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OZET

Thermotoga maritima Sel12A SELULAZ ENZIiMININ
KATALITIK OZELLIKLERINIiN PROTEIN MUHENDISLiGi
YOLUYLA GELISTiRILMESI

USTUKARCI, Handan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Serap EVRAN
Eyliil 2014, 78 sayfa

Seliilaz, diinya genelinde en yaygin kullanilan iiglincii endiistriyel enzimdir.
Seliilozun hidrolizi amaci ile kullanilan seliilazlarin diisiik kararlilig1 ve yiiksek
tiretim maliyeti, endiistriyel kullanimlarint kisitlamakta ve seliilozun istenilen
verimlilikte kullanimin1 engellemektedir. Bu tez calismasinda, hipertermofilik
Thermotoga maritima kaynakli seliilaz 12A enziminde protein miihendisligi
yontemleri kullanilarak amino asit degisiklikleri gergeklestirildi. Amino asit
degisiklikleri sonucu, optimum pH ve pH kararliligi ozellikleri degistirilmis
mutant enzimler elde edilmesi amaglandi. Seliilaz1 kodlayan gende error-prone
PCR yoluyla rastgele mutasyonlar olusturuldu ve gen kiitiiphanesi Escherichia
coli’ye aktarildi. Gen kiitiiphanesi karboksimetilseliiloz agarda Kongo kirmizisi
ile boyama yontemi kullanilarak tarandi. Asidik ve bazik pH degerlerinde dogal
enzime kiyasla daha kararli olan mutant enzimler belirlendi ve bazi enzimatik

ozellikleri karakterize edildi.

Anahtar Sozciikler: Thermotoga maritima, seliillaz, Sell2A, error-prone PCR,

protein miithendisligi, seliiloz
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ABSTRACT

IMPROVING THE CATALYTIC PROPERTIES OF Thermotoga
maritima CEL12A CELLULASE ENZYME BY USING PROTEIN
ENGINEERING

USTUKARCI, Handan

MSc in Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Serap EVRAN
September 2014, 78 pages

Cellulases are the world’s third most widely used industrial enzymes. However,
low stability and high production cost limit the utilization of these enzymes in
hydrolysis of cellulose. In this thesis, amino acid exchanges were introduced onto
cellulase 12A from Thermotoga maritima via protein engineering methods. The
aim of introducing amino acid exchanges was to obtain mutant enzymes with
altered optimum pH and pH stability profiles. A gene library was generated, and
random mutations were introduced onto tmCell2A gene by using error-prone
PCR. The resulting gene library was tansformed into Escherichia coli cells. The
gene library was screened by observing zones after staining carboxymetyl
cellulose agar plates with congo red. Mutants, which were more acid and alkali
stable than wild-type enzyme were obtained. Then, some of the catalytic

parameters were analyzed.

Keywords: Thermotoga maritima, cellulase, Cell2A, error-prone PCR,

protein engineering, cellulose
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1. GIRIS
1.1 Seliiloz

Seliiloz biitiin yliksek bitkilerin, bir¢ok alg ve bazi mantarlarin hiicre
duvarii olusturan temel bilesendir ve bitki kuru agirliginin yaklasik %35-50’sini
olusturmaktadir (Cheng et al., 2011). Biyosferde en fazla bulunan organik
bilesiklerden birisidir ve yeryiiziindeki en biiylik organik karbon rezervidir (Yang
et al., 2010; Pereira et al., 2010). Bu polisakkaritin, diinyadaki toplam miktarinin
7x10"" ton oldugu tahmin edilmektedir (Coughlan, 1985). Bu agidan, yenilenebilir

enerji kaynagi olarak muazzam bir potansiyeli vardir (Yang et al., 2010).

Selilloz renksiz, tatsiz, hidrofilik, suda ve c¢ogu organik ¢ozgende
¢Oziinmeyen, kiral, biiyilk bir kimyasal ¢esitlilige sahip, ¢Ozlinmez bir
polisakkarittir. Biyolojik degredasyona karsi dogal bir direnclilik saglayan rijit
yapis1 ve ¢oziinmez olusu ile diger polisakkaritlerden ayrilmaktadir (Yang et al.,
2010).

Bitkiler tarafindan tiretilen seliiloz ¢ogunlukla hemiseliiloz, lignin, pektin ve
baska maddelerden olusan bir polimer matriksi i¢inde bulunur ve lignoseliilozik
biyokiitle olarak tanimlanir. Mikrobiyal seliiloz ise oldukca saf, daha yiiksek su
icerikli ve uzun zincirlerden olusan bir yapiya sahiptir (Morana et al., 2011).

Seliiloz zincirinin genel yapisi Sekil 1.1°de gosterilmistir (Karapinar, 2002).

CHL0H ox CHz0K

Sekil 1.1. Seliiloz zincirinin genel yapisi



Seliiloz diiz zincirli bir polimerdir ve (C¢H;9Os), genel formiilii ile ifade
edilmektedir. ~ Sayilar1  birka¢  yiiz ile 10.000 arasinda  degisen
1,4-B-D- glukoz birimi, C4 ile C1 atomlarinin ekvatoryal hidroksil (-OH) gruplar1
arasindaki asetal fonksiyonel gruplar ile baglantilidir (Sekil 1.1) (Jagtap and Rao,
2005). Birkag yiiz nm uzunlugunda olan bu zincirler elektron mikroskobu yardimi
ile gozlenebilmektedir (Karagali, 2006).

Selillozun yapisinda {i¢ farklt hidrojen bagi bulunmaktadir. Zincir
igerisindeki hidrojen baglari, tekli zincirin konformasyonunu ve seliilozun
dayaniklilik derecesini belirlemektedir. Zincirler arasi hidrojen baglari, seliilozun
tekli zincirlerinin yan yana durmasini saglamaktadir. Tabakalar arasi hidrojen
baglari ise tabakali yapidan sorumludur (Watanabe and Tokuda, 2001; Klemm et
al 2002, 2005). Seliillozda bulunan hidrojen baglar1 sekil 1.2’de gosterilmistir
(Fidanci, 2009).

Zincir igi
Hidrojen
Baglan .

Zincirler arasi
Hidrojen
Baglan

Tabakalar
arasl

\~ Hidrojen
i\ Baglan

Sekil 1.2 Seliiloz yapisinda bulunan hidrojen baglari



1.2 Seliiloz Hidrolizinde Gorevli Enzimler

Seliilozun hidrolizinde gorevli enzimler, genel olarak seliilazlar olarak

adlandirilmaktadir ve glikozil hidrolaz sinifina (EC 3.2.1.x) ait enzimlerdir.

Cok sayida seliilotik organizma karakterize edilmistir. Bu organizmalar

aerobik, anaerobik, mezofilik veya termofilik karakterdedir. Cizilge 1.1°de

seliilolitik mikroorganizmalara 6rnekler gosterilmistir (Morana et al., 2011).

Cizelge 1.1 Seliilolitik mikroorganizmalara drnekler

Mikroorganizma

Gram reaksiyonu

Biiyiime sicakhgr (°C)

Biiyiime kosulu

Mezofilik seliilolitik bakteri

Bacillus pumilus + 30 Aerobik
Clostridium josui - 45 Anaerobik
Erwinia carotovora - 26 Aerobik
Hipertermofilik seliilolitik bakteri ve Archaea

Thermotoga maritima - 80 Anaerobik
Thermobifida fusca + 50-55 Aerobik
Sulfolobus solfataricus - 85 Aerobik
Mezofilik seliilolitik fungus

Aspergillus niger 30 Aerobik
Piramyces equi 39 Anaerobik
Trichoderma reesei 24 Aerobik
Termofilik seliilolitik fungus

Chaetomium thermophilum 45-55 Aerobik
Scytalidium thermophilum 40 Aerobik

Seliilazlarin biiyiik ¢ogunlugu, fungi ve bakterilerde bulunmakla birlikte,

protozonlar, bitkiler ve bazi hayvanlar tarafindan da sentezlenmektedir (Lee and

Koo, 2001; Tomme et al.,1995).

Ortamda glukozun bulunmasi durumunda,

seliilaz sentezi baskilanir. Glukozun tiikenmesi veya ortamda indiikleyicilerin

(seliilozik materyal vb.) bulunmasi durumunda seliilaz iiretilmektedir (Ilmén,

1997).




Genel olarak mikroorganizmalarda, bitki hiicre duvarinin degradasyonu icin
iki sistem bulunmaktadir. Birinci sistemde, mikroorganizma seliilozu parcalamak
i¢in sinerjetik olarak ¢alisan bir grup serbest enzim iiretmektedir. Ikinci sistemde
ise, degradasyonu saglayan enzimler seliilozom adi verilen bir enzim kompleksi
seklindedir. Aerobik bakteriler ve funguslar ¢ok az diizeyde seliilaz iiretirler.
Anaerobik bakteriler ve funguslar daha yiiksek diizeyde seliilaz tiretmektedirler
(Morana et al., 2011).

Seliilazlar, seliilozda bulunan 1,4-B-D-glikozidik baglarimin hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Seliilozun geri doniisimii ve karbon dongiisiinde
seliilazlar dogada 6nemli bir rol oynamaktadir (Morana et al., 2011). Bu baglarin
enzim katalizi olmadigi kosulda ve 25°C’deki yar1 omrii 5-8 milyon yildir
(Wolfenden and Snider, 2001).

Seliilozun, tamamen sellobioz ve [-glukoz gibi ¢6ziinebilir sekerlere
parcalanabilmesi i¢in birka¢ hidrolitik enzim sinerjetik olarak caligmaktadir.
Seliilazlar dort ana grupta siniflandirilmaktadir (Bhat and Bhat, 1997).

i. Endoglukanazlar (EC 3.2.1.4)

Cogunlukla karboksimetilseliilazlar olarak bilinen bu enzimler seliilozun i¢
bolgesinde bulunan amorf bolgelerdeki seliilloz fibrillerine rastgele saldirarak
glikozidik baglar1 hidrolizlemektedirler. Bunun sonucunda, farkli uzunluklarda
oligosakkaritler ortaya ¢ikarak yeni zincir sonlar1 olugsmaktadir (Lynd et al., 2002;
Morana et al., 2011). Bu kataliz polimer uzunlugunda hizl bir diisiise ve indirgen
seker konsantrasyonunda hizli bir artisa neden olmaktadir. Endoglukanazlar,
biyokiitle doniisiimii ve bagka endiistriyel prosesler i¢in onemlidir (Vlasenko et
al., 2010).

ii. Ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.74)

Mevcut seliilazin %40-70’ini olusturan bu enzimler, mikrobiyal seliilaz
sistemlerinin temel bilesenidir. Kristal yapili selillozu yiiksek derecede
hidrolizleyebilmektedirler. Bu enzimler, polimer zincirlerin indirgen ve indirgen

olmayan uglarindan -glukoz ve sellobioz birimlerini ortaya ¢ikarmaktadirlar.



iii. Sellobiyohidrolazlar (EC 3.2.1.91)

Indirgen ve indirgen olmayan uctan iki birim glukoz (sellobioz) ayirarak
seliiloz zincirini hidrolizlemektedirler. Bu kataliz indirgen sekerin hizli salinimini

saglarken, polimer uzunlugunda kii¢iik degisimlere neden olmaktadir.
iv. p-glikozidazlar (EC 3.2.1.21)

Bu enzimler glukoz dimerlerini hidrolizleyerek ve bazi durumlarda

sellobiyo-oligosakkaritlere etki ederek glukoz birimlerini agiga ¢ikarmaktadirlar.

Bu enzimlerin timi  selillozdaki  1,4-B-D-glikozidik  baglarini
hidrolizlemektedirler. Ancak yapmnin makroskopik 6zellikleri bakimindan
spesifiklikleri farklidir. Bu enzimler, bir polisakkarit zinciri ile siirekli olarak
etkilesim icinde olduklarinda aktiftir. Polisakkarit zinciri ile kisa siireli bir
etkilesim sonrasinda veya polisakkarit zincirinin bir baska polisakkarit zinciri ile

etkilesmesi durumunda inaktif enzimlerdir (Morana et al., 2011).

Seliilozun ¢6zlinmez olusu seliilaz sistemleri i¢in bir sorun teskil etmektedir.
Bu nedenle, cogu seliilolitik enzim katalitik domainlerine ek olarak katalizde
gorevli olmayan, ancak substratt baglayan veya hiicre yiizeyine baglanmayi
saglayan selilloz baglayic1 domainler (cellulose binding domains, CBDs)
icermektedir. Bu domainlerin, enzimlerin Kkatalitik bolgelerini  seliiloza
yaklagtirarak degradasyona yardimci oldugu disiiniilmektedir (Tomme et al.,
1995).

1.2.1 Seliilazlarin adlandirilmasi

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(International Union of Biochemistry and Moleculer Biology, [UBMB) esaslar1
temel alinarak, substrat spesifikliklerine gore numaralandirilmaktadir. Seliilazlar,
hemiseliilazlar ve baska bir¢ok polisakkaridaz ile birlikte O-glikozid hidrolazlar
seklinde siiflandirilmaktadir (EC 3.2.1.x).

Her bir enzim i¢in substrat cesitliligi tam olarak belirlenememistir ve
substrat spesifiklikligini esas alan siniflandirma bu nedenle zordur. Bundan
dolayi, glikozid hidrolazlar (GH) i¢in amino asit dizi benzerliklerine dayali

alternatif bir siniflandirma 6nerilmistir. Bu smiflandirmada glikozid hidrolazlar



ailelere ayrilmaktadir (Henrissat, 1991; Henrissat and Bairoch, 1993; Henrissat
and Bairoch, 1996). Bir GH ailesine mensup olan {iyeler, aymi protein
katlanmasina, genel bir katalitik bolge motifi ve ayni reaksiyon mekanizmasina
sahiptirler. Bu siniflandirmaya gore, farkli aktivitelere ve substrat spesifikligine
sahip bakteri, fungus, bitki ve hayvan enzimleri ayn ailede bulunabilmektedir.
Bununla birlikte belirli bir aktivite, birka¢ farkli ailede bulunabilir. B-1,4-
endoglukanazlar (EG) bu duruma bir Ornektir. Yaklagik 12 GH ailesi
tammmlanmustir: GH 5, 6, 7, 8, 9, 12, 26, 44, 45, 48, 51 ve 74. Benzer Ozelliklere
sahip olan baz1 GH aileleri klan ad1 verilen gruplar1 olusturmaktadir. Ornegin, GH
11 ve 12 aileleri GH klan-C (GH-C) seklinde gruplandirilmaktadir (Henrissat and
Bairoch, 1996).

Smiflandirmaya ek olarak, yeni bir adlandirma semasi da Onerilmistir
(Henrissat et al., 1998). Bu adlandirmaya gore, ilk iki harf enzimin ait oldugu
organizmay1, ardindan gelen {i¢ harf tercih edilen substrati, verilen numara tiyesi
GH ailesini ve takip eden biiyiik harf enzimin organizmada rapor edildigi siray1
belirtmektedir. 7mSell2A seklindeki adlandirmada, 7m, enzimin Thermotoga
maritima kaynakli oldugunu, Sel enzimin tercih ettigi substrati (seliiloz); 12
enzimin GHI12 ailesine iiye oldugunu; A ise Thermotoga maritima’da rapor
edilmis ilk GH12 seliilaz oldugunu gostermektedir.

GH smifi enzimlerinin sayisinin giderek artmasi nedeni ile, Coutinho ve
Henrissat tarafindan siirekli giincellenen bir veritaban1 olusturulmustur
(http://www.cazy.org/) (Coutinho and Henrissat, 1999). Bu veritabaninda,
2500°den fazla organizmanin karbohidrat aktif enzimleri, 115 aile seklinde

gruplandirilmstir.
1.2.2 Seliilazlarin etki mekanizmalar1

Kristal yapili seliilozun yikimi ii¢ asamada gerceklesmektedir. Ik asamada,
endoglukanaz internal seliiloz zincirlerine etki etmektedir. Daha sonra
sellobiyazlar uglara saldirarak sellobioz agiga c¢ikarmaktadirlar. Son asamada,
sellobioz ve sello-oligosakkaritler B-glikozidazlar tarafindan glukoz olusturmak
tizere hidrolizlenmektedir (Nakazawa et al., 2009). Bu etkilesimlerin karmagik
yapisi nedeni ile seliilozdaki herhangi bir modifikasyon, sterik substitusyon veya
—OH uzaklagmasi, katalizi etkileyebilir (Canterel et al., 2009). Endo ve

ekzoglukanazlarin enzimatik depolimerizasyon adimlari, seliilloz yikiminda hizi



belirleyici adimlardir (Zhang, 2006). Seliillozun enzimatik hidrolizinde gorevli

enzimler Sekil 1.3’te gosterilmistir (Morana et al., 2011).
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Sekil 1.3 Seliilozun enzimatik hidrolizinde gorevli enzimler

Seliilazlarin katalitik mekanizmasi, B-1,4-glikozidik baglarina niikleofilik
saldir1 ve asit- baz reaksiyonu igermektedir (Birsan et al., 1998; Vocadlo and
Davies, 2008). Glikozidik baglarin yikimi, glikozil-okzokarbokatyon ara {iriinii ve
katalitik asit/nilikleofil olarak gdrev yapan iki asidik amino asit yan grubunun
katilimi ile, anomerik karbonun konformasyonunu ayni tutan veya ters ceviren
mekanizmalara gore gergeklesmektedir (Vlasenko et al., 2010). Koshland,
glikozid hidrolazlarin katalitik aktivitesine iligkin iki ayr1 etki mekanizmasi 6ne
stirmiistiir (Koshland, 1953). Seliilazlarin 6nerilen katalitik mekanizmalar1 Sekil
1.4°te gosterilmistir (Morana et al.,2011). Onerilen birinci etki mekanizmasinin
(retaining mekanizmasi) ilk basamaginda, karboksilat gruplarindan biri asit
katalizorii (AH) gibi davranir ve glikozidik oksijeni protonlar. Es zamanli olarak
ikinci karboksilat olan baz (B") ise anomerik karbona niikleofilik saldiriy
gerceklestirerek  glikozil-enzim ara {iriiniinii olusturur. Ikinci adim olan
deglikozilasyonda, olusan glikozil-enzim bir su molekiilii ile hidrolizlenir ve
anomerik karbondaki bu ikinci niikleofilik substitusyon sonucu baslangictaki
substratla ayn1 stereokimyada iirlin olusur (Kelly et al.,1979; Davies and Sinnott,
1997, McCarter and Withers, 1994).

