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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

PYROCOCCUS FURIOSUS KiTINAZININ REKOMBINANT URETIiMi VE
ANALIZI

TUGBA AKSOY

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: DOC.DR. BiLGE HILAL CADIRCI

Kitinazlar (EC 3.2.1.14) kitindeki N-asetil glukozaminler arasinda bulunan (-1,4
glikozit bagini hidrolizleyebilen enzimlerdir. Arke domaini iginde, genetik ve molekiiler
bilgi agisindan simdiye kadar sadece 10 oriarkeal kitinaz bulunmustur. Bunlarin ¢ogu
bilinen homoloji genom isleme ile belirlenmistir. Sulfolobus tokodaii, Halobacterium
salinarum, Thermococcus chitinophagus, T. kodakaraensis KOD1 ve Pyrococcus
furiosus’un rekombinant teknikler de dahil olmak iizere kitinolitik aktiviteleri tlizerine
calisilmis ancak gergek kitin parcalayabilme yetenekleri heniiz ortaya ¢ikarilamamistir.
P. furiosus’un genom veritabaninda kitinolitik 6zellik gosteren iki ORF homologu
bulunmustur. P. furiosus’un iki bitisik ORF’sinde arada bir adet insersiyon olan, iki
kitin baglama domaini ve iki katalitik domain bulunmustur. Konu ile ilgili olan en
giincel calismada rekombinant enzimin kristal kitine karsi aktivitesi incelenmistir.
Enzimin aktivitesi kitin substratinin serbest indirgen ucunun 6l¢iimiiyle belirlenmistir ve
1.6 pumol/mg olarak hesaplanmistir. Calismamizda P. furiosus arkesine ait olan kitinaz
enziminin aktivitesini arttirmak ve molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
katalitik aktivitesi yiiksek oldugu literatiirde bildirilen kitin baglama bolgesi ve ilgili
katalitik domain, pET 28a(+) ifade vektoriine aktarildiktan sonra Escherichia coli
rosetta (DE3) bakterisinde ifadelendirilmistir. P. furiosus kitinaz ekspresyonu, 0.2 M
IPTG varliginda gerceklesmis ve protein molekiiler agirhigr yaklasik 55 kDa olarak
belirlenmistir.
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Arkea
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ABSTRACT

M. SC. THESIS

PRODUCTION AND ANALYSIS OF RECOMBINANT CHITINASE
FROM PYROCOCCUS FURIOSUS

TUGBA AKSOY

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND
APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. BILGE HIiLAL CADIRCI

Chitinase (EC 3.2.1.14) the enzymes which are capable of hydrolyzing the -1,4 bonds
between N-acetyl glucosamines in chitins. In archaea domain, in terms of genetic and
molecular information it has been found so far only 10 euryarcheal chitinase. Most of
them have been identified similarities between known genes by the genome mining.
Investigations are mostly focused on Sulfolobus tokodaii, Halobacterium salinarum,
Thermococcus chitinophagus, T. kodakaraensis KOD1 and Pyrococcus furiosus
chitinases including recombinant techniques, but the ability to break down the actual
chitins has not yet been revealed. Two homologous ORF which showed chitinolytic
activity was found in P. furiosus genome database. P. furiosus two adjacent ORFs in
combination with one insertion, were binding domain of the two continents and two
catalytic domains. In the latest study, the recombinant enzyme activity against the
crystal chitins were examined. The enzyme activity was determined by measuring the
free reducing end of the chitin substrate and calculated as 1.6 umol/mg. In our study, in
order to increase the activity of the P. furiosus chitinase and determine the properties,
the claimed molecular chitin binding region and the corresponding catalytic domain
according to the literature, were transferred into pET 28b (+) expression vector and
expressed in Escherichia coli Rosetta (DE3). P. furiosus chitinase was expressed in the
presence of 0.2 M IPTG and protein molecular weight was determined approximately
55 kDa.
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1. GIRIS

Kitinazlar [E.C 3.2.1.14] kitindeki N-asetil glukozaminler arasinda bulunan
glikozidik B-1,4 bagm hidrolizleyebilen enzimlerdir. Biyokiitledeki seliillozdan sonra
ikinci en Oonemli polisakkarit olan kitin, glikanlarin biiylik bir familyasini1 olusturur.
Yiiksek fungi duvarlari, bocek iskeletleri, eklembacaklilar gibi birgok omurgasiz
gruplarinda ve bazi bakterilerin ekstraselliiler polimerlerinde bulunur. Kitin, ham Kitin
(koloidal kitin) ve kristal kitin olmak tizere iki formu vardir. Kristal Kitin, cesitli
boceklerin ve kabuklu canlilarin yapisinda bulunurken koloidal Kitin kristal kitinden
tiirevlendirilmektedir.

Endiistriyel olgekte, kitinin kullanimi bagarilamamustir. Ciinkii hidroklorik asit
ile 6n islem uygulamadan kristal kitindeki B-1,4 bagini hidrolizlemek icin uygun bir
enzim yoktur (Oku ve Ishikawa, 2006). Bu nedenle endiistriyel alanda kullanmak i¢in
kitinaz enzimi se¢ilmistir.

Yeni gen kaynaklarinin bulunmasi ile ilgili ¢alismalar son yillarda olduk¢a 6nem
kazanmustir. Ozellikle yeni bir¢cok enzime ve proteine kaynak olan, Arkea’lar bu konuda
dikkat gekmektedir.

Oku ve Ishikawa’nin 2006°da yaptig1 caligmada P. furiosus rekombinant kitinaz
enziminin kolloidal kitine kars1 aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ama kristal kitine kars1
aktivite rapor edilmemistir. Bunun gibi yararli bir kitinaz bulmak icin hipertermofilik
arkeden hipertermostabil kitinaz genleri arastirilmistir. Bir hipertermofilik arke olan T.
kodakaraensis’te (TK-ChiA) kitinaz enzim geni rapor edilmistir (Oku ve Ishikawa,
2006).

P. furiosus’un genom veritabaninda TK-ChiA olan iki ORF homologu
bulunmustur. TK-ChiA ile sekans benzerligi hakkinda, P. furiosus’un iki bitisik
ORF’sinde iki kitin baglama domaini ve iki katalitik domain bulunmustur (Oku ve
Ishikawa, 2006). PF1233 ve PF1234 numaralar1 ile gosterilen genler ayni yoénde
ifadelenmektedir ve ters yonde ifadelenen PF1232 ve PF1235 genleri arasinda
bulunmaktadir.

Kristal kitin stabil olarak dogada bol miktarda bulunmaktadir. Endiistride
kullanmak i¢in kristal kitine karsi kitinaz aktivitesi onemlidir. Bu yilizden, yapilacak

olan bu calismayla iiretilen rekombinant enzimin, Kitin israfinin biiyiik miktarinin

1



azaltilmasinin ve tekrar kullaniminin yani sira kitin oligomerlerinin tiretimi i¢in kristal
kitinin endiistriyel hidrolizinde kullanisli olmasi1 beklenilmektedir.

Oku ve Ishikawa’nin yapmis oldugu ve konu ile ilgili olan en giincel ¢alismada
rekombinant enzimin kristal kitine kars1 aktivitesi incelenmistir. Enzimin aktivitesi kitin
substratinin serbest indirgen ucunun Ol¢iimiiyle belirlenmis ve 1-6 (umol/mg) olarak
hesaplanmustir (Oku ve Ishikawa, 2006).

Calismamizda P. furiosus arkesine ait olan kitinaz enzimini rekombinant olarak,
bakterilerin tireme hizlar1 arkelere gore daha fazla oldugu igin bakteride ifade ettirilmesi
tercih edilmistir. Ayrica kopyalama sayist daha yliksek oldugu icin bakteriyel plazmit
kullanilmistir. Boylelikle daha yiiksek oranda kitinaz enziminin iiretiminin saglanmasi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda kitinaz enziminin genine uygun primer dizayni
yapilmistir. Kitinaz geninin amplifikasyonu gergeklestirilmis ve pET 28a(+) ifade
vektoriine aktarilmigtir. Elde edilen pET28b-CD2AD2 konstraktt Escherichia coli
rosetta (DE3) bakterisinde ifadelendirilmistir. Enzim saflastirma islemleri

gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kitin
Kitin [(CgH130sN)n], yunanca kokenli bir kelimedir ve zirh anlamina
gelmektedir. 1811 yilinda ilk olarak Bradcannot tarafindan kullanilmistir. Diinyada
seliilozdan sonra en yaygin ikinci biyopolimerdir. Kabuklular, ériimcekler ve bocekler
gibi arthropodlarin dis iskeletlerinde ve ¢ogu funginin hiicre duvarindaki ana bilesendir.
Yumusakcalarin radulalari, kafadan bacaklilarin gagalari ve i¢ kabuklar: kitin igerirken
nematodlarin yumurta kabuklarinda ve 6zafaguslarinda da bulunmustur. Siingerlerin
yapisal elementi olarak da kesfedilmistir (Shaidi ve ark., 1999).
Kitin toksik olmayan, biyobozunur dogal bir polimerdir. Indirgenmesi, sertligi,
biyoaktivitesi ve su tutma kapasitesi gibi Ozellikler nedeniyle ilgi c¢eken bir

polisakkarittir (Shaidi ve ark,. 1999).
2.1.1. Kitinin kKimyasal yapisi

Sistematik adi (1,4)-2-asetamid-2-deoksi-p-D-glukan olan kitinler, f-1,4 bagli N-
asetil glukozaminin (2-asetil-2-amino-2-deoksi- B-D-glukopiranoz) ¢oziinmez linear bir
polimeridir (Sekil 2.1.).

CH,OH CH,OH
H /H o H /H o
0. o
OH H H OH H
H NHCCH, H NHCCH,
(o] (o]

| |

N-acetyl-D-glucosamine

Sekil 2.1. Kitin monomeri (Staufenberger, 2012)

Beyaz, sert, elastik olmayan, azotlu bir polisakkarit olan kitinin kimyasal yapisi
seliiloza ¢cok benzer. Seliillozdan farkli olarak, kitinin yapisinda hidroksil gruplarinin
yerine asetilasyona ugramis amino gruplart bulunmaktadir. Ayrica molekiiller arasi
hidrojen baglar1 polimeri giiclendirir. Bu nedenle; seliiloza gore kitin daha gii¢lii ve

dayaniklidir (Staufenberger, 2012).



H OH oH H
0 o o 0
H Qio Fio
R R R

Cellulose: R = OH
Chitin: R = NHAc

Sekil 2.2. Kitin ve selillozun karsilagtirmast

Dogal polisakkaritlerin ¢ogu asidik veya notr olmasma ragmen kitin baziktir
(Kumar, 2000). Ayni zamanda hidrofobik olan kitin, yalnizca yogun hidroklorik asit,
stlfirik asit, %78-97 fosforik asit ve susuz formik asitte ¢oziinebilen bir polimerdir.
Ancak asitler, alkaliler, alkoller ve diger organik solventlerle seyreltilebilir veya

yogunlastirilabilir (Staufenberger, 2012).
2.1.2. Kitinin kristal yapisi

Dogal ¢evrede diatom spinleri harig¢ saf kitin (kolloidal/ham kitin) polimeri
olusmazken simdiye kadar ii¢ kristal kitin formu tanimlanmaistir:
v a-kitin; antiparalel zincirli olup en stabil ve en fazla bulunan formdur.
v B-kitin; paralel zincirlidir. Bu nedenle molekiiller aras1 baglar daha zayiftir. -
kitin, su alip sistiginde a-kitine doniisebilirken, tersi miimkiin degildir.
v y-Kitin; zincir birimlidir (2 yukari ve 1 asagi). Nadir bulunmakla birlikte ara
form oldugu diisiiniilmektedir.

a-kitin eklem bacaklilarin dis iskeletinde, yumusakgalarin kabuklarinda ve
planktonlarda bulunurken; B-kitin fungal hiicre duvarlariin temel bilesenidir. y-Kitin ise

miirekkep baliginin mide duvarinda bulunur (Staufenberger, 2012).
2.1.3. Kitinin kimyasal eldesi

Tiirkiye’'nin Akdeniz ve Ege bolgelerinde karides {iretimi yapilmaktadir.
Ornegin; Erdek Gida Tarim ve Hayvancilik ilge Miidiirliigiiniin verilerine gére 2009-
2011 yillarinda ortama olarak 160.000 kilo karides iiretilmektedir. Uretilen karidesin
haslanip kafasi ve kabuklarindan ayrildiginda % 70 civarinda fire vermektedir. Bu atik

kabuklardan kimyasal olarak kitin elde edilmektedir.
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Sekil 2.3. Deniz hayvan kabuklarindan kitin eldesi

2.1.4. Kitinin kullanim alanlari

Sahip olduklar1 O6zellikler nedeniyle kitinin birgok kullanim alani vardir.
Ortalama % 6,98 azot igeriginden dolay1 kitin iyi bir selatlama ajanidir. Bu nedenle
ticari olarak da ilgi gormektedir (Kumar, 2000).
v Tarmm: Son ¢alismalar kitinin bitkilerde savunma mekanizmasi igin 1yi bir
indiiktor oldugunu gostermistir. Ayrica kitinin bitkilerde immun yanit1 gelistirmeye
yardimc1 bir fertilizer olabilirligi test edilmis, sonugta ¢cok daha iyi verim saglanmis ve
ortalama omiir artmistir (Cummings, 1996)
v Biyoteknoloji: Proteinlerin ayristirilmasi, kromatografi
v Biyomedikal: Tiumor aktivitelerinin inhibe edilmesi, kandaki kolesterol
miktarimin tayini, yapay deri, ameliyat ipligi
v Ortopedik/Periodantal uygulamalar: Hidroksiapatit-kitin kompozit materyali
v Kagit endiistrisi: Dayanikli kagit iiretimi
v Farmasotik: Cesitli ilaglar
v Oftalmoloji: Optik lenslerin yapiminda
v

Tekstil: Giyim, pansuman bezleri



v Kullanilmis sularin aritilmasi: Agir metallerin  ¢okertilmesi, radyoaktif
metallerin ¢okeltilmesi

v Kozmetik: Nemlendirici kremler, sampuanlar ve dis macunlari

v Yem sanayi: Kabuklardan elde edilen karatenodilerin yemlere eklenmesi

v Gida endiistrisi: Antioksidatif katki maddesi, asit regiilatorii, renk koruyucu,
antimikrobiyal katki maddesi, kaplama maddesi (Demir ve Seventekin, 2009).

N-asetil glukozamin ve kitinden tiiretilmis oligosakkaritler ve ilaclar olarak
kullanigli olmasi beklenilmektedir. Ancak kitinin endiistriyel kullanimi biiyiikk bir
Olcekte basarilamamistir. Ciinkii hidroklorik asit muamelesi olmadan kristal kitindeki -
1,4 baglarinin hidrolizi i¢in uygun bir enzim yoktur. Eger bdyle bir enzim olursa,
endistriyel Olcekte kitinin kullanimi biiyiik bir ilerleme kaydedecektir. Ayrica besin
endiistrisinden biiyiik bir geri doniisimii i¢in de kullanilabilir olmalidir (Oku ve
Ishikawa, 2006). Boylelikle asit muamelesi olmaksizin kitinin monomerlerine ayrilmasi
saglanir. Elde edilen monomerlerinde kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Kitinaz enzimi

ile kitinin kullanilabilirliginin arttirilmast hedeflenmektedir.
2.2.  Kitinazlar

Kitinazlar organizmalar arasinda olduk¢a yaygindir. Bakteriler, mantarlar,
bitkiler, bocekler ve bazi omurgalilarda bulunmalarina karsin bu organizmalardaki
rolleri gesitlilik gosterir.

Ornegin bakterial kitinazlar mantar, protozoa ve omurgasizlara karsi savunmada
gorevlidirler. Ayrica akgaagag, siyah, kirmizi ve beyaz mese gibi bazi bitkilerin
genotiplerinde de dogal olarak kitinaz geni bulunmustur. Bunun disinda kitinaz geninin
bitkilere transferi sonucunda elde edilen transgenik bitki insektisit ve fungisit 6zellikler
kazanir.

Insan kitinazlar1 alerjik astim gibi T-helper-2-driven hastaligina kars1 etki eden
anti-inflamatuvar ile 6zellikle iliskili oldugu tespit edilmistir (Tsuji ve ark., 2010).

Maya ve fungideki kitinazlar otoliz, besinsel ve morfogenetik fonksiyonlar igin
onemli iken viral kitinazlar host hiicrelerin patogenezisi ile ilgilidir (Tsuji ve ark.,

2010).



2.2.1. Kitinazlarin simiflandirilmasi

Kitinazlar (EC 3.2.1.14) kitindeki N-asetil glukozaminler arasinda bulunan
glikozidik B-1,4 bagini hidrolizleyebilen enzimlerdir (Oku ve Ishikawa,2006). Sistemik
ad1 poli [1,4-(N-asetil-B-D-glukozamin)] glukanohidrolazdir. Bu enzimin ismi 1,4-B-
poli-N-asetilglukozaminidaz, poli-B-glukozaminidaz, kitodekstrinaz olarak
adlandirilmasina karsin en yaygin kullanilan adi kitinazdir.

Kitinazlar iki biiyiik kategoride siniflandirilirlar. Bunlar;

a. Endokitinazlar: Kitin zinciri boyunca internal bolgelerde glikozidik baglart
aylrir.

b. Ekzokitinazlar:

o Kitobiosidazlar: Kitin zincirinin indirgenmemis ucundan diasetilkitobioz
birimlerini ayirir.

o B(1,4)-N-asetil-glukozaminidazlar (NAGase): N-asetilglukozamin
oligomerlerinden monomer (NAG) olusturur (Li ve Greene, 2010).

Enzimler, substrat spesifitesini etkileyen bir enzimin fiziksel durumu gibi amino
asit sekanslarina gore de siniflandirilabilirler. Buna gore kitinazlar glikosid hidrolaz
stiperfamilyasina aittirler. Bu sistem iginde de Kitinazlar glikosid hidrolaz
familyalarindan 18 ve 19’a aittirler (Staufenberger, 2012). Bu iki familya amino asit
sekanslari, tig-boyutlu yapilari ve katalitik reaksiyonlarin molekiiler mekanizmalarina
gore degisiklik gosterir (Li ve Greene, 2010).

GH18 kitinazlar1 virtisler, Arkea, bakteri, fungi, bitkiler (sinif III ve V) ve
bocekler ve memeliler gibi hayvanlarin ¢esitli gruplarimi olusturan dogada yaygindir.
Tersine, GH19 kitinazlar1 daha sinirli bir dagilima sahiptir ve bugiine kadar ytiksek
bitkilerde (smif I, II ve IV) nematodlar, viriisler ve bazi bakteri gruplarinda
bulunmusturlar. