukozid hidrolaz, EC 3.2.3.1) (Myrl) Sinapis alba
myrl
(beyaz hardal)

Bu genlerin (dhrl, glul ve myrl) heterolog anlatimlarinin analizi igin,
Schizosaccharomyces pombe Linder str. liquifaciens maya tiriniin leul-32 ve
ura4-D18 oksotrof 1rklar1 konak organizma olarak kullanildi. Calisma siiresince
olusturulan rekombinant plazmidlerin ¢ogaltilmas1 amaciyla Escherischia coli DH10B

irkindan yararlanildi. S. pombe ve E. coli irklarina ait 6zellikler Tablo 3. 2’ de verildi.

Tablo 3. 2: Calismada kullanilan S. pombe ve E. coli irklarinin 6zellikleri

Irklar Ozellikleri
[zopropilmalat dehidrogenaz enzimini sifreleyen gen nokta
mutasyonlu (I6sin oksotrofu)
Orotidin-5-fosfat (OMP) dekarboksilaz enzimini sifreleyen gen
tam delesyonlu (urasil oksotrofu)
F-mcrA (mrr-hsdRMS-mcerBC) 80dlacZM15 lacX74 deoR
recAl endAl aral39 D (ara, leu) 7697 galK 1- rpsL nupG

S. pombe leul-32

S. pombe ura4-D18

E. coli DH10B

Bu ii¢ genin, S. pombe’de klonlanmalari ve heterolog anlatimlari icin, Istanbul
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii koleksiyonunda
bulunan, pART1 ve pREP42 S. pombe ekspresyon vektorleri kullanildi. Bu vektorlerden
pART]I, siirekli anlatim yapan alkol dehidrogenaz enzimini (adhl) sifreleyen genin
promotdr dizisini igermektedir (McLeod, 1987). pREP42 ise tiamin biyosentezinde
gorev yapan ve tiamin ile anlatimi baskilanabilen nmt/ geninin promotor dizisini
tagimaktadir (Maundrell, 1993). Bu vektorlerin 6zellikleri Tablo 3.3” de, restriksiyon

haritalar ise Sekil 3.2°de verildi.

Tablo 3.3: Calismada kullanilan S. pombe ekspresyon vektorlerinin 6zellikleri

Adi Replikasyon Promotor Maya Bakieri Ozellikleri
baglangi¢ noktasi igaret geni | isaret geni
pARTI1 arsl adh 1 LEU 2 amp" siirekli anlatim yapar
pREP42 arsl nmt 1 ura 4 amp" anlatimi tiamin ile diizenlenir
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:Sal 1
i BamH 1
iSmal
iNdel

EcoR1

a b

Sekil 3.2: Calismada kullanilan S. pombe ekspresyon vektorlerinin restriksiyon haritalari.
a) pARTI; b) pREP42

pBluescript II SK (+) (Stratagene, 52325) E .coli klonlama plazmidinin klonlama
bolgesinde laktozun pargalanmasinda gorev alan enzimi sifreleyen lacZ geni
bulunmaktadir. Bu genin {iriinii olan B-galaktozidaz enzimi, kromogenik bir bilesen olan
X-gal’i hidrolizlediginde mavi renk olusumu gozlenmektedir. Klonlama ¢alismalarinda,
pBluescript plazmidine bir gen sokuldugunda /acZ geni bozuldugundan, X-gal
hidrolizlenememekte ve mavi renk ortaya ¢ikmamaktadir; buna gore, rekombinant
pBluescript plazmidini igeren transformantlar, X-gal iceren segici besi ortamlarinda

beyaz renkli koloniler olusturmaktadirlar (Sambrook ve dig., 1989).

3.2 ORGANIZMALARIN URETIiMi VE SAKLANMASI

3.2.1 Schizosaccharomyces pombe Irklarimin Uretilmesi

S. pombe irklarinin iiretimi ve saklanmast icin Gutz ve dig. (1974)’nin onerdigi
yontemler kullanildi. Caligmada kullanilan S. pombe 1rklar, silika jel (¢cap: 0,2-0,5 mm)
icinde, 4°C’da saklanan stoklardan alindi. YEA besi ortami igeren petri kaplarinda
30°C’da 2 giin iiretilerek elde edilen kiiltlir, B6liim 3.2.3’de anlatildig1 bi¢imde genotip

kontrolii yapildiktan sonra, egri YEA besi ortamina ekildi ve ¢alisma siiresince her ay
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yenilenen kiiltiir 4°C’da saklandi. S. pombe irklarinin iiretiminde ve kontroliinde

kullanilan besi ortamlarinin icerikleri Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’de verildi.

Tablo 3.4: S. pombe’nin liretiminde ve kontroliinde kullanilan besi ortamlari

Adi Icerik Derisimi
Maya 6ziitlii s1vi besi ortami “Bacto Yeast Extract” 5¢/1
(YEL) Glukoz 30 g/l
Maya o6ziitlii kat1 besi ortami “Bacto Yeast Extract” 5¢/l
(YEA) Glukoz 30 g/l
Agar 20 g/l
Minimal s1v1 besi ortami *A2 100 ml/1
(MML) *3a 1 ml/l
*3b 1 ml/1
Glukoz 10 g/1
Na,HPO,.12H,0 1g/1
Minimal kat1 besi ortami *A2 100 ml/1
(MMA) *3a 1 ml/l
*3b 1 ml/l
Glukoz 10 g/1
NazHPO4.12H20 1 g/l
Agar 20 g/l
Otoklavda steril edildikten sonra 16sin (100 pg/ml) ve urasil (50 pg/ml) eklendi
Sentetik minimal besi “Yeast nitrogen base” % 0,1 (w/v)
ortami (YNB) Glukoz % 2 (w/v)
(NH,4),S0, % 0,5 (w/v)
Zenginlestirilmis sentetik “Yeast nitrogen base” (amino asitsiz) % 0,17 (w/v)
besi ortam1 (“Synthetic Glukoz % 2 (w/v)
Complete Medium”-SCM) (NH,4),S0, %0,5 (w/v)
Otoklavda steril edildikten sonra SCM besi ortamina adenin, arginin, histidin,
metionin, triptofan ve urasil (20 pg/ml), izoldsin, lizin ve tirozin (30 pug/ml), fenilalanin
(50 ug/ml),losin (60 pg/ml) ve valin (150 ug/ml) eklendi.

*gerikleri Tablo 3.5.’de verildi.
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Tablo 3.5: MML ve MMA besi ortamlarinda kullanilan stok ¢ozeltiler

Adt Icerik Derisim
CuS0,.5H,0 04 g/
KCl 1.0 g/l
Al FeCl;.6H,0 2.0 g/l
MnS0,.4H,0 53 g/l
Na2M0042H20 1.95 g/l
ZnS0,.7H,0 4 g/l
MgS0O,.7H,0 50 mg/1
A2 NaCl 10 mg/1
CaCl,.6H,O 15 mg/l
Stok Al 10 ml/1
Kalsiyum pantotenat 10 mg/1
3a Nikotinik asit 100 mg/1
Mezo-inositol 100 mg/1
3b Biotin (%50 Etil alkol i¢cinde hazirlandi) 1 mg/100 ml

3.2.2 Escherichia coli Irkinin Uretilmesi

% 50 gliserin i¢inde -20°C’da saklanan E. coli stoklarindan 5 pl alinip 5 ml LB besi
ortamina ekildi ve 1 gece calkalamali etiivde (37°C, 150 devir/dakika) iiretilmesiyle
elde edilen doygun kiiltiiriin Boliim 3.2.3’de anlatildig1 bigimde genotip kontroli
yapildiktan sonra, egri LBA besi ortamina ekimi yapildi ve ¢alisma siiresince her ay

yenilenerek 4°C’da saklandi. E. coli wrkinin iiretiminde kullanilan besi ortamlari

Tablo 3.6’da verildi.

Tablo 3.6: E. coli irkinin iiretiminde kullanilan besi ortamlari

Adi Icerik Derisim

“Luria Bertani” sivi ““Bacto tryptone: ?’ 1 (w/v)
besi ortami (LB) Bacto yeast extract % 0,5 (wW/v)

NaCl % 1 (w/v)

“Bacto tryptone” % 1 (w/v)
“Luria Bertani” kati “Bacto yeast extract” % 0,5 (w/v)

besi ortam1 (LBA) NaCl % 1 (w/v)
Agar % 1,5 (w/v)

Biitiin maddeler karistirildiktan sonra 5 N NaOH ile pH 7,2’ye ayarlandiktan sonra agar eklendi.

Otoklavda sterilizasyondan sonra LB ve LBA’ya gerektiginde ampisilin (50 pg/ml) eklendi.

SOB besi ortami

“Bacto tryptone” % 2 (wW/v)
“Bacto yeast extract” % 0,5 (w/v)
NaCl 10 mM
KClI 25 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
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Tiim besi ortamlari otoklavda 121°C’da (1 atmosferde) 20 dakika tutularak, besi
ortamlarma eklenen metabolitler 0,22 pum por acikligina sahip filtreden

(Millipore millex-GS) gegirilerek steril edildi.

3.2.3 Genotip Kontrollar:

S. pombe wklarimin YEA besi ortamindaki 2 giinliik kiiltiirlerinden tek koloni elde
etmek icin azaltma yontemiyle YEA iceren petri kaplarina ekim yapildi. Petrilerde
tireyen kolonilerden rastgele segilen birkaci, oksotrofluk bakimindan genotip kontrolii
icin, hem MMA hem de gerekli metaboliti (S. pombe leul-32 ki icin 16sin,
S. pombe ura4-D18 1rki i¢in urasil) iceren MMA petri kaplarina ekildi. 2 giin 30°C’da
inkiibe edildikten sonra lireme durumuna gore, istenilen genotipi tasidigir dogrulanan

koloniler egri YEA’ya ekilerek 2 giinliik kiiltiirler elde edildi ve 4°C’da saklandi.

E. coli DHI10B kolonilerinden ampisilin igeren ve igermeyen LBA besi ortamlarina
ekim yapildi. Sadece ampisilin igermeyen LBA besi ortaminda iireyebilen kolonilerden

alinarak egri LBA’ya ekim yapildi ve kiiltiir 4°C’da saklandi.

3.3 S.pombe IRKLARINDA UREMENIN iZLENMESI

Uremeleri izlenecek 1rklara ait hiicreler énce egri YEA’da 30°C’da 2 gece iiremeye
birakildi. Kiiltiirdeki hiicreler 5 ml steril saf su ile siispansiyon haline getirildikten sonra
50 ml YNB igeren 250 ml’lik erlenlere 10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapildu.
Calkalamali etiivde (30°C, 180 devir/dakika) iiremeye birakildi.

Hiicre sayisindaki artis 530 nm dalga boyundaki 1sik kullanilarak bulanikligin
dlgiilmesiyle saptandi. Olgiimler sirasinda sterilitenin korunmasi ve besi ortaminin
hacminin azalmamasi i¢in yanlarina cam tiipler eklenmis olan 6zel erlenler kullanildi.
Kiiltiirlerdeki iireme fotoelektrik kolorimetrede (Erma) belirli zaman araliklarinda
alman optik yogunluk (OD) degerleriyle izlendi. OD degerleri, hiicre/ml cinsine
cevrilerek zamana bagli hiicre/ml artisin1 gosteren grafik (lireme egrisi) c¢ikarildi.
OD degerlerini hiicre/ml cinsine ¢evirmek i¢in aym 1rka ait kiiltiiriin mililitresindeki
hiicre sayis1 bilinen c¢esitli sulandirimlarin 530 nm dalga boyunda &lgiilen OD

degerlerine gore cizilen standart grafikten yararlanildi.



34

3.4 TRANSFORMASYON

3.4.1 Siiper Yeterli E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Bakteri transformasyonunda konak olarak kullanilan E.coli DH10B hiicreleri Inoue ve
dig. (1990)’ne gore yliksek derecede (siiper) yeterli duruma getirilerek hazirlandi. Bu
amagla, E. coli DH10B 1rkina ait tek koloniden 5 ml LB’ye ekim yapild1 ve 37°C’da
1 gece 150 devir/dakikada iiremeye birakildi. Elde edilen taze kiiltiirden 0,5-1 ml
alinarak 250 ml SOB besi ortami (Tablo 3.6) iceren 2 litrelik erlene ekim yapildi.
18°C’da, 200 devir/dakika hizda hiicre yogunlugu Agp = 0.6 olacak sekilde 2 gece
tiretildi. Kiiltliir 10 dakika buz i¢inde tutulduktan sonra 500 ml’lik santrifiij tiiplerine
aktarildi. 1.500 xg’de 10 dakika 4°C’da santrifiijlendi. Cokelti 80 ml soguk
TB tamponunda (10 mM PIPES, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl) yavasca
¢ozilindiiriildii ve 10 dakika buz i¢inde tutulduktan sonra 1.500 xg’de 10 dakika santrifiij
edildi. Hiicre ¢okeltisi 20 ml TB tamponunda tekrar ¢Oziindiirildi ve son
konsantrasyonu % 7 olacak sekilde DMSO eklenerek yavas sekilde karistirildi ve buz
icinde 10 dakika birakildi. Daha sonra 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 100 ul’lik
kisimlar halinde bdliinerek sivi azot igerisinde donduruldu. Bu seckilde hiicreler,

transformasyona ugrama yeteneklerini kaybetmeden, -70°C’da yaklasik 6 ay saklandi.

3.4.2 E.coli Transformasyonu

E. coli transformasyonunda 1s1 soku teknigi kullanildi (Hoffman ve Winston, 1987). Bu
amagla, -70°C’da saklanan 100 pl stiper yeterli E. coli DH10B hiicreleri buzda
¢oOziindiiriildii. 100 pl hiicre siispansiyonu tizerine 0,1-1 pg DNA igeren 1-10 pl plazmid
cozeltisi eklenerek 30 dakika buz igerisinde bekletildi. 90 saniye 42°C’da 1s1 soku
etkisinde birakildiktan sonra 2-3 dakika buz i¢inde tutuldu. Karigimin {izerine 0,5 ml LB
besi ortami eklenip 1 saat, 37°C’da 150 devir/dakika inkiibasyona birakildi. Son olarak,
100-200 pl karisim, secici besi ortamina ekilerek 37°C’da 1 gece inkiibasyona birakildi.
Secici besi ortami olarak, pART1 ve pREP42 icin 50 mg/l ampisilin igeren LBA,
pBluescript i¢in 50 mg/l ampisilin, 4 mg/l X-gal, % 10 IPTG iceren LBA besi ortamlari
kullanildi.
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3.4.3 S. pombe Transformasyonu

S. pombe transformasyonu hem lityum asetat hem de elektroporasyon yontemleri ile

yapildi.

Lityum asetat yontemi Warskawsky ve Miller (1994)’in teknigine gore uygulandi.
Konak hiicreler (S. pombe leul-32 ve ura4 D-18 1irklar1) 30°C’da 3 giin YEA’da
iretildikten sonra, 5 ml steril saf su ile siispansiyon haline getirildi; 100 ml’lik
YNB besi ortamina 10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve ¢alkalamali etiivde (30°C’da,
180 devir/dakika) tiretildi. Logaritmik fazin ortalarindaki (S. pombe leul-32 igin 16,
S. pombe ura4-D18 icin 18 saatlik) kiiltiirlerden alinan hiicreler 7.500 xg’de 4°C’da
10 dakika santrifiijlenerek toplandi. Cokelti iizerine 1 ml steril saf su eklenerek
mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 200 ul LiAc/EDTA tamponu (100 mM LiAc,
1 mM EDTA, pH 4,9) eklendi ve 6.000 xg’de 10 dakika santrifiijlendi. Cokelti
50 pl LiAc/EDTA tamponunda ¢oziindiiriildii ve iizerine % 40 PEG c¢ozeltisinden
[100 mM LiAc, 1 mM EDTA, % 40 (w/v) PEG] 300 ul eklenerek iyice karigtirildi.
Karisimdaki hiicrelere (toplam ~10° hiicre) 1-2 pg DNA igeren 1-10 pl plazmid
cozeltisi eklendi. 30 dakika siireyle 30°C’da bekletildikten sonra, 15 dakika 42°C’lik 1s1
soku uygulandi. Hiicreler santrifiijleme ile toplandi ve 1 ml TE (Tablo 3.9) i¢inde
¢oOziindiiriildii. Siispansiyondan, segici besi ortamlarina 200 pl/petri olacak sekilde ekim

yapildi ve 30°C’da, yaklasik 7 giin liremeye birakildi.

Elektroporasyon yontemi ise Forsburg (2004) tarafindan verilen protokole gore
uygulandi. Konak olarak kullanilan S. pombe hiicreleri 30°C’da, 3 giin YEA’da
tiretildikten sonra, 5 ml steril saf su ile siispansiyon haline getirildi ve gerekli
metabolitler eklenmis 100 ml MML besi ortamina 10° hiicre/ml olacak sekilde ekildi ve
calkalamali etiivde (30°C’da, 180 devir/dakika) 10 hiicre/ml (veya ODsos = 0,5-1) elde
edilinceye kadar iiretildi. Hiicreler 4.000 xg’de 5 dakika oda sicakliginda
santrifiijlenerek toplandi. Hiicre ¢okeltisi soguk steril saf su ile yikandiktan sonra 20 ml
1 M sorbitol ile tekrar siispansiyon haline getirilip 3.000 xg’de 5 dakika 4°C’ da
santrifiijlenerek toplandi ve 1-5x10° hiicre/ml olacak sekilde 1 M sorbitol ile
stispansiyon haline getirildi. Buradan alman 40 pl hiicre siispansiyonu, Onceden

sogutulmus 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerine yaklasik 100 ng
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plazmid iceren 1-10 pul DNA ¢ozeltisi eklendi ve 5 dakika buzda bekletildikten sonra
2 mm’lik elektroporasyon kiivetine (“Eppendorf”, 4307-000-593) aktarildi ve
elektroporatdr (Eppendorf Multiporator) i¢inde prokaryot modunda (1,5 kW, 25 uF)
tansformasyon gerceklestirildi. Elektroporasyonun hemen ardindan kiivet igindeki
transformasyon karisimima 0,6-0,9 ml 1 M soguk sorbitol eklenerek, Onceden
sogutulmus 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve buradan alinan 0,2 ml karigim,

MMA igeren petrilere ekildi ve 30°C’ da, 4-6 giin inkiibasyona birakildi.

Transformasyon  etkinligi  asagida  verilen  formiile  gore  hesaplandi

(Sambrook ve dig., 1989).

Toplam Koloni Sayis1 x Sulandirim Faktorii

Koloni Say1s1 / ng DNA = Transformasyonda kullanilan Plazmid DNA Miktar1 (pug)

3.5 KOLONIi PCR TEKNIiGi

Hem E. coli, hem de S. pombe transformasyonundan sonra olusan transformant
kolonilerde rekombinant plazmidin bulunup bulunmadigin1 hizli ve kolay bir bicimde
saptamak i¢in koloni PCR (zincirleme polimeraz reaksiyonu) tekniginden yararlanildi
(Amberg, 2004a). Bu amagcla, bir kiirdan yardimi ile her bir koloniden alinan 6rnek
10 pl steril saf suyla karistirildi. Hiicre siispansiyonunun 5 pl’si koloni PCR’nunda
kalip DNA olarak kullanildi. Geri kalan 5 pl’sinin iizerine ampisilin iceren 1 ml LB
eklenerek 37°C’da 3-4 saat inkiibasyona birakildi.

0,5 ml’lik mikrosantifijj tliplerinde toplam 50 ul hacimde bir araya getirilen koloni PCR
karigimlarint olusturan bilesenler ve derisimleri Tablo 3.7°de verildi. Cok sayida
transformant koloniyi tarayabilmek icin, koloni PCR karisimlarinda kalip DNA olarak,
5 ayr1 transformanta ait 2’ser pl hiicre stispansiyonu (toplam 10 ul hiicre siispansiyonu)
kullanildi. PCR islemi “FPROG O5D Techne Progene” PCR makinesinde Tablo 3.8’de
belirtilen kosullarda gergeklestirildi. Ornekler, % 1’lik agaroz jele yiiklendi ve

elektroforez isleminin ardindan UV 151k altinda goriintiilenerek fotograflari ¢ekildi.
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Tablo 3.7: Koloni PCR’da kullanilan reaksiyon bilesenleri ve derisimleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Miktar (ul) Derigimi
Steril saf su 26,6 -
10X ExTaqTM tamponu 5 1X
dNTP karigimi (10 mM) 4 0,8 mM
Primer 1* (10 uM) 2 0,4 uM
Primer 2* (10 uM) 2 0,4 uM
TaKaRa ExTaqTM 5 U/ul 0,4 0,04 uM
Kalip DNA (hiicre siispansiyonu) 10 -

*dhrl, glul ve myrl genlerine 6zgii oligoniikleotid primer g¢iftleri Tablo 3.12°de verildi.

Tablo 3.8: Koloni PCR kosullar1

Dongiiler Sicaklik Siire
1 Baslama 94°C 2 dakika
Denatiirasyon | 94°C | 4> saniye
35 Baglanma glu ]djlg;yr 7 iiog 1 dakika
‘Uzama | 72°C | 2 dakika
1 Tamamlanma 72°C 5 dakika
Saklama 4°C

Rekombinant plazmid igeren E. coli transformantlari Bolim 3.2.2°de, S. pombe
transformantlar1 ise Boliim 3.2.1°de belirtildigi sekilde iiretilerek uygun kosullarda

saklandi.

3.6 DNA iZOLASYONU

3.6.1 E. coli Transformantlarindan Plazmid izolasyonu

Sambrook ve dig. (1989)’nin 6nerdigi yonteme gore uygulanan plazmid izolasyonu igin,
transformant kolonilerden 50 mg/ml ampisilin igeren 5 ml LB besi ortamina ekim
yapildi. 37°C’da, 150 devir/dakika calkalamali etiivde, bir gece {iretildi. Hiicreler
6.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilerek topland1 ve 100 pl soguk lizis tamponunda
(A c¢ozeltisi) siispansiyon haline getirildi (Tablo 3.9). 5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 200 pl alkali SDS tamponu (B ¢ozeltisi) eklendi; tekrar 5 dakika
oda sicakliginda tutularak hiicrelerin par¢alanmasi ve genomik DNA’nin denatiirasyonu
saglandi. Parcalanmig hiicrelerden olusan lizat iizerine 4°C’da sogutulmus 150 ul
5 M potasyum asetat (C ¢ozeltisi) eklendi ve 5 dakika buz icerisinde bekletildikten
sonra 20.000 xg’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiijleme yapildi. Alinan {ist siviya
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1 ml saf etil alkol eklenerek 20.000 xg’de 20 dakika oda sicakliginda santrifiijlenerek
plazmid DNA’s1 ¢oktiiriildii. Cokelti 150 pul TE tamponunda ¢oziindiiriildii; son hacim
20 pg/ml olacak sekilde RNaz eklenerek 37°C’da 1 saat bekletildi. Toplam hacim
400 pul’ye tamamlanip fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) oziitlemesi yapilarak
saflastirildi. Hacmi belirlenerek temiz bir tiipe aktarilan iist faza, saf etil alkolde
hazirlanmis 0,2 M potasyum asetat ¢ozeltisinden 2,2 hacim olacak sekilde eklendi ve
-20°C’da 1 saat bekletildi. Santrifiijjleme (49.000 xg, 20 dakika, 4°C) sonucunda elde
edilen plazmid ¢okeltisi 50 ul steril saf suda ¢oziindiiriilerek miktar1 belirlendikten

sonra, gerektiginde kullanilmak tizere -20°C’da saklandi. Kullanilan c¢ozeltiler

Tablo 3.9’da verildi.

Tablo 3.9: E. coli transformantlarindan plazmid izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Adt Icerik Derisim/Miktar
A ¢ozeltisi (lizis tamponu) Tﬁiulljlch 2(5) zﬁ
H 8,0 .
(pH 8.0) EDTA 10 mM
B cozeltisi (alkali SDS) I\Isfgl (y ?fvi‘] i
0
KAc 29,442 ¢
C ¢ozeltisi glasiyel asetik asit 11,5 ml
Saf su ile 100 ml’ye tamamlandi
RNaz 20 mg / ml
RNaz Tris-HCI 10 mM
NaCl 15 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
TE tamponu (pH 8,0) EDTA (pH 8.0) L mM

3.6.2 S. pombe Transformantlarindan Plazmid Izolasyonu

S. pombe’den plazmid izolasyonunda Hoffman ve Winston (1987) tarafindan onerilen
yontem uygulandi. S. pombe transformantlarindan alinan hiicreler 10 ml SCM besi
ortaminda, ¢alkalamali etiivde (30°C, 180 devir/dakika) 2 gece iiretildi. Kiltir,
6.000 xg’de 10 dakika santrifiijlenip hiicreler ¢okeltildi. Cokelti tizerine 200 pul STET
tamponu ve % 97’lik nitrik asitte yikanmis 0,3 g cam boncuk (cap: 0,45-0,50 mm)
eklenerek tiip karistiricida 5 dakika karistirildi. Kaynar su i¢inde 5 dakika birakildiktan
sonra, buz iginde sogutuldu. 1.000 xg’de 4°C’da 10 dakika santrifiij edildi. Ust stvinin
100 pl’si almip tizerine 50 ul 7,5 M amonyum asetat eklendi. -20°C’da, 1 saat
tutulduktan sonra 12.000 xg’de 4°C’da 5 dakika santrifiijlendi; list sivi hacmi
belirlenerek temiz mikrosantrifiij tiipline alindiktan sonra {lizerine iki hacim soguk saf

etil alkol eklenerek hafifce karistirildt ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
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49.000 xg’de 4°C’da 15 dakika santrifiijlenerek plazmid DNA’s1 ¢oktiiriildii ve ¢okelti
20 pl steril saf su icerisinde ¢oziindiiriildii. Plazmid DNA’lar1 E. coli’ye transfer edilip

transformantlardan plazmid DNA’larinin izole edilmesiyle (B6liim 3.6.1) geri kazanildi.

3.6.3 S. Pombe Transformantlarindan Genomik DNA izolasyonu

S. pombe’den genomik DNA izolasyonunda Amberg (2004b) tarafindan onerilen
yontem uygulandi. S. pombe transformantlarindan alinan hiicreler 100 ml MML besi
ortaminda, calkalamali etiivde (30°C, 180 devir/dakika) 2 gece {iretildi. Elde edilen
kiiltiirtin, 4.000 xg’de 5 dakika santrifiijlenmesiyle toplanan hiicreler 5 ml saf suda
stispansiyon haline getirildi ve 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Ayni
kosullarda santrifiijlenerek g¢oktiiriilen hiicrelerin iizerine 200 pl G ¢ozeltisi, 200 pl
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ve % 97’lik nitrik asitte yikanmig 0,3 g cam
boncuk (¢ap: 0,45-0,50 mm) eklenerek 2 dakika tiip karistiricida karistirildi. Bu
karistmin iizerine 200 pul TE eklendi ve 20.000 xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust s1v1
alind1 ve iizerine 1 ml etil alkol eklendikten sonra 20.000 xg’de 5 dakika santrifiijlendi.
Cokelti 0,4 ml TE de siispansiyon haline getirildi, lizerine son hacimde 30 pg/ml olacak
sekilde RNaz eklenerek 5 dakika 37°C’ da inkiibasyona birakildi. Bu karisimin iizerine
18 ul 5 M amonyum asetat ve 1 ml saf etil alkol eklenerek 1 saat -20°C’ da birakildi.
27.000 xg’de 10 dakika, 4°C’ da santrifiijleme yapilarak genomik DNA ¢oktiiriildii.
Cokelti, 25-50 ul saf suda ¢oziindiiriildii ve -20°C’da saklandi.

Tablo 3.10: S. pombe transformantlarindan plazmid ve genomik DNA izolasyonunda kullanilan
tampon ve ¢ozeltiler

Adi Icerik Derisim
Sukroz % 8 (wW/v)
Sukroz-tris EDTA-triton Tris-HCI, (pH 8,0) 50 mM
(STET) tamponu, (pH 8,0) EDTA, (pH 8,0) 50 mM
Triton X-100 % 5 (v/v)
Triton X-100 % 2 (wW/v)
SDS % 1 (W/v)
G ¢ozeltisi NaCl 0,1 M
Tris-HCI, (pH 8,0) 0,01 M
EDTA 1 mM
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3.7 DNA DERIiSIMININ VE SAFLIGININ BELIRLENMESI

Calismada kullanilan DNA’larin derisimlerinin belirlenmesi ve safliklarinin kontrolii
icin spektrofotometrik ol¢timler yapildi. Steril saf su ile 1/200 oraninda sulandirilan
DNA o6rneklerinin spektrofotometrede (Shimadzu UV 160) 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbsiyon degerleri 6l¢iildii. Derisimleri, asagida gosterilen formiile gore

hesaplandi (Sambrook ve dig., 1989).

DNA derisimi (mg/ml)=0D,¢p x 50"x sulandirim faktorii
(*Cift zincirli DNAnin 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon katsayisi)

DNA molekiiliiniin safligi, 260 nm dalga boyunda okunan absorbans degerinin 280 nm
dalga boyunda okunan absorbans degerine oranindan (OD,50/ODyg¢) belirlendi. Bu oran

iyi saflastirilmis DNA’da yaklasik 1,6 ile 1,8 arasindadir.

3.8 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Calismada kullanilan DNA’larin varliklar1 ve boyutlar1 agaroz jel elektroforezi ile analiz

edildi.

Agaroz jel, calisilan DNA’larin boyutlarina gore, 1X TAE tamponu i¢inde % 0,8-1
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlandi. Agaroz kaynatma yolu ile eritildikten sonra
elle tutulabilir sicakliga (55-50°C) geldiginde igerisine son derisimi 0,5 pg/ml olacak
sekilde Etidyum Bromid (10 mg/ml) eklendi ve yatay jel kasetine dokiildii.
Polimerizasyon olduktan sonra jel, i¢cinde 1X TAE tamponu bulunan elektroforez
tankina yerlestirildi. 0,1 hacim elektroforez yiikleme ¢ozeltisi eklenen DNA Ornekleri
ile standart DNA’lar (Sekil 3.3) agaroz jelin ceplerine uygulandi. Elektroforez islemi,
yatay elektroforez aletinde (E-C Minicell EC 370M) yaklasik 1-1,5 saat, 80V/40mA
akimda yiiriitiilerek gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Tablo 3.11°de verildi.
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Sekil 3.3: Caligmada kullanilan standart DNA’larin % 1°lik agaroz jeldeki goriiniimleri.
a) “Hi-Lo DNA”, b) “Lambda DNA/Hind 111, ¢) “1 kb DNA Ladder”

Tablo 3.11: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Adt Icerik | Derigim/Miktar
. Trizma 242 ¢
Tris-asetat tg(“;)p;;‘tlo(kT)AE’ PH 8,0) Glasiyel asetik asit 57.1 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml
Ure 4M
Elektroforez yiikleme ¢ozeltisi EDTA o 0,025 M
(Bromofenol mavisi) Sukroz /0 60
Bromofenol mavisi % 0,025
Ksilen % 0,025

Elektroforez sonunda jelde 302 nm UV 1sik altinda gozlenen DNA bantlarinin

degerlendirmesi, polaroid kameral1 transilliiminatérde (Camag Reprostar II) yapildi.

3.9 DNA’LARIN JELDEN GERi ALINMASI

Bu amagla kullanilan jeller Bolim 3.8’de verilen sekilde, sadece EB eklenmeksizin,

hazirlandi.

Elektroforez sonunda, jel i¢inde 20 ml 1X TAE bulunan bir kabin igine alind1. Uzerine
2 pl 10.000X SYBR (“Gold Nucleic Acid Gel Strain”, S-11494) boyas1 eklendi.
Boyanin 151k ile temasini1 engellemek i¢in kabin {izeri aliiminyum folyo ile sarilarak oda
sicakliginda 50 devir/dakika hizda 20 dakika ¢alkalamaya birakildi. Daha sonra, 300 nm
dalga boyunda, FOTO/UV 450 transilliminatérde (FotoDyne, Inc., Hortland, WI)
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belirlenen istenen uzunluktaki DNA pargalarinin ayrildigi jel bolgesi kesilerek temiz bir

mikrosantrifiij tiipiine alindi.

DNA’nin geri kazanilmasi i¢in jel oziitleme kiti (“QIAEX II”, QIAGEN, 20021)
kullanild1. Mikrosantrifiij tiipliniin i¢ine jelin agirhiginin 3 kati1 kadar hacimde QX1 ve
10 pl QIAEXII konuldu. Her 2 dakikada bir kanistirilarak 10 dakika 50°C’da tutuldu.
30 saniye 24.000 xg’de santrifiij edildi ve st siv1 atildi. Cokelti tizerine 500 pl QX1
eklenip tiip karistiricida karigtirildiktan sonra 24.000 xg’de 30 saniye santrifiijleme
yapildi. Bunun ardindan, 2 kere 500 ul PE ¢ozeltisi ile yikandi ve ¢ozelti 24.000 xg’de
santrifiijlenerek uzaklastirildi. Cokelti 10-15 dakika oda sicakliginda kurutuldu ve
tizerine 20 ul steril saf su eklenip her 2 dakikada bir karistirilarak 10 dakika 50°C’da
tutulduktan sonra 30 saniye 24.000 xg’de santrifiij edildi. Suda ¢6ziinen DNA temiz bir
tipe alindi ve buradan 1 pl almarak % 1’lik agaroz jelde varligi ve goreceli olarak

derisimi belirlendi. DNA 6rnekleri daha sonra kullanilmak {izere -20°C’da saklandi.

3.10 GENLERIN PCR iLE COGALTILMASI

S. bicolor’a ait dhrl, Z. mays’a ait glul ve S. alba’ya ait myrl genlerinin cDNA’lar1
Tablo 3.12’de verilen oligoniikleotid primer ciftleri kullanilarak PCR teknigi ile
cogaltildi. Bu genlere 6zgii primerlerin tasariminda iki noktaya dikkat edildi. (1) her ii¢
genin proksimal uclarimi olusturan ileri primerlerine, genlerin okuma cergevelerini
saglamak iizere, baslangic kodonu (ATG) eklendi. (2) primerlere, klonlanan genlerin
icinde tanima noktasi olmayan ancak pARTI1 ve pREP42 plazmidlerinin klonlama

bolgesinde birer tanima bolgesi bulunan restriksiyon enzimleri tanima dizisi eklendi.

PCR’ de, 5'-PO4 grubu icermeyen kiit u¢lu PCR iiriinii olusturan, Pfu DNA polimeraz
enzimi (Stratagene, 600252) kullanildi.
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Tablo 3.12: Calismada kullanilan B-glukozidaz genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
oligoniikleotid primer ciftleri.

Pirimerin . e Restriksiyon _— .
Adi Niikleotid Dizisi Endoniikleazt [leri/Geri Kaynak
5'-CCG GAT CCA TGG CTC AAA . .
Dhr1-SBF CGA TAA GCA GTG AG-3' BamH 1 Ileri S. bicolor
5'-AAA GGA TCC TTA GTT AAG . .
Dhrl1-SBR CTG GCC GGC CG-3" BamH 1 Geri S. bicolor
5-TTT CTC GAG ATG TCT GCA .
Glul-SBF AGA GTA GGC AGC C-3' Xho 1 Ileri Z. mays
5'-CCG GAT CCT TAA GCT GGC .
Glul-SBR GTA AGA ATC-3' BamH 1 Geri Z. mays
5-CAC TCG AGA TGG AAG AAA oo
Myr1-SBF TAA CTT GTC AAG AG-3' Xho'1 Ileri S. alba
5-TGG GAT CCT TAT GCA TCT .
Myr1-SBR GCC AAC TTC-3' BamH 1 Geri S. alba
1u-119 5'-CGA AGT TGT CCA GCA GAG ) Geri niversal
gl ACC A-3' univ
B-glu-120 S-TGGTTC GE(_}TGTG ACT ACC - fleri universal
5-TTT CAA TCT CAT TCT CAC . nmtl
PREP-SBF TTT CTG-3' ] Hleri promotorii
T7 Primeri 5'-GCC CTA TAG TGA GTC GTA ) ileri T7
© TTA C-3' © promotorii

PCR bilesenleri, 0,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipleri i¢inde, toplam 50 pl’lik reaksiyon
hacminde, Tablo 3.13’de belirtildigi bicimde bir araya getirildi ve PCR Tablo 3.8’de
verilen kosullarda gerceklestirildi.

Tablo 3.13: PCR’de kullanilan reaksiyon bilesenleri ve derisimleri.

Reaksiyon bilesenleri Kullanilan Miktar (pl) Derigimi
Steril saf su 35 -
10X Pfu reaksiyon tamponu 5 1X
dNTP karisimi (10 mM) 4 0,8 mM
Primer 1* (10 uM) 2 0,4 uM
Primer 2* (10 uM) 2 0,4 uM
Pfu DNA polimeraz 10 U/ul 1 0,2 U/ul
Kalip DNA (0,5 ug/ul) 2 20 ng/ul

*dhrl, glul ve myrl genlerine 6zgii oligoniikleotid primer g¢iftleri Tablo 3.12°de verildi.

PCR dongiilerindeki yiiksek sicaklik uygulamalarinda meydana gelebilecek

buharlagmay1 6nlemek amaciyla PCR karigiminin tizerine 30 pl mineral yag eklendi.

Genlerin PCR ile ¢ogaltilan {iirlinleri % 1’lik agaroz jele yiiklendi ve elektroforez
isleminin ardindan fotograflar1 ¢ekildi. PCR firiinleri, klonlama c¢aligmalarinda
kullanilmak tizere agaroz jelden geri kazanildi (Boliim 3.9), derisimleri belirlendi ve

10-20 ng/ul olacak sekilde sulandirilarak -20°C’ da saklandi.
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3.11 REKOMBINANT PLAZMIDLERIN OLUSTURULMASI

S. pombe ekspresyon sistemine aktarilmak tizere, dhrl, glul ve myrl PCR iiriinleri, ya
dogrudan ya da uygun restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra pART1 ve pREP42

ekspresyon vektorlerinde klonlandi.

3.11.1 Vektorlerin Restriksiyon Endoniikleazlari ile Kesimi

E .coli klonlama plazmidi pBluescript ile S. pombe ekspresyon plazmidleri pART1 ve
pREP42, uygun restriksiyon endoniikleazlar1 ile tekli ya da ikili kesilerek dogrusal
duruma getirildiler. Bu amagla, toplam 100-200 pl’lik hacimde, 2 pg plazmid DNAs1,
1 pl enzim(ler) ve 1X reaksiyon tamponu olacak sekilde hazirlanan karigimlar Sma 1

i¢cin 30°C’da, BamH 1 ve Sal 1 i¢in 37°C’da bir gece inkiibasyona birakildilar.

Ertesi glin reaksiyon karisimlari, EB icermeyen % 0,8’lik agaroz jele uygulandi.
Dogrusal hale getirilmis plazmidler jelden geri alind1 ve derigsimleri belirlenip 20 ng/pl

olacak sekilde sulandirildiktan sonra -20°C’da saklandi.

3.11.2 pART1-dhrl ve pREP42-dhrl Rekombinantlarinin Olusturulmasi

BamH 1 restriksiyon enzimi ile kesilen dhrl/ PCR fiiriinii ile pART1 ve pREP42
plazmidlerinin, gen/vektor oranlar1 10/1 olacak sekilde karisimlar1 yapildi. Bu ligasyon
karisimlari, 2 pl dhrl (20 ng/pl) (BamH 1/BamH 1), 1 pl plazmid DNA’s1 (20 ng/ul)
[pPART1 (BamH I/BamH I) veya pREP42 (BamH I/BamH I)], 1 nl T4 DNA ligaz
(5 U/ul) (MBI-Fermentase, EP0061) ve 2 ul 10X reaksiyon tamponu ve 14 pl steril saf
su ile bir araya getirilerek hazirlandi. Toplam 20 pl’lik reaksiyon karigimlart PCR
makinesinde, 5 dakika 15°C’da, 5 dakika 25°C’da olacak sekilde 1 gece ligasyona
birakildi.

3.11.3 pART1-glul Rekombinantinin Olusturulmasi

glul geninin kiit u¢lu PCR iirtinii ile kiit uglu pBluescript plazmidi, gen/vektor orani
10/1 olacak sekilde ligasyona birakildi. Ligasyon karisimi, 10 pl glul DNA’s1
(10 ng/pl), 1 pl dogrusal pBluescript DNA’s1 (20 ng/ul) (Sma 1/Sma 1), 1ul T4 DNA
Ligaz (5 U/ul), 2 ul 10X reaksiyon tamponu ve 6 ul steril saf su ile 20 ul’ye



45

tamamlanarak hazirlandi. Karistm PCR makinesinde, 5 dakika 15°C’da, 5 dakika

25°C’da olacak sekilde 1 gece ligasyona birakildu.

Ligasyon karisimi E.coli DH10B’ye transfer edildi (Boliim 3.4.2). Secici besi ortaminda
olusan koloniler arasindan rastgele secilen beyaz renkli koloniler Bolim 3.5°de
anlatildig1 sekilde plazmide 6zel T7 ve gene 6zel Glul-SBR primerleri kullanilarak,
Tablo 3.8’de belirtilen PCR kosullarinda, koloni PCR teknigi ile tarandi. g/ul genini
iceren pBluscript-glul/E.coli DH10B transformantlarindan plazmid izolasyonu yapildi
(Bolim 3.6.1). Elde edilen rekombinant plazmid DNA’lart Xho 1 ve BamH 1
restriksiyon endoniikleazlari ile kesilerek g/ul cDNA’s1 ¢ikarildi. Bu amagla, hazirlanan
100 pl’lik reaksiyon karisimina; son hacimde 1 pg pBluescript-g/ul DNA’s1, 1 pl Xho |
(10 U/ul) ve 1 pl BamH 1 (10 U/ul), 10 ul 10X “buffer O™ olacak sekilde bilesenler
eklendi ve 1 gece 37°C’da inkiibasyona birakildi. Kesim iirlinleri EB icermeyen agaroz
jele uygulandi. glul cDNA (Xho I/BamH 1)’s1 Boliim 3.9°da belirtildigi bi¢cimde, jelden
geri alindi ve derisimi belirlenerek 50 ng/ul olacak sekilde sulandirildiktan sonra

-20°C’da saklanda.

glul cDNA (Xho l/BamH 1)’s1 dogrusal duruma getirilmis pART1 (Sal 1/BamH 1)
plazmidine sokuldu. Bu amagla, gen/vektor orani, 5/1 olacak sekilde toplam 20 pl’lik
hacimde, 0,5 pl glul (50 ng/ul) (Xho 1/BamH 1) geni, 1 ul pART1 (20 ng/ul)
(Sal I/BamH 1), 1 ul T4 DNA ligaz, 2 pl 10X reaksiyon tamponu ve 15,5 pl steril saf su
eklenerek hazirlanan reaksiyon karisimi PCR makinesinde, 5 dakika 15°C’da, 5 dakika
25°C’da olacak sekilde 1 gece ligasyona birakildu.

3.11.4 pREP42-glul Rekombinantimn Olusturulmasi

glul’e ait kiit u¢lu PCR {iriinii ve kiit u¢lu pREP42 plazmidi gen/vektdr orani
10/1 olacak sekilde karistirildi. 20 pl’lik reaksiyon karisimi, 4 pl glul (20 ng/ul), 3 ul
pREP42 (15 ng/ul) (Sma 1/Sma 1), 1 ul T4 DNA ligaz, 2 ul 10X reaksiyon tamponu ve
10 pl steril saf su bir araya getirilerek hazirlanan reaksiyon karisimi, PCR makinesinde,

5 dakika 15°C’da, 5 dakika 25°C’da olacak sekilde 1 gece ligasyona birakildi.
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3.11.5 pART1-myrl ve pREP42-myrl Rekombinantlarinin Olusturulmasi

myrl’e ait PCR {irtinii, Sma I ile kesilerek dogrusal hale getirilmis pART1 ve pREP42
plazmidleri ile gen/vektoér orani, yaklasik 10/1 olacak sekilde ayri1 ayri ligasyona
birakildilar. Bu amagcla, 3 pl myrl (20 ng/pl), 2 pl plazmid DNA’s1 (15 ng/ul)
[PART1 (Sma 1/Sma 1) veya pREP42 (Sma 1/Sma 1)], 1 ul T4 DNA ligaz ve 2 pl
10X reaksiyon tamponu ile hazirlanan reaksiyon karigimi, PCR makinesinde, 5 dakika

15°C’da, 5 dakika 25°C’da olacak sekilde 1 gece ligasyona birakildi.

Biitlin ligasyon karisimlar1 E.coli DH10B’ye transfer edildi (Boliim 3.4.2). Secici besi
ortamlarinda  belirlenen transformantlardan rekombinant plazmidi igerenler,
Boliim 3.5°de anlatildig1 sekilde koloni PCR teknigi ile taranarak belirlendikten sonra

E. coli transformantlarindan plazmid izolasyonu yapildi (Boliim 3.6.1).

3.12 RNA iZOLASYONU VE ANALIZLERI

S. pombe transformantlarindan ve konak olarak kullanilan irklarindan total RNA izole
edilip spektrofotometrik ve elektroforetik olarak kontrolleri yapildi. RNA’lar Northern

melezleme ve ters transkriptaz-PCR ile analiz edildi.

3.12.1 Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu “EMBO Practical Course, Molecular Genetics with the Fission Yeast
S. pombe” (1996) kitabinda onerilen ydnteme gore yapildi. izolasyon sirasinda
kullanilan tim plastik ve cam esyalar % 0,1’lik DEPC’li sudan gegcirildi. Ayrica,
cozeltiler DEPC’li su ile hazirlandi ve otoklavlanarak steril edildi. RNA izolasyonu ve

analizi sirasinda kullanilan tiim tampon ve ¢ozeltiler Tablo 3.14°de verildi.
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Tablo 3.14: RNA izolasyonunda ve analizinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Adt Icerik Derigim/Miktar
. e NaCl 200 mM
20 X SSC ¢ozeltisi Novsitrat 300 M
SSC 5X
Melezleme standart SDS % 0,002 (w/v)
¢Ozeltisi Na lorilsarkosin % 0,1 (w/v)
Bloklama reaktifi stok ¢ozeltisi* % 0,1 (w/v)
o e SSC 2X
Yikama ¢ozeltisi-I DS % 0.1 (Wiv)
o e SSC 0,1 X
Yikama ¢ozeltisi-II DS % 0.1 (wiv)
Maleik asit 150 mM
Tampon-I (pH 7,5) NaCl 150 mM
Tampon-II (pH 9,5) Bloklama reaktifi stok ¢ozeltisi % 1 (v/v)
Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
Tampon-III (pH 9,5) NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
Denatiirasyon NaOH 50 mM
¢Ozeltisi NaCl 10 mM
Notralizasyon Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
¢Ozeltisi
. e “Nitroblue tetrazolium” tuzu 75 mg/ml
NBT cozeltisi Dimetilformamid % 70 (vIv)
5-bromo-4-kloro-3-indolid fosfat 50 mg/ml
X-fosfat ¢ozeltisi toluidium
Dimetilformamid % 100 (v/v)
LiCl 0,1 M
LETS tamponu EDTA 0,01 M
(pH 7,4) Tris-HCI (pH 7,5) 0.01 M
SDS % 0,02 (w/v)
MOPS 4186 ¢
10X l\g’; 3 g‘)mp"““ NaOAc-3H,0 6,80 @
’ EDTA 0,01 M
¢ozeltisi (SB) Formaldehit 175 pl
Formamid 500 pl
Elektroforez yiiriitme 10X MOPS : 30 ml/300 ml
tamponu (pH 7,0) 0,2 M formaldehit 5,4 m1/300 ml
’ Saf su 264,6 ml/300 ml

*Kit icerisinde bulunan bloklama reaktifi % 10 olacak sekilde tampon-I’in i¢inde ¢oziindiiriilerek hazirlandi.

Calismada elde edilen S. pombe klonlarindan total RNA izolasyonu, bu klonlarin
icerdikleri vektorlere gore liretilen kiiltlirlerinden yapildi. Konstitiitif promotorii olan
pARTI1 rekombinant plazmidlerini igeren transformantlarin ve konak S.pombe leul-32
irkinin MMA besi ortaminda tireyen tek kolonilerinden 5 ml MML besi ortamina ekim
yapild1 ve galkalamali etlivde (180 devir/dakika, 30°C’da) bir gece iiretildi. Daha sonra
0,5 ml hiicre siispansiyonu, 30 ml MML besi ortaminda ayni sartlarda tiretildi. Tiamin
ile diizenlenebilir promotdrii olan pREP42 rekombinant plazmidlerini iceren

transformantlarin ve konak S.pombe ura4-D18 irkinin ise tiamin (5 mM/l) igeren
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MMA petrilerindeki tek kolonilerinden, 5 ml YEL besi ortamina ekim yapilarak
calkalamal1 etiivde (180 devir/dakika, 30°C’da) bir gece tretildi. Ertesi giin 0,5 ml’lik
hiicre siispansiyonu 10 ml YEL besi ortamina aktarilip ayni sartlarda bir gece {iretildi.
10 mI’lik kiiltiir, 3.000 xg’de 5 dakika, 4°C’da santrifiij edilerek toplandi. Hiicreler,
10 ml soguk steril saf su ile iki kez yikand1 ve son olarak 5 ml MML besi ortaminda
sulandirilarak 0,5 ml hiicre siispansiyonu, 30 ml MML besi ortamina aktarildi ve

calkalamali etiivde (180 devir/dakika, 30°C’da) bir gece iiretildi.

30 ml’lik S. pombe kiiltirii 40 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Tiipiin tlizerine buz
katildiktan sonra 12.000 xg’de 0°C’da 10 dakika santrifiijlendi. Cokelti 500 pl soguk
LETS tamponunda ¢6ziindiiriildii ve % 97’lik nitrik asitte yikanmig 2,2 g cam boncuk
(cap: 0,45-0,50 mm) eklendikten sonra 0,3 ml LETS tamponu ile doyurulmus soguk
fenol ve 0,3 ml soguk kloroform eklenerek, 30 saniye tiip karistiricida tutulup, 30 saniye
buzda dinlendirilerek toplam 3 dakika karistirildi. Daha sonra, {izerine 0,5 ml soguk
LETS tamponu eklendi ve yeniden karistirilarak 12.000 xg’de 10 dakika, 0°C’da
santrifiijlendi. Ust s1v1 hacmi belirlenerek temiz bir tiipe alind1 ve iizerine esit hacim
TE tamponu ile doyurulmus fenol:kloroform (1:1) eklendi ve 49.000 xg’de 0°C’da
5 dakika santriflijlendi. Ara faz yok oluncaya kadar fenol:kloroform 6ziitlemesi islemine
devam edildi. Hacmi belirlenerek alinan iist faz lizerine, esit hacim kloroform eklenerek,
12.000 xg’de 0°C’da 2 dakika santrifiijleme yapildi. Ust faz, hacmi belirlenerek temiz
tiipe alind1 ve tizerine 1/10 oraninda 5 M LiCl eklendi, tiip alt iist edilerek karistirildi,
-20°C’da gece boyunca birakildi. Ertesi giin 49.000 xg’de 20 dakika, 0°C’da
santrifiijlenerek elde edilen RNA c¢okeltisi buz icinde tutularak kurutulduktan sonra,
100 pl steril saf su iginde ¢Oziindiiriildii ve derisimi belirlendi. Kiigiik hacimlere

boliiniip -70°C’da saklandi.

3.12.2 RNA Derisiminin Belirlenmesi

Hiicrelerden izole edilen total RNA derisiminin belirlenmesi i¢in steril saf su ile
1/100 oraninda sulandirilan 6rneklerin 260 nm dalga boyundaki absorbsiyonlar
spektrofotometrede (Shimadzu UV 160) olgiildi. RNA derisimi asagida gosterilen
formiile gore hesaplandi (Sambrook ve dig., 1989). RNA 6rneginin safligt OD60/ODago

degeri hesaplanarak saptandi.
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RNA konsantrasyonu (mg/ml)=0Dy¢p x 40"x sulandirim faktorii
(* RNA’nin 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon katsayisi)

3.12.3 RNA’nin Elektroforetik Analizi

izole edilen total RNA &rnekleri % 1,2°lik formaldehitli agaroz jelde yiiriitiildii. Jelin
igerigi agsagida verildi (Sambrook ve dig., 1989).

Agaroz 04¢g
10X 3 ml
MOPS
saf su 24,6 ml

(mikrodalga firinda 2 dakika tutularak eritildikten sonra, yaklasik 50°C’ye kadar
sogutulup asagidaki ¢ozeltiler eklendi)

Formaldehit 2,4 ml
EB I ul

Formaldehitli agaroz jel, yatay jel kasetine dokiildii ve polimerize olduktan sonra iginde
elektroforez yiiritme tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Jele
uygulanacak RNA ornekleri 6nce, denatlirasyonlarinin saglanmasi i¢in her 10 ul RNA
ornegi lizerine 15 pl SB ¢ozeltisi eklenip 55°C’da 10 dakika tutuldu. Daha sonra
tizerlerine 5 pl bromofenol mavisi ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan 30 pl’lik karigimlar ve
10 ul RNA standardi (RNA Ladder, High Range; Fermentas, SM0421) (Sekil 3.4),
formaldehitli agaroz jelin ceplerine yiiklendi. Elektroforez islemi, yatay elektroforez
aletinde (E-C Minicell EC 370M) yaklagik 4-5 saat, 60 Volt, 30 mA akimda yliriitiilerek
gerceklestirildi.

baz
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Sekil 3.4: Standart RNA (“RNA Ladder”)’nin % 1’lik formaldehitli agaroz jeldeki goriintimti.
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3.12.4 Northern Melezleme

S. pombe transformantlarindan elde edilen total RNA igerisinde dhrl, glul ve myrl
genlerine ait mRNA molekiillerinin varliginin arastirilmasinda Northern melezleme
tekniginden yararlanildi. Melezleme, “DIG DNA Labelling and Detection Kit”
(Boehringer Manheim, 1093657) kullanimiyla gerceklestirildi.

3.12.4.1 Probun Isaretlenmesi

Prob olarak, PCR yontemi ile ¢ogaltilan dhrl, glul ve myrl genlerinin cDNA bdlgeleri
kullanildi. Bu genlerin her biri jelden geri alindiktan sonra (Boliim 3.9), iiretici firmanin
onerdigi yontem izlenerek prob haline getirildi. Bu amagla, 0,5-3,0 pug saf DNA
pargalar1 100°C’daki su banyosunda 10 dakika tutulduktan hemen sonra buz i¢ine alinip
tizerine 5 pl heksaniikleotid karisimi, 5 pl ANTP karisimi, 2,5 pl Klenow enzimi
eklendi; toplam hacim saf su ile 50 pl’ye tamamlanip karistirildi ve 1 gece 37°C’da su
banyosunda birakildi. Ertesi giin, reaksiyonu durdurmak i¢in karistmin iizerine 5 pl
0,2 M EDTA (pH 8,0), DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 6,25 pul 4 M LiCl ve 200 pl saf etil alkol
eklendikten sonra iyice karistirildi ve -70°C’da 30 dakika bekletildi. Daha sonra 4°C’da
20.000 xg’de 20 dakika santriftijlendi. Cokelti kurutulup 50 ul TE’de ¢oziindiirtildii ve
-20°C’da sakland1.

3.12.4.2 Melezleme

Northern melezleme i¢in membrana aktarimda, RNA O6rneklerinin yiriitildigi jel
10 dakikada bir yenilenerek ikiser defa DEPC’li su ile yikandi. Daha sonra
denatiirasyon ¢ozeltisinde iki defa 15°er dakika calkalandi. Denatiirasyon c¢ozeltisi
dokiildii. Jel saf sudan gegirilerek iizerine ndtralizasyon ¢ozeltisi eklendi ve iki defa
15’er dakika oda sicakliginda calkalanarak bekletildi. Jel ile ayn1 boyutta kesilen naylon
membran DEPC’1i suda 1slatildiktan sonra 10X SSC’den gegirildi.

Jeldeki RNA’larin naylon membrana aktarimda, kapiler sistem olusturan bir diizenekten
yararlamldi. Iginde 30 ml 10X SSC ¢ozelti bulunan yaklastk 15x10x6 cm
boyutlarindaki bir kabin i¢ine ters olarak daha kiiciik (yaklasik 7x5x3 cm boyutlarinda)
bir kap yerlestirildi. Kiigiik kabin {izerine, dnce iki ucu ¢ozeltiye degecek bicimde jelin
boyutundan daha uzun kesilmis 5-6 adet Whatmann kagidi, yiikleme yapilan ylizey alta
gelecek sekilde jel, jel boyutunda kesilen naylon membran (Sigma, N1264), 6-7 adet
kuru Whatmann ve emici kagitlar, bir cam plaka ve yaklasik 1 kg agirlik yerlestirilip
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4°C’da bir gece birakildi. Ertesi giin naylon membran ters g¢evrilerek filtre kagidi

tizerine alindi. Oda sicakliginda kurutuldu ve daha sonra 80°C’da 15 dakika bekletildi.

-20°C’da tutulan isaretlenmis prob 100°C’daki kaynar suda 10 dakika birakildi ve
lizerine 6n melezleme (prehibridizasyon) ¢ozeltisinden 20 ml eklendi. Jeldeki RNA’nin
aktarildigi membran melezleme tiipline alindi ve tiipe prob iceren 6n melezleme
cozeltisinden eklendi. 50°C’da bir gece melezleme etiiviinde (Hybaid Midi Dual 14)
birakildi. Ertesi giin prob ¢ozeltisi dokiildii ve membranlar yikama ¢ozeltisi-I icerisinde
iki kez 5’er dakika oda sicakliginda yikandi. Daha sonra tiipe yikama ¢ozeltisi-II

eklenerek membran melezleme etiiviinde 68°C’da 15 dakika birakild.

Melezlemenin olusumu, problarin yapisinda bulunan DIG-11-dUTP’lerin tasidigi
digoksigenin ile alkalin fosfataz enzimine bagli anti-digoksigenin antikoru arasindaki
immunolojik reaksiyona gore belirlendi. Meydana gelen kompleksteki alkalin fosfatazin
substratlarinin eklenmesiyle membran {iizerindeki renk olusumu goézlenerek RNA’nin

varlig1 saptandi.

Yikama islemlerinin ardindan membran, kurumadan temiz bir kaba alinarak iizerini
ortecek sekilde tampon-I eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Bu
siirenin sonunda tampon-1 uzaklastirildi. Daha sonra tampon-II etkisinde oda
sicakliginda 50 devir/dakikada 30 dakika karistirilarak bekletildi ve tampon-II dokiildii.
Bu arada, anti-DIG alkalin fosfataz, tampon-II ile 1/5.000 oraninda sulandirildi ve
membran bu ¢ozelti iginde oda sicakliginda 50 devir/dakika hizda 2 saat bekletildi.
Membranlar temiz bir kaba alind1 ve tampon-I ile 50 devir/dakika hizda 15’er dakika iki
kez yikanarak baglanmayan antikorlar wuzaklagtirildi. Daha sonra membran
tampon-III"de 2 dakika tutuldu. Bu arada, 200 ul NBT/BCTP 10 ml tampon-III igerisine
eklenerek renk tayini ¢ozeltisi hazirlandi ve mebran bunun igerisine alindi. Calkalama
yapmadan karanlikta bir gece oda sicakliginda birakildi. Melezlemenin belirtisi olan
renk gOriiniimii ortaya ciktiktan sonra membran tampon-I ile iki kez yikandi ve

kurutularak saklandi. Kullanilan tiim tampon ve ¢ozeltiler Tablo 3.14’de verildi.
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3.12.5 Ters Transkriptaz PCR (RT-PCR)

S. pombe transformantlarindan izole edilen total RNA’da, genlerin (dhrl, glul ve myrl)
transkripsiyon  {irlinleri  olan mRNA’lar “Access RT-PCR system”  kiti
(Promega, A1250) kullanilarak ters transkriptaz-PCR (RT-PCR) ile analiz edildi.
Bu teknikte, Albayrak ve Goziikirmizi (2001)’nin RT-PCR kitinden yararlanarak
gelistirdikleri yontem uygulandi .

RT-PCR islemi i¢in bilesenler, 0,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerinde toplam 25 pl
hacimde bir araya getirildi (Tablo 3.15). mRNA molekiillerinin AMVRT enzimi
tarafindan ters transkripsiyonu ile cDNA sentezi ve genlere ait cDNA molekiillerinin
Tfl DNA polimeraz enzimi tarafindan PCR ile ¢ogaltilmasi ayni tiipte, Tablo 3.16’da
belirtilen kosullarda gerceklestirildi. RT-PCR 6rnekleri % 1°lik agaroza jele yiiklendi ve

elektroforez isleminin ardindan UV 151k altinda goriintiilenerek fotograflari ¢ekildi.

Tablo 3.15: RT-PCR’de kullanilan reaksiyon bilesenleri ve derisimleri.

Reaksiyon Bilesenleri Kullanilan Miktar (1) Derigimi
Steril saf su 13 -
5XAMV/T1] reaksiyon tamponu 5 1X
dNTP karigimi (100 mM) 0,5 2mM
Primer1* (10 uM) 0,5 0,2 uM
Primer2* (10uM) 0,5 0,2 uM
Primer oligo dT15 (0,625 pg/ul) 1 0,025 pg/ul
MgS04 (25 mM) 2,5 2,5 mM
AMVRT (5 U/ul) 0,5 0,1 U/ul
Tl DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 0,1 U/ul
Total RNA (1 pg/ul) 1 40 ng/ul

*dhrl, glul ve myrl genlerine 6zgii oligoniikleotid primer ciftleri Tablo 3.12’de verildi.

Tablo 3.16: RT-PCR kosullar

Dongiiler Sicaklik Siire

1 AMV—RT @;iminin ters transkriptaz aktivitesi ile 48°C 45 dakika
¢cDNA zincirinin sentezi
AMV-RT enziminin aktivitesini durdurmak ve

1 RNA/cDNA/primer icli kompleksinin 94°C 2 dakika
denatiirasyonu
Denattirasyon | 94°C’____| 30 saniye

40 | Baglanma ;ZZI] ve myrl 451451"2 1 dakika
Uzama 68°C 2 dakika

1 Tamamlanma 68°C 7 dakika
Saklama 4°C
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3.13 PROTEIN iZOLASYONU VE ANALIZLERI

S. pombe transformantlarinda ve konak olarak kullanilan irklarda nitel ve nicel protein
analizleri gergeklestirildi. Bu amagla oncelikle S. pombe hiicrelerinden protein 6ziitleri
hazirlanarak protein derisimleri belirlendi. Daha sonra bu 6rneklere denatiire kosullarda

elektroforetik ayirim uygulandi ve ayrica enzim aktivitesine bakildu.

3.13.1 S. pombe Hiicrelerinden Ham Oziit Hazirlanmasi

Konstitiitif promotorii olan pART]1 transformantlarinin ve konagin MMA petrilerindeki
tek kolonilerinden 5 ml YEL besi ortamina ekim yapildi ve 30°C’da, 180 devir/dakika,
bir gece iiretildi. Buradan 10° hiicre/ml olacak sekilde 1 litrelik MML besi ortamina
ekildi ve 30°C’ da, 180 devir/dakika hizda 1 gece fiiretildi. Tiamin ile diizenlenebilir
promotorii olan pREP42 transformantlarinin ve konagin tiamin (5 mM/1) igeren MMA
petrilerindeki tek kolonilerinden 5 ml YEL besi ortamima ekim yapildi. Bir gece
30°C’da, 180 devir/dakikada iretildi. Kiiltiir 200 ml YEL besi ortamina aktarildi ve
ayni kosullarda bir gece {iretildi. 200 ml’lik kiiltiir 4.000 xg’de 5 dakika, 4°C’ da
santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi iki defa soguk su ile yikandi ve son olarak 20 ml MML
besi ortaminda sulandirildi. Buradan alinan 2 ml hiicre kiiltiirii 1 litre MML besi
ortamina aktarildi ve c¢alkalamali etiivde 30°C’ da, 180 devir/dakika hizda bir gece

uretildi.

Kiiltiirdeki hiicreler 4°C’da, 4.000 xg santrifiijjlenerek toplandi. Hiicrelerin yas
agirliklart  belirlendi. Hiicre g¢eperlerini  enzimatik olarak pargalamak ig¢in
Wright ve dig., (1986)’nin uyguladigi yontemden yararlanildi. 5 g hiicre ¢okeltisi,
40 ml 100 mM fosfat-50 mM sitrat tamponunda (pH 5,6) yikandiktan sonra
20 ml A ¢ozeltisinde siispansiyon haline getirildi ve 30°C’ da 30-45 dakika inkiibasyona
birakildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin % 80-90’min sferoblast haline dondiigi 151k
mikroskobunda kontrol edildi ve sferoblastlar 4.000 xg’de 4°C’ da 5 dakika

santrifiijlenerek toplandi.

Sferoblastlar1 pargalamak icin Stratagene firmasmin “ESP®Yeast Protein Expression
and Purification System” (251600) kitinde Onerilen teknik uygulandi. Buna gore,

sferoblast haline gelen hiicre ¢okeltisi tizerine, 7 ml sorbitol tamponu ve asitte yikanmis
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5 g cam boncuk (cap: 0,45-0,50 mm) eklenerek yaklasik 5 dakika tiip karistiricida
kanistirildi. Hiicre lizatt 35.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Suda ¢oziinebilen
proteinlerin bulundugu iist sivi (ham 6ziit) -70°C’ da saklandi. Ham 6ziit elde etmede

kullanilan ¢6zelti ve tampon Tablo 3.17°de verildi.

Ham 6ziit, % 35-55 aseton uygulamasi ile kismen saflastirild1 (Cigcek ve Esen, 1998a).
6,5 ml protein ¢dzeltisi lizerine 3,5 ml aseton eklenerek 4°C’da 35.000 xg’de 15 dakika
santrifiijlendi. Buradan 4,5 ml {ist s1iv1 alinarak iizerine 5,5 ml aseton eklenip yeniden
4°C’da 35.000 xg’de 15 dakika santrifiij yapildi. Elde edilen ¢okelti, kurutulduktan

sonra 0,5-1 ml saf suda ¢oziindiiriilerek -20°C” da saklandi.

Tablo 3.17: Protein 6ziitlemesinde kullanilan ¢6zelti ve tampon

Adi Icerik Derisim
50 mM sitrat-100 mM fosfat 20 mM
tamponu (pH 5,6)
A ¢Ozeltisi Sorbitol 1,2M
“Novozym” (NovoSP234, 10 mg/ml
NovoBioLabs)
Sorbitol 0,3M
NaCl 0,1 M
Sorbitol tamponu MgCl, SmM
Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM
PMSF 1 mM

3.13.2 Protein Derisiminin Belirlenmesi

Hazirlanan protein Oziitlerinin  derisimlerinin  belirlenmesinde, duyarlhilik sinir1
0,1-1 mg/ml protein olan, gelistirilmis Lowry yontemi kullanild1 (Waterborg, 2002).
Fosfomolibdotungstik asitin (Folin-Ciocalteau belirteci, Sigma F-9252) tirozin
kalintilartyla reaksiyona girerek mavi renk olusturmasi temeline dayanan bu yontemin

uygulanmasi i¢in agagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:

A) Su iginde hazirlanmis % 2 (w/v) Na,CO;

B) Sui¢inde hazirlanmis % 1 (w/v) CuS0O4.5H,0

C) Suiginde hazirlanmis % 2 (w/v) sodyum potasyum tartarat
D) 100 hacim A:1 hacim B:1 hacim C ¢ozeltisi karigimi

E) 1 hacim Folin-Ciocalteau belirteci: 1 hacim steril saf su karigimi
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Duyarlilik smirlarina  uygun olarak hazirlanmis sigir serum albumini (BSA)
standartlarindan (10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 ve 2000 pg/ml), 10 kez sulandirilan
protein dziitlerinden ve protein dziitlerinin hazirlandigi tampondan (kor 6rnek) 0,1°er ml
alind1. Uzerlerine 0,1 ml 2 N NaOH eklenerek 100°C’lik su banyosunda 10 dakika
tutuldu. Oda sicakligina getirilen karigimlarin lizerine 1’er ml taze hazirlanan D ¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Son olarak, tiip karistiricida hizla
karistirilan karigimlarin iizerine 0,1 ml E belirteci eklendi ve 30 dakika karanlikta
bekletildi. Bu silire sonunda spektrofotometrede 550 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri Olcilildii. Standart protein c¢ozeltileri kullanilarak c¢izilen standart grafik

yardimiyla, 6ziitlerdeki protein derisimleri belirlendi.

3.13.3 Proteinlerin Denatiire Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Analizi

S. pombe transformantlarindan izole edilen protein oziitleri denatiire jel elektroforezi
(Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi, SDS-PAGE) ile nitel olarak
analiz edildi. SDS-PAGE’de Laemmli (1970) tarafindan onerilen yontem uygulandi.
Buna gore, Tablo 3.18’de verilen A, B, C, D ve E ¢ozeltileri Tablo 3.19°daki oranlarda
karistirilarak elde edilen karisimlar, boyutlart 82x100x2 mm (mini) ve 165x180x5 mm
(maksi) kasetlere, 1 mm kalinliginda kesikli jel olacak sekilde dokiildii. Bunun i¢in 6nce
ayirma jeli hazirlanip kasetlere dokiildiikten hemen sonra jel yiizeyi suyla doyurulmus
n-BuOH c¢ozeltisi ile kapatildi. Polimerizasyondan sonra n-BuOH dokiiliip yiizey saf su
ile yikandi. Ayirma jelinin iizerine, yiikkleme jeli hazirlanip dokiildiikten sonra tarak
yerlestirildi. Polimerizasyon tamamlandiginda, mini jel i¢inde 1X H ¢ozeltisi bulunan
mini jel elektroforez aletine (Hoefer® Mighty Small SE 245), maksi jel i¢in de
1X H ¢ozeltisi bulunan maksi jel elektroforez aletine (EC 175 Adjustable Vertical Gel
System) yerlestirildi.
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Tablo 3.18: SDS-PAGE igin hazirlanan ¢ozeltiler

Adi Icerik Derisim
o Akrilamid % 30 (W/v)
(A) Monomer (Akrilamid/Bis) Cozeltisi Bis % 2.7 (WiY)
(B) 4X Ayirma Jeli Tamponu (pH 8,8) Trizma-Base 1,5M
(C) 4X Yiikleme jeli tamponu (pH 6.8) Trizma-Base 0,5M
(D) SDS SDS % 10 (W/v)
(E) Amonyum Persiilfat APS % 10 (W/v)
R v e Trizma-Base 0,375 M
(F) Ayirma Jeli Yiizey Cozeltisi (pH 8,8) DS % 0.1 (Wiv)
Trizma-Base 0,125 M
o
(G) 2X Ornek Uygulama Tamponu GlSiIs)eiol ‘V/(: ; é‘z]\/]\;\)’)
(pH 6,08)
2-Merkaptoetanol % 10 (v/v)
Bromofenol Mavisi 0,001 g/ml
Trizma-Base 0,025 M
(H) 5X Tank Tamponu (pH 8,3) Glisin 0,192 M
SDS % 0,1 (W/v)

Tablo 3.19: SDS-PAGE'de kullanilan jellerin igerigi
Yiikleme jeli (% 5 Akrilamid)

Ayirma jeli (% 12 Akrilamid)
12 ml A ¢6zeltisi
7,5 ml B ¢6zeltisi
0,3 ml D ¢ozeltisi
10,2 ml saf su
15 ul TEMED
Karisimin havasi alindi
300 pl E ¢ozeltisi | 100 pl E ¢ozeltisi
Jel kasetine dokiildii

1,6 ml A ¢ozeltisi

2,5 ml C ¢ozeltisi

0,1 ml D ¢ozeltisi
5 ul TEMED

Uygulanacak ornekler ve Sigma’nin MW-70L Molekiill Agirligi Belirleme Kitindeki
standart proteinler G tamponu ile 1/1 oraninda karistirilarak, 2-3 dakika 100°C’da
tutularak denatiire edildi ve oda sicakligina getirildikten sonra 15 pg/cep olacak sekilde
jele uygulandi. Orneklerle birlikte, standart proteinler [“Prestained Protein Molecular
Weight Marker”, MBI-Fermentas, SM0441 (Sekil 3.5) ve Sigma, MW-70L Molekiil
Agirligi Belirleme Kiti)] de yiiklendi.
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Sekil 3.5: SDS-PAGE’de kullanilan “Prestained Protein Molecular Weight Marker”
protein standardi.

Elektroforez islemi 1 mA/cep akim verilerek baslatildi. Bantlar yiikleme jelinden
ayirma jeline gectiginde, akim 2 mA/cep’e artirildi. Elektroforez bromofenol mavisi
jelin alt kenarina yaklasik 0,5 cm yaklasana kadar siirdiiriildii. Islem sonunda jel,

Boliim 3.13.4'deki yontemle boyandi.

3.13.4 Protein Jellerinin “Coomassie” Yontemi ile Boyanmasi

Elektroforez sonunda jelde ayrilmis proteinler “Coomassie” boyama yOntemi
kullanimiyla boyandi. Bu amagla, jel i¢inde boyama c¢ozeltisi [% 50 (v/v) metanol,
% 10 (v/v) glasiyel asetik asit, % 0,5 (w/v) Coomassie parlak mavisi
(“Coomassie Brilliant Blue" R-250)] bulunan bir kabin i¢ine alind1 ve oda sicakliginda,
50 devir/dakika hizda, yaklasik 4 saat calkalamaya birakildi. Bu siirenin sonunda jelde
ayrilan proteinlerle birlikte jel de boyandi. Jeldeki boyanin uzaklastirilmas: igin,
boyama c¢ozeltisi dokiildiikten sonra, kabin i¢ine boyay1 uzaklastirma (“destaining”)
¢oOzeltisi konuldu ve oda sicakliginda, 50 devir/dakika hizda, yaklasik 12 saat siireyle
“destaining” ¢ozeltisi sik sik degistirilerek calkalandi. Jelde olusan protein bantlarinin

fotografi cekildi.

3.13.5 Western Melezleme

SDS-PAGE ile ayrilan denatlire proteinlerin Western melezleme analizleri
Pluskal ve dig. (1986)’nin Onerdigi yonteme gore yapildi. Western melezlemede

kullanilan ¢ozelti ve tamponlar Tablo 3.20°de verildi.
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Tablo 3.20: Western melezlemede kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Adi Icerik Derigim/Miktar
Trizma-Base 25 mM
Melezleme tamponu Glisin 125 mM
SDS % 0,25
Metanol % 20
KH2P04 15,9 mM
NazHPO4 84 mM
10X PBST tamponu KCI 26,8 mM
NaCl 1,37 M
Tween-20 % 0,5
KH2P04 15,9 mM
NazHPO4 84 mM
10X PBS tamponu KCI 26.8 mM
NaCl 1,37 M
PBS 21 ml/25 ml
Substrat cozeltisi 4-kloro-1-naftol (3 mg/ml %100 5,5 ml/25 ml
Metanol) (Sigma, C-8890)
%30 hidrojen peroksid 15 pl/25 ml
ABTS ABTS (Sigma, A-1888) 10 mg/10 ml
(peroksidazin 0,1 M sitrat tampon (pH 4,0) 10 ml
substrat1) %30 hidrojen peroksid 2 ul/10 ml

3.13.5.1 Proteinlerin Membrana Aktarilmasi

SDS jel 1X melezleme tamponunda 20 dakika bekletildi. Jele uygun boyutlarda kesilen
PVDF membran (Sigma, P0682) dnce 10 ml metil alkol ile 10 saniye kadar yikandiktan
sonra metil alkolii uzaklastirmak icin, su ile 10 dakika yikandi ve ardindan 10 dakika

melezleme tamponunda tutuldu.

Jeldeki protein bantlarinin PVDF membrana aktarilmasi, EC140 “Mini Blot Module”
sistemi kullanilarak, elektro-emdirim (“electro-blotting”) uygulamasi ile gerceklestirildi.
Elektro-emdirim aletinin katodu {izerine sirasiyla siinger, filtre kagidi, jel, membran,
filtre kagidi, siinger ve en iiste de anod (kapak) konuldu. Alet 6zel klipslerle sikistirilip
kapatildiktan sonra i¢inde 1X melezleme tamponu bulunan elektro-emdirim tankina
yerlestirildi. Jeldeki proteinlerin membrana aktarimi, oda sicakliginda, 1,5 saat siireyle

15 Volt-120 mA akim uygulanarak gerceklestirildi.

3.13.5.2 Melezleme ve Immunolojik Belirleme

Membrana aktarilan proteinler, antikor olarak, anti-misir B-glukozidaz serumu (R340)
ile melezlendi. Misir protein Oziitii enjekte edilmis tavsandan alinan kan serumunda
bulunan R340’ optimal sulandirim orani, ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”) yontemi ile belirlendi (Mohammed ve Esen, 1989). Bunun i¢in antijen olarak

kullanilan Z. mays protein 6ziitii 100 kere sulandirild1 ve 96 kuyucuklu mikrotitrasyon
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kabimin her bir kuyucuguna 100 pl konularak 2 saat, oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Antijen dokiildiikten sonra, kuyucuklar 1X PBST tamponu ile dort kez
yikandi. R340 antikoru, 1X PBST tamponunda 1/1.000°’den 1/64.000’e sulandirilarak
her kuyucuga 100 ul kondu ve oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Antikor
dokiildiikten sonra, kuyucuklar dort kez 1X PBST ile yikandi ve 1X PBST tamponunda,
iretici firmanin Onerisi dogrultusunda 1/2.000 oraninda sulandirilan kegi anti-tavsan
peroksidaz (“goat antirabbit-peroxidase”, GAR-P) ikincil antikorundan her kuyucuga
100 pl konularak oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. GAR-P dokiildiikten
sonra kuyucuklar, dort kez 1X PBST tamponu ile yikandi. Her kuyucuga peroksidazin
substrat1 olan ABTS’den 100 ul eklenip renk olusumu goriiliinceye kadar g¢alkalayici
etlivde yavas sekilde c¢alkalamaya birakildi. Reaksiyon, her kuyucuga 0,01 M sodyum
azid cozeltisinden 100’er pl eklenerek durduruldu. Spektrofotometrede 450 nm dalga
boyunda absorbans degerleri Ol¢iildii ve yaklasik 1,5 absorbans degerinin alindigi

1/4.000 sulandirim orani, Western melezleme i¢in optimal sulandirim olarak belirlendi.

Transfer isleminden sonra, membran iki kez PBST tamponunda yavasca ¢alkalanarak
10 dakika yikandi. Ardindan 3 pl R340 serumu igeren 12 ml PBST tamponuna alinarak,
oda sicakliginda, yavasca calkalanarak, 1 gece melezlemeye birakildi. Ertesi giin
membran, PBST tamponunda {i¢ kez 10’ar dakika yikanarak birincil antikor (R340)
uzaklastirildiktan sonra ikincil antikor olarak kullanilan 10 ul GAR-P igeren
20 ml PBST tamponu ile oda sicakhiginda 2 saat melezlemeye birakildi. Ikincil
antikorun uzaklastirilmas1 amaciyla, PBST tamponu ile iki kez 10’ar dakika yikandiktan
sonra iki kez de 10’ar dakika PBS tamponu ile yikandi. Son olarak, melezlemeyi
belirten renk olusumu i¢in, membran, 25 ml substrat ¢ozeltisi i¢ine alindi1. 15-60 dakika
arasinda olusan reaksiyon PBS tamponu ile durduruldu ve membran su i¢inde 4°C’ da

saklandi.

3.13.6 B-Glukozidaz Aktivitesinin Olciilmesi

S. pombe transformantlarindan elde edilen protein dziitlerinde enzim aktivitesi, enzimin
kromogenik substratlarinin hidrolizi ile aciga ¢ikan aglikon veya glikon firiinlerinin
miktarlarinin 6lgiilmesi ile hesaplandi. pPREP42-dhrl rekombinant plazmidlerini iceren
transformantlardan elde edilen protein oOziitlerindeki dihurinaz (Dhrl) aktivitesi,

dihurinin dogal substrati ile, pREP42-glul klonlarindan izole edilen protein
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oziitlerindeki B-glukozidaz (Glul) aktivitesi pNPG (Sigma, N7006) ve oNPG
(Sigma, N8016) yapay substratlari ile, pPREP42-myr1 transformantlarindan izole edilen
protein Oziitlerindeki mirosinaz (Myrl) aktivitesi ise sinigrin (Sigma, S1647) dogal

substrati ile test edildi.

3.13.6.1 Enzim Aktivitesinin Spektrofotometrik Belirlenmesi

Bu yontem, S. pombe transformantlarindan elde edilen protein dziitlerinde B-glukozidaz
enzimlerinin aktivitelerinin belirlenmesi i¢in uygulandi. Bu amagla, reaksiyonlar
96 kuyucuklu mikrotitrasyon kabinda, toplam 140 ul hacimde ve dort tekrarli olarak
gerceklestirildi (Cigek ve Esen, 1999). Reaksiyonlarda 50 mM sitrat-100 mM fosfat
tamponu (pH 5,8) kullanildi. Kullanilan substratlarin derisimleri 5 mM olacak sekilde
ayni tamponda hazirlandi. Aktivitenin belirlenmesi amaciyla, her bir kuyucuga 70 pl
substrat ve enzim kaynagi olarak da, ayn1 tampon i¢inde 50 kez sulandirilan 70 ul
protein 6ziitii eklendi. Kor 6rnek olarak, i¢inde protein 6ziitii bulunmayan 70 pl tampon
kullanildi. Reaksiyon karigimlari 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in her bir kuyucuga 70 ul 0,4 M Na,CO; ¢ozeltisi eklendi.
B-glukozidazlarin, bu kromogenik substratlar1 hidrolizlemesi sonucu olusan reaksiyon
tiriinlerinin spektrofotometrede (puQuant, Bio-Tek Instruments, Inc.) 410 nm dalga

boyundaki absorbans degerleri dl¢iildii.

3.13.6.2 Glukoz Belirlenmesi

B-glukozidazlarin,  substratlarin1  hidrolizlemesi ile ac¢iga ¢ikan  glukoz,
peroksidaz-glukoz-oksidaz (PGO, Sigma Diagnostics, 510-6) enzim karisimi ve ABTS
substrat1 ile belirlendi. PGO, B-glukozidazlarin enzimatik hidrolizi ile agiga ¢ikan
glukozu hidrolizlemektedir. Bu reaksiyonla olusan hidrojen peroksit de ABTS’yi
oksitleyerek reaksiyonun yesil rengini veren oksitlenmis ABTS’yi olusturmaktadir

(Raabo ve Terkildsen, 1960).

Reaksiyonlar, 96 kuyucuklu mikrotitrasyon kabi kullanilarak ve dort tekrarli olarak
gerceklestirildi. Dhrl ve Glul reaksiyon karisimlari, her kuyucuga 40 pl tampon
[50 mM Sitrat-100 mM fosfat (pH 5,8)], 50 ul 5 mM substrat (pNPG veya oNPG veya
dihurin), 50 pl PGO enzim karisimi, 50 pul 2 mg/ml ABTS ve 10 pl protein oziitii
eklenerek hazirlandi. Kullanilan substratlar 50 mM sitrat-100 mM fosfat (pH 5,8)

tamponu i¢inde hazirlandi. Myrl reaksiyon karisimi ise her bir kuyucuga sirasiyla;
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25 ul substrat, 15 ul tampon, 10 pl protein 6ziti, 100 pl su iginde hazirlanan PGO
enzim karisimi1 ve 50 pl su iginde hazirlanan 1 mg/ml ABTS eklenerek hazirlandi.
Substrat olarak, 50 mM sitrat-100 mM fosfat (pH 5,8) tamponunda hazirlanan
5 mM sinigrin ve 1 mM askorbik asit karisimi kullanildi. Reaksiyon karigimlari, 37°C’
da 30 dakika inkiibasyona birakildi. Kor 6rnek, 10 ul protein 6ziitii yerine 10 pl tampon
eklenerek hazirlandi. Reaksiyon {iriinlerinin, spektrofotometrede 410 nm dalga

boyundaki absorbanslar1 6l¢iildii.
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4 BULGULAR

41 BITKi B-GLUKOZIDAZ GENLERININ S. pombe EKSPRESYON
VEKTORLERINDE KLONLANMASI

Calismada, Sorghum bicolor’un dhrl, Zea mays’m glul ve Sinapis alba’nin myrl
genlerine ait cDNA’lar Schizosaccharomyces pombe ekspresyon sistemi i¢in gelistirilen

pART]1 ve pREP42 plazmidlerinde klonlandi.

4.1.1 dhrl, glul ve myrl Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

pART1 ve pREP42 ekpresyon vektorlerinde klonlanacak olan, pBluescript II KS (+)
plazmidinde bulunan dhrl, glul ve myrl genlerinin cDNA’lar1, her bir gene 6zgii olarak
tasarlanan primer ciftleri (Tablo 3.12) kullanilarak, PCR ile ¢ogaltildi. Bu genlere 6zgii
tasarlanan primerlerin 5'uclarina birer restriksiyon enzimi tanima dizisi eklendi. dhrl
icin tasarlanan her iki primerde BamH 1, glul ve myrl genleri i¢in tasarlanan ileri
primerlerde X#o 1, geri primerlerde de BamH 1 restriksiyon enzimlerini tanima dizileri
bulunmaktadir. Restriksiyon enzimlerinin se¢iminde, genlerin i¢inde tanima bdlgesi
olmamasmma ve aym zamanda, pART1 ve pREP42 plazmidlerinin klonlama
bolgelerindeki restriksiyon enzimlerinden biri olmasina dikkat edildi. Ayrica, genlerin
plazmidlere klonlandiktan sonra, okuma ¢ergevelerinin kaymamasi igin ileri primerlere,
genlere 0Ozgli tamamlayict diziler (yaklagik ilk 15 niikleotid) ile restriksiyon

enzimlerinin tanima dizileri arasina birer baslangi¢c kodonu (ATG) yerlestirildi.

dhrl, glul ve myrl genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR tiiplerine, kalip DNA
olarak genlerin pBluescript’de klonlanmasiyla olusturulan rekombinant plazmid
DNA’lan (pBluescript-dhri, pBluescript-glul ve pBluescript-myrl) eklendi. Negatif
kontrol tiiplerine ise kalip DNA eklenmedi. Reaksiyonlar, 5-PO4 grubu icermeyen kiit
uclu PCR iiriinii olusturan Pfu DNA polimeraz enzimi ile gergeklestirildi. PCR iirlinleri

% 1’lik agaroz jel elektroforezinde analiz edildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: dhrl, glul ve myr1’in PCR firlinlerinin % 1°lik agaroz jeldeki goriintiileri. M: Hi-Lo
standart DNA, N: negatif kontrol, 1: dhrl, 2: glul, 3: myrl genlerine ait PCR iiriinleri.

Sekil 4.1°de izlendigi gibi, negatif kontrollerde hi¢ bir bant olusumu gézlenmedi. dhrl,
glul ve myrl genlerine ait PCR iirlinlerinin ise yaklasik 1500 bg¢’lik birer bant
olusturdugu gozlendi. Caligmada kullanilan genlerin, olgun protein {iriinlerini
sifreledikleri bolgelerin uzunluklarinin dhrl icin 1542 bg (Cigcek ve Esen, 1998a),
glul icin 1536 b¢ (Esen ve Shahid, 1992) ve myrl igin 1581 bg (Xue ve dig., 1992)
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, jelde ortaya ¢ikan yaklagik 1500 bg¢’lik DNA

bantlarinin bu genlere ait oldugu anlasildi.

4.1.2 Plazmidlerin Restriksiyon Endoniikleazlari ile Kesimi

S. pombe ekspresyon sisteminde vektor olarak kullanilan pART1 ve pREP42
plazmidleri ile E.coli klonlama vektorii olan pBluescript plazmidinin Boliim 3.11.1°de
anlatildig1 bi¢imde uygun restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile tekli ya da ikili
kesimleri yapildi. Uygun restriksiyon enziminin se¢imi, klonlanacak genlerin
5" ve 3" uglarinda sahip olduklar1 restriksiyon enzimi tanima dizilerine goére belirlendi.
Buna gore, pART]1 plazmidinin BamH 1 ve Sma 1 restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayri,
Sal 1 ve BamH 1 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile ikili kesimleri yapildi. Boylece,
uclar1 farkl olan ii¢ ¢esit dogrusal pART1 elde edildi: Bunlar, (1) Her iki ucunda
Sma I’in olusturdugu kiit uglari olan [pART1 (Sma 1/Sma 1)], (2) her iki ucunda BamH 1
enziminin meydana getirdigi aynm1 yapigskan uglar1 olan [pART1 (BamH 1/BamH 1)],
(3) bir tarafinda BamH 1 diger tarafinda Sal/ 1 enzimlerinin olusturdugu farkli yapiskan
uclart olan [pART1 (BamH 1/Sal 1)] dogrusal plazmidlerdir. pREP42 plazmidi de

BamH 1 ve Sma 1 restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayr kesilerek birinde her iki ucunda
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BamH 1 enziminin olusturdugu yapiskan uglar1 [pREP42 (BamH 1/BamH 1)], digerinde
ise Sma 1 enziminin olusturdugu kiit uglar1 [pREP42 (Sma 1/Sma 1)] bulunan dogrusal
plazmidler elde edildi. Ayrica, pBluescript plazmidi de Sma I restriksiyon enzimi ile

kiit uclu dogrusal [pBluescript (Sma 1/Sma 1)] duruma getirildi.

Tiim reaksiyon karigimlarindan 1-5’er pl ornek alinip standart DNA ile birlikte
% 0,8’lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforezin ardindan, kesim {irlinlerinin tek bant
olusturmasi, plazmidlerin tam olarak kesildigini ve dogrusal duruma gegtigini gosterdi.
Ayrica, bu bantlar standart DNA’ya ait bantlarla karsilagtirildiginda, pBluescript’in
2961 bg’lik (Stratagene, 52325) ve Sekil 3.1°de verilen, pARTI’in 7200 bg¢’lik,
pREP42’nin 8500 bg¢’lik boyutlartyla uygun oldugu gozlendi (Sekil 4.2).

2 M be

— 2000
4000
2000

L]

Sekil 4.2: pART1, pREPA42 ve pBluescript II KS (+) plazmidlerinin Sma 1, BamH 1 ve Sal 1 restriksiyon
endoniikleazlar ile tekli ya da ikili kesim {iriinlerinin % 0,8’lik agaroz jeldeki goriiniimleri.
M: Hi-Lo standart DNA, a) 1: pBluescript (Sma 1/Sma 1), 2: pREP42 (BamH 1/BamH 1),
3: pART1 (BamH I/BamH 1), b) 1: pART1 (Sma USma 1), 2: pART1 (Sal I/BamH T)

4.1.3 dhrl Geninin pART1 ve pREP42 Plazmidlerinde Klonlanmasi

BamH 1 ile kesilmis dhrl’e ait PCR iiriinii, yapiskan uclu pART1 (BamH 1/BamH 1) ve
pREP42 (BamH 1/BamH 1) plazmidleri ile ayr1 ayri, Boliim 3.11.2°de anlatildig1 gibi,
ligasyona ugratildi. Genin, plazmidlerde dogru konumlu olarak (genin proksimal
tarafinin plazmidin promotor tarafinda olmasi) klonlanip klonlanmadig1 rekombinantlar
elde edildikten sonra arastirildi. Ligasyon karisimlart E.coli’nin DH10B 1rkina Bolim
3.4.2°de belirtildigi gibi transfer edildi. Transformasyon karisimlarindan 100°er pl,
50 mg/l ampisilin igeren LBA petrilerine ekildi ve 37°C’da bir gece inkiibasyona
birakildu.
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PART-dhrl/E.coli DH10B transformantlarindan yaklasik 3000 koloni elde edildi ve bu
transformant kolonilerden iki ayr1 asamada toplam 70 koloni rastgele secilerek, koloni
PCR teknigi ile tarand1 (Bolim 3.5). PCR o6rnekleri, % 1’lik agaroz jele yiiklendi ve
elektroforez gerceklestirildi (Sekil 4.3.a ve b).
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Sekil 4.3: pART1-dhr1/E.coli DH10B transformantlarinin koloni PCR ile taranmasi sonucu elde
edilen goriintii. a) f-Glul19 ve B-Glul20 primer ¢ifti kullanilarak, b) Dhr1-SBF ve Dhr1-SBR
primer ¢ifti kullanilarak tarandi. M: Hi-Lo standart DNA, a) 1-6: 1-30, b) 7-14: 31-70 no.lu
transformantlarlara ait koloni PCR 6rnekleri, N: negatif kontrol (kalip DNA yok) P: pozitif
kontrol (kalip DNA olarak pBluescript-dhri kullanildi).

PCR’de kullanilan B-Glul19 ve B-Glul20 primer ¢ifti, dhr/ geninin iginde 500 bg’lik
bir bolgeyi, Dhr1-SBF ve Dhrl-SBR primer ¢ifti ise bu genin timiinii ¢ogaltmaktadir.
Sekil 4.3.a’da 6 no.lu Ornekte yaklasik 500 bg, Sekil 4.3.b’de ise 12 ve 13 no.lu
orneklerde yaklasik 1500 bg’lik birer DNA bant1 izlendi. Ancak, bu sekilde goriilen
agaroz jelin 6, 12 ve 13 no.lu ceplerine yiiklenen PCR karisgimlarinin her birinde kalip
olarak 5 farkli transformant koloni kullanildigindan, hangi ya da hangilerinin dhrl
genini igeren rekombinantlar oldugunu saptamak igin, bu ii¢ tiip agilarak 15 farkl
koloni ayr1 ayr1 ayni kosullarda koloni PCR ile tekrar tarandi. Bu PCR isleminde ise

sadece B-Glul19 ve B-Glul20 primer ¢ifti kullanild.
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Sekil 4.4: pART1-dhri/E.coli DH10B transformantlarina ait koloni PCR’nin agilimi.
M: Hi-Lo standart DNA, 1-5: 26-30, 6-15: 57-65 numarali transformant kolonilere ait koloni
PCR ornekleri, N:negatif kontrol, P:pozitif kontrol.

2. ve 14. 6rneklerde 500 bg’lik birer DNA bant1 gézlendi (Sekil 4.4). Buna gore, taranan
70 transformant koloniden sadece 2 adet pART1-dhr1/E. coli DH10B rekombinanti elde
edildi. E. coli rekombinantlarindaki bu plazmidler, klonlanan gen ile klonlandigi
plazmidin admin ilk harflerine bu rekombinantlara verilen numaralarin eklenmesiyle

pDA27 ve pDA64 olarak adlandirildi.

pREP42-dhri/E.coli DH10B transformantlarindan da yaklasik 2500 koloni elde edildi.
Bu transformantlardan rastgele secilen 80 koloni B-Glull9 ve B-Glul20 primer ¢ifti
kullanilarak koloni PCR ile tarandi. Pozitif kontrol tiipline kalip DNA olarak,
pBluescript-dhrl DNA’s1 eklenirken, negatif kontrol tlipiine kalip DNA eklenmedi.
PCR iiriinleri, % 1°lik agaroz jelde ayrildi (Sekil 4.5).
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1550
1000

Sekil 4.5: pREP42-dhri/E.coli DH10B transformantlarinin Koloni PCR teknigi ile taranmasi ile
elde edilen sonuglar. M: Hi-Lo standart DNA, P:pozitif kontrol (kalip DNA olarak,
pBluescript-dhr1), N:negatif kontrol, 1-16: 1-80 nolu transformantlara ait koloni PCR drnekleri.
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Sekil 4.5°de gozlendigi gibi, sadece 11, 15 ve 16 no.lu drneklerde 500 b¢’lik DNA
bantlar1 saptandi. Bu PCR tiiplerinde kalip olarak bulunan toplam 15 transformanta ait
hiicre soliisyonlari i¢in ayr1 ayr1 tekrar ayni kosullarda koloni PCR yapildi. Bu PCR’nin

agaroz jel sonuglar1 da Sekil 4.6’da verildi.

be M 1 2 3 4 5 g 7 8 9 10 1112 13 14 15 W P

Sekil 4.6: pPREP42-dhri1/ DH10B transformantlarinda koloni PCR sonuglari. M: Hi-Lo standart
DNA, 1-15.ceplere sirasiyla:41, 42,43,44,45,61,62,63,64,65,66,67,68,69,70 no.lu transformant
ornekler, N:negatif kontrol, P:pozitif kontrol.

dhr’in varhigin1 gosteren 500 bg’lik DNA banti, 41, 64 ve 68 no.lu transformantlara ait
orneklerde gozlendi. Elde edilen 3 farkli pREP42-dhr1/E. coli DH10B rekombinantinda
bulunan plazmidler, pR41, pR64 ve pR68 olarak adlandirildilar.

Elde edilen toplam 5 adet rekombinant klondan plazmid izolasyonu yapildi
(Boliim 3.6.1). Bu rekombinant plazmidlerdeki dhrl geninin dogru konumlu olarak
bulunup bulunmadigini anlamak i¢in pDA27 ve pDA64 plazmidleri Sma I, pDR41,
pDR64 ve pDR68 plazmidleri ise Nde 1 restriksiyon enzimleri ise kesildiler. Kesim
tiriinleri % 1’lik agaroz jelde ayrild1 (Sekil 4.7). Sma 1 restriksiyon enzimi hem dhrl
genin i¢inde 612. niikleotidde hem de pARTI1’in klonlama bdélgesinde (pDA27 ve
pDA64 plazmidlerinde yabanci genin distal tarafinda), Nde 1 restriksiyon enzimi ise
hem genin i¢inde 234. niikleotidde hem de pREP42’nin klonlama bdlgesinde (pDR41,
pDR64 ve pDR68 plazmidlerinde yabanci genin proksimal tarafinda) kesim
yapmaktadir.
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Sekil 4.7: pDA27, pDA64, pDR41, pDR64 ve pDR68 plazmidlerinin restriksiyon
endoniikleazlar1 ile kesimi. M: Hi-Lo standart DNA’s1, 1:pDR41+Nde 1, 2:pDR64+Nde 1,
3:pDR68+Nde 1, 4: pDA64+Sma 1, 5: pDA27+Sma 1.

pDR41, pDR64 ve pDR68 plazmidlerinden sadece pDR41 plazmidinde dhr! geninin
dogru, digerlerinde ise ters konumlu olarak bulundugu, Sekil 4.7 verilen jel fotografinda
1 no.lu 6rnekte yaklasik 10 kb’lik tek bir bant, 2 ve 3 no.lu 6rneklerde ise yaklasik 8500
ve 1500 bg’lik ikiser bantin gézlenmesi ile anlasildi. Aym sekilde 4. 6rnekte yaklasik
9000 be’lik tek bant ve 5. drnekte yaklasik 900 ve 7900 bg’lik iki bantin gdzlenmesi ile
pDA27 ve pDA64 plazmidlerinden dhrl genini, pDA27 nin dogru, pDA64’iin ise ters
konumlu olarak igerdigi saptandi. Buna gore, 1 ve 5 no.lu 6rneklerde bulunan, sirasiyla
pDR41 ve pDA27 palazmidlerinin dogru rekombinant plazmidler oldugu sonucu
cikarildi. dhrl geninin pART1 ve pREP42 vektorlerindeki klonlanma c¢aligsmalari
Sekil 4.8’de sematik olarak verildi.
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Sekil 4.8: dhrl geninin pART1 ve pREP42 ekspresyon vektorlerinde klonlanmasi.
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4.1.4 glul Geninin pART1 ve pREP42 Plazmidlerinde Klonlanmasi

Klonlama sonrasinda dogru konumlu g/u/ genini igeren pART1 rekombinant(lar)inin
kolaylikla secilebilmesi amaciyla, gl/ul geni bir E. coli klonlama vektorii olan
pBluescript plazmidi vasitasiyla pART1 plazmidinde klonlandi. Bu amagla, kiit u¢lu
glul PCR irlni, kit uglu pBluescript (Sma 1/Sma 1) plazmidi ile Boliim 3.11.2°de
anlatildig1 gibi ligasyona birakildi. Ligasyon karisimlari E.coli’'nin DHI10B i1rkina
Boliim 3.4.2°de belirtildigi sekilde transfer edildi. Transformasyon sonrasinda secici
besi ortaminda kendi iizerine kapanan plazmidleri igeren transformantlarin olusturdugu
mavi renkli koloniler ile rekombinant plazmidleri igeren transformantlarin olusturdugu
beyaz renkli koloniler gézlendi. Beyaz kolonilerin arasindan rastgele segilen 4 tanesi
Tablo 3.12°de verilen pBluescript plazmidinin T7 promotdriine 6zgii T7 ve glul geninin

3'ucuna (distal) 6zgii Gul-SBR primer ¢ifti kullanilarak koloni PCR ile tarandi.

Sekil 4.9: pBluescript-glul/E.coli DH10B transformantlarinin koloni PCR iiriinleri.
M: Hi-Lo standart DNA, N: negatif kontrol, 1-4: beyaz kolonilerin PCR {irlinleri.

Koloni PCR iiriinlerinin ayrildig1 agaroz jelde 2. hatta yaklagik 2000 bg’lik, 4. hatta ise
yaklagik 400 b¢’lik PCR iiriinlerinin olustugu gozlendi (Sekil 4.9). Farkli boyutlarda
PCR firiinlerinin olusmasinin, koloni PCR’de kalip olarak kullanilan kolonilerdeki
plazmidlerden birinin g/ul genini dogru, digerinin ise ters konumlu olarak i¢germesinden
kaynaklandigini diisiindiirdii. Bunlardan 2 numarali rekombinanttan plazmid izolasyonu
yapildi. Elde edilen plazmid DNA’s1 Xho 1 ve BamH 1 restriksiyon endoniikleazlari ile
kesildi ve % 1’lik agaroz jele yiklendi. Elektroforetik olarak ayrilan glul/
(Xho I/BamH 1) geni (Sekil 4.10), Boliim 3.9°da belirtildigi bicimde jelden geri alindi.
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Sekil 4.10: pBluescript-glul plazmidinin Xho 1 ve BamH 1 restriksiyon endoniikleazlar ile ikili
kesimi. M: Hi-Lo standart DNA’s1, 1: glul (Xho I/BamH 1) DNA’s1.

5" ucunda Xho 1, 3" ucunda da BamH 1 restriksiyon endoniikleazlariin olusturdugu
yapiskan uglar bulunan glul (Xho 1/BamH 1) geni, adhl promotorii tarafinda Sa/ I’in,
teminatorii tarafinda BamH I’in olusturdugu yapiskan uglar tagiyan pART1 plazmidi
(Sal 1/BamH 1) ile ligasyona birakildi. Bu c¢alismada, izosizomer olan Xho 1 ve Sal 1
enzimlerinin meydana getirdikleri uglar birbirlerinin tamamlayicist olmasi nedeniyle
kullanildilar. Ligasyon karisimi E. coli’ye transfer edildi ve secici besi ortaminda
yaklagik 2000 koloni elde edildi. Bunlar arasindan rastgele seg¢ilen 5 adet transformant
koloni Glul-SBF ve Glul-SBR primer c¢ifti (Tablo 3.12) kullanilarak koloni PCR ile
tarand1 (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: pART-glul/E. coli DH10B transformantlarinin koloni PCR sonuglari.
M: Hi-Lo standart DNA’s1, 1-5: transformant kolonilerin PCR {iriinleri, N: negatif kontrol.

Jel elektroforezinde 2, 3, 4 ve 5 no.lu PCR iiriinlerinin her birinde yaklasik 1500 b¢’lik
DNA bant1 gozlendi (Sekil 4.11). Jelde gozlenen bu bantlarin, koloni PCR’de kalip

olarak kullanilan 2, 3, 4 ve 5 no.lu kolonilerin igerdigi plazmidlerdeki g/ul genine ait
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oldugu disiiniildiigiinden, bu kolonilerdeki rekombinant plazmidler pGA2, pGA3,
pGA4 ve pGAS olarak adlandirildilar.

glul geninin kiit u¢lu PCR {iriinii, dogrudan kiit uclu pREP42 (Sma I/Sma 1) plazmidi ile
ligasyona birakildi. Ligasyon karisimi, E. coli DH10 B 1rkina transfer edildi. Segici besi
ortaminda yaklagik 700 transformant koloni elde edildi. Bu kolonilerin arasindan
rastgele se¢ilen 9 tanesi, plazmidin nmt/ promotdriine 6zgii pREP-SBF ve genin

3" ucuna 6zgli Glul-SBR primer ¢ifti (Tablo 3.12) kullanilarak koloni PCR ile tarandi.

be M 1 2 3 4 58 7 85N

Sekil 4.12: pREP42-glul/E. coli DH10B transformantlarinin koloni PCR sonuglari.
M: Hi-Lo standart DNA’s1, 1-9:transformant kolonilerin PCR iiriinleri, N:negatif kontrol.

Sekil 4.12°de izlendigi gibi, jelde sadece 8 numarali transformanta ait koloni PCR
iiriinlinde yaklasik 1500 bg’lik bir bant gozlendi. PCR’de kullanilan primerlerden
birinin vektoriin promotor dizisine 0zgii bir primer (5" primer) digerinin ise genin
3'ucuna 6zgi bir primer oldugundan, jelde goriilen bu bantin glu/ genine ait oldugunu
hatta, bu PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilan 8 no.lu transformanttaki plazmidin,
glul genini dogru konumlu olarak bulundurdugunu diisiindiirdii ve bu plazmid pGRS8
olarak adlandirildi. glul geninin pART1 ve pREP42 plazmidleridde klonlanmasinda

izlenen tiim ¢aligmalarin semetik 6zeti Sekil 4.13de verildi.
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Sekil 4.13: glul geninin pART1 ve pREP42 plazmidlerinde klonlanmasi.
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4.1.5 myrl Geninin pART1 ve pREP42 Plazmidlerinde Klonlanmasi

Kiit uclu myr! PCR firiini kiit uclu pARTI1 (Sma 1/Sma 1) ve pREP42 (Sma 1/Sma 1)
plazmidleri ile ayr1 ayr1 ligasyona birakildi. Kiit u¢lu plazmidlerin kendi iizerlerine
kapanmalarmi engellemek i¢in ligasyon ortamima, myr/ geninde tanima noktasi
bulunmayan Sma 1 restriksiyon enzimi de eklendi. Her iki ligasyon karigsimi,

E. coli DH10B 1rkina transfer edildi (Boliim 3.4.2).

pART1-myrl/E. coli DH10B transformasyonundan toplam 14 transformant koloni elde
edildi. Bu transformantlardan 10 tanesi, MYR-SBF ve MYR-SBR primer cifti
(Tablo 3.12) kullanilarak koloni PCR ile tarandi.

ke M 1 2 3 4 5 67 8 910 PHM
FE "W FT._ T Eal

— 3000
— 1530

Sekil 4.14: pART1-myri/ E. coli DH10B transformantlarinin koloni PCR ile taranmasi.
M: Hi-Lo standart DNA, 1-10: transformant kolonilerin PCR f{iriinleri, N: kalip DNA igermeyen
negatif kontrol, P: kalip DNA olarak, 50 ng/ul pBluescript-myr! i¢eren pozitif kontrol.

Jele uygulanan PCR iiriinlerine ait, 9 ve 10 no.lu 6rneklerde 1500 bg’lik belirgin birer
bant gozlendi (Sekil 4.14). Bu orneklere ait rekombinant klonlardan plazmid izolasyonu
yapildi (Bolim 3.6.1) ve bu plazmidler, myr/ geninin dogru konumlu olarak girip
girmedigini anlamak i¢in, BamH 1 restriksiyon enzimi ile kesildiler. BamH 1
restriksiyon  enziminin PCR ile c¢ogaltilan myr/ geninin 3’ ucunda
(MYRI1-SBR primerinde) ve pART1’de klonlama bdlgesinin adhl promotdrii tarafinda
birer tanima noktas1 bulunmaktadir. Kesim triinleri % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile

ayrildi ve fotograflari ¢ekildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: pART1-myrl/E. coli DH10B rekombinantlarinin BamH 1 restriksiyon endoniileazi
ile kesimi. M: Hi-Lo standart DNA, 1: 9 numarali transformantin BamH 1 ile kesimi,
2: 10 numarali transformantin BamH 1 ile kesimi

BamH 1 enzimi ile kesilen rekombinant plazmidlerin agaroz jellerinde genin dogru
konumlu olmasi durumunda, myrl’e ait yaklasitk 1500 bg¢’lik ve plazmide ait
7200 bg’lik birer bantin olustugu, yanlis konumlu olarak girmesi durumunda da
yaklagik 9000 bg’lik tek bantin olustugu bilinmektedir. Her iki transformantin kesim
irlinlerinin elektroforezinde yaklasik 9000 bg¢’lik tek bant gozlendi (Sekil 4.15). Buna
gore, iki rekombinant plazmidde de myr/ geninin ters konumlu yerlesmis oldugu

anlasildi.

pREP42-myrl/E. coli DH10B transformasyonundan 6 koloni elde edildi. Bu kolonilerin
4 tanesi plazmidin nmtl promotdriine 6zgii PREP-SBF ve myrl geninin 3’ ucuna 6zgii

Myr1-SBR primer ¢ifti kullanilarak koloni PCR ile tarandi.
be M 1 2 '3 4 N

- - -

3000

1550

Sekil 4.16: pREP42-myrl1/ E. coli DH10B transformantlarinin koloni PCR ile taranmasi.
M: Hi-Lo standart DNA, 1-4: transformant kolonilerin PCR iiriinleri, N: kalip DNA icermeyen
negatif kontrol.
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Sekil 4.16’da gozlendigi gibi, sadece 4 no.lu Ornegin PCR f{iriinlinde yaklasik
1500 bg’lik bir bant ortaya ¢ikt1 ve bu 6rnege ait transformanttaki plazmid pMR4 olarak
adlandirildi. Bu genin S. pombe ekspresyon vektorlerindeki klonlama galigmalarin

semasi Sekil 4.17°de verildi.
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Sekil 4.17: myrl geninin pART1 ve pREP42 plazmidlerinde klonlanmas.
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Boliim 4.1.3-5’de agiklandig1 bicimde calisma siiresinde elde edilen ve genleri dogru

konumlu olarak i¢eren tiim rekombinant plazmidler Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: Calismada elde edilen rekombinant plazmidler.

o Ekspresyon Rekombinant
Bitkiler Genler Vektorleri Plazmidler

Sorghum dhrl pARTI1 pDA27
bicolor pREP42 pDR41
pGA2
pGA3
Ii‘j;’s glul PARTI pGA4
pGAS
pREP42 pGR8
SZZ‘;Z . myrl pREP42 pMR4

4.2 BITKI B-GLUKOZIDAZ GENLERININ S. pombe’de KLONLANMASI

4.2.1 S. pombe Irklarinda Uremenin izlenmesi

S. pombe’de transformasyon etkinliginin, logaritmik evrenin ortalarinda en yiiksek
degerde oldugu bilindiginden, bitki B-glukozidazlarini sifreleyen genlerin aktariminda
konak olarak kullanilan S. pombe leul-32 ve S. pombe ura4-D18 irklarinin YNB besi

ortamindaki iremeleri izlendi.

Ureme sirasinda hiicre sayilarindaki artislar, 34 saat boyunca 2’ser saat araliklarla
530 nm dalga boyundaki optik yogunluklarinin (OD) 6l¢ililmesi ile izlendi. Elde edilen
OD degerlerini  hiicre/ml cinsine ¢evirmek icin, aym 1rklara ait kiiltiirlerin
mililitresindeki hiicre sayis1 bilinen ¢esitli sulandirimlarin OD degerlerine gore ¢izilen
standart grafiginden yararlanildi. Ug kez tekrarlanan denemelere ait dlgiim degerlerinin

ortalamasi alind1 ve kiiltlirlerin zamana bagl tireme profili ¢ikartildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: S. pombe leul-32 ve S. pombe ura4-D18 rklarimin YNB besi ortamindaki iireme
grafigi.

Logaritmik evrenin ortasina yaklagik 16 saatte ulagsan S. pombe leul-32 ile 18 saatte

ulasan S. pombe ura4-D18 kiiltiirleri transformasyonda kullanildu.

4.2.2 pDA27 ve pGA2 Rekombinant Plazmidlerinin S. pombe’de Klonlanmasi

pART1’de klonlanmis dhrl ve glul genlerini igeren, sirasiyla pDA27 ve pGA2 olarak
adlandirilan rekombinant plazmidler, isaret gen olarak S. cerevisiae LEU2 genini
tagidiklarindan 16sin oksotrofu olan S. pombe leu1-32 irkina hem lityum asetat hem de
elektroporasyon yontemleri ile aktarildilar (Boliim 3.4.3). myrl genini dogru konumlu
olarak igeren bir pART1 rekombinant plazmidi elde edilemediginden, myr/ geninin bu

vektoriin araciligl ile S. pombe’ye transferi yapilamadi.

[Ik denemelerde, transformasyon etkinligi lityum asetat yontemi igin yaklasik
10” koloni/ug plazmid, elektroporasyon yontemi igin de yaklasik 10* koloni/ug plazmid
olarak hesaplandi. Bu nedenle, sonraki denemelerde -elektroporarasyon yontemi
uygulandi. Her iki plazmidle yapilan 5 farkli transformasyon denemesi sonunda elde
edilen transformantlarda her biri i¢in 300’er koloni, Boliim 3.9°da aciklandig1 gibi,
koloni PCR ile tarandi. Bununla birlikte, PCR firiinlerinin elektroforetik analizi

sonunda, dhrl veya glul genlerini iceren rekombinantlarin varlig1 saptanamadi.
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Ayni1 taramalar, transformantlardan rastgele secilen 10’ar koloniden hem plazmid
(Boliim 3.6.2) hem de genomik (Bo6liim 3.6.3) DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra bu
DNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR teknigi ile de yapildi. Ayrica, izole edilen
plazmid DNA’lari, B6lim 3.4.2°de agiklandig1 gibi, E.coli DH10B’ ye transfer edildi.
Farkli transfer denemelerinin her birinde segici besi ortamlarinda ortalama 20’ser
koloninin iiredigi gozlendi. Bu kolonilerden rastgele secilen 10’ar 6rnek, genlere 6zgii
primer ¢ifti kullanilarak koloni PCR ile tarandi. PCR iiriinlerinin elektroforetik analizi

sonunda hig¢ bir rekombinant bulunamadi.

423 pDR41, pGR8 ve pMR4 Rekombinant Plazmidlerinin S. pombe’de

Klonlanmasi

pREP42 ekpresyon vektoriinde dhrl geninin klonlanmasiyla olusturulan pDR41, glul
geninin klonlanmasiyla olusturulan pGR8 ve myr/ geninin klonlanmasiyla olusturulan
pMR4 rekombinant plazmidleri, isaret gen olarak S. pombe ura4 genini icerdikleri icin,
ura4 geni delesyonlu olan S. pombe ura4-D18 irkina elektroporasyon ydntemi ile

transfer edildi (Bolim 3.4.3).

pDR41 rekombinant plazmidi ile S. pombe wura4-D18 1kinin transformasyonu
sonucunda yaklasik 2000 transformant koloni elde edildi ve transformasyon etkinligi
yaklagik 10° transformant/pg DNA olarak hesaplandi. Bunlarin arasinda rastgele segilen
30 koloni, 5’er koloniye ait drnekler bir PCR tiipiinde olacak sekilde, Tablo 3.12°de
verilen Dhrl-SBF ve Dhrl-SBR primer c¢ifti kullanilarak koloni PCR ile tarandi

(Sekil 4.19).
b M N P 1 2 2 4 35 &
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Sekil 4.19: pDR41/S. pombe ura4-D18 transformantlarinda koloni PCR {iriinlerinin
elektroforetik goriiniimii. M: 1kb Standart DNA, N:kalip DNA icermeyen negatif kontrol,
P:kalip olarak pBluescript-dhr! DNA’s1 kullanilan pozitif kontrol, 1-6: 1-30 numarali
transformant kolonilerin PCR iiriinleri.
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Sekil 4.19°da goriildiigl gibi, 2 numarali 6rnek hari¢ deger 6rneklerde dhrl genine 6zgi
yaklagik 1500 be¢’lik birer bant gézlendi. Daha sonra, en yogun DNA goriiniimiini
veren 5 numaral tiipte bulunan koloniler, ayr1 ayr1 tekrar koloni PCR ile tarandilar.
Agaroz jel elektroforezi sonunda, Sekil 4.20°de goriildiigii gibi 2. ve 5. Orneklerde
yaklagik 1500 bg’lik birer bantin gozlenmesi ile 22 ve 25 olarak numaralandirilmis
kolonilerin pDR41 plazmidini igeren rekombinantlar oldugu sonucuna varildi ve bu
klonlar DR41-S22 ve DR41-S25 olarak adlandirildilar.
N P 1 2 3 4 5 M b

— 1550
00

Sekil 4.20: pDR41/S. pombe ura4-D18 transformantlarindan 5 numarali PCR tiipteki kolonilerin
ayr1 ayri koloni PCR iiriinlerinin elektroforetik goriiniimii. M: 1kb Standart DNA, N:kalip DNA
icermeyen negatif kontrol, P:kalip olarak pBluescript-dhr! DNA’s1 kullanilan pozitif kontrol,
1-5: 21-25 numarali transformant koloniler.

pGRS8 rekombinant plazmidi ile S. pombe ura4-D18 1irkinin transformasyonu sonucunda
yaklagik 1000 koloni elde edildi; bunlarin arasindan rastgele segilen 20 koloni, 5’er
koloniye ait 6rnek bir PCR tiipiinde olacak sekilde, Glul-SBF ile Glul-SBR primer
ciftleri kullanilarak koloni PCR ile tarandilar (Boliim 3.9). PCR iiriinlerinin gozlendigi

jel fotografi Sekil 4.21°de verildi.
be M1 1 2 3 4 N p M2 ug
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Sekil 4.21: pGR8/S. pombe ura4-D18§ transformantlarinin koloni PCR iiriinlerinin elektroforetik
goriiniimil. M1: 1kb Standart DNA, M2: A/Hind 111 standart DNA’s1, N:kalip DNA igermeyen
negatif kontrol, P:kalip olarak pBluescript-g/u/ DNA’s1 kullanilan pozitif kontrol, 1-4: 1-20
numarali transformant koloniler.
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Jel elektroforezinde, 1. ve 2. Orneklerde yaklasik 1500 bg¢’lik birer bant goriildi
(Sekil 4.21). 1 ve 2 no.lu tiiplerde kalip olarak kullanilan kolonilerin her biri ayr1 ayri

yeniden koloni PCR ile tarandi (Sekil 4.22).
b M N P 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10

Sekil 4.22: pGR&/S. pombe ura4-D18 transformantlarindan 1 ve 2 numarali PCR tiiplerinde
bulunan 10 farkli koloniye ait PCR iirlinlerinin elektroforetik gdriiniimii. M: A/Hind 111 standart
DNA’s1, N:kalip DNA icermeyen negatif kontrol, P:kalip olarak pBluescript-g/uu/ DNA’s1
kullanilan pozitif kontrol, 1-10: 1’den 10’a kadar numaralandirilan transformant koloniler.

Sekil 4.22°de gorildiigii gibi, 2., 6. ve 9. no.lu PCR iirilinlerinde yaklasik 1500 bg’lik
birer bantin gézlenmesi ile 2, 6 ve 9 no.lu transformantlarin pGR8 plazmidini igeren
rekombinantlar olduklar diisiiniildii; bu klonlar sirasiyla GR8-S2, GR8-S6 ve GR8-S9

olarak adlandirildilar.

pMR4 rekombinant plazmidinin S. pombe wura4-D18 irkina aktarimi sonucunda
yaklasik 1000 transformant koloni elde edildi. Bunlarin arasinda rastgele segilen
20 koloni, 5’er koloniye ait 6rnekler bir PCR tiiplinde olacak sekilde ve Myr1-SBF ile
Myrl-SBR primer ¢ifti kullanilarak Bo6liim 3.9’da anlatildig1 bicimde koloni PCR ile

tarandilar (Sekil 4.23).
e M1 1 2 3 4 P N M2
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Sekil 4.23: pMR4/S. pombe ura4-D18 transformantlarinin koloni PCR f{iriinlerinin elektroforetik
goriiniimil. M1: 1kb Standart DNA, M2: A/Hind 111 standart DNA’s1, N:kalip DNA igermeyen
negatif kontrol, P:kalip olarak pBluescript-myr/ DNA’s1 kullanilan pozitif kontrol, 1-4: 1-20
no.lu transformant kolonilerin PCR firiinleri.
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Jel elektroforezinde, sadece 1. Ornekte yaklasik 1500 bg’lik bir bant goézlendi
(Sekil 4.23). Bu tiipte kalip olarak kullanilmig 5 farkli koloni i¢in ayr1 ayr1 yeniden ayni

kosullarda koloni PCR yapildi.
b MI B P 1 2 3 4 5 M2
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Sekil 4.24: pMR4/S. pombe ura4-D18 transformantlarinindan 1 numarali PCR tiipiindeki 5
farkli koloninin ayr1 ayri koloni PCR iiriinlerinin elektroforetik goriinimii. M 1: A/Hind 111
standart DNA’s1, M2: 1kb Standart DNA’s1, N:kalip DNA icermeyen negatif kontrol,
P:kalip olarak pBluescript-myr! DNA’s1 kullanilan pozitif kontrol, 1-5: 1’den 5’ kadar
numaralandirilan transformant koloniler.

Sekil 4.24°de goriildiigii gibi 6zellikle 1 ve 2 numarali 6rneklerde daha belirgin olmak
tizere hepsinde yaklasik 1500 bg’lik birer bant elde edildi. Buna gore klonlar sirasiyla
MR4-S1, MR4-S2, MR4-S3, MR4-S4 ve MR4-S5 olarak adlandirildilar.

Calisma siirecinde elde edilen, S. bicolor’un dhrl, Z. mays’m glul ve S. alba’nin myrl

genlerini i¢eren tiim rekombinant S. pombe klonlar1 Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2: Bitki genlerini igeren rekombinant S. pombe klonlari.

Bitkiler Genler Vektor Rekombinant  Schizosaccharomyces
Plazmidler pombe Klonu
Sorghum DR41-522
P dhrl  pREP42 pDR41 DRALS2S
Zea mays GR8-S2
glul pREP42 pGR8 GR8-S6
GR8-59
Sinapis alba MR4-S1
MR4-S2
myrl pREP42 pMR4 MR4-S3
MR4-S4
MR4-S5
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4.3 BITKIi B-GLUKOZIDAZLARININ S. pombe’de HETEROLOG ANLATIMI

Calismada elde edilen dhrl, glul ve myrl genlerini icereren S. pombe klonlarinda bu
genlerin, heterolog anlatim yapip yapmadiklari, Northern melezleme ve RT-PCR
teknikleri ile transkripsiyon diizeyinde, SDS-PAGE ve Western melezleme teknikleri ile

de translasyon diizeyinde analiz edildi.

4.3.1 Northern Melezleme Teknigi ile Transkripsiyon Analizi

Northern melezlemede ve daha sonra RT-PCR analizinde kullanmilmak iizere, dhri’i
iceren DR41-S22 ve DR41-S25, glul’i igeren GR8-S2, GR8-S6 ve GR8-S9 ile myrI’i
iceren MR4-S1 ve MR4-S2 adli S. pombe rekombinantlarindan ve pREP42’yi iceren
S. pombe ura4-D18 klonundan Bolim 3.12.1°de acgiklandigi sekilde total RNA

1zolasyonu yapildi ve derisimleri belirlendi.

Ayrica, tim S. pombe klonlarindan izole edilen RNA'larin % 1,2°lik formaldehitli
agaroz jelde elektroforetik analizlerinde izolasyonlar1 sirasinda yikilmadiklar1 da
dogrulandi. Sekil 4.25.a’da DR41-S22, DR41-S25 ve pREP42/S. pombe ura4-D18,
Sekil 4.25.b’de GR8-S2, pREP42/S. pombe ura4-D18, Sekil 4.25.c’de ise MR4-S1 ve
pREP42/S. pombe ura4-D18 klonlarindan elde edilen total RNA goriintiilerinin

fotograflari verildi.
M 1 2 3

283 5 fFNA
3000 b

13 5 tRHA
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Sekil 4.25: S. pombe rekombinantlarindan izole edilen total RNA’larin % 1,2’lik formaldehitli
agaroz jeldeki goriiniimii. M: “High Range” standart RNA, a) 1: DR41-S22, 2: DR41-S25,
3: pREP42/S. pombe, b) 1: GR8-S2, 2: pREP42/S. pombe, ¢) 1 MR4-S1, : 2: pREP42/S. pombe
klonlarindan elde edilen total RNA’lar.
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Sekil 4.25.a,b ve c’de gozlenen RNA’lar kapiller sistem kullanilarak naylon
membranlara aktarildilar (Bolim 3.13.2). Northern melezlemede
Boliim 3.13.1°de agiklandig1 sekilde DIG ile isaretlenen dhrl, glul ve myrl genleri prob
olarak kullanildi. Membranlar, yikama islemlerinin ardindan anti-DIG alkalin fosfataz

substrati ile reaksiyona sokuldular (Boliim 3.13.3).

Membranlarda, dhrl, glul ve myrl genlerine 6zgii mRNA’larin varliklarini kesin

bicimde isaret edecek belirgin bir renk olusumu gozlenemedi.

4.3.2 RT-PCR Teknigi ile Transkripsiyon Analizi

DR41-S22, GR8-S2, MR4-S1 ve pREP42/S. pombe ura4-D18 klonlarindan izole edilen
total RNA’larin, Tablo 3.15°de icerigi verilen karigimlar hazirlanarak ve Tablo 3.16’da
verilen kosullarda, RT-PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Reaksiyonlarda kalip olarak
DR41-S22 ve pREP42/S. pombe ura4-D18 1irklarina ait RNA’larin kullanimiyla elde
edilen sonuglar Sekil 4.26.a’da, kalip olarak MR4-S1 ve pREP42/S. pombe ura4-D18
irklarma ait RNA’larin kullanimiyla elde edilen sonuclar da Sekil 4.26.b’de verildi.
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Sekil 4.26: DR41-S22, MR4-S1 ve pREP42/S. pombe ura4-D18 klonlarindan izole edilen
RNA’larmin RT-PCR firiinlerinin elektroforetik goriintimii. M1: A/Hind 111 standart DNA’si,
M2: 1kb Standart DNA’s1, a)1: pREP42/S. pombe ura4-D18, 2: DR41-S22, b) 1: MR4-S1, 2:

pREP42/S. pombe ura4-D18 rklarinin RT-PCR 6rnekleri.

Sekil 4.26.a’da dhrl genini iceren DR41-S22 ile Sekil 4.26.b’de myrl genini igeren
MR4-S1 klonlarinda bu genlerin transkripsiyon {rlinleri olan mRNA’larinin
sentezlendigi yaklasik 1500 b¢’lik DNA bantlarinin goézlenmesi ile belirlendi. Bununla
birlikte, ayni analiz, g/u/ genini igeren GR8-S2 1rki i¢in de yapildiginda RT-PCR

iriinlerinin ayrildig1 agaroz jelde bant olusumu gézlenemedi.
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4.3.3 SDS-PAGE ve Western Melezleme ile Translasyon Analizi

Tablo 4.2’de verilen rekombinant S. pombe klonlar1 arasinda, DR41-S22, GRS8-S2,
MR4-S1 ve pREP42/S. pombe ura4-D18 klonlarindan Boliim 3.14.1°de agiklandigi
sekilde hazirlanan protein Oziitlerinin hem ham olarak hem de % 35-55 aseton
uygulamasindan sonraki derisimleri, Sekil 4.24°de verilen standart grafik kullanilarak

belirlendi.

Standart grafik, derisimi bilinen BSA ¢dzeltilerinin 550 nm dalga boyunda alinan
absorbans degerlerine gore ¢izildi (Sekil 4.27). Daha sonra, protein drneklerinin 550 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri Olgiildii. Elde edilen bu degerlerden suda

¢oziinebilen proteinlerin derigimleri, standart grafik yardimiyla hesaplandi.
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Sekil 4.27: Derisimi bilinen BSA ¢ozeltilerinin 550 nm dalga boyunda alinan absorbans
degerlerine gore ¢izilen standart grafik.

S. pombe transformantlarindan (DR41-S22, MR4-S1, GR8-S2 ve pREP42/S. pombe
ura4-D18) izole edilen protein Oziitleri, % 35-55 aseton uygulamasiyla kismi olarak
saflagtirildiktan (Boliim 3.13.1) sonra, Boliim 3.13.3'de belirtildigi gibi hazirlanan
2 adet maksi jele, her bir cebe 10 pg protein olacak sekilde uygulandi. Her iki jele ayni
kosullarda elektroforez iglemi uygulandi. Daha sonra, bu jellerden biri “Coomassie”
boyama yontemi ile boyanirken (Bolim 3.13.4) (Sekil. 4.28.a), digeri anti-misir
B-glukozidaz serumunun kullanildigi Western melezleme isleminde kullanildi

(Boliim 3.13.5) (Sekil 4.28.b).
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Sekil 4.28: S.pombe rekombinant klonlarindan elde edilen protein 6ziitlerinin elektroforetik
analizi. a): SDS-PAGE’de ayrilan proteinlerin “Coomassie” boyama ile elde edilen sonuglari.
b): Western melezleme sonuclari. M1: Standart proteinler (“MBI-Prestaining Molecular Weight
Marker”), M2: Sigma-MW-70L standart proteinleri, 1: pREP42/S. pombe ura4-D18;

2: DR41-S22; 3: MR4-S1; 4: GR8-S2. Uygulanan ornekler, % 35-55 aseton ¢oktiirmesi ile elde
edildi ve her bir cepte 10’ar pg protein olacak sekilde yiikleme yapildi.

Sekil 4.28.a’da 46-66 kD’luk proteinlerin bulundugu aralikta, 2 (DR41-S22),
3 (MR4-S1) ve 4 (GRS8-S2) no.lu o6rneklerin olusturdugu protein bantlari
1 (pREP42/S. pombe wura4-D18) no.lu 0Ornegin olusturdugu protein bantlariyla
karsilagtirildi. Tiim o6rneklerde yaklasik 50 kD’luk birer bant goriildii. Ayrica, 1 no.lu
ornegin yaklasik 60 ve 65 kD’luk iki bant, 2 no.lu 6rnegin bu iki banta ek olarak daha
hafif bir protein bantina daha sahip oldugu gozlendi. Ancak, 3. 6rnekte bantlar belirgin
olarak goriilemedi. 4. 6rnekte ise yaklasik 60 ve 65 kD’luk iki bant gozlendi ve hafif
olan bantin daha belirgin oldugu belirlendi.

Western melezlemede tiim orneklerde, farkli yogunlukta olmakla birlikte, yaklasik
65 kD’luk protein(ler)in biriktigi bolgede bir isaretlenmenin oldugu goézlendi. 2, 3 ve
4 no.lu orneklerde ise bu isarete ek olarak daha kiiclik molekiil agirlikli proteinlerin
bulundugu bolge iki isaretlenmenin daha bulundugu goriildi. 4. Ornekte bu

isaretlenme(ler)in belirgin, 3.0rnekte ise belirgin olmadigi tespit edildi (Sekil 4.28.b).
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4.3.4 Enzim Aktivitesi Analizi

S. bicolor’un dhrl’i igeren DR41-S22, Z. mays’ glul’i igceren GR8-S2, ve S. alba’nin
myrl’1 iceren MR4-S1 S. pombe rekombinantlarindan ve sadece pREP42’yi iceren
S. pombe ura4-D18 klonundan elde edilen ham ve % 35-55 aseton uygulamasiyla kismi
olarak saflagtirilmig protein oOziitleri (Bolim 3.13.1), Bolim 3.13.6°da belirtilen enzim

aktivitesi dl¢iimlerinde, enzim kaynagi olarak kullanildi.

DR41-S22 ile pREP42/S. pombe ura4-D18 transformantlarindan elde edilen protein
oziitlerindeki dihurinaz (B-glukozidaz) aktivitesi, dihurin dogal substrati kullanilarak,
GR8-S2 ile pREP42/S. pombe ura4-D18 transformantlarindan elde edilen protein
oziitlerindeki B-glukozidaz aktivitesi, pNPG ve oNPG yapay substratlart kullanilarak,
hem spektrofotometrik olarak (Boliim 3.13.6.1) hem de glukoz belirlemesi testi
(Boliim 3.13.6.2) ile arastirildi.

MR4-S1 ile pREP42/S. pombe ura4-D18 transformantlarindan elde edilen protein
Oziitlerindeki mirosinaz aktivitesi ise sinigrin dogal substrati kullanilarak glukoz

belirlemesine dayanan yontem ile analiz edildi.

Rekombinant klonlarin hi¢ birinde uygulanan iki yontemle de B-glukozidaz aktivitesi
saptanamadi. Ayn1 sekilde, kontrol olarak kullanilan S. pombe’nin yabani irki1 (972 h’)
ve sadece pREP42’yi igeren urasil mutantinda (S. pombe ura4-D18) c¢alismada
kullanilan tiim substratlarla (dihurin, pNPG, oNPG ve sinigrin) yapilan enzim aktivitesi
testlerinde de aktivite belirlenemedi. Bununla birlikte, Z. mays’in glul genini E. coli
icin gelistirilmis olan pET21 ekspresyon vektoriinde klonlanmis olarak tasiyan
rekombinant E. coli klonundan (Cicek ve Esen, 1998b) elde edilen ham protein
Oziitiinde ayni analiz spektral yontemle yapildiginda ise iki substrat icinde anlaml
derecede B-glukozidaz aktivitesi belirlendi (o0NPG i¢in OD4jo = 0,954, pNPG igin de
ODy0 = 0,795). Kismen saflastirilan protein oziitlerinde bu aktivitenin yaklasik iki kat
arttig1 bulundu.
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5 TARTISMA VE SONUC

Bitkilerde genetik diizeyde calismalarin uygulanmasi karmasik yapilar1 nedeniyle zor
oldugundan, bitkisel genlerin 6zellikle iglevsel analizlerinin yapilmasinda, konak olarak
basit yapili tek hiicreli organizmalarin kullanildig1 heterolog gen anlatim sistemlerinden
bliylik 0lclide yararlanilmaktadir. Molekiiler biyolojik yontemlerin  kolaylikla
uygulanabildigi tek hiicreli bir okaryot olan Schizosaccharomyces pombe, 6zellikle
memelilere ait genlerin heterolog anlatimi i¢in son yillarda siklikla kullanilmaktadir.

(Giga-Hama ve Kumagai, 1999).

Bu calismada, S. pombe’nin bitkisel kdkenli genlerin heterolog anlatiminda uygun bir
model sistem olarak kullanilabilirligini arastirmak amaciyla, B-glukozidaz enzimini
sifreleyen Sorghum bicolor’un dhrl, Zea mays’n glul ve Sinapis alba’nin myrl genleri
iki farkli ekspresyon vektoriinde klonlandiktan sonra S. pombe’ye transfer edildi. Elde
edilen S. pombe rekombinantlarinda bu yabanci genlerin anlatim yapip yapmadigi

transkripsiyon ve translasyon diizeylerinde arastirildi.

Calismada kullanilan dhr/ geni dihurinaz 1 (Dhrl), glul geni DIMBOA-B-glukozidaz 1
(Glul) ve myrl geni de mirosinaz 1 (Myrl) izozimlerini sifrelemektedir (Esen, 1993).
Glukozid hidrolaz ailelerinden 1.’sine dahil olan bu enzimlerden Dhrl ve Glul O-bagh
B-glukozidazlar, Myrl ise S-bagli PB-glukozidazlar grubuna girerler; ayrica, Dhrl
siyanogenik Ozelliktedir. Anlatimlar1 arastirilacak genler, sifreledikleri enzimlerin
yapilarmin farkli olmasimin yani sira, farkli substrat Ozgiilligli sergilemeleri ve
hidrolizledikleri substratlarina bagli olarak Onemli islevler yapmalar1 nedenleriyle

secildiler.

dhrl, glul ve myrl genlerinin cDNA’lari, S. pombe ekspresyon vektorlerinde
klonlanmak igin Once genlere 6zgli primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. PCR
isleminde DNA polimeraz enzimi olarak Pfu DNA polimeraz kullanildi. Bu enzim

aktivite gostermesi i¢in, 7ag DNA polimeraza gore daha duyarli olarak hazirlanan
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reaksiyon kosullarin1 gerektirmekle beraber, ¢cok dogru bi¢cimde sentez yapabildigi ve
5'-PO4 grubu igermeyen kiit uglu PCR iiriinleri olusturabildigi igin tercih edildi.
Pfu DNA polimeraz kiit u¢ olusturma islevini, sentezledigi PCR f{irlinlerinin her iki
ucuna ortamda bulunan 4 g¢esit dNTP’den ekleyerek (“PCR Polishing”)
gergeklestirmektedir (Costa ve Weiner, 1994). Boylece bu enzimle elde edilen PCR
tirtinleri, herhangi bir enzim uygulamasina gerek duyulmadan dogrudan kiit uglu
dogrusal bir plazmidde klonlanabilmektedir. Bu genlere 0zgii primerlerle
gerceklestirilen PCR’de elde edilen iiriinlerin, % 1’lik agaroz jelde olusturduklar
yaklasik 1500 bg’lik bantlarin gozlenmesiyle (Sekil 4.1), dhri, glul ve myrl’e ait
olduklar1 sonucuna varildi. 1983 bg¢ uzunlugunda olan dhrl/ geni cDNA’sinin
1542 be’lik bolgesinin (Cicek ve Esen, 1998a), 1931 be¢’lik gl/ul geni cDNA’sinin
1536 bg’lik bolgesinin (Esen ve Shahid, 1992) ve 1742 b¢’lik myrl geni cDNA’sinin da
1581 bg’lik bolgesinin (Xue ve dig., 1992) aktif proteinlere ait amino asit dizilerini
sifreledigi bilinmektedir.

S. pombe’de heterolog anlatimlar1 yapilmas: hedeflenen bitki B-glukozidazlarinin bu
yabanci konakta toksik etki gosterip gostermeyecegi bilinmediginden, bu enzimleri
sifreleyen genlerin S.pombe’de klonlanmalarinda siirekli anlatim yapan (konstitiitif)
promotorii olan pART1 ve kontrol edilebilir promotdrii olan pREP42 ekspresyon
plazmidleri kullanildi. pART1’de, alkol dehidrogenaz enzimini sifreleyen genin siirekli
anlatim yapan (konstitiitif) adhl promotorii (McLeod, 1987), pREP42°de ise, tiamin
pirofosfati sifreleyen genin anlatimi tiamin ile diizenlenebilen nmt/ promotdri

(Maundrell, 1993) bulunmaktadir.

S. pombe’de transformasyon ilk olarak Beach ve Nurse (1981) tarafindan sferoblast
yontemiyle gergeklestirilmistir. Daha sonra, elektroporasyon (Hood ve Stachow, 1989;
Prentice, 1992) ve lityum asetat (Okazaki ve dig.,1990; Broker, 1993; Warshawsky ve
Miller, 1994) yontemleri gelistirmistir. Bu ¢alismada, dhrl ve glul genlerinin pART1
ekspresyon vektoriinde klonlanmasi ile olusturulan rekombinant plazmidlerden pDA27
ve pGA2 DNA’lar 6nce lityum asetat yontemi ile S. pombe leul-32 1rkina transfer
edildi ve transformasyon etkinliginin, yaklasik 10° transformant/ug DNA oldugu
hesaplandi. Prentice (1992), elektroporasyonla transformasyon etkinliginin daha yiiksek

(10°-10° transformant/ug DNA) oldugunu bildirdigi icin, bu plazmidler daha sonra
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Forsburg (2004) tarafindan verilen elektroporasyon yontemine

(http://pingu.salk.edu/~forsburg/lab.html) gore S. pombe’ye aktarildilar. Bu yontemle

daha yiiksek transformasyon etkinliginin (10* transformant/ug DNA) elde
edilmesi nedeniyle, dhrl, glul ve myrl genlerinin pREP42 vektoriinde
klonlanmasi ile elde edilen plazmidlerden pDR41, pGR8 ve pMR4’{lin de S. pombe’ye
transferinde elektroporasyon yontemi uygulandi ve transformasyon etkinliginin

10° transformant/pg DNA oldugu belirlendi.

pART1 ekspresyon vektoriiniin kullanildigi klonlama ¢alismalarinda, dhrl ve glul
genlerini igeren pDA27 ve pGA2 rekombinant plazmidlerinin S. pombe leul-32’ye
aktarilmasi sonucu olusan transformantlarda yabanci genlerin (dhrl, glul) varligi, nce
dogrudan koloni PCR ile daha sonra da rastgele secilen transformantlardan izole edilen
plazmid ve genomik DNA’larin kalip olarak kullanildigi PCR ile arastirildi. Yiiksek
say1labilecek transformasyon etkinligine (yaklasik 10* transformant/ pg DNA) ragmen

S. pombe transformantlarinda dhr1 ve glul genlerinin varlig1 gosterilemedi.

pREP42 ekspresyon vektoriindeki klonlama ¢aligmalari ile elde edilen dhri, glul ve
myrl genlerini igeren, sirasityla pDR41, pGR8 ve pMR4 rekombinant plazmidlerinin
S. pombe wura4-D18 1rkina aktarimiyla olusan transformantlar arasindan rastgele
secilenler, bu genlere 6zgii primerlerin kullanildigi koloni PCR ile tarandi. pDR41
rekombinant plazmidini iceren 2 adet (DR41-S22 ve DR41-S25) (Sekil 4.16 ve
Sekil 4.17), pGR8 rekombinant plazmidini i¢eren 3 adet (GR8-S2, GR8-S6 ve GR8-S9)
(Sekil 4.18 ve Sekil 4.19) ve pMR4 rekombinant plazmidini igeren 5 adet (MR4-S1,
MR4-S2, MR4-S3, MR4-S4 ve MR4-S5) (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21) S. pombe klonunun
elde edildigi, koloni PCR iirlinlerinin % 1’lik agaroz jelde olusturduklar1 yaklasik
1500 be¢’lik bantlarin gézlenmesiyle kanitlandi.

S. pombe’nin pDA27 ve pGA2 rekombinant plazmidleriyle transformasyona ugratilmasi
sonucu elde edilen transformantlarda yabanci genlerin bulunmamasinin, bu rekombinant
plazmidlerin  olusturuldugu  pARTI1 vektoriindeki  adhl  promotériinden
kaynaklanabilecegi diisliniildii. Bu plazmidlerle yapilan klonlama c¢aligmalarinda
S.  pombe transformantlarinin ilk se¢imi, minimal besi ortaminda yapildi.

Transformantlarin arasinda yabanci genleri tastyan klonlarda bu genlerin anlatimlarinin
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da adhl promotorii ile konstitlitif olarak yapildigindan heterolog proteinlerin,
transformasyon sonrasinda daha ilk asamada konak hiicre iizerinde olumsuz bir etki
yaratarak yasama sansini azaltmis olabilecegi bi¢ciminde yorumlandi. Diizenlenebilen
nmtl promotdriinii iceren pREP42’de olusturulan rekombinant plazmidlerle
gergeklestirilen transformasyonlarda, yabanci genleri (dhrl, glul ve myrl) igeren
rekombinant klonlarin elde edilmis olmasi, bu yorumu kanitlayabilecek bir bulgu olarak
kabul edildi. pREP42 kullanimiyla elde edilen transformantlarin ilk seleksiyonunun
tiamin iceren minimal besi ortaminda yapilmasi nedeniyle bu transformantlarda
heterolog gen anlatimi tiamin tarafindan baskilandigindan, rekombinant klonlarda bu

genlerin Uriinlerinin yabanci konaktaki olasi toksik etkilerinin engellendigi diistiniildii.

pREP42 vektoriinde olusturulan rekombinant plazmidlerle elde edilen S. pombe
klonlarinda dhrl, glul ve myrl genlerinin heterolog anlatimlari, oncelikle
transkripsiyon diizeyinde Northern melezleme ve RT-PCR teknikleri ile analiz edildi.
DIG ile isaretli problarin kullanildigi, Northern melezlemede membranlarda yabanci
genlere 0zgli mRNA’larin varligim1 kesin bi¢imde isaret edecek belirgin bir renk
olusumu gozlenmedi. Northern melezleme tekniginin duyarliligi, kullanilan problarin
isaretlenmesinin radyoaktif ve immiinolojik olarak yapilmasina gore degismektedir.
Digoksigenin veya biotin isaretli problarin, ¢alismalarda 6zel laboratuvar kosullari
gerektirmemeleri nedeniyle siklikla kullanilmakla birlikte, radyoaktif isaretli olanlardan
daha diisiik duyarlilik gosterdikleri bilinmektedir (Rzezutka ve Mizak, 2003). RT-PCR
teknigi ise, tek bir hiicrede bulunan RNA miktarinin bile saptanabilmesine olanak
verdiginden, RNA analizinde ¢ok daha duyarli ve kuvvetli bir ara¢ olarak kabul
edilmektedir (Freeman ve dig., 1999). Bu c¢alismada da dhrl, glul ve myrl genlerinin
varlig1 bu genlere 6zgii primerlerin kullanildigi RT-PCR ile kesin bi¢cimde gosterildi.
Sekil 4.26.a ve b’de gorildiigii gibi, dhrl genini igeren DR41-S22 ve myrl genini
iceren MR4-S1 klonlarinda genlerin transkripsiyon diizeyinde anlatim yaptigi, genlere
0zgil yaklagik 1500 b¢’lik cDNA bantlarinin gdzlenmesi, buna karsin, negatif kontrol
olarak  kullanilan sadece pREP42’yi tastiyan S. pombe transformantinda
(pREP42/S. pombe ura4-D18) hi¢ bir bant olusumunun gériilmemesi ile belirlendi. iki
ayr1 teknikle elde edilen bulgular arasindaki farklilik, bu genlerin yabanci konaktaki

transkripsiyon aktivitelerinin diigiik oldugunu diistindiirdii.
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Transkripsiyon aktivitesi gosterilen dhrl genini igceren DR41-S22, myrl genini igeren
MR4-S1 klonlar1 ile glul genini igeren GR8-S2 klonunda bu genlerin anlatimlari
protein diizeyinde elektroforetik analiz ve enzim aktivite deneyleri ile arastirildi.
% 35-55 aseton uygulamasiyla kismen saflastirilmis suda c¢oziinebilen proteinlerin
SDS/PAGE’de yapilan analizlerinde, 46-66 kD’luk proteinlerin ayrildig1 bolgede dhri
genini iceren DR41-S22 transformantina ait 6rnekte, diger rekombinant klonlara ait
orneklerde bulunmayan ek bir bant gozlendi (Sekil 4. 28.a). SDS-PAGE’de ayrilan
protein bantlarinin immiinolojik olarak belirlenmesinde her ii¢ genin sifreledigi
polipeptid dizileri i¢in anti-musir B-glukozidaz serumu kullanildi. Western melezleme
sonucunda tiim protein Orneklerinde, farkli yogunluklarda olmakla birlikte, yaklasik
65 kD’luk protein(ler)in bulundugu bolgede isaretlenmenin oldugu gozlendi
(Sekil 4.28.b). Bu bolgedeki proteinlerde meydana gelen isaretlenmenin ¢apraz
aktiviteden (Stewart ve Schuler, 1989; Mithofer ve dig., 1999) ileri gelebilecegi

diistiniildii.

S. pombe’de bulunan B-glukozidaz enzim(ler)ini sifreleyen gen(ler) islevsel olarak ne
biyokimyasal ne de molekiiler diizeyde heniiz tanimlanmamistir. Sadece, S. pombe’nin
dizilenmesi tamamlanmis olan genomunda (Wood ve dig., 2002), II. Kromozom da
SPBC1683.04 olarak adlandirilan bir genin glikozid hidrolaz ailelerinden 3. aileye dahil
B-glukozidaz enzimini sifreledigi ongoriillmiistiir (GeneDB, http://www.genedb.org). Bu
olas1 B-glukozidaz enziminin amino asit dizisi ile Dhrl, Glul ve Myrl enzimlerinin

dizileri “ClustalW” programi (http://www.ebi.ac.uk./cgi-bin/clustalw) kullanilarak

karsilagtirildi. S. pombe’nin B-glukozidazi ile Dhrl arasinda % 6, Glul arasinda % 4, ve
Myrl arasinda % 12 gibi ¢ok diisiik oranlarda amino asit dizi benzerligi saptandi.
Capraz aktivitenin gdzlenebilmesi i¢in en azindan % 30 dizi benzerliginin gerekli
oldugu bilindiginden (Asim Esen, kisisel iletisim) Western melezlemede tiim 6rneklerde
gozlenen ortak isaretlenmenin S. pombe B-glukozidazina ait olmadigini diisiindiirdii.

S. pombe “Blast Server” (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast) kullanilarak, Glul’in

amino asit dizisi ile S. pombe’de sifrelenen tiim proteinlerin amino asit dizileri
karsilastirildiginda, yiiksek derecede benzerlik gosteren iki gen belirlendi. Bunlar,
% 68 benzerlik gosteren, fosfotidilinositoliin transferi ile ilgili oldugu diisiiniilen
secl4 sitosolik faktore ait SPAC3H8.02 geni ve % 66 benzerlik gosteren,

gliserofosfolipid sentezi ile ilgili oldugu diisliniilen kolin fosfat sitidililtransferaza ait
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SPCC1827.02¢ genleridir. Bu benzerligin, Western melezlemede tiim o6rneklerde

goriilen ortak isaretlenmeye yol agmis olabilecegi kabul edildi.

DR41-S22’ye ait protein 6rneginde 65 kD’dan daha kiigiik molekiil agirlikli proteinlerin
ayrildig1 bolgede iki ayr isaretlenme daha gozlendi. Bunlar arasinda da 6zellikle kii¢iik
molekiil agirlikli olanin ¢ok yogun oldugu goriildi. MR4-S2 klonunun protein
orneginde ise daha hafif proteinlere ait olan oldukca silik iki isaret goézlenirken,
GR8-S2’ye ait Ornekte aymi yerde daha belirgin 2 isaretin olustugu goriildi.
(Sekil 4.28.b). Western melezlemede gozlenen bantlar arasindaki yogunluk farkinin
melezleme calismasinda kullanilan anti-misir B-glukozidaz serumunun Dhrl, Glul ve
Myrl enzimlerine ait polipeptid dizileriyle olan amino asit dizi benzerliginden ileri
geldigi disiiniildii. Dhrl ile Glul enzimleri arasinda % 70 amino asit dizi benzerligi
(Cicek ve Esen, 1998a) bulunurken, Glul ile Myrl arasinda % 35 amino asit dizi
benzerligi (Burmeisster ve dig., 1997) oldugu bilinmektedir. S. bicolor’un dhrl geninin
sifreledigi Dhrl enziminin 58 kD (Hosel ve dig., 1987) ve Z. mays’m glul geninin
sifreledigi Glul’inin de 60 kD (Esen, 1992) oldugu, bilinmektedir. S. alba’nin myrl
geninin sifreledigi Myr1’in 75 kD oldugu anlagilmistir (Xue ve dig., 1992).

Western melezlemede elde edilen bulgulara gore, myr! geninin S. pombe’de translasyon
diizeyinde heterolog anlatim yaptig1 tam olarak belli olmamakla birlikte, dhrl ve glul
genlerinin basarili sekilde anlatim yaptiklari ortaya ¢ikti. Bununla birlikte, dhri, glul ve
myrl genlerini iceren sirastyla DR41-S22, GR8-S2 ve MR4-S1 klonlarindan elde edilen
protein Oziitlerinde yapilan enzim aktivitesi 6l¢iimlerinde klonlarin hicbirinde aktivite

belirlenemedi; buna gore heterolog proteinlerin aktif olmadiklari anlagilda.

Tek ¢enekli bitkilere ait DIMBOA-B-glukozidaz ve dihurinaz enzimlerinin aktif
formlarinin olusturulmasinda translasyon sonrasi glikozillenmeleri gerekmedigi i¢in bu
genlerin  prokaryotik organizmalarda aktif rekombinant proteinleri meydana
getirebildikleri bilinmektedir. Ornegin, Z. mays’in Glul ve Glu2 enzimlerini sifreleyen
genlerin ¢cDNA’lar1 E. coli’de klonlamis ve olusan heterolog enzimlerin dogal
(DIMBOA-Glc) ve yapay (oPNG ve pNPQG) substratlar ile aktiviteleri gosterilmistir
(Cicek ve Esen, 1998b). Aymi sekilde, DIMBOA-B-glukozidaz ve dihurinaz

enzimlerinin substrat 6zgiilliikklerinin arastirilmasinda, E. coli heterolog anlatim sistemi
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kullanilmistir (Cigek ve dig., 2000; Verdoucqve dig., 2003). Ancak, translasyon sonrasi
glikozillenen B-glukozidazlarin aktif heterolog anlatimlar1 maya tiirli okaryotik bir
organizmada yaptirilabilmektedir. Ornegin, M. esculenta’nin glikozillenen linamaraz
enzimi once E. coli’de pGEX-2T glutatyon S-transferaz vektorii kullanilarak
klonlandiginda olusan glikozillenmemis heterolog proteinin bozuk sekilde katlandig1 ve
stabil olmadig1 goézlenmis (Kereszteessy ve dig., 1996), ancak ayni enzimi sifreleyen
gen, S. cerevisiae SUC2 salg1 sinyal dizisini igeren pY X243 vektortii ile S. cerevisiae’de
klonlandiginda aktif heterolog protein elde edilebilmistir (Kereszteessy ve dig., 2001).
Chen ve Halkier (1999) Brassica napus’tan izole edilen mirosinaz (Myrl) enzimini
sifreleyen geni, S. cerevisiae’de klonladiklarinda aktif proteine c¢evrilebildigini
gostermislerdir. Benzer sekilde, Dalbergia cochinchinensis’de dalkokinaz enzimini
sifreleyen gen Pichia pastoris’de klonlanmig; bu yabanci konakta salgilanan heterolog
enzimin aktivitesinin orjinal bitkiden izole edilenle ayni oldugu vurgulanmigtir
(Ketudat Cairns ve dig., 2000). Yine Pichia pastoris ekspresyon sistemi kullanilarak
Prunus serotina’da bulunan siyonogenik B-glukozidazlardan amigdalin hidrolaz1 (AH1)
ve prunasin hidrolazi (PH2 ve PHA4) sifreleyen toplam 1ii¢ genin heterolog
anlatimlart yaptirilmis ve katalitik aktiviteleri c¢esitli substratlarla gosterilmigtir

(Zhou ve dig., 2002).

Bu calismada ise ne glikozillenen myr/ geninin ne de glikozillenmeyen dhrl ve glul
genlerinin S. pombe’de aktif protein urlinleri gosterilemedi. Oysa S. pombe’de
translasyon sonras1 modifikasyonlarin (6rnegin glikozillenme) meydana geldigi
bilinmektedir (Giga-Hama ve Kumagai, 1997; Egel, 2004). Buna gore, klonlanan
genlerin hicbirine ait aktif proteinlerin varliginin saptanamamasinda daha bagka
nedenlerin olmasi gerektigi ortaya ¢ikmustir. Ozellikle translasyon sonrasi meydana
gelen degisikliklerde baz1 eksikliklerin ya da hatalarin olabilecegi izlenimini
uyandirmistir. Bu noktalar1 agiga ¢ikarmak i¢in Ornegin, sentezlenen polipeptidlerin
hiicre disina salinmasini saglayan, S. pombe igin gelistirilmis salgi tipi ekspresyon
vektorlerinde (Siam ve dig., 2004) klonlanmalar1 gerektigi yargisina varildi. Bundan
baska, S. pombe’nin kendi B-glukozidaz enzimi ile klonlanan genlerin heterolog protein
tiriinleri arasindaki etkilesimlerinin birtakim olumsuz etkiler yapabilecegi ya da
S. pombe’de P-glukozidaz aktivitesini kontrol eden bir diizenleme sisteminin

bulunmasiyla heterolog proteinlerin aktif irlinlerinin olusumunun engellendigi
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diisiiniildii. Ciinkii, cok yeni bir calismada Capsicum annum (kirmizi biber)’a ait olan ve
karotenoid biyosentez yolunda yer alan geranil geranil profosfat sentaz (GGPPS)
enziminin cDNA’sinin karotenoid biyosentez yolu bulunmayan S. pombe’de anlatimu

konstitiitif promotorii olan pART1 araciligiyla basarilmistir (Giinel, 2004).

Sonug olarak, S. pombe’de klonlanan bitki B-glukozidaz genlerinin heterolog anlatimlari
aktif proteinlerin olusmasi seklinde basarildiginda, B-glukozidazlarin 6zellikle islevsel
analizlerinin yapilmasina olanak verecek diizeyde bol aktif enzimler elde edilebilecektir.
Bu sekilde, yonlendirilmis mutagenez, ya da kimerik enzim elde etme gibi ¢aligmalarda

istenen Ozelliklerde enzimlerin elde edilmesi ve ¢cogaltilmasi da saglanacaktir.
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