Onerilen ikinci mekanizmaya (¢evrilme (inverting) mekanizmasi) gore,

substratin yikimi sonrasinda anomerik karbon (C1) atomunun konfigilirasyonunda



net bir doniisim olusur. Ornegin, PB-glikozidik bagm hidrolizi sonucu
a- konfigiirasyonuna sahip bir iiriin olusur. Yikim tekli niikleofilik yer degistirme
mekanizmas1 ile gergeklesir. Bu katalitik mekanizma iki katalitik karboksilat
grubu icermektedir. Glikozidik oksijen bir asit yan grubu tarafindan protonlanir ve
ayrilma reaksiyonuna baz (B") tarafindan aktive edilmis bir su molekiiliiniin
saldiris1  eslik eder. Bu tekli substitiisyon sonucunda substrat ile ters

stereokimyaya sahip iiriin olusur.
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Sekil 1.4 Seliilazlarin etki mekanizmalari

GH12 ailesi enzimlerinin glikozidik baglar1 retaining mekanizmasi ile
hidrolizlemesi sonucu baglangigtaki substratla ayni stereokimyada {iriin olusur ve
bu enzimler cogunlukla transglikozilasyon ozelliklerine sahiptir (Davies and
Sinnott, 1997; McCarter and Withers, 1994).

1.2.3 Seliilazlarin kullanim alanlar

Seliilazlar, 30 yil1 agkin siiredir ticari olarak kullanilmaktadir (Kuhad et al.,
2011). Diinyada en fazla kullanilan ii¢lincii enzimdir (Pereira et al., 2010).
Seliilazlar gida, tekstil, deterjan, kagit, kiispe, hayvan yemi, ¢evre korumasi ve
atik yonetimi, farmasoétik, biyoenerji, biyoyakit, meyve suyu, zeytin yagi, sarap ve
bira endiistrilerinde kullanilmaktadir (Lin et al.,2011; Yang et al., 2010; Pereira et
al.,2010; Kuhad et al.,, 2011) Lignoseliilolitik biyoyakit yenilenebilir ve
stirdiiriilebilir olmasi nedeni ile fosil yakita iyi bir alternatiftir (Wang et al., 2012).
Seliilozik atiklardan etanol iiretim maliyeti diisiiriildiigii takdirde, seliilloz ve
seliilazin pazardaki oraninin ¢arpici bir sekilde artacagi belirtilmektdedir (Cherry
and Fidantsef 2003; Pereira et al., 2010).



1.2.3.1 Kagit ve kiispe endiistrisi

Seliilazlar bu endiistrinin farkli uygulamalarinda 10 yildir kullanilmaktadir
(Kuhad et al., 2011). Bu uygulamalar arasinda, biyomekanik prosesler, kagit geri
doniisiimiinde miirekkep uzaklastirilmasi gibi uygulamalar bulunmaktadir (Bhat,
2000). Seliilazlarin kullanildig1 proseslerde %?20-40 arasinda enerji tasarrufu
saglanmaktadir (Bhat, 2000; Kuhad et al., 2011; Morana et al., 2011). Bunun
yaninda, seliillaz uygulamalar1 ile elde edilen kagitlarin beyazlik ve parlaklik
derecelerinin arttigi goézlenmistir (Singh et al., 2007). Miirekkebin enzimatik
olarak uzaklastirilmasinin temel avantajlari, alkali kullanimini diislirmesi ya da
tamamen ortadan kaldirmasi, lif parlakligin1 ve dayanikliligini arttirmasi ve daha
temiz bir goriiniim saglamasidir. Asidik kosullarda miirekkep uzaklastirilmasi
alkali sararmayi Onlemekte, miirekkep uzaklastirma islemini basitlestirmekte,
gerekli kimyasal miktarin1 ve c¢evre kirliligini azaltmaktadir (Stork and Puls,
1996; Kuhad, 2011).

1.2.3.2 Tekstil endiistrisi

Seliiloz  temelli tekstillerin  kalitelerini arttirma ve  goriintimlerini
giizellestirme amacini tasiyan islemlerde en basarili sekilde kullanilan enzimler
seliilazlardir (Kuhad et al., 2011). Kotlarin, pamuk ve diger seliilozik kumaslarin
biyotaslanmast ve biyocilalanmasinda seliilazlar basarili  bir  sekilde
kullanilmaktadir. Ponza tas1 kullanilarak yapilan taglama islemi liflerin zarar
gormesine, makinelerin ¢abuk asinmasina, giivenli olmayan ¢alisma kosullarina,
cep ile kumas katlarinin arasindaki taglarin el ile ¢ikarilmasi gerekliliginden
dolay1 is yiikiine neden olmaktadir. Volkan tas1 yerine seliilazlarin kullanimi ile
bu dezavantajlar bertaraf edilmis ve ¢evrenin daha az zarar gormesi saglanmistir
(Bhat, 2000; Kuhad et al., 2011). Asidik seliilazlarin kullanimi, yumusaklig1 ve
liflerin su tutabilirligini artirmakta, pamukguk olusum egilimini gii¢lii bir sekilde
azaltmakta ve daha az tlylii, piiriizsiiz, yumusak ve parlak, temiz ylizey yapisi
saglamaktadir (Sreenath et al., 1996).

1.2.3.3 Deterjan endiistrisi

Seliilazlarin deterjanlarda kullanilmalarinin en onemli sebebi biyog¢odziiniir
olmalar1 ve ¢ok az miktarlarinin, ¢ok biiyiik miktarlardaki kimyasal katalizor
yerine gegmesidir (Morana et al., 2011). Seliilazlar pamuk i¢ceren kumaslarda renk

parlakligini, dokunusu ve kir c¢ikariciigimi arttirmaktadir. Alkali seliilazlar,
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deterjan sanayisinde potansiyel bir deterjan katki maddesidir. Bu enzimler,
fibrillerin i¢ kisimlar ile etkileserek fibriller arasindaki alanda biriken kirin
geleneksel  deterjanlarin  varliginda uzaklastirilmasinm1i  kolaylastirmaktadir
(Sukumaran et al., 2005; Singh et al., 2007; Kuhad et al. 2011).

1.2.3.4 Gida isleme endiistrisi

Gida isleme endiistrisinde seliilazlar; hemiseliilazlar, pektinazlar ve
ksilanazlar ile birlikte maserasyon enzimleri olarak bircok alanda
kullanilmaktadir. Meyve ile sebze sularinin elde edilmesi, meyve nektar ve
purelerinin liretimi, zeytinyagi ve karotenoid ekstraksiyonu gibi uygulamalarda
islev gostermektedirler. Seliilazlar, diger maserasyon enzimleri ile birlikte,
ekstraksiyonu ve berraklastirmay1 kolaylastirmakta, verimi ve ek bir sermaye
yatirimi gerektirmeden proses performansini arttirmakta, tropikal meyvelerin
nektar ve piirelerinin viskositesini azaltmaktadir (Kuhad et al., 2011; Bhat 2000).

1.2.3.5 Ziraat endiistrisi

Seliilazlarin,  hemiseliilazlar ~ ve  pektinazlarin  farkli  oranlarda
birlesimlerinden olusan enzim preparatlari, ekinlerin biiylimesini arttirici ve bitki
hastaliklarin1 kontrol edici 6zellikleri dolayisi ile ziraat alaninda kullanilmaktadir.
Seliilazlar ayn1 zamanda, toprak kalitesinin arttirilmasi amact ile de
kullanilmaktadir (Kuhad et al., 2011).

1.2.3.6 Havyvan vemi endiistrisi

Seliilazlarin  ve hemiseliilazlarin  kullanimi, yem miktarim1 ve hayvan
performansini arttirmadaki potansiyelleri dolayisi ile dikkat ¢ekicidir (Dhiman et
al., 2002; Kuhad et al., 2011). Bu enzimlerin kullanimi, tavukta ve domuzda
sindirimi ve adsorpsiyonu arttirdig1 i¢in agirlik artis1 saglayabilmektedir (Singh et
al., 2007; Bhat, 2000; Kuhad et al., 2011). Yem stok {iretiminde termofilik
seliilazin kullanim1 potansiyel patojenleri azaltabilecegi gibi, yemin besin degerini
ve sindirimini de arttirmaktadir (Bhat, 2000).

1.2.3.7 Sarap ve bira endiistrisi

Seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlarin kullanimi, bira iiretimi ve sarap

biyoteknolojisinde son iirlin kalitesini arttirmak ve kimyasal madde kullanimini
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ortadan kaldirmak amaci ile kullanilmaktadir. Enzim kullanimi, lapanin
vizkositesini diisiirmekte ve tiim prosesin verimini artirmaktadir. Seliilolitik ve
hemiseliilolitik enzimler, par¢alanamayan lignoseliilozik biyokiitlenin, fermente
edilebilen sekerlere doniisiimiinii ve alkol diizeyini fark edilebilir oranda
arttirmaktadir. Uriiniin kalitesi artarken tiim prosesin maliyeti azalmaktadir
(Morana et al., 2011).

1.2.3.8 Bivoetanol iiretimi

Biyoetanol iiretimi, lic asamada gerceklesmektedir. Birinci adimda seliiloz
ve hemiseliilozun ligninden ayrilmasi icin delignifikasyon gergeklestirilir. Ikinci
adimda sakkarifikasyon gerceklestirilir ve polisakkaritler fermente edilebilir
sekerlere doniistiiriiliir. Bu asamada endoglukanaz, B-glukozidaz, ksilanaz, a-
arabinozidaz, B-ksilozidaz gibi birka¢ enzimin birlikte ¢alismas1 gerekir. Ugiincii
adimda da maya veya baska mikroorganizmalar, aciga ¢ikan heksoz veya pentoz

sekerleri kullanarak etanol tiretimini gerceklestirir (Morana et al., 2011).

1.2.3.9 Atik yonetimi

Ormanlar, zirai alanlar ve endiistriler biiylik miktarda, c¢evre kirliligine
neden olan seliiloz iiretmektedir (Milala et al., 2005; Kuhad et al., 2011).
Giiniimiizde seliilolitik enzimlerden yararlanarak bu atiklarin kullanilmasi ve
enzim, seker, biyoyakit ve kimyasal madde iiretimi ya da fermentasyon i¢in ucuz
enerji kaynaklar1 saglanmaktadir. Hayvan yemi ve gida maddeleri gibi degerli
irlinler elde edilmektedir (Kuhad et al., 2011).

1.3 Thermotoga maritima Seliilazlari

Anaerobik Thermotoga maritima genomu tamamen aydimnlatilmig ilk
organizmalardan biridir. Hipertermofilik bir organizma olan 7. maritima genis bir
pH araligina sahip (5,5-9) ve sicakliklar1 55-90°C (optimum 80°C) olan sicak su
kaynaklarinda bulunmaktadir. Bu mikroorganizma, ¢esitli basit ve kompleks
karbohidratlar1 (glukoz, siikroz, nisasta, seliiloz ve ksilan1) metabolize edebilmesi
dolayisi ile dikkat ¢ekmektedir (Liebl et al., 1997; Lim et al., 2003; Huber et al.,
1986). Diger arkea ve bakteri genomlari ile karsilastirildiginda, en fazla glikozid
hidrolaz ¢esidine sahip olan mikroorganizmadir (Chhabra et al.,, 2003)
T.maritima genlerinin %7’sinin karbohidrat kullanimi, yikimi ve metabolize

edilmesi ile ilgili oldugu tahmin edilmektedir (Nelson et al., 1999).



12

T.maritima’nin genomu incelendiginde, glikozid hidrolaz aileleri ig¢inde
siniflandirilabilen birka¢ endoglukanaz varligi goriilmektedir. Bronnenmeier et al.
(1995) tarafindan ilk olarak seliilaz I ile seliilaz II izole edilmistir. Bu ¢alismanin
ardindan, Liebl et al. (1996) tarafindan seliilaz I’in Sel12A (Tm1524), Conners et
al. (2006) tarafindan seliilaz II’nin Sel12B oldugu gosterilmistir. Bu enzimler ile
birlikte T.maritima’nin Sel5A, Sel5B, Sel74 ve B-1,4-glukanazlar1 tasidigi
gosterilmistir. Sell2B ile Sel74 endoglukanazlari N-terminallerinde bulunan
sinyal dizileri nedeni ile ekstraseliiler enzimlerdir. SelSA, Sel5SB ve Sell2A
intraseliiler enzimlerdir (Chhabra and Kelly, 2002). 7. maritima’dan karakterize
edilmis endoglukanazlara ait baz1 6zellikler cizelge 1.2°de verilmistir (Chabba et
al., 2002a, Khan et al., 2007, Liebl et al., 1996, Chabba et al., 2002b).

Cizelge 1.2 T.maritima endoglukanazlari

Icerdigi Molekiil Opt. | Opt. | Katalitik amino
amino asit agirh@ pH T | asitler
sayis1 (kDa)
TmSel5A 317 37.3 6 80°C | Glul37/Glu253
(TM1751)
TmSel5B 329 39.3 6.6 | 70°C | Glul39/Glu259
(TM1752)
TmSel12A 258 29.8 6 95°C | Glul34/Glu 231
(TM1524)
TmSel12B 274 31.7 6 85°C | Glul52/Glu250
(TM1525)
TmSel74 707 79.4 6 90°C | Asp x/ Asp x
(TMO0305)

258 amino asitten olusan 7. maritima selillaz 12A (TmSell2A), GH12
glikozid hidrolazlar ailesi i¢inde yer almaktadir ve bir B-1,4-endoglukanazdir
(Liebl et al., 1996). Seliilozu daha kiiclik fragmentlere retaining mekanizmasini
kullanarak pargalayan, karbohidratin kullanimini kolaylastiran bir enzimdir.
Hipertermofilik dogasi nedeni ile endiistriyel uygulamalar agisindan avantajlidir.
GHI12 ailesi, GHI11 ailesi ile yakin iligkilidir ve birlikte klan C’yi
olustururmaktadirlar (Cheng et al., 2010; Cheng et al., 2012).
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TmSell2A’nin B-sandvi¢ yapisinin i¢ kismi hidrofobik amino asitlerce
zengindir ve protein ¢ekirdegini olusturmaktadir. Hidrofobik amino asitlerin
yaninda aromatik amino asitler de (6zellikle fenilalanin) bulunmaktadir. Protein
cekirdeginin merkezi birka¢ triptofan ve tirozin yan grubu tarafindan
cevrelenmektedir (Trp26, Trp75, Trpll18, Trpl38, Trpl76, Trpl78 ile Tyr6l,
Tyr65, Tyr180). Substrat bu amino asit artiklar ile etkilesmektedir. Glul34 ve
Glu231 katalitik amino asitlerdir. 7mSell2A’nmin katalitik etkinligi, substrat
baglama ve iiriin serbest birakma arasindaki hassas dengeye baglidir (Cheng et al.,

2010). TmSel12A enzim yapisinin ribbon gosterimi Sekil 1.5°te verilmistir.

Sekil 1.5 T.maritima Sell2A enziminin ribbon gosterimi (PDB kodu: 3AMH)

1.4 Protein Miihendisligi

Bir proteinin 6zelliklerinin gelistirilmesi amaci ile yapis1 {izerinde
degisiklikler yapilmasina yonelik gerceklestirilen uygulamalar protein
mihendisligi  olarak adlandirilmaktadir. Protein miihendisligi, &zellikle
endiistriyel alanlarda kullanilan enzimler i¢in 6nemlidir. Yiiksek sicaklik, organik
¢cOzgen, yiiksek derecede asidik veya bazik ortam gibi kosullarda gergeklesen
endiistriyel proseslerde bir¢ok enzimin aktivitesi diiser ya da enzim tamamen
inaktivasyona ugrar. Protein miihendisligi kullanilarak, enzimlerin bu gibi
kosullarda c¢alisabilecek sekilde gelistirilmesi ve maliyet azaltilmasi miimkiindiir

(Cherry and Fidantsef, 2003). Bir enzimin Ozelliklerinin gelistirilmesi icin
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rasyonel tasarim ve yonlendirilmis evrim olmak iizere iki strateji mevcuttur
(Zhang et al., 2006b).

1.4.1 Rasyonel tasarim

Rasyonel tasarim 20 yi1l o6nce kullanilmaya baslanmis ilk protein
miihendisligi yaklasimidir. Bu strateji i¢in protein yapisi, biyolojik katalizin
yapisal temelleri ve yapi-fonksiyon iliskisi hakkinda detayl bilgi gerekmektedir
(Zhang et al., 2006b). Rasyonel tasarim dogal enzimlerin termal kararhilik gibi
Ozelliklerini gelistirmek i¢in biyoteknolojide kullanilmaktadir (Leisola and
Turunen, 2007).

Rasyonel tasarim prosesi uygun enzimin se¢imi, amino asit degisikliklerinin
yuksek c¢oziiniirliiklii kristal yapisi temel alinarak tanimlanmasi ve mutantlarin
karakterizasyonu asamalarindan olusmaktadir. Modifikasyon yapilacak protein
bolgesinin tanimlanmasi, sadece bolgenin var olan fonksiyon bilgisini degil ayni
zamanda istenilen yeni fonksiyonun da bilgisini gerektirmektedir (Zhang et al.,
2006b). Bu bilgiler dogrultusunda, bilgisayar simiilasyonlar1 yardimi ile aktif
merkez Ozellikleri, substrat baglanmasi, termal kararlilik ve protein katlanmasinin
incelenebilir (Leisola and Turunen, 2007). Ancak, bir¢ok enzim igin yap1 ve
mekanizma bilgisi bulunmamaktadir. Hedef enzim ile ilgili yap1 ve katalitik
mekanizma bilgisi olsa da, istenilen 6zelligi kazandirmak i¢in gerekli molekiiler

modifikasyon i¢in yeterli bilgi olmadig1 durumlar mevcuttur (Arnold, 2001).

Rasyonel tasarim, aktif merkez yakininda veya substrat baglayici cepte
bulunan amino asit yan gruplarinin ii¢ boyutlu yapiya etkilerini incelemek icin
uygulanabilir bir yoldur (Brornscheuer and Pohl, 2001). Bununla birlikte, bir¢ok
onemli enzimatik 6zelligin az sayidaki katalitik amino asit yan gruplar ile sinirh
olmadig1 ve proteinin baska bdlgelerinde de lokalize oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, rasyonel tasarimin basarisi yalnizca iyi bilinen reaksiyon ve enzimler ile
sinirlt kalmistir. (Zhang et al., 2006b)

1.4.2 Yonlendirilmis evrim

Kararli, ¢coziinilir formda, substrata baglanabilen ve katalitik gruplarin gegis
durumunu yonlendirebilen bir enzimi rasyonel tasarim ile elde etmek ¢ok zordur.
Bunun yaninda, yeni fonksiyonel proteini olusturmak i¢in dogru protein

katlanmasin1 tanimlamay1 saglayacak teorik bir taslak caligmanin olmamasi,
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enzim miihendislerini yonlendirilmis evrim ¢alismalarina yoneltmektedir (Leisola
and Turunen, 2007).

Rasyonel tasarim caligmalarinin izledigi yol fonksiyondan yapiya, yapidan
diziye dogrudur. Yonlendirilmis evrimde ise yol bunun tam tersidir (Leisola and
Turunen, 2007).

function —————— structure ———sequence
function structure sequence
function Sstructure sequencea

tight ¥

—— Rasvonel Tasanm

Yonlendinlmiz Eviim

"i-._._______‘_-_-_‘

loose

Sekil 1.5 Rasyonel tasarim ve yonlendirilmis evrimin izledigi yollar

Rastgele mutajenez veya yonlendirilmis evrimde protein yapisinda rastgele
degisiklikler olusturabilmek i¢in, olusan yeni protein varyantlar1 arasindan etkin
secim yapabilen tekniklere gereksinim duyulmaktadir. Olusturulan varyantlar,
spesifik bir oOzellige gore segilmektedirler. Bu secimin istenilen fonksiyona
yonelik olmasindan dolayi, yonteme yonlendirilmis evrim adi verilmistir (Leisola
and Turunen, 2007).

Farinas et al. (2001), basaril1 bir yonlendirilmis evrim i¢in gereksinimleri su
sekilde belirtmistir:

i. Hedeflenen fonksiyon, fiziksel, biyolojik ve evrimsel olarak
gergeklestirilebilir olmalidir.

ii. Hedeflenen fonksiyonu igerecek sekilde, yeteri biiytlikliikte bir
mutant kiitliphanesi olusturulmalidir.

iii. Hedeflenen fonksiyonu yansitacak sekilde hizli bir tarama veya

se¢im yontemi gelistirilmelidir.

Yonlendirilmis evrim c¢aligmalar1 genel olarak dort adimdan olusmaktadir
(Wang et al, 2012). ilk adim atasal proteinin se¢imini kapsar. Bu protein

cogunlukla hedeflenen fonksiyona benzer bir fonksiyona sahiptir, ancak istenilen
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uygulama igin en uygun olam degildir. ikinci adimda, atasal protein temel
almarak bir mutant kiitiiphanesi olusturulur. Mutant kiitiiphanesi olusturmak i¢in
birgcok yontem mevcuttur. Kimyasal mutajenez, mutator sus kullanimi, error-
prone PCR, DNA karistirma (Labrou, 2010; Wen et al., 2009) yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kiitiiphane olusturulmasi nispeten kolaydir, ancak kritik bir
adimdir. Uciincii adim, varyantlar arasinda hedeflenen 6zelligi gelismis olan
varyant1 bulmaktir. Bu, yonlendirilmis evrim deneylerinde en zorlayici adimdir
(Seeling, 2011). Son adim, tiim siireci istenilen fonksiyonu elde edene veya daha
cok gelistirmek miimkiin olmayincaya kadar tekrarlamaktir. Genellikle, boyle bir
dongiiniin haftalar ile aylar siirebilmesi yonlendirilmis evrim i¢in bir
dezavantajdir (Wang et al., 2012).

Yonlendirilmis evrimin en biiylik avantaji, enzim yapist ve enzim ile
substrat arasindaki etkilesim bilgisinden bagimsiz olmasidir. Coziilmesi gereken
en biiylik sorun ise, rekombinant DNA teknikleri kullanilarak gelistirilen
mutantlarin =~ performanslarint  dogru  sekilde  degerlendirecek  araclarin
gelistirilmesidir. Yonlendirilmis evrim deneylerinin basarisi, en iyi mutant enzimi
bulmak i¢in kullanilan metoda baglidir (Zhang, 2006).

1.5 Seliilazlar ile Ilgili Gergeklestirilen Protein Miihendisligi
Cahsmalan

Yonlendirilmis evrim uygulamalari, seliilazlarin 6zelliklerini gelistirmek
icin kullanilan en etkili yontemlerden biridir. Seliilazlar, diisiik kararliliga ve
yuksek iiretim maliyetine sahiptir. Bu da enzimin endiistriyel uygulamalarini
kisitlamaktadir. Yiiksek adsorpsiyon kapasitesi, yiiksek katalitik etkinlik ve termal
kararlilik, diistik {irtin inhibisyonu ve diisiik maliyet gibi o6zelliklere sahip
seliilazlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Lin et al., 2011).

Seliilazlarin ¢esitli 6zelliklerinin gelistirilmesine yonelik yonlendirilmis
evrim ¢alismalari mevcuttur. Nakazawa et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada,
Trichoderma reesei QM9414 susunun Sell2A enziminin kararlili§i ve spesifik
aktivitesi, error-prone PCR kullanilarak arttirilmis ve ekspresyon etkinligi
optimize edilmistir. Iki dongii sonucunda 2R4 (G41E/ T110P/ K173M/ Y195F/
P201S/ N218I) varyant1 elde edilmistir. Bu mutantin, dogal enzime kiyasla genis
bir pH araliginda (dogal enzim pH 4.4-5.2; 2R4 pH 4.4-8.8) aktivite gosterdigi ve
termal kararliligimin daha yiiksek oldugu (55°C’de dogal enzimin inaktivasyonu
30 dk; 2R4 varyanti 30 dk inkiibasyon sonunda aktif) belirlenmistir. 2R4
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varyantinin karboksimetilseliiloza kars1 kg, degeri 1,4 kat artarken, Ky degeri 2

kat artmustir.

Liang et al., (2011) tarafindan yapilan calismada, Thermoanaerobacter
tengcongensis MB4 susunun SelSA enzimi i¢in ii¢ dongl error-prone PCR
gerceklestirilmis ve dogal enzime kiyasla daha yiiksek aktivite gosteren mutant
varyantlar elde edilmistir. Bu varyantlarin, Escherichia coli sistemindeki
ekspresyon diizeylerinin arttigi ve karboksimetilseliiloza karst dogal enzimden
daha yiiksek spesifik aktiviteye sahip olduklari gosterilmistir. Bunun yaninda,
dogal enzimin optimum sicaklig1 olan 75°C-80°C’den diisiik sicakliklarda yiiksek

aktivite gésteren mutantlar belirlenmistir.

Lin et al. (2009) tarafindan yapilan calismada, Bacillus subtilis BME-15
susunun Sel5A enzimi i¢in error-prone PCR ve DNA karistirma yontemleri
uygulanmis ve dogal enzime gore kiyasla yiiksek aktivite gosteren birka¢ mutant
elde edilmistir. Bu varyantlarin karboksimetilseliiloza kars1 2,03-2,68 kat daha
yuksek aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bunun yaninda, bir varyantin daha
yuksek termal kararlilik ve daha genis pH toleransi 6zelliklerine sahip oldugu

bulunmustur.

Qin et al. (2008) tarafindan yapilan calismada, Trichoderme reesei
endoglukanaz Il enziminin 342. amino asidi nokta mutasyonlar1 ile
degistirilmistir. Nokta mutasyonu igeren mutant daha sonra rastgele mutajenez ve
iki dongii DNA karistirma islemine maruz birakilmistir. M342V mutantinin
optimum pH’min, dogal enzime kiyasla bir birim kayarak pH 5,8 degerine
degistigi belirlenmistir. Bunun yaninda, mutantin pH 6,2°deki katalitik
etkinliginin (ke,/Ky) dogal enzime kiyasla 1,5 kat arttigi gosterilmistir. N342R/
L218H, QI39R/ N342T ve QI39R/ L218H/ W276R/ N342T varyantlarinin

dogal enzimden daha yiiksek aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir.

Bu konuda tamamlanmis bir doktora tezinde (Zhang, 2006), B.subtilis ZJF-
IAS susunun [-glukanaz enziminde error-prone PCR ve DNA karistirma
yontemleri uygulanmistir. Bunun sonucunda, termal kararhiliklar1 dogal enzime
kiyasla 3-5°C artmis olan EGsl ile EGs2 mutantlar1 elde edilmistir. Bunun
yaninda, mutant enzimlerin optimum sicakliginin 5°C arttig1 ve EGs2 varyanti

i¢in optimum pH’1n 6,5’dan 7’ye degistigi bulunmustur.
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Bu tez caligmasiin amaci, error-prone PCR kullanilarak, hipertermofilik
T.maritima’nin Sell2A enziminin pH kararhiligimi arttirmak ve farkli endiistriyel

alanlarda kullanima uygun bir mutant elde etmektir.
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2. MATERYAL
2.1 Kullanilan Bakteriler
Bu ¢alismada klonlama amaciyla kullanilan bakteriler agagida belirtilmistir:
E. coli XL1 Blue MRF (STRATAGENE, Santa Clara, Kaliforniya, ABD)

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F’' proAB lacl®ZAMI15 Tnl0 (Tet)]. Bu hiicreler tetrasiklin direnglidir

ve bilinen tiim restriksiyon sistemleri yoniinden kusurludur.
E. coli Turbo (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main, Almanya)

F’" proA+B+ lacl! A lacZ M15/ fhud2 A(lac-proAB) ginV gal R(zgb-
210::Tnl0)Tet’ endAl thi-1 A(hsdS-mcrB)5. Bu hiicreler NEB Turbo olarak da
bilinir ve T1-faj direnglidir. E. coli Turbo hiicreleri 37°C’de inkiibasyonun

sekizinci saatinde goriiniir koloniler olusturmaktadir.

Bu calismada protein ekspresyonu amaciyla kullanilan bakteriler asagida
belirtilmistir:

E.coli Rosetta™ (DE3) (NOVAGENE, Darmstadt, Almanya)

F ompT hsdSs (r5 mg) gal dem (DE3) pRARE? (Cam®), E.coli tarafindan
nadiren kullanilan kodonlar1 igeren ve BL21 susundan tiirevlendirilmis bir sustur.
Rosetta susu AUA, AGG, AGA, CUA, CCC ve GGA kodonlarina tRNA saglayan
kloramfenikol direncli pRARE plazmidini icerir. Bu sayede Rosetta susu, E.coli
kodon kullanimi tarafindan kisitlanacak olan translasyon limitini asar. tRNA

genleri dogal promotorlar1 tarafindan kontrol edilir.

E.coli BL21 (DE3) codon plus RP (STRATAGENE, Santa Clara,
Kaliforniya, ABD)

F ompT hsdS(rg mg ") dem™ Tet” gal A\(DE3) endA Hte [argU proL Cam'].
Bu sus argU ve proL genlerinin ekstra kopyalarini icerir. Bu genler, arginin
kodonlar1 olan AGA ve AGG ile prolin kodonu olan CCC kodonlarin1 tantyan
tRNA’lar1 kodlar.
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E.coli BL21 (DE3) codon plus RIPL (STRATAGENE, Santa Clara,
Kaliforniya, ABD)

F ompT hsdS(rs mg) dem” Tet” gal J(DE3) endA metA::Tn5(kan’ ) Hte
[argU proL Cam']. Bu sus, fazladan argU, ileY, leuW ve proL tRNA genlerini
igerir. Genomu AT- veya GC- acisindan zengin organizmalarin heterolog protein

ekspresyonlari i¢in kullanilir.

E.coli BL21 (DE3) codon plus RP ile E.coli BL21(DE3) codon plus RIPL
hiicreleri, heterolog proteinlerin E.coli’de yiiksek diizeyde iiretimine imkan
tanimaktadir. Heterolog proteinlerin E.coli hiicrelerinde yiiksek diizeyde
ekspresyonu, ¢ogunlukla heterolog proteinlerin bulundugu organizmaya 6zgii olan
nadir tRNA’lar tarafindan kisitlanir. BL-21 codon plus suslari, E.coli hiicrelerinde
heterolog protein ekspresyonunu en c¢ok kisitlayan tRNA’lar1 kodlayan genlerin

ekstra kopyalarini igermektedir.
2.2 pET-21a (+) Plazmid Vektorii

pET sisteminde (NOVAGEN, Darmstadt, Almanya), E.coli promotorlarina
dayali sistemlerden (lac, tac, pL) farkli olarak T7 promotoru bulunur ve hedef
genin transkripsiyonu E. coli RNA polimeraz yerine T7 RNA polimeraz
tarafindan gerceklestirilir. Bu amacla kromozomunda T7 RNA polimeraz genini
tasiyan 6zel E.coli suslar1 hazirlanmistir. Bu suglarda T7 RNA polimeraz geni lac
promotorun asagi akis (downstream) bolgesine klonlanmistir ve transkripsiyon
izopropil ~ B-D-I1-tiyogalaktopiranozid (IPTG) ile indiiksiyon sonucu
gerceklesmektedir. Hedef genin transkripsiyonu vektordeki lac operatorii, lacl ve
bliyiime ortamina eklenen IPTG tarafindan kontrol edilmektedir (Studier et al.,
1990).

Polibaglayici bolgenin 3 bolgesinde alti histidin kodonu bulunmaktadir.
C-terminalde alt1 histidin ((His)e-tag) icerecek sekilde ifade edilen protein, nikel-
selat afinite kromatografisinden yararlanilarak saflastirilabilir.  pET-21a(+)
plazmid vektorii beta-laktamaz kodlayan ampisilin direnglilik geni (bla)
igermektedir ve vektorii tasiyan hiicreler bu sekilde segilebilir. Sekil 2.1°de

pET-21 a(+) vektorii haritas1 gosterilmistir.
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2.3 PCR Primerleri

Gerekli restriksiyon enzim tanima bolgelerini icerecek sekilde tasarlanan
primerler METABION (Martinsried, Almanya) firmasindan temin edildi. Asagida
niikleotid dizileri verilen primerlerde, restriksiyon enzim tanima bolgeleri alt ¢izgi

ile gosterilmistir.

2.3.1 Vektore spesifik primerler

Asagidaki primerler koloni PCR ve klonlanan genin DNA dizi analizi amaci
ile kullanildi.

5" T7 Promotor

5"-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3°
3" T7 Terminator

5"- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3°
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2.3.2 Gen amplifikasyon ve kiitiiphane primerleri

5"-TmCel12A Hind I1I

5"-CCC AAG CTT ATG GTG GTA CTG ATG-3"

3" - TmCel12A Notl

5"- ATA GTT TAG CGG CCG CTT CTC TCA CCT CC-3”

5" - Lib TmCel12A HindIII

5" - GAT CCG AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT G-3°
3" - Lib TmCel12A Notl

5" - GTG GTG GTG GTG CTC GAG TGC GGC CGC-37

2.4 DNA ve Protein Standartlari

Agaroz jel elektroforezinde DNA standardi olarak HelixRuler'™ 100 bp
DNA Ladder (100-1000 bg), HelixRuler™ 1 kb (I) DNA Ladder (100-12000 bg)
(NANOHELIX, Daejeon, Giiney Kore), GeneRuler™ 100 bp plus DNA Ladder
(100-3000 bg) ve GeneRuler™ Express DNA Ladder (100-5000 b¢) (THERMO
SCIENTIFIC, Massachusetts, ABD) kullanildi.

SDS-PAGE elektroforezinde protein standardi olarak Unstained Protein
MW Marker (THERMO SCIENTIFIC, Massachusetts, ABD) kullanild. i¢erdigi
proteinler: B-galaktozidaz (116 kDa), sigir serum albumin (66,2 kDa), ovalbumin
(45 kDa), laktat dehidrogenaz (35 kDa), restriksiyon endoniikleaz Bsp981 (25
kDa), B- laktoglobiilin (18,4 kDa), lizozim (14,4 kDa).

2.5 Enzimler

DNA polimeraz (Dream Taq DNA polimeraz ve Fermentas Taq polimeraz)
ve T4-DNA Ligaz, THERMO SCIENTIFIC’den (Waltham, Massachusetts, ABD)
HindllI-HF ve Nofl-HF restriksiyon endoniikleaz enzimleri NEW ENGLAND
BIOLABS’dan (Frankfurt am Main, Almanya) temin edildi.

2.6 Kimyasallar

Analitik safliktaki kimyasallar su firmalardan temin edildi:

APPLICHEM (Darmstadt, Almanya), CARL ROTH (Karlsruhe, Almanya),
FLUKA (Neu-Ulm, Almanya), MERCK (Darmstadt, Almanya), ROCHE
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DIAGNOSTICS (Mannheim, Almanya), SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen,
Almanya), THERMO SCIENTIFIC (Waltham, Massachusetts, ABD), CHEM
CRUZ (Heidelberg, Almanya), CONDA & PRONADISA (Madrid, Ispanya).

2.7 Kitler

GeneJET™ Gel Extraction Kit, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit ve
GeneJET™ Plazmid Midiprep Kit THERMO SCIENTIFIC’den (Waltham,
Massachusetts, ABD) temin edildi.

2.8 Diger Sarf Malzemeleri

Elektroporator kiivetleri (2 mm) PEQLAB’dan (Erlangen, Almanya),
nitroseliiloz filtre (@13 mm) MILLIPORE’dan (Eschborn, Almanya), His Trap
FF 5 ml nikel-gelat affinite kolonlar1 GE HEALTHCARE’den (Miinchen,
Almanya), 50 ml steril falkonlar, SARSTEDT den (Niimbrecht, Almanya), 0,2
um PES steril siringa filtreleri SANTA CRUZ’dan (Heidelberg, Almanya), steril
PS petriler (@ 90 mm, H 14 mm) CARL ROTH’dan (Karlsruhe, Almanya) temin
edildi.

2.9 Cihazlar

Termal cycler, (APPLIED BIOSYSTEMS Veriti 96 Well, ABD ve
BIO-RAD iCycler, Hercules, Kaliforniya, ABD), agaroz jel -elektroforezi
(HOEFER Pharmacia Biotech, Massachusetts, ABD ve EMBITEC, San Diego,
Kaliforniya, ABD), SDS-PAGE jel elektroforez sistemi (HOEFER Pharmacia
Biotech, Massachusetts, ABD), elektroporatér 2510 (EPPENDORF, Hamburg,
Almanya), Cary 60 UV-Vis spektrofotometre (AGILENT TECHNOLOGIES,
Santa Clara, Kaliforniya, ABD), 5810R santrifiij (EPPENDORF, Hamburg,
Almanya), MIKRO 200R santrifiij (HETTICH, Kirchlengern, Almanya),
masaiistii santrifiij (P-SELECTA, Barcelona, ispanya), VibraCell™ sonikator
(SONICS, Newtown, Connecticut, ABD), jel goriintiileme cihazi ve kamera
(VILBERLOURMAT, Marne La Vallée, Fransa), UV star iluminator
(BIOMETRA, Gottingen, Almanya), Econo Gradient Pump peristaltik pompa
(BIO-RAD, Hercules, Kaliforniya, ABD), Bio-TDB-100 DryBlockHeating
Thermostat termal blok (BIOSAN, Riga, Letonya), Multiscan FC microplate
okuyucu (THERMO SCIENTIFIC, Waltham, Massachusetts, ABD), inkiibatorler
InnovaR 40 ve 44 (INNOVA, Cambridge, Ingiltere), inkiibatér Excella E24
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(NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, Enfield, Connecticut, ABD), QuantiFluorTM
florimetre (PROMEGA, Madison, Wisconsin, ABD) cihazlar1 kullanildi.

2.10 E.coli Biiyiime Ortamlari

Hazirlanan biiylime ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda (121 °C, 2 bar, 20
dk) gerceklestirildi. Secici kati agar ortamlarin hazirlanmasi i¢in ortamlarin
sicaklig1 yaklasik 60°C’ye sogutuldu. 1000X stok konsantrasyonda hazirlanmis ve
steril filtreden gecirilmis antibiyotik c¢ozeltisi eklendi. Kullanilan biiylime

ortamlar1 ve igerikleri (Sambrook et al., 1989) asagida listelenmistir.

Luria-Bertani- Sivi Besi Ortam (LB)
% 0,5 (w/v) maya ekstrakti, % 1 (w/v) NaCl, % 1 (w/v) tripton

LB-Agar

LB-s1v1 besi ortam1 ve %1,5 (w/v) bacto-agar

SOB

%0,5 (w/v) maya ekstrakti, % 0,05 (w/v) NaCl, % 2 (w/v) tripton
Otoklavlandiktan sonra 10 mM MgSOy (steril), 10 mM MgCl, (steril) ve 2,5 mM
KCI (steril) ¢cozeltileri eklendi.

SOC
Otoklavlanmis SOB ortamina steril filtreden gegirilmis 20 mM glukoz

¢ozeltisi eklendi.

SOC-Agar
SOC ortamina %1,5 (w/v) Bacto-Agar ilave edildi.

2.11 Tampon ve Cozeltiler

Aksi belirtilmedigi takdirde kullanilan tiim ¢ozeltiler steril filtreden gecirildi
ve oda sicakliginda saklandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su veya destile
H,0 kullanildi.

Primer cozeltileri (50 pmol/ul)
Liyofilize formdabulunan primer steril ultra saf suda, son konsantrasyon 50

pmol/ul olacak sekilde 6ziildii ve -20 °C’de sakland.
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PCR-dANTP c¢ozeltisi (10 mM)
Her bir INTP (N = A, C, G ve T) son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde

ultra saf suda ¢oziildii ve -20°C’de saklandi.

PCR- dANTP cozeltileri (Error-prone PCR i¢in)
dATP, dCTP, dGTP son konsantrasyonlar1 10 mM ve dTTP son
konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde ultra saf suda seyreltildi ve -20 °C’de

saklandu.

MgCl; (error-prone PCR icin)
50 mM MgCl, kullanildi ve -20 °C’de saklandi.

MnCl; (error-prone PCR icin)
MnCl, son konsantrasyonu 1 M olacak sekilde ultra saf suda ¢oziildii, steril

filtreden gecirildi ve oda sicakliginda saklandi.

Etidyum bromiir stok cozeltisi
1 mg/ml etidyum bromiir (EtBr) kullanildi.

Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu
40 mM Tris, 20 mM asetik asit ve 1 mM EDTA olacak sekilde ultra saf
suda hazirlandi. Bu tampon agaroz jellerin hazirlanmasinda ve agaroz jel

elektroforezinde yiiriitme tamponu olarak kullanildi.

Agaroz jel
%1, %1,7 veya %2 (w/v) oranlarinda hazirlanan agaroz jel icin gerekli

miktarlarda agaroz tartildi ve TAE tamponunda 1sitilarak ¢oziildii.

Ampisilin stok ¢ozeltisi (1000X)
Ampisilin (Na-tuzu), konsantrasyonu 50 mg/ml olacak sekilde ultra saf suda

¢Oziildi, steril filtreden gecirildi ve -20°C’de saklandi.

Kanamisin stok ¢ozeltisi (1000X)
Kanamisin, konsantrasyonu 75 mg/ml olacak sekilde ultra saf suda ¢oziildii,

steril filtreden gegirildi ve -20°C’de saklandi.
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Tetrasiklin stok cozeltisi (1000x)
Tetrasiklin, konsantrasyonu 12,5 mg/ml olacak sekilde etanolde ¢oziildi,

steril filtreden gegirildi ve -20°C’de saklandi.

Kloramfenikol stok ¢ozeltisi (1000X)
Kloramfenikol, konsantrasyonu 34 mg/ml olacak sekilde etanolde ¢6ziildii,

steril filtreden gegirildi ve -20°C’de saklandi.

Streptomisin stok cozeltisi (1000x)
Streptomisin, konsantrasyonu 25 mg/ml olacak sekilde ultra saf suda

¢oOziildi, steril filtreden gecirildi ve -20°C’de saklandi.

Izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozid (IPTG) stok ¢ozeltisi
IPTG, konsantrasyonu 0,5 M olacak sekilde ultra saf suda ¢oziildii, steril
filtreden gecirildi ve -20°C’de saklandh.

MgCl; ve CaCl, iceren ¢ozelti
80 mM MgCl, ve 20 mM CaCl, igeren ¢dzelti hazirland. Ilgili kimyasallar
ultra saf suda c¢oziildii, steril filtreden geg¢irildi ve +4°C’de saklandi. Cozelti

kimyasal transformasyon i¢in kullanildi.

CacCl, ¢ozeltisi

CaCl; konsantrasyonu 0,1 M olacak sekilde ultra saf suda ¢oziildii, steril
filtreden gecirildi ve +4°C’de saklandi. Cozelti kimyasal transformasyon ig¢in
kullanildi.

RF1 ¢ozeltisi

100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 30 mM potasyum asetat (CH3;CO,K), 10 mM
CaCly, %15 (v/v) gliserin, 0,2 M asetik asit (C;H40,) igeren ¢ozelti (pH 5.8)
hazirlandi. Steril filtreden gecirildi ve +4°C’de saklandi.

RF2 ¢ozeltisi
10 mM RbCI, 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, %15 (v/v) gliserin igeren
¢ozelti (pH 7,0) hazirlandi. Steril filtreden gegirildi ve +4°C’de saklandi.

Glukoz (SOC ortam icin)
2 M glukoz ¢6zeltisi ultra saf suda hazirlandi, steril filtreden gecirildi ve oda

sicakliginda saklandi.
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KCI1 (SOB ortami icin)
0,5 M KCI ¢ozeltisi ultra saf suda hazirlandi, steril filtreden gegirildi ve oda

sicakliginda saklandi.

MgCl; (SOB ortami i¢in)
2 M MgCl, ¢ozeltisi ultra saf suda hazirlandi, steril filtreden gecirildi ve oda

sicakliginda saklandi.

MgSO,4 (SOB ortamu i¢in)
I M MgSO4 cozeltisi ultra saf suda hazirlandi, otoklavlandi ve oda

sicakliginda saklandi.

E.coli hiicre siispansiyon ve homojenizasyon tamponu
50 mM KH,PO4, 500 mM NaCl, 5,0 mM imidazol igeren ¢ozelti (pH 7,8)

ultra saf suda hazirlandi, otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Metal-selat afinite kromatografisi tamponlari

e Yiiriitiicii tampon (A tamponu): 50 mM KH,PO,4 (pH 7,4), 500 mM NaCl,
20 mM imidazol

eEllisyon tamponu (B tamponu): 50 mM KH,PO4 (pH 7,4), 500 mM NacCl,
500 mM imidazol

HisTrap FF Crude kolonlarin rejenerasyonunda kullanilan tampon ve
cozeltiler

e],5 M NaCl

el M NaOH

¢%30 (v/v) izopropanol

oStrip tamponu: 20 mM KH,PO,4 500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 7,4

0,1 M NiCl,

%20 (v/v) etanol

SDS-PAGE tamponlar ve ¢ozeltileri

e APS cozeltisi: Konsantrasyonu %10 (w/v) olacak sekilde her kullanimdan
once taze hazirlandi.

eAyirma jeli tamponu: % 0,4 (w/v) SDS, 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

eUst Jel tamponu: % 0,4 (w/v) SDS, 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

oSDS — PAGE Yiiriitme Tamponu (10X): %1 SDS, 2 M glisin, 0.25 M Tris-
HCI (pH 8.5)
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eOrnek Tamponu (2X): 0,25 M Tris-HCI, % 20 gliserin, % 4 SDS , % 0,04
bromfenol mavisi, % 5 merkaptoetanol (pH 6,8)

oSDS-PAGE boya ¢ozeltisi: % 0,2 (w/v) G250 Coomassie Brilliant Blue,
% 0,2 R250 Coomassie Brilliant Blue, %50 etanol, %10 glasiyal asetik asit

Bradford Reaktifi
40 mg Coomassie Blue G-250, 50 ml % 95 (v/v) etanol, 55 ml % 85 (v/v)

fosforik asit ve dH,O ile 1 L’ye tamamlanda.

Triton SDS liziz tamponu
%?2 (v/v) Triton X-100, %1 (v/v) SDS, 100 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA

SDS cozeltisi
%1 (w/v) suda ¢oziildii.

Kongo kirmizisi ¢ozeltisi

%0,1 (w/v) Kongo kirmizisi ¢ozeltisi suda hazirlandi.

Somogyi-Nelson Reaktifleri
eAlkali bakir tartarat reaktifi:
e A tamponu: 2,54 g susuz sodyum karbonat, 2 gr sodyum bikarbonat,

2,5 gr potasyum sodyum tartarat ve 20 gr susuz sodyum siilfat, 80 ml
saf suda ¢oziiliip 100 ml’ye tamamlandi.
e B tamponu: 15 g bakir siilfat az miktar saf suda ¢oziiliip 1 damla
siilfirik asit damlatilarak su ile 100 ml’ye tamamlandi.
Kullanimdan hemen 6nce 4 ml B ile 96 ml A karistirildi.

eArsenomolibdat reaktifi: 2,5 g amonyummolibdat 45 ml suda ¢oziildii ve

2,5 ml stlfirik asit eklendi. Ardindan 25 ml suda ¢oziinmiis 0,3 gr disodyum
hidrojen arsenat eklenip iyice karistirildi ve 37°C’de 24-48 saat arasinda inkiibe
edildi.

2.12 Bilgisayar Yazilimlar:
e Bioedit V.7.0.9 © IBIS BIOSCIENCES, Tom Hall

e Deep View Swiss PDB siiriim 4.1 © Guex & Peitsch 1997
e Sigma Plot 8.0/1.0 © 2004/2006 SPSS INC.
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3. METOD
3.1 Mikrobiyolojik Metodlar
3.1.1 Sterilizasyon

Biiylime ortamlari, 1stya dayanikli ¢ozeltiler, pipet uclari, DNA ve hiicre ile
temas1 olacak 1siya dayamikli her tiirli malzeme sterilizasyon amaci ile
otoklavlandi (30 dk, 121°C ve 2 bar). Otoklavlanan pipet uglart 65°C’de
kurutuldu. Sicakliga dayanikli olmayan cozeltiler, stok c¢ozelti olarak hazirlandi

ve 0,2 um membran filtreden gecirildi.
3.1.2 E.coli hiicrelerinin inkiibasyonu ve saklama kosullari

Protein ekspresyonu icin sivi LB besi ortamimna inokiile edilen E.coli
hiicreleri, sicakligin degistirildigi kosullar disinda 37°C’de inkiibe edildi.
Karigtirma hizi 170 rpm (800 mL kiiltiir i¢in) ve 220 rpm (50 ve 250 ml kiiltiir
i¢in) olarak uygulandi. Plazmid tasiyan hiicreleri iceren biiylime ortamlarina ilgili
antibiyotikler (150 pg/ml ampisillin, 34 pg/ml kloramfenikol, 12,5 pg/ml
tetrasiklin, 25 pg/ml streptomisin, 75 pg/ml kanamisin) eklendi. inkiibasyon
sonrasinda hiicre siispansiyonundan az bir miktar alinarak ilgili antibiyotigi iceren
kat1 agar (LB-Agar) petrilere yayildi ve gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Bu
petrilerde tek diisen koloniler belirlendi ve kisa siireli depolama igin petriler
+4°C’de saklandi. Uzun siireli depolama igin, steril tiipte 1:1 oraninda hiicre sivi
kiiltiiri ile %87 (v/v) gliserin karistirild1 ve -80°C’de saklanda.

3.1.3 Kompotent E.coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Bakterilerin ¢ogu, yabanct DNA molekiillerini biiylime ortamindan hiicre
igine alabilir. Ancak bu sekilde hiicre i¢ine alinan yabanci DNA, hiicre tarafindan
parcalanir. DNA molekiiliiniin bir plazmid olmasi durumunda ise, plazmidin
replikasyon orjini konak¢1 tarafindan taniniyorsa, plazmid hiicrede ¢ogalabilir.
DNA baglanmasi ve bunlarin hiicre i¢ine alinmasi i¢in 6zel mekanizmalara sahip
olan birkag bakteri tiirii ( Bacillus ve Streptococcus) laboratuar kosullarinda DNA
alimim kolaylikla gerceklestirilebilir. Buna karsin, normal kosullarda E.coli ve

diger bir¢ok bakteri tiirliniin hiicre i¢ine alabilecegi DNA miktar1 sinirlidir.
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Hiicre i¢cine DNA alimimi artirmak i¢in, kompetent hiicreler olusturulur.

Kompetent hiicreler kimyasal veya fiziksel islemler uygulanarak elde edilir.

3.1.3.1 Kimyvasal kompetent hiicre hazirlanmasi

Kimyasal islemler ile kompetent hiicrelerin elde edilmesi fiziksel islemlere
kiyasla daha basit ve ucuzdur (Inoue et al., 1990). Kimyasal kompetent hiicrelerin
hazirlanmasinda RbCl ve CaCl, metodlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Kuk
2003). Bu tuzlarin DNA’nin negatif yiikiinii notralize ettigi ve uygulanan 1s1
sokunun da hiicre duvarinda porlarin agilmasimi sagladigi distiniilmektedir.
DNA’nin hiicreye girisi 42°C’de gergeklestirilen 1s1 soku ile saglanmaktadir
(Brown, 2006).

e MgCl, metodu ile kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasi

Ilgili antibiyotigi ieren 50 mL LB ortaminda 37°C’de gece boyu inkiibe
edilen E.coli hiicrelerinden, 1 mL alindi ve antibiyotik icermeyen 50 mL LB
ortama inokiile edildi. 37°C’de ODggo 0,6 oluncaya kadar inkiibasyona devam
edildi. Bu siire sonunda inkiibatorden alind1 ve buzda 15 dk bekletildi. 5 ml hiicre
siispansiyonu 4000 rpm’de, 4°C’de 1 dk santrifiijlendi ve siipernatant atildi.
Pellete 1 ml soguk MgCl,:CaCl, ¢o6zeltisi eklendi. 4000 rpm’de 4°C’de 1 dk
santrifiijlendi ve slipernatant atildi. Son olarak, 0,1 M CaCl, (100 ul) eklenerek

siispanse edildi.
¢RbCl metodu ile kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasi

LB ortaminda 37°C’de gece boyu inkiibe edilen E.coli hiicreleri, 100 ml
antibiyotiksiz ortama inokiile edildi ve ODgp 0,3-0,4 ulasana kadar 37°C’de
inkiibasyona devam edildi. inkiibasyon sonrasinda 15 dk buz iizerinde bekletildi.
6000 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiijlendi. Siipernatant atildi ve hiicreler 20 ml
soguk RF1 ile siispanse edildi. Ardindan, 15 dk buz {istiinde bekletildi. 6000
rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiijlendi. Siipernatant atildi ve hiicreler 20 ml soguk
RF2 ile siispanse edildi. 15 dk buzda bekletilen hiicrelerden 50 pl alinarak
1,5 ml’lik tiiplere bolistiriildi. Sivi azot yardimiyla hizlica dondurularak
-80°C’de depoland.
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3.1.3.2 Elektrokompetent E.coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Elektrokompetent hiicrelerin hazirlanmasi kimyasal kompetent hiicrelere
kiyasla daha pahali ve zordur. Ancak elektrokompetent hiicrelerin transformasyon
etkinlikleri daha yiiksektir.

E.coli Turbo hiicreleri 50 ml LB ortaminda, 37 °C’de gece boyu inkiibe
edildi. Gece kiiltiirlinden alinan 6rnek 200 ml SOB ortamina inokiile edildi ve
ODgoo 0,6 degerine ulasana kadar 37 °C’de inkiibasyona devam edildi. 30 dk
buzda bekletilen hiicre kiiltiirii santrifiijlendi (4000 rpm, 4°C, 10 dk) ve
siipernantant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 50 ml steril soguk ultra saf su ile
siispanse edildi ve 15 dk buzda bekletildi. Santrifiij islemi (4000 rpm, 4°C, 10 dk)
tekrarlandi ve siipernantant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 20 ml steril soguk ultra saf
su ile slispanse edildi ve 15 dk buzda bekletildi. Santrifiijlenen 6rnekten (4000
rpm 4°C, 10 dk) siipernantant uzaklastirildi ve hiicreler 10 ml steril soguk ultra
saf su ile silispanse edildi. 15 dk buz iizerinde inkiibasyonun ardindan
santrifiij (4000 rpm, 4°C, 10 dk) ger¢eklestirildi. Siipernantant uzaklastirildi ve
hiicre yogunluguna bagl olarak toplam hacim 1-4 ml olacak sekilde steril soguk
ultra saf su ile siispanse edildi. Elektrokompetent hiicrelerden 100 pl alindi ve

eppendorf tiiplerine paylastirildi.

Elektrokompetent FE.coli Turbo hiicreleri her kullanimdan &nce taze
hazirland1 (Dower et al., 1988).

3.2 Molekiiler Biyoloji Metodlar:
3.2.1 E.coli hiicrelerinden plazmid izolasyonu

E.coli hiicre sistemlerinden plazmid DNA izolasyonunda, alkali liziz
prensibi kullanilmaktadir (Le Gouill et al., 1994). Hiicre liziz tamponunda SDS ve
NaOH kullanilmaktadir. NaOH kullanilmasinin amaci plazmid ve genomik
DNA’nin denatiirasyonunu saglamaktir. NaOH hiicre duvariin parcalanmasinda
da gorev alir. SDS, protein denatiirasyonuna neden olarak proteinlerin
uzaklastirilmasini saglar. Amonyum asetat eklenmesi ile tek zincirli DNA’nin
renatlirasyonu gercgeklestirilir. Bu adim sayesinde plazmid DNA ile genomik
DNA birbirinden ayrilir. Genomik DNA’nin renatiirasyonu kiiclik dairesel
plazmid DNA’ya kiyasla daha zordur. Liziz sirasinda ¢ok hizli karistirma

genomik DNA’nin kolayca renatiire olabilen kiiclik zincirlere parcalanmasina
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neden olur. Bu da plazmid DNA’nin safligin etkiler. Cift zincirli DNA kolaylikla
suda ¢oziinebilir. Tek zincirli genomik DNA ise SDS ve denatiire proteinler ile
hidrofobik etkilesimler vasitasiyla bir araya gelir ve beyaz bir ¢okelek olusur. Bu
yap1 santrifiij ile kolaylikla uzaklastirilabilir.

3.2.1.1 Plazmid DNA izolasvonu (Mini-prep)

E. coli hiicrelerinden plazmid DNA izolasyonu i¢in GeneJET™ Plasmid
Miniprep kit (Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) kullanildi. 50 ml gece
kiiltiiriinden alman 5 ml 6rnek, 8000 rpm’de 2 dk santrifiijlendi. izolasyon,
plazmid DNA izolasyon kitinde Onerilen protokole gore yapildi. Kolondan
eliisyon i¢in, 35 ul steril H,O kullanildi. Plazmid DNA -20 °C’de saklandi.

3.2.1.2 Plazmid DNA izolasvonu (Midi-prep)

Gen kiitiiphanesi olusturulmasi adiminda biiytik petrilerde (@ 14,5 cm) gece
boyu inkiibe edilen hiicreler, petrinin yiizeyinden steril bir spatiil kullanilarak sivi
LB besi ortamina aktarildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundan plazmid DNA
izolasyonu icin, Genelet™ Plazmid Midiprep Kit (Thermo Scientific,
Massachusetts, ABD) kullanildi.

3.2.2 PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile (Mullis and Faloona, 1987; Saiki et
al., 1988) DNA fragmentlerinin in vitro amplifikasyonu gergeklesir. DNA’ nin
denatiirasyonu, primerlerin baglanmasi1 ve enzimatik DNA sentezi (uzama)

adimlarinin tekrarlanmasiyla DNA fragmentleri eksponansiyel olarak ¢ogaltilir.
Primerlerin optimum baglanma sicakli§i(Tg) asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi. Burada; Tg; ve Tgy, reaksiyonda kullanilan 5° ile 3" primerlerinin
erime sicakliklaridir.

Tp + Ty

Formiil 3.1 Optimum baglanma sicakligi (°C)
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Uzama siiresinin uzunlugu, DNA fragmentinin uzunluguna baglhdir ve 1 kbg

i¢cin 1 dk olarak hesaplanmaktadir.

3.2.2.1 DNA fragmentlerinin standart PCR ile amplifikasyonu

Seliilaz1 kodlayan tmSell2A (Genbank kodu: CAA 93273.1) geninin
amplifikasyonu i¢in standart PCR kullanildi. Reaksiyon karisimi 5" ve 3’
primerler (50 nM), dNTP karisimi (0,2 mM), MgCl, (2,5 mM) igerecek sekilde
hazirlandi. Reaksiyonda 1,25 U Taq DNA polimeraz kullanildi. Reaksiyonlar
termal cycler (kapak sicakligi 105 °C) kullanilarak gergeklestirildi.

tmSell2A  geninin (795 bg) 5-TmCell2A Hindlll (T,= 65°C) ve
3’- TmCell2A Notl (T,= 73°C) primerleri ile amplifikasyonunda optimum
baglanma sicakliginin belirlenmesi amaci ile 60 ile 70°C arasinda grandient PCR
gerceklestirildi. Grandient PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezinde incelendi ve
optimum primer baglanma sicakligi 60°C olarak belirlendi. tmSell2A geninin

amplifikasyonu i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Dogal tmSell12A geninin amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR karigim1

Bilesenler Hacim (pl)

Kalip DNA (7. maritima genomik DNA) 0,5

3" primer (3’- TmCel12A Nofl) 1

5" primer (5’- TmCel12A HindIII) 1
dNTP 1

Taq DNA polimeraz (Fermentas) 0,25
MgCl, (25 mM) (Fermentas) 5
10X tamponu (Fermentas) (+KCI -MgCl, ) 5
H,O 36,25
TOPLAM 50

Standart PCR programu ;

1. Denatiirasyon (95 °C, 3 dk)

2. Denatiirasyon (95 °C, 45 s)

3. Primer baglanmasi (60°C, 45 s)
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4. Uzama (72 °C, 45 s)

5. Son uzama (72 °C, 10 dk)

6. 4°C, .

2-3-4. adimlar 30 kez tekrarlandi.

DNA dizi analizi i¢in 6rnek hazirlanmasi amaci ile analizlenecek DNA
fragmentini tastyan plazmid DNA kalip olarak kullanilarak PCR gergeklestirildi.
Primer olarak, bu plazmid vektoriine 6zgii olan 5" T7 Promotor (T,= 54°C) ve
3" T7 Terminatér (Ty,= 57°C) primerleri kullanildi. DNA dizi analizine
gonderilecek Ornekler i¢in hazirlanan PCR karisimlart  Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2 DNA dizi analizleri igin hazirlanan PCR karigim1

Bilesenler Hacim (pl)

Kalip DNA (plazmid DNA) 2

3’ primer (3’- T7 Terminator) 2

5’ primer (5’- T7 Promotor) 2
dNTP 2
dreamTaq DNA polimeraz 0,6
Dream taql0x tamponu 10
H,0 81,4
TOPLAM 100

DNA sekans analizi 6rnekleri i¢in PCR programu ;
1. Denatiirasyon (95 °C, 3 dk)

2. Denatiirasyon (95 °C, 45 sn)

3. Primer baglanmasi (60°C, 45 sn)

4. Uzama (72 °C, 1dk 10sn)

5. Son uzama (72 °C, 10 dk)

6. 4°C, oo.

2-3-4. adimlar 30 kez tekrarlandi.
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3.2.2.2 Koloni PCR

Koloni PCR, ¢ogaltilmak istenilen DNA fragmentini i¢eren vektorii tasiyan
hiicrelerin taranmasinda kullanildi. Transformasyon sonrasinda hiicreler segici
antibiyotik iceren petrilerde inkiibe edildi. Tek diisen koloniler steril bir kiirdan
yardimi ile ayr1 PCR tiiplerine alind1 ve her bir koloniye, hazirlanan reaksiyon
karistmindan 5-10 pl eklendi. Hazirlanan standart reaksiyon karisimi cgizelge

3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Koloni PCR igin hazirlanan reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim (pl)

3’ primer (3’- T7 Terminator) 1

5" primer (5'- T7 Promotor) 1
dNTP 1
FermentasTaq DNA polimeraz 0,25
Go taq 5x tamponu 10
H,O 36,75
TOPLAM 50

Koloni PCR programu ;

1. Denatiirasyon (95 °C, 5 dk)

2. Denatiirasyon (95 °C, 45 s)

3. Primer baglanmasi (55°C, 45 s)
4. Uzama (72 °C, 1dk 15 s)

5. Son uzama (72 °C, 10 dk)

6. 4°C, oo.

2-3-4. adimlar 30 kez tekrarlandi.

Hiicrelerin pargalanmasi i¢in, kullanilan diger PCR programlarindan farkl
olarak, ilk denatiirasyon 95 °C’de 5 dk olarak degistirildi ve pET21a(+) vektoriine
spesifik 5’- T7 Promotor ile 3’- T7 Terminatdr primerleri kullanildi.

Agaroz jel elektroforezinde yiiriitilen PCR iiriinleri, UV 151k altinda

incelenerek, klonlanan geni igeren vektorleri tasiyan koloniler belirlendi. PCR
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sonucunda hedef geni almamis vektorlerden yaklasik 200 bg biiyiikliigiinde
fragmentler olusmaktadir. Hedef geni almis vektorler ise daha biiyiik fragmentler

(tmSel12A igin yaklasik 1100 bg) olusturmaktadir.

3.2.2.3 Error-prone PCR ile rastgele mutasyonlarin olusturulmasi

Error-prone PCR (epPCR) yontemi, gen {lizerinde rastgele mutasyonlarin
olusturulmasi amaci ile kullanildi (Leung et al., 1989). Fermentas Taq DNA
polimeraz enzimi 3’—5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahip degildir ve bu nedenle bir
niikleotid basmna ortalama 8x10° - 2x10™ hata oranma sahiptir (Eckert and
Kunkel, 1990). Hata oranin1 artirmak icin, her bir ANTP farkli konsantrasyonlarda
kullanilabilir (Fromant et al., 1995; Vanhercke et al., 2005), karistma MnCl,
eklenebilir (Beckmann et al., 1985; Leung et al., 1989), dongii sayis1 arttirilabilir,
uzama siiresi uzatilir veya tiim degisiklikler birlikte yapilabilir. Hata oranini
artirmak icin yapilan bu degisiklikler, kiitiiphanesi olusturulacak genin
Ozelliklerine bagli olarak gergeklestirilmektedir. Tez c¢alismasinda kullanilan
epPCR bilesimi asagida verilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 epPCR igin hazirlanan reaksiyon karigimi

Bilesenler Hacim (ul)

Kalip DNA (1mSel12A) 5
5" primer (5°TmCel12A lib HindIIl) 5
3" primer (3°TmCel12A lib Notl) 5
dCTP (10 mM) 10
dATP (10 mM) 8,75
dGTP (10 mM) 5
dTTP (50 mM) 6,75
MnCl, (5 mM) 37,5
MgCl, (50 mM) (Finnzymes) 12,5
5x Green GoTaq tamponu 50
Taq DNA polimeraz (Fermentas) 1,25
H,0 110,75

TOPLAM 250

epPCR program ;
1. Denatiirasyon (95 °C, 3 dk)
2. Denatiirasyon (95 °C, 45 s)
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3. Primer baglanmasi (70°C, 45 s)
4. Uzama (72 °C, 1dk)

5. Son uzama (72 °C, 10 dk)

6. 4°C, 0.

2-3-4. adimlar 35 kez tekrarlandi.

3.2.3 Agaroz jel elektroforezi

DNA fragmentleri, agaroz jel elektroforezinde boyutlarina gore ayrilir ve
etidyum bromiir eklenmesiyle gergeklesen interkalasyon sayesinde UV 1sik

altinda goriintir hale gelirler (Sharp et al., 1973).

Farkli miktarlardaki agaroz (% 1, %1,7, %2, w/v), TAE tamponunda
kaynatilarak ¢oziildii. 50-60 °C’ye sogutulmasinin ardindan 1 mg/ml stok EtBr
cozeltisinden eklendi. Jel iinitesine yayilan agarozun katilasmasi beklendi ve
iizerine TAE tamponu eklendi. DNA ornekleri DNA yiikleme boyast ile
kanistirnlldt ve jele uygulandi. Elektroforez 100 volt.saat uygulandi. DNA
fragmentleri 365 nm dalga boyundaki UV 1sikta, UV star [lluminator (Biometra,

DE) sistemi yardimi ile belirlendi.
3.2.4 DNA fragmentlerinin agaroz jelden ekstraksiyonu

UV 1sikta gozlenen DNA fragmentleri temiz bir nester yardimiyla jelden
kesildi ve bir eppendorf tiipiine alindi. GeneJET"DNA extraction kiti (THERMO
SCIENTIFIC, US) kullanilarak, DNA’nin jelden ekstraksiyonu gerceklestirildi.
Elde edilen DNA -20°C’de saklandi.

3.2.5 DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi amaci ile QuantiFluor'™ p florimetre
(Promega, US) kullanildi. Hoechst boyasi ile karistirilan orneklerin floresans
degerleri ve standart grafik yardimi ile DNA konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.6 Ciftiplikli DNA’nin restriksiyon endoniikleazlarla kesimi

Palindromik dizileri taniyan restriksiyon endoniikleaz tip II enzimleri

kullanilarak cift zincirli DNA’nin kesimi gergeklestirildi (Sambrook et al., 1989).

Restriksiyon enzimleri deoksiriboz ile fosfat gruplari arasindaki fosfodiester
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baglarina etki etmektedir ve bu nedenle kesim sonucu 5'-fosfat ve 3'-hidroksil

uglar1 olugsmaktadir.

Restriksiyon endontikleazlar1 olarak HindIII-HF (5'-A|AGCTT -3") ve
Notl-HF(5'-GCCCGG|CG-3") enzimleri kullanildi. Bu iki restriksiyon enziminin
birlikte kullanilmalar1 durumunda iretici firma tarafindan Onerilen NEB4
tamponu kullanildi (50 mM potasyum asetat, 20 mM Tris-asetat, 10 mM
magnezyum asetat, | mM DTT; pH 7,9). NotI-HF enzim aktivitesi i¢in reaksiyon
ortamina son konsantrasyonu 100ug/ml olacak sekilde sigir serum albumini ilave
edildi. Kullanilan restriksiyon enzimlerinin toplam hacmi, reaksiyon hacminin %
10’unu asmayacak sekilde hesaplandi. Bu sayede, depolama i¢in kullanilan

gliserinin restriksiyon enzimlerinin aktivitelerini etkilemesinin 6niine gecildi.

Dogal tmSel12A geni, ep-PCR ile elde edilen rmSell12A DNA fragmentleri
ve pET21a(+) vektorii restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Cizelge 3.5°te
dogal tmSell2A ve Cizelge3.6’da ep-PCR ile elde edilen tmSell2A DNA
fragmentleri icin, restriksiyon enzimleri ile kesim i¢in hazirlanan reaksiyon

karisimlarinin igerigi verilmistir. Bu sekilde hazirlanan reaksiyon karigimlari
37°C’de inkiibe edildi.

Cizelge 3.5 Restriksiyon enzimi reaksiyon karigimlari

DNA Fragmenti (pl) pET21a(+) (ul)
DNA 24 24
Notl- HF 1 1
HindllI-HF 1 1
10x tampon 3 3
BSA 1 1
TOPLAM 30 30

37°C’de gece boyu inkiibasyon
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Cizelge 3.6 Restriksiyon enzimi reaksiyon karisimlari

DNA Fragmenti (pl) pET21a(+) (uD)
DNA 24 24
HindllI-HF 1 1
10X tampon 3 3

37°C’de 1.5 saat inkiibasyon

Notl- HF 1 1
BSA 1 1
TOPLAM 30 pl 30 pl

37°C’de 1.5 saat inkiibasyon

Restriksiyon enzimleri ile muamele sonrasinda, reaksiyon karisimlart agaroz
jel elektroforezine uygulandi. UV 1s1k altinda goriintiilenen fragmentler, agaroz jel

ektraksiyon kiti yardimi ile jelden ekstrakte edildi.
3.2.7 Ligasyon

Restriksiyon enzimleri ile muamele edilen ve jelden ekstrakte edilen gen
fragmentlerinin ve vektérin DNA konsantrasyonlart QuantiFluor™ (Promega)
cihazi ile florimetrik olarak tayin edildi. Formiil 3.2°deki denkleme gore ligasyon
reaksiyonunda kullanilacak DNA miktarlar1 hesaplandi ve buna gore reaksiyon
karigimlar1 hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karisimlarinda kullanilan T4 DNA
ligaz enzimi igin iretici firma tarafindan temin edilen 10X tamponu (400 mM
Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP, pH 7,8) kullanild1.

Li=3xL,xStxCy
SV Cf

Formiil 3.2 Ligasyon reaksiyon karigiminda kullanilacak DNA miktarlarinin belirlenmesi

Bu formiilde f simgesi fragmenti, v simgesi vektorii belirtmektedir. L,
hacim; S, DNA molekiiliiniin b¢ wuzunlugu; C, DNA konsantrasyonunu
gostermektedir. Vektor: fragmet mol oraninin 1:3 olmasi durumunda formiilde 3
sayist kullanilmaktadir. Ancak bu oran 1:5 seklinde de kullanilabilir. Cizelge 3.7
ve 3.8’de dogal tmSell2A geni ve gen Kkiitliphanesi olusturulmasi asamasinda
hazirlanan ligasyon reaksiyon karigimlar1 verilmistir. Reaksiyon karigimlar1 gece

boyu buz ilizerinde inkiibe edilerek ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi.
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Cizelge 3.7 Dogal tmSell12A klonlanmasi i¢in hazirlanan ligasyon reaksiyon karigimlarinin

igerikleri
Reaksiyon no 1 2 3 4 5 6
Vektor (ul) 5 5 8 8 0,5 1
Fragment (ul) 2,2 3,7 3,5 5,8 9 10
10xtampon (ul) 2 2 2 2 2 2
T4DNAligaz (ul) (1U) 1 1 1 1 1 1
H,O (ul) 9,8 8,3 5,5 4,2 7,5 6
TOPLAM (ul) 20 20 20 20 20 20

Cizelge 3.8 Gen kiitiiphanesinin klonlanmasi i¢in i¢in hazirlanan ligasyon reaksiyon karigimlarinin

igerikleri

Reaksiyon no 1 2 3 4 5
Vektor (ul) 7,7 7,6 10,4 7,7 7,6
Fragment (ul) (ep-PCR sonucu | 4,7 5,5 6,6 7,9 9,1
elde edilen)

10xtampon(pl) 2 2 2 2 2
T4 DNA ligaz(ul) 1 1 1 1 1
H,O(ul) 4,6 3,9 - 1.4 0,3
TOPLAM(ul) 20 20 20 20 20

3.2.8 Kimyasal kompotent E.coli hiicrelerine transformasyon
Transformasyon i¢in saf plazmid DNA veya ligasyon karisimi kullanildi.
Transformasyondan 6nce, T4 DNA ligaz enziminin inaktivasyonu amaci ile

ligasyon karisimi 65°C’de 10 dk inkiibe edildi.

3.2.8.1 MgCl, metodu ile kimyasal kompetent hiicrelere

transformasyon

Kimyasal kompetent hiicrelere, 5 pl ligasyon karigimi veya 1 pl plazmid
DNA cklendi. 5 dk buz istiinde inkiibe edildi ve 42°C’de 30 s 1s1 soku
gergeklestirildi. Is1t sokunun ardindan 2 dk buz iistiinde inkiibe edilen tiiplere
0.8 ml LB ortam1 eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyon gergeklestirildi.
Inkiibasyonun ardindan 50 pl hiicre siispansiyonu segcici antibiyotik igeren petriye

(LB-Agar) yayildi. Kalan hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve
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hiicre pelleti 50 pl LB sivi ortaminda siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu segici

antibiyotik iceren petriye (LB-Agar) yayildi ve 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.

3.2.8.2 RbCl metodu ile kimyasal Kkompetent hiicrelere

transformasyon

-80°C’de depolanan kompetent hiicreler 15 dk buzda bekletildi. Ligasyon
karistmindan 5 pl veya plazmid DNA’dan 1 pl eklenerek 30 dk buzda bekletildi.
Ardindan 42°C’de 30 s 1s1 soku uygulandi. Sonrasinda 2 dk buz iistiinde inkiibe
edildi. 0,2 ml LB sivi ortami eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 50 pl hiicre siispansiyonu segici antibiyotik igeren petriye
(LB-Agar) yayildi. Kalan hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi ve
hiicre pelleti 50 pul LB’de siispanse edildikten sonra petriye yayildi.

3.2.9 Elektroporasyon

3.2.9.1 Elektroporasyon icin DNA’nin hazirlanmasi

Elektroporasyonda kullanilacak DNA ¢6zeltisinin miimkiin oldugu kadar az
miktarda iyon icermesi gerekmektedir. Iyonlar elektroporasyon kiivetinde elektrik
akim ile birlikte elektrik arkina neden olurlar ve bu nedenle (6rnegin ligasyon
tamponundan gelen) tuzlar1 igeren DNA ¢0zeltisi, suya kars1 diyalizlenmelidir. Bu
amacla, ultra saf su igeren kiiclik bir petri kabina parlak yiizeyi {istte olacak
sekilde nitroseliiloz filtre (MILLI PORE) yerlestirildi. Filtrenin ylizeyine birakilan
10-20 ul DNA ¢ozeltisi en az 1 saat diyalizlendi (Evran, 2009). T4 DNA ligazin
inaktivasyonu igin, ligasyon karistmi diyalizden once 65°C’de 10 dk inkiibe
edildi.

3.2.9.2 Elektrokompetent E. coli hiicrelerine transformasyon

Elektrokompetent hiicre silispansiyonuna (250 pl), diyalizlenmis ligasyon
karistmindan 15ul ilave edildi. Buzda 5 dk inkiibe edildikten sonra, onceden
sogutulmus elektroporasyon kiivetlerine alindi (aralik genigligi 2 mm).
Eletroporatorde, elektrik pulsii (2500 V, 25 pF, 200 Q) uygulandi ve zaman
sabitinin 4,0-6,0 ms olmasina dikkat edildi. Hemen ardindan elektroporatdr kiiveti
1,5 ml SOB ortam1 (3 x 0,5 ml) ile yikand1 ve toplanan hiicre siispansiyonu 37
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Hiicre siispansiyonu se¢ici agar ortamlarina yayildi ve
37 °C’de gece boyu inkiibe edildi.
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Bu transformasyon ydntemi gen kiitiiphanesi olusturulmasi asamasinda
kullanildi.

3.2.10 DNA dizi analizi

Vektorlere klonlanan genlerin  dizi analizleri IYTE BIYOMER
laboratuarinda gergeklestirildi. BTYOMER laboratuvarina gdénderilen &rnekler
150-250 ng/ul DNA igerecek sekilde hazirlandi ve 10 pmol/ul konsantrasyonda
hazirlanan vektore spesifik primer ile birlikte gonderildi. Analizler ABI3130x1
DNA dizi analizleyicisi kullanilarak gergeklestirildi. DNA dizileri BioEdit

programi yardimi ile analizlendi.
3.3 Gen Kiitiiphanesinin Transformasyonu

Gen  kiitiiphanesinin  elektroporasyon  yoluyla  transformasyonu
gerceklestirildi. Transformasyon etkinliginin  kontrol edilmesi amac1 ile
pET21a(+) plazmidi de transforme edildi.

1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, SOC ortami (ampisilin ilave edilmis)
igeren biiyiik petrilerin (@ 15 cm, 38 adet) her birine hiicre siispansiyonundan
400 pl yayildi.

Gece boyunca inkiibe edilen petrilerde biiyliyen hiicreler steril yayma
cubuklar1 yardimiyla LB ortama alindi. Hiicre siispansiyonu santrifiijlendi ve
plazmid izolasyonu GeneJet™ Plazmid Midiprep Kit (Thermo Scientific) ile

gerceklestirildi.
3.3.1 Gen kiitiiphanesinin biiyiikliigiiniin belirlenmesi

Gen Kkiitliiphanesinin  biiylikliigliniin  belirlenmesi amacit ile hiicre
siispansiyonundan 100 pl alarak uygun seyrelme oranlari hazirlandi (107, 107,
102, 10, 10 ve 10®). Her bir diliisyondan alinan 100 pl, ampisilin iceren SOC
agarli ortamlara (@ 9 cm) yayildi. Ayni islemler kontrol pET21a(+) plazmidi i¢in
de uygulandi. 37 °C’de gece boyunca inkiibasyonun ardindan olusan koloniler
sayilldi ve transforme olan hiicrelerin sayis1 (CFU) asagidaki Formiil 3.3

kullanilarak hesaplanda.



Formiil 3.3 Transforme hiicrelerin sayisinin hesaplanmasi.

nr :Transforme hiicrelerin sayis1 (CFU), ng: Olusan koloni sayisi, f: Seyrelme faktorii, Vy:

Transforme hiicrelerin toplam hacmi

Seyrelme petrilerinden rastgele segilen 15 koloni i¢in koloni PCR yapild: ve

ligasyon etkinligi asagidaki Formiil 3.4’e gore hesaplandi:

n
L-_"_.100

s

Formiil 3.4 Ligasyon etkinliginin hesaplanmasi.

L: Ligasyon etkinligi (%), np: Hedef geni igeren vektdrii tasiyan pozitif kolonilerin sayisi,
ng: Koloni PCR’da analizlenen toplam koloni sayist
Gen bankasinin biiyiikliigii transforme hiicrelerin sayisi ve ligasyon etkinligi

dikkate alinarak asagidaki Formiil 3.5 ile hesaplandi:

G:IIT.L

Formiil 3.5 Gen bankasinin biiyiikliigiiniin hesaplanmas.

Formiilde, nt: Transforme hiicrelerin sayisin1 (CFU), L: Ligasyon etkinligi
(%) ifade etmektedir.

3.4 Gen Kiitiiphanesine Uygulanan Tarama Yontemi

Bu ¢alismada, tarama yontemi olarak Kongo kirmizisi zon yontemi (Teather
and Wood,1982) kullanildi. Kongo kirmizisi 1,4-B-D-glukopiranozil birimleri ile
giiclii, 1,3-B-D-glukan birimleri ve hemiseliilozik galaktoglukomannan birimleri
ile kayda deger bir etkilesimde bulunmaktadir. Kongo kirmizisi ile muamele
sonucu polisakkaritler kirmizi renkte goriinmektedirler. Enzimatik hidroliz
sonucunda ise bu renk ortadan kaybolmaktadir ve hidroliz biiyiime ortaminda

zonlar seklinde belirlenmektedir.
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3.4.1 Kiitiiphane tarama yonteminin optimizasyonu

Kongo kirmizisi zon yonteminin optimizasyonu amaci ile dogal tmSel12A
genini tastyan plazmid E.coli BL21(DE 3)C+ RP hiicrelerine transforme edildi ve
ilgili antibiyotikleri igeren petrilerde inkiibe edildi. Koloniler bu kez, ilgili
antibiyotikleri ve 0,3 mM IPTG igeren petrilere steril kiirdanlar yardimi ile
noktalar seklinde aktarildi ve 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Bu hiicreler daha

sonra ¢esitli optimizasyonlar i¢in kullanildi.

Kongo kirmizis1 zon yonteminin kullanilmasi amaci ile asagida belirtilen

optimizasyonlar gergeklestirildi.

3.4.1.1 Ust agar, agar miktarimin optimizasyonu

Ust agardaki agar miktarinin  optimizasyonu igin  %0,5 (W/V)
karboksimetilseliiloz (CMC) igeren ve %0,35, %0,5 ve %0,8 oranlarinda agar
igeren iist agarlar hazirlandi. Kolonileri igeren petriye dokiiliip 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Suda hazirlanmis %0,5 (w/v) kongo kirmizisi ¢ozeltisi agar iizerine
dokiildi ve oda sicakliginda belirli araliklarla karistirilarak 15 dk inkiibe edildi.
Bu siire sonunda Kongo kirmizisi agar iizerinden alindi ve 1 M NaCl c¢ozeltisi
ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

3.4.1.2 Ust agar oncesi liziz tamponu secimi

TmSel12A’nin hiicre i¢i bir enzim olmasi nedeni ile substrat iceren agar ile
muamele Oncesi hiicreler lizize ugratildi. Bu asamanin optimizasyonu amaci ile
%1 SDS (w/v) ve Triton SDS liziz tamponlariin etkinligi karsilastirildi. Bu
amacla, iist agar dokiilmeden once petrilerdeki her bir koloniye dort farkli
miktarda liziz tamponu (30, 60, 90 ve 120 ul) damlatildi farkl stirelerde (30 dk,1
saat, 1,5 saat ve 2 saat) inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan petriler fosfat
tamponu (50mM, pH 7,0) ile yikandi ve {lizerine %0,5 (w/v) CMC ve %0,8 (w/v)
agar igeren iist agar dokiildii. Petriler 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu siire
sonunda %0,5 (w/v) Kongo kirmizisi dokiildi ve 15 dk oda sicakliginda
bekletildi. Ardindan 1 M NaCl ilave edildi ve 15 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Olusan zonlar karsilastirildi.
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3.4.1.3 Kongo kirmizisi viizdesinin optimizasyonu

Petriler farkli konsantrasyonlardaki (%0,1 - %0,5) Kongo kirmizis1 ¢ozeltisi
ile muamele edildi. Oda sicakliginda 20 dk inkiibasyonun ardindan ¢d6zelti
uzaklastirildi ve 1 M NacCl eklenerek 20 dk oda sicakliginda bekletildi. Olusan

zonlar karsilastirildi.

3.4.1.4 Substrat miktari optimizasyonu

Substrat miktarinin  belirlenmesi  amacit ile {ist agardaki CMC
konsantrasyonlart %0,5 ve %1 (w/v) seklinde degistirildi. Diger parametrelerin

sabit tutuldugu kosullarda olusan zonlar karsilastirildi.

3.4.1.5 Inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Olusan zonlar arasindaki farklarin daha iyi ayirt edilebilmesi igin, iist agar
ile 37°C’deki inkiibasyon siiresi optimize edildi. Bu amagcla, petriler 37°C’de

1, 3 veya 5 saat inkiibe edildi. Olusan zonlar karsilagtirildi.

3.4.1.6 Kongo kirmizis1 ve NaCl ile inkiibasyon siiresinin

optimizasyonu

Petriler kongo kirmizisi ile farkl siirelerde (10, 15, 20, 30 ve 45 dk) oda
sicakliginda inkiibe edildi ve ardindan NaCl ile 15 dk oda sicaklifinda bekletildi.

Olusan zonlar karsilastirildi.

Kongo kirmizisi ile inkiibasyon sliresinin optimizasyonunun ardindan,
petriler bu kez NaCl ile farkl siirelerde (10, 15, 20, 30 ve 45 dk) oda sicakliginda

inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan olusan zonlar karsilastirildi.
3.5 Gen Kiitiiphanesi Varyantlarinin Taranmasi

Gen kiitiiphanesini tagiyan plazmid DNA karisimi, RbCl metodu ile
kompetent hale getirilmis E.coli BL21(DE3)C+RIPL hiicrelerine transforme
edildi. Pozitif kontrol olarak dogal enzimi kodlayan plazmid ve negatif kontrol
olarak 7mSell2A kodlayan geni igermeyen pET2la (+) plazmidi icin de

transformasyon gerceklestirildi.
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Is1 soku ve buzda inkiibasyon adimlarinin ardindan, hiicreler 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi ve ilgili antibiyotikleri iceren LB agar petrilerine ( & 9cm) aktarildi.
37°C’de gece boyu inkiibe edilen kiitiiphane varyantlar1 70 kareye bdliinmiis
biiyiik petrilere ( @ 15cm), her petride iki pozitif kontrol ve iki negatif kontrol
olacak sekilde nokta fiksasyonu ger¢eklestirildi. Aynm1 zamanda kiitiiphane
varyantlarinin saklanmasi1 amaci ile ilgili antibiyotikleri i¢ceren LB petrilere ¢izgi

ekimleri gergeklestirildi.

Kiitiiphane, pH 5 ve pH 9’da aktivite gosteren varyantlar i¢in tarandi. Asidik
veya bazik pH degerlerinde tarama yapmak icin, karboksimetilseliiloz (CMC)
substrat1 fosfat tamponunda (50 mM, pH 5,0) veya borat tamponunda (50 mM, pH
9,0) hazirlandi. iki farkli pH degerinde hazirlanan substratlar agar ile karistirildi

ve list agar olarak kullanildi.
3.6 Heterolog Gen Ekspresyonu ve Protein Saflastiriimasi
3.6.1 Proteinlerin kiiciik olcekte (test) ekspresyonu

Rekombinant proteinlerin optimum ekspresyon kosullarinin belirlenmesi
amaci ile kiiciik olgekte “test” ekspresyonlart gergeklestirildi. Bu amacla E.coli
susu, IPTG konsantrasyonu, sicaklik, siire gibi parametreler degistirildi.
Transformasyonun ardindan petriden dort koloni secildi ve antibiyotikli biiyiime
ortamlarina (50 ml) inokule edilerek 37 °C’de geceboyu inkiibe edildi. Gece
kiltiirii 50 ml LB biiylime ortamina inokule edildi. Kiiltiir, ODggy 0,4-0,6 degerine
ulagincaya kadar 37 °C’de inkiibe edildi. Son konsantrasyonu 0,5 mM olacak
sekilde IPTG eklenerek hiicrelerdeki protein ekspresyonunun indiiklenmesi

amaclandi. Hiicreler 37°C’de 3 saat veya 30°C’de geceboyu inkiibe edildi.
3.6.2 Proteinlerin biiyiik dl¢ekte ekspresyonu

Proteinlerin biiyiik Olgekte ekspresyonu igin ilgili antibiyotik/leri igeren
0,8L LB s1v1 besi ortami, 3 L hacimdeki cam erlene alindi. Biiyiime ortamina, tek
koloniden olusturulmus taze kiiltiir inokule edildi ve 37 °C’de inkiibe edildi. IPTG
indiiksiyonunun gerekli oldugu durumlarda ODgyy 0,4-0,6’ya ulastifinda son
konsantrasyon 0,5mM olacak sekilde IPTG eklendi. indiiksiyon sonrasinda

hiicreler, 30°C’de gece boyu inkiibe edildi.
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3.6.3 Metal selat afinite kromatografisi

Metal selat afinite kromatografisi (Porath et al., 1975) HisTrap™ FF crude
kolon (GE HEALTHCARE; kolon hacmi: 5 ml; maksimum basing: 0,3 MPa)
kullanilarak Econo Gradient Pump peristaltik pompa (BIO-RAD, US) sisteminde
gerceklestirildi. Bu kolonlarda, Sefaroz 6’ya (fast flow) kovalent bagh
iminodiasetik asit (IDA), matriks olarak kullanilmaktadir. Iminodiasetik asit,
metal iyonlarmi (Ni*", Cu®*, Co ** veya Fe’") selatlamaktadir (Sekil 3.2). Protein
molekiillerinin ylizeyinde bulunan amino asitler arasinda, elektronca zengin
olanlar (histidin imidazol halkasi, triptofan indol halkas1 ve sistein siilfidril grubu)
metal iyonu ile etkilesmektedir ve proteinler immobilize metal iyonuna olan
afinitelerine gore ayrilmaktadir. Rekombinant olarak iiretilen ve N- veya C-
terminalinde (His)e-tag bulunan proteinler, kolona uygulandiginda metal iyonu

2+

(bu calismada Ni iyonu) ile etkilesmekte ve kolonda spesifik olarak

tutunmaktadirlar. Imidazol gradienti ile proteinlerin eliisyonu saglanmaktadir.
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Sekil 3.1 Metal selat affinite kromatografisi matriksi

Gradient Pump, peristaltik pompa (BIO-RAD, US) sisteminde su protokol
uygulandi: Akis hizi 4 ml/dk (5 ml kolon) olarak belirlendi. Kolon, 10 kolon
hacmi tampon A (50 mM KP, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 7,4) ile
dengelendi ve homojenizasyon tamponunda (50 mM KP, 500 mM NaCl, 5 mM
imidazol, pH 7,4) hazirlanmis hiicre homojenati uygulandi. Baglanmayan
proteinlerin uzaklagtirilmast amaci ile kolon, 10 kolon hacmi tampon A ile
yikandi. Ardindan tampon B (50 mM KP, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH
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7,4) uygulanarak eliisyon gercgeklestirildi. Kolon, 10 kolon hacmi tampon B ile
yikandiktan sonra, 10 kolon hacmi tampon A ile tekrar dengelendi. Kolonun
temizlenmesi i¢in 10 hacim H,O ve % 20 (v/v) etanol ile yikandi. Kolon oda
sicakliginda etanolde saklandi. Elde edilen fraksiyon SDS-PAGE’e uygulandi.

3.7 Analitik Yontemler

3.7.1 Protein konsantrasyonunun tayini

Protein tayinleri, boya baglama temelli yontemlerden birisi olan Bradford
(1976) yontemi kullanilarak (mikroplaka formatinda) gerceklestirildi. Bu
yontemin prensibi, proteinlerin bazik gruplarinin (Lys, Arg) Commassie Brilliant
Blue G-250 boyasmin asidik gruplan ile etkileserek renk olusturmasina
dayanmaktadir. Bu yontemde standart olarak 25-175 pg/ ml sigir serum albumini
(BSA) kullanildi.

10 ul 6rnek, 200 pl Bradford reaktifi ile birlikte mikroplaka kuyucuklarina
pipetlendi. 10 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi 595 nm’deki absorbanslar
kaydedildi. Standart grafigi yardimiyla seyreltme faktorleri de dikkate alinarak
protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Tiim Ol¢iimler {i¢ tekrarli olarak

gerceklestirildi.

3.7.2 Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS- PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel -elektroforezi (SDS-PAGE),
saflagtirilan proteinlerin rolatif molekiil agirliklarinin belirlenmesi ve safliklarinin
kontrolii i¢in kullanilan bir yontemdir. Jel, bir ¢apraz baglayici (N'-N’'- metilen

bis akrilamid) ile bir monomerin (akrilamid) farkli yiizdeleriyle hazirlanmaktadir.

SDS ile proteindeki yiiklerin maskelenmesi sonrasinda, proteinlerin elektriksel

alanda ayrimi prensibine dayanmaktadir.

SDS-PAGE (Laemmli, 1970) icin kullanilan jel, Cizelge 3.9°de belirtildigi

sekilde hazirlandi. Coklu jel dokme sistemi kullanilarak 10 jel hazirlandi.
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Cizelge 3.9 %12,5 SDS-PAGE jel hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Alt Jel (%12,5) Ust jel (%6)
Alt veya iist jel tamponu 19,5 ml 7,38 ml
%30(w/v)akrilamid/metilen 26,2 ml 5,9 ml
bisakrilamid ¢6zeltisi (37,5:1 oraninda)
H,O 31,58 ml 15,95 ml
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 89 ul 29 ul
Amonyum persiilfat (APS) (% 10) 195 ul 89 ul

SDS-PAGE’e uygulanacak oOrneklerin elde edilmesi igin ilk olarak
hiicrelerin par¢alanmasi gerekmektedir. Bu amagla, hiicreler santrifiijlendi (4000
rpm, 4°C, 30 dk) ve siipernatant atildi. Hiicre pelleti, gram bagina 5 ml
homojenizasyon tamponu olacak sekilde silispanse edildi. Hiicre siispansiyonu
buzda bekletilen tiipe alindi. Ultrasonik homojenizator ile pargalama islemi,
kiigiik Slgekli tiretimler icin (% 20, 10 s araliklarla toplam 2 dk) seklinde ve
biliylik olgekli iiretimler i¢in (% 40, 10 s araliklarla toplam 5 dk) seklinde
uygulandi. Homojenat santrifiijlendi (13,000 rpm, 4°C, 30 dk) ve siipernatant
(¢cozlniir fraksiyon) toplandi. Coziinilir fraksiyon (siipernatant) ve ¢oziinmez
fraksiyon (¢okelek) SDS-PAGE’e uygulandi.

SDS-PAGE’e uygulanacak ornekler 1:1 oraninda 2X SDS-PAGE o6rnek
yilikleme tamponu ile karistirildi ve 95 °C’de 10 dk inkiibe edildi. SDS-PAGE’e
10-15ul 6rnek uygulandi ve 30 mA, 150 V altinda yaklasik 45 dk yiiriitiildii. Bu
siire sonunda jel ve boyama ¢ozeltisi 20 dk oda sicakliginda karigtirildi (50 rpm).
Boya ¢ozeltisinden alinan jel, saf su igeren bir beher iginde mikrodalga firinda
kaynatildi.

3.8 TmSell12A Aktivite Tayini

Rekombinant iiretimi gergeklestirilen ve metal-selat afinite kromatografisi
yoluyla saflagtirllan 7mSell2A enziminin aktivite tayini, Somogyi-Nelson
indirgen seker tayin yontemi (Somogyi, 1952) kullanilarak gerceklestirildi. Bu
yontem, indirgen seker tayini i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir.
Yontem, indirgen sekerin alkali bakir tartarat reaktifi ile 1sitilmasi sonucu
Cu®nin Cu™e indirgenmesi ve olusan Cu,O’in arsenomolibdik asit ile
muamelesi sonrasinda molibdik asittin molibden mavisine indirgenmesi esasina

dayanmaktadir (Sekil 3.2). Olusan mavi renk 600 nm’de spektrofotometerik
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olarak izlenmektedir. Arsenomolibdik asidin eklenmesi sonucu, maksimum renk

yogunlugunun elde edilmesi 12-15 dk siirmektedir ve renk ~40 dk stabildir.

+3 -2
R CHO Cu* Mo,0,
Molibden mavisi
CHZOH Oksidasyon Rediiksiyon  H4 Rediiksiyon
Oksidasyon
R— COOH el
Cu ! Mo,0,

CuO

Sekil 3.2 Somogyi-Nelson indirgen seker tayin yonteminin ¢aligma prensibi
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 tmSel12A Geninin Klonlanmasi ve Rekombinant Uretimi

tmsell2A geninin amplifikasyonu i¢in kalip olarak 7. maritima genomik
DNA’s1 kullanildi. 5'- TmCell2A Hindlll ve 3'- TmCell2A Notl primerleri
kullanilarak gergeklestirilen PCR sonrasinda gen fragmentleri agaroz jel
elektroforezinde ylriitiildi. 795 bg¢ uzunlugundaki DNA fragmentleri UV Star

[lluminator 365 nm sistemi yardimui ile goriintiilendi (Sekil 4.1)

Marker TmCell2A

Sekil 4.1 rmSel12A kodlayan gen fragmentinin agaroz jeldeki goriintiisii

DNA fragmentleri agaroz jelden GeneJET™ Gel Extraction Kit kullanilarak
izole edildi. DNA fragmentleri ve pET21a(+) plazmid vektérii HindIII-HF ve
Notl-HF restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Reaksiyon sonunda 6rnekler
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildli ve agaroz jelden izolasyon gerceklestirildi.
DNA konsatrasyonlar1 QuantiFluor™ ile tayin edildi ve ligasyon reaksiyonu
gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasinda, her bir ligasyon karisimi kimyasal
kompetent E.coli XL1 Blue hiicrelerine transforme edildi. 37°C’de gece boyu
inklibasyonun ardindan plazmid tasiyan 50 koloni segilerek koloni PCR

gerceklestirildi. Incelenen kolonilerden 40 tanesinin tasidigi plazmid DNA’nin
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seliilaz1 kodladig1 belirlendi. Pozitif oldugu belirlenen hiicrelerden iki tanesi
tetrasiklin iceren LB sivi ortamlarinda gece boyu 37°C’de inkiibe edildi. Bu
hiicrelerden plazmid DNA izolasyonu GeneJET™ Plazmid Miniprep Kit
kullanilarak gerceklestirildi. DNA dizi analizi ile klonlanan genlerin dizisi kontrol
edildi. DNA dizi analizlerinin sonuglar1 Bioedit V.7.0.9 programi kullanilarak,
incelendi ve dogal gen dizisi ile karsilastirildi. Sekil 4.2°de dizi cakistirmasi
sonucu verilmistir. 48. koloniden elde edilen plazmid DNA dizisi, dogal proteini
(PDB kodu:3AMH) gen dizisi ile karsilastirildiginda, 741. niikleotidte protein
dizisini etkilemeyen T—C degisimi gozlendi. Buna karsilik, 2. koloniden elde
edilmis olan DNA dizi analizinin sonucunda, 104. niikleotidte T—A, 105.
niikleotidte G—A, 556. niikleotidte A—G, 736 ve 738. niikleotidlerde T—G
degisimlerinin gerceklestigi belirlendi. Klonlama asamasinda olugsmus bu
istenmeyen mutasyonlarin, V35E, V186E ve K246E amino asit degisikliklerine
yol actig1 belirlendi. DNA dizi analizinin sonucunda, gen kiitiiphanesi olusturmak

i¢cin 48. Koloniye ait DNA error-prone PCR’da kalip olarak kullanild.

Jaa (tmBnlll
48.koloni
2.kolend

TR (tminll2
B koloni
2. koleni

Ji (tmEnlld
8. koloni
2.kalend

Sekil 4.2 DNA dizi analizinin sonuglari

En yiiksek protein verimi saglayan iiretim kosullarinin belirlenmesi igin test
ekspresyonlar1 gerceklestirildi. Test eskpresyonlarinin sonucunda belirlendigi
sekilde, rmSell2A genini tagiyan plazmidler kimyasal kompetent E.coli BL21
(DE3) kodon plus RP ekspresyon hiicrelerine transforme edildi. Hiicreler (Amp' +
Cam'), ODggo 0,4-0,6’ya ulasincaya kadar 37°C’de sonra inkiibe edildi ve daha
sonra 0,5 mM IPTG eklendi. IPTG ile indiiksiyon sonrasinda hiicreler 30°C’de
geceboyu inkiibe edildi. Enzimin metal selat affinite kromatografisinde
saflastirilabilmesi i¢in hiicreler pargalandi, hiicre artiklar santrifiij ile ¢oktiiriildi

ve siipernatant elde edildi. Elde edilen siipernatant metal selat affinite
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kromatografisine uygulandi ve dogal 7mSell2A enzimi kolondan eliie edildi.

Bradford yontemi ile protein konsantrasyonu 0,6 mg/ml olarak tayin edildi.

Bu eliiattan 6rnek alinarak SDS-PAGE’e uygulandi. Sekil 4.3°te SDS-

PAGE uygulamasinin sonuglar1 goriilmektedir.

116 kDa

66.2 kDa

Sekil 4.3 Dogal TmSell2A enziminin saflagtirilmasina iligkin SDS-PAGE goriintiisii
4.2 Gen Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Gen kiitliphanesi olusturulmasi amaci ile gerceklestirilen ep-PCR’da, kalip
DNA olarak 48. koloniden izole edilen plazmid kullanildi. PCR i¢in 5°-Lib
TmCell12A Hindlll ve 3’-Lib TmCell2A Notl primerleri kullanildi. ep-PCR
sonrasinda gen fragmentleri agaroz jel elektroforezinde yiirttildii. 1095 bg
uzunlugundaki DNA fragmentleri UVStar [lluminator 365nm sistemi kullanilarak
goriintiilendi (Sekil 4.4).
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Marker Mutant

F ragsnsent

1500 bp

1 (00 '|'||_|

Sekil 4.4 Error-prone-PCR sonrasi elde edilen fragmentlerin agaroz jel goriintiisii

DNA fragmentleri agaroz jelden GeneJET™ gel extraction kit kullanilarak
ekstrakte edildi. DNA fragmentleri ve pET21a(+) plazmid vektorii Hindl1I-HF ve
Notl-HF restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Reaksiyon sonunda 6rnekler
agaroz jel elektroforezde kontrol edildi. Dogruluklar tespit edilen orneklerin
DNA konsantrasyonlart QuantiFluor ™ spektroflorimetri ile tayin edildi ve farkli
oranlar kullanilarak ligasyon reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Ligasyon reaksiyonu
sonunda, 65°C’de 10 dk inkiibasyon ile T4 DNA ligazin inaktivasyonu
gergeklestirildi. Ligasyon karisimlart daha sonra nitroseliiloz filtreler kullanilarak
diyalizlendi. Diyalizlenen orneklerin elektrokompetent E.coli Turbo hiicrelerine
elektroporasyonu gergeklestirildi. Gen kiitliphanesinin biiytikliigiinii belirlemek ve
koloni PCR gerceklestirmek igin belli oranlarda seyreltilmis hiicre siispansiyonu
ilave edilmis petriler hazirlandi. 37°C’de gece boyu inkiibasyonlari
gergeklestirilen bu petrilerden 15 koloni segilerek koloni PCR gergeklestirildi.
Agaroz jele uygulanan 15 koloni PCR 6rneginden 14 tanesinin seliilazi kodlayan
geni tasidigi belirlendi. Formiil 3.2 kullanilarak gen kiitliphanesi igin
transformasyon etkinligi 2,25x10° CFU, ligasyon etkinligi formiil 3.3 ile
hesaplanarak %93 olarak bulundu. Bu degerlerden yararlanilarak gen

kiitiiphanesinin biiyiikligii 2,1x10° olarak belirlendi. Hiicrelerin inkiibe edildigi



55

biyiik petrilerden, GenJET™ Plasmid Midiprep Kit kullamlarak plazmid

ekstrasyonu gercgeklestirildi.

RbCl metodu ile hazirlanmis E.coli BL21 (DE3) kodon plus RIPL
kompetent hiicrelerine, kiitliphane varyantlarini tagiyan plazmid, dogal enzimi
kodlayan geni tasiyan plazmid (48. koloni) (pozitif kontrol) ve tmSell2A genini
tasimayan pET2la(+) plazmidi (negatif kontrol) ayr1 ayri1 transforme edildi.
Ampisilin, kloramfenikol ve streptomisin igeren LB agar petrilerde 37°C’de gece
boyu inkiibe edildi. 37°C’de gece boyu inkiibe edilen E.coli BL21 (DE3) kodon
plus RIPL hiicreler ampisilin, kloramfenikol, streptomisin ve 0,5 mM IPTG igeren
LB agar petrilere (@ 15cm) steril bir kiirdan yardimi ile noktalar seklinde ekildi.
Her bir koloninin ekimi, petri ylizeyinde karelerle smirlandirilmig alanda
gerceklestirildi. Her petriye, pozitif (seliilaz geni tasiyan plazmid transforme
edilmis) ve negatif kontrol (bos plazmid) hiicrelerinin de ekimi gergeklestirildi.
Replika i¢in ayni hiicrelerin ampisilin, kloramfenikol ve streptomisin igeren LB
agar petrilere de ¢izgi ekimleri gerceklestirildi. Tiim petriler geceboyu 37°C’de
inkiibe edildi. Replika petriler 4°C’de saklandi.

4.3 Gen Kiitiiphanesinden TmSell12A Varyantlarinin Taranmasi

Kiitiiphane tarama yOnteminin optimizasyonu yoluyla liziz tamponu igerigi
belirlendi. Kiitiiphane varyantlarin1 igeren ve gece boyu 37°C’de inkiibe edilen
petrilere, koloni basina 60 pl olacak sekilde %1 (w/v) SDS ¢ozeltisi ilave edildi.
Petriler 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi agar yiizeyi fosfat
tamponu (50 mM, pH 7,0) ile yikandi.

Bazik kosullarda yapilacak tarama i¢in borat tamponunda (50 mM, pH 9,0),
asidik kosullarda gerceklestirilecek tarama icin fosfat tamponunda (50 mM, pH
5,0) hazirlanmis %1 (w/v) CMC kullanildi. Farkli pH degerlerine sahip CMC
cozeltisi %0,8 (w/v) agar ile karistirildi ve iist agar hazirlandi. Her bir petriye
35ml st agar dokiildii ve agarin donmasi beklendi. Ardindan 40°C’de 3 saat
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda petri yiizeyleri, suda hazirlanmis olan %0,1 (w/v)
Kongo kirmizisi (20 ml) ile muamele edildi ve oda sicakliginda 20 dk inkiibe
edildi. Ardindan Kongo kirmizisi uzaklastirildi ve 1 M NaCl ile 2 defa yikand.
Yikama sonrasi, ikinci kez 1 M NaCl (20 ml) ilave edildi ve oda sicakliginda 20
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dk bekletildi. Inkiibasyon sonrasmndan NaCl uzaklastirildi ve olusan zonlar
karsilastirildi (Sekil 4.5).

Bu yéntem ile 2350 varyant asidik ve bazik kosullarda tarandi. Ilk tarama
sonucunda zon olusturan varyantlar arasinda karsilastirma yapabilmek i¢in, CMC
iceren agarda tarama islemi tekrarlandi. Bazik kosullarda gerceklestirilen ilk
taramada 165 adet varyantin gozle ayirt edilebilir zon olusturdugu tespit edildi.
Gergeklestirilen tekrarlarda tutarli sonuclar veren 13 varyant belirlendi. Bu
varyantlar arasinda, en biiyiik zonlar1 olusturan 3 varyant tespit edildi ve bu
hiicrelerden plazmid DNA izole edildi. DNA dizi analizi¢in IYTE BIYOMER’e
gonderildi.

Asidik kosullarda gergeklestirilen taramada ilk asamada 249 adet varyantin
zon olusturdugu goriildii. Gergeklestirilen tekrarlarda tutarli sonuglar veren 52
varyant tespit edildi. Bunlarin arasindan 2 varyant belirlendi ve DNA dizi analizi

gerceklestirildi.

Sekil 4.5 Gen kiitiiphanesinin CMC agar petrilerde taranmasi ve zon olusumu

4.4 DNA Dizi Analizi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Kiitiiphane icinden segilen 5 varyantin DNA dizi analizleri IYTE
BIYOMER laboratuarinda gerceklestirildi. DNA dizi analizi sonuglari, Bioedit
V.7.0.9 ile ile karsilastirildi. Incelenen dizilerde; mutasyon sikligi 5,25
mutasyon/kb¢, GC degisikliklerinin oram1 %10, AT degisikliklerinin orani ise
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%90 olarak hesaplandi. Bu degisimlerin %95°1 transisyon tipi mutasyonlar, % 5

ise transversiyon tipi mutasyon oldugu goriildii.

Taq DNA polimerazin kullanildigi yontemlerde agirlikli  olarak,
purin(A,G)—piirin(A,G), primidin(T,C)—primidin(T,C) degisimlerini ifade eden
transisyon tipi mutasyonlar gozlenmektedir. Wong et al, 2007’de
gerceklestirdikleri c¢alismada ep-PCR’da Taq DNA polimeraz kullanildig
durumlarda AT—GC degisimlerine egilim oldugu belirtilmistir (Evran, 2009).
Kool tarafindan 2002’de yapilan c¢alismada purin-primidin yanhs eslesme
geometrisinin, purin-purin veya primidin-primidin yanlis eslesmelerine kiyasla,
polimeraz aktif merkezi ile daha uyumlu oldugu belirlenmistir (Evran, 2009).

Calismamizda elde ettigimiz sonug¢ bu bulgu ile uyumludur.

Bazik tarama sonucu elde edilen varyantin N143K ve F246L amino asit
degisikliklerini icerdigi belirlendi. Bu mutasyonlarin ii¢ boyutlu yapidaki

pozisyonlar1 Sekil 4.6’de gosterilmistir.

Sekil 4.6 N143K+F246L varyantinin igerdigi amino asit degigiklikleri

Asidik tarama sonucu elde edilen varyantin D11G, L23P ve K29R amino
asit degisikliklerini igerdigi belirlendi. Bu mutasyonlarin {i¢ boyutlu yapidaki

pozisyonlar1 Sekil 4.7°da gosterilmistir.
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Sekil 4.7 D11G+L23P+K29R varyantinin igerdigi amino asit degisiklikleri

144

91
8| &7 || N
11

19

190

250

Sekil 4.8 TmSel12A sekonder yap1 igeriginin sematik gdsterimi

=

Cheng et al. (2010) tarafindan kristal yapist aydinlatilmig olan 7mSell2A
enziminin sekonder yapisi sematik olarak sekil 4.8’de gdsterilmistir (EMBL-EBI,

2014).
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4.5 Varyantlarin Heterelog Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

E.coli BL21 (DE3) codon plus RIPL hiicrelerinde bulunan varyantlardan
tek koloni alinarak, ampisilin, kloramfenikol ve streptomisin igeren LB sivi
ortaminda geceboyu 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan ayni antibiyotikleri igeren
4,8L sivi LB ortamina inokiile edilerek 37°C’de ODggo 0,4-0,6’ya ulasincaya
kadar inkiibe edilip son konsantrasyon 0,5 mM olacak sekilde IPTG ile
indiiksiyonu gergeklestirilerek 30°C’de geceboyu inkiibe edildi. Bu siire sonunda
hiicreler 4000 rpm’de, 30 dk, 4 °C’de santrifiijlendi (Eppendorf 5810R santrifiij).
Ardindan hiicre pelleti her 1 gram i¢cin 5 ml homojenizasyon tamponunda
siispanse edildi. Hiicre slispansiyonu buz iizerine alind1 ve sonikasyon (% 40; 10 s
araliklarla toplam 5 dk, x2) uygulandi. Homojenat 13000 rpm’de, 30 dk, 4°C’de
santrifiijlendi (Hettich MIKRO 200R santrifiij) ve ¢oziiniir fraksiyon metal selet
afinite kolonuna uygulandi. Kolondan eliie edilen enzimlerin Bradfort yontemiyle
protein tayinleri gergeklestirildi. Her 2 varyantin protein konsantrsyonlari 0,6
mg/ml olarak hesaplandi. Saflagtirilmis olan enzimlerden 6rnekler alinarak SDS-
PAGE’e uygulandi. Sekil 4.10’da N143K+ F246L ve DI11G+L23P+K29R

mutantlarinin SDS-PAGE goriintiileri verilmistir.

116 kDa
116 kDa
66.2 kDa 66.2 kDa
45 kDa
45 kDa
q
35 kDa 35kDa
29 kDa 9 kDa
25kDa
a) b}

Sekil 4.9 Saflastirilan N143K+F246L (a) ve D11G+L23P+K29R (b) mutantlarinin SDS-PAGE

goriintileri
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4.6 Dogal TmSel12A ve N143K+F246L ve D11G+L23P+K29R
Varyantlarinin Enzimatik Karakterizasyonu

Reaksiyon karisimlari, aksi belirtilmedigi kosullarda, son enzim
konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde hazirlandi. Enzim ve substrat 80°C’de 15
dk inkiibe edildi ve ardindan reaksiyon hacmi kadar alkali bakir tartarat reaktifi
eklenip vorteks ile karistirildi. 95°C’de 20 dk inkiibasyonun ardindan,
arsenomolibdat reaktifi eklendi ve gaz ¢ikisi bitinceye kadar vortekslendi.
Ardindan santrifiijlendi (oda sicakligi, 2500 rpm, 10 dk) ve 600 nm’deki

absorbans degerleri belirlendi.
4.6.1 Optimum sicakhk tayini

Reaksiyon karisimlari, fosfat tamponu (250 mM, pH 7.0), bu tamponda
hazirlanmis %1 CMC ve enzim igerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon karigimlari
farkli sicakliklarda (40-90°C) 15 dk inkiibe edildi. Aktivite 6l¢timii yukarida
belirtildigi sekilde gergeklestirildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Optimum sicaklik grafigi
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4.6.2 Optimum pH tayini

Aktivite ol¢iimleri, farkli pH degerlerindeki tampon ortamlarinda ve %1
CMC varliginda belirlendi. Bu amagla 250 mM sitrat (pH 5,0), fosfat (pH 6,0),

Tris (pH 7,0) ve borat (pH 9,0) tamponlar1 kullanildi. Aktivite 6l¢timii yukarida
belirtildigi sekilde gergeklestirildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Optimum pH grafigi

4.6.3 Termal stabilite tayini

80°C’de farkli stirelerde (0-90 dk) inkiibe edilen enzimlerden alinan

orneklerde standart kosullarda (pH 7, %1 CMC) aktivite tayini gerceklestirildi
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Termal stabilite grafigi
4.6.4 pH stabilite tayini

Dogal enzim ve mutant enzimler konsantrasyonlar1 0,6 mg/ml olacak
sekilde hazirlandi. 100 pl enzim 6rnegine esit hacimde farkli tamponlar eklendi.
pH stabilitesinin belirlenmesi amaci ile 250 mM sitrat (pH 5,0) fosfat (pH 6,0),
Tris (pH 8,0) ve borat (pH 9,0) kullanildi. Enzim ve tampon karigimlari oda
sicakliginda 4 saat bekletildi. Kontrol olarak ayni tamponlarin kullanildigi
reaksiyon karisimlart hazirlandi ve aktivite Ol¢iildii. Farkli tamponlardaki
inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite, baslangictaki (kontrol 6rneginin aktivitesi)
aktivite ile karsilagtirildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 pH stabilite grafigi
4.6.5 Kinetik parametrelerin tayini
Reaksiyon karisimlar1 farkli konsantrasyonlarda substrat (%0,05-1,25

CMC) igerecek sekilde hazirland1 ve aktivite tayini gerceklestirildi (Sekil 4.14,
Sekil 4.15, Sekil 4.16).
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Sekil 4.14 Dogal TmSel12A enzimi i¢in Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 4.15 N143K+F246L mutant: i¢in Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 4.16 D11G+L23P+ K29R mutanti i¢in Michaelis-Menten grafigi

Sigma-Plot hiperbolik fonksiyonu kullnilarak Cizelge 4.1°de belirtilen Ky

ve Vmax degerleri hesaplandi.

Cizelge 4.1 Dogal ve mutant enzimlerin kinetik parametreleri

Vmax (x 10 U) Ky (g/L)
Dogal TmSell2A 10,96+1,07 536+1,17
D11G+L23P+K29R 2,03+0,26 3,30+1,22
N143K+F246L 10,67+1,04 481+1,11

Dogal enzim ve mutant enzimler ile ilgili yapilan karakterizasyon
denemeleri sonucunda, optimum pH, pH stabilite ve termal stabilite gibi
ozelliklerde bazi farkliliklar tespit edildi. Ozellikle, mutant enzimlerin pH 5, pH 6
ve pH 9°da gergeklestirilen inkiibasyon sonucu yapisal kararliliklarini koruduklari
belirlendi. Benzer sekilde, enzimlerin optimum pH profillerinde de farkliliklar
gozlendi. Termal stabilite acisindan, gerceklestirilen amino asit degisikliklerinin

termofilik kaynakli olan enzimin termal stabilitesinde az da olsa diisiise neden
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oldugu belirlendi. Hipertermofilik enzimler, mezofilik enzimlere kiyasla daha
rigid bir yapiya sahiptir (Vieille and Zeikus, 2001). Bu nedenle, termal stabilitenin
korunmasi i¢in gergeklestirilen amino asit degisikliklerinin rigid yapiy1
etkilememesi  gerekmektedir. DI11G+L23P+K29R  varyantinda,  asidik
karakterdeki aspartat daha az hacimli ve yiiksiiz glisin ile degistirilmistir.
Hidrofobik amino asit yerine, heliks kirici 0Ozellikteki prolin amino asiti
bulunmaktadir. Lizin yerine daha giiclii bir baz olan arginin bulunmaktadir.
N143K+F246L varyantinda polar karakterde ve yiiksiiz olan asparagin, pozitif
yuklii bazik bir amino asit ile degismistir. Fenil alaninin 16sine mutasyonunun ise
¢ok Onemli bir etki olusturmayacagi One siiriilebilir. Ancak, bu mutasyonlarin
enzimin katalitik Ozelliklerine ve kararhiliga olan etkisinin detayli olarak
incelenmesi gerekmektedir. D11G+L23P+K29R varyanti i¢in ii¢ amino asit

degisikliginin tekli nokta mutasyonlar ile incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapi-fonksiyon iligkisine gore, proteinlerin fonksiyonel 6zellikleri, yapisal
Ozelliklerine baghdir. Stabilite ile ilgili olarak, genellikle ylizeysel hidrofilik veya
gomiilli hidrofobik bolgelerin etkileri, tuz kopriileri, Van der Waals etkilesimleri,
iyon c¢iftlerinin durumu, distilfid kopriilerinin varligi, sekonder yapida gézlenen
motifler, molekiil i¢inde ve ¢evresindeki su ile etkilesimi, H baglar1 gibi birgok
parametre islev gormektedir. Proteinlerin karmasik yapilar, c¢esitlilik ve
Ozgiinltikleri termal stabilitede etkili olan faktorlerin  belirlenmesini
zorlastirmaktadir. Termal stabilitenin arttirilmasi, protein miithendisliginin en zor

problemlerinden biridir.

Termal stabilitenin arttirilmasi amaci ile ¢esitli stratejiler uygulanmistir. Bu
caligmalarda cogunlukla yapiya prolin amino asidinin eklenmesi, distilfid
baglarinin olusturulmast gibi genel yontemler kullanilmistir.  Termofilik
proteinler ile yapilan denemelerde, stabiliteyi arttirdigi bilinen yontemlerin sonug
vermedigi belirlenmistir (Nemeht et al. 2001). Bunun yaninda, bir amino asit
degisiminin, 6zellikle bu amino asit proteinin i¢ bolgesinde yer aliyorsa, olas1 tim
etkilerinin degerlendirilemeyecegi ileri siiriilmiistiir. Ayni ¢alismada, stabiliteyi
arttirmast beklenen ve ylizeyde olusturulan iyon ciftleri i¢in suyun yiiksek
dielektrik sabiti ve iyon ciftleri ile suyun etkilesime ge¢mesi gibi 6ngoriilemeyen
faktorlerin olustugu ve beklenmeyen sekilde destabilizasyona neden oldugu

belirtilmistir.

Trichoderma reesei endoglukanaz III enziminin pH aktivite profilinin

degistirilmesine iliskin calismada, 321.pozisyondaki asparagin artiginin pH profili



67

i¢in 6nemli oldugu belirlenmistir (Wang et al., 2005). N321D degisikligi sonucu

enzim optimum pH’14,8’den 4,0’e degistirilmistir.

Cellulomonas  fimi selilaz A enziminin pH aktivite profilinin
degistirilmesine iliskin ¢alismada, protein ylizeyindeki yiiklii gruplarin mutasyona
ugratilmasi sonucu optimum pH’da kayma gergeklestigi gosterilmistir (Cockburn
and Clarke, 2011). Bu tez caligmasinda elde edilen varyantlar da pozitif ve negatif

yuklii amino asit degisiklikleri igermektedir.
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5. DEGERLENDIRME

Bu tez kapsaminda, 2,1x10° varyant iceren gen kiitiiphanesinden 2350
varyant asidik ve bazik kosullarda tarandi. Kiitiiphaneden daha fazla varyant
taranmasina imkan veren mikroplaka temelli ve robotik sistemlere kiyasla, agar-
petri tarama yontemi basit ve ucuzdur. Bununla birlikte, taranabilecek varyant
sayisi sinirhidir. Agar petri yonteminin diger dezavantajlari, koloniler arasindaki
protein ekpsresyon diizeyi farkliliklarindan etkilenmesi ve varyantlar arasindaki

farklarin kalitatif olarak degerlendirilmesidir.

Bu tez caligmasinda kiitliiphaneyi olusturan varyantlarin yaklasik %1°1 CMC
agar petrilerde tarandi. Taranan varyant sayisi az olmakla birlikte, termofilik
sel12A enziminin pH profilinin protein miihendisligi yoluyla degistirilebilecegini
gostermesi agisindan literatliire katki yapacaktir. Amino asit degisikliklerinin
aktiviteye etkisinin daha detayli karakterizasyonu, yapi-fonksiyon ¢aligmalar1 i¢in
veri saglayacaktir. Bu calismada elde edilen gen kiitiiphanesi yalnizca enzimin pH
ozellikleri acisindan taranmustir. ileriye yonelik ¢alismalarda, elde edilen
kiitiiphanenin diger enzimatik 6zellikler (aktivite, termal stabilite, organik ¢6zgen
stabilitesi vb.) i¢in de taranmasina devam edilmesi planlanmaktadir. Seliilazin
genis endiistriyel uygulamalar1 dikkate alindiginda, asidik/bazik ortamlarda
aktivitesini koruyabilen mutantlarin gelistirilmesi, endiistriyel uygulamalara katki
yapacaktir.
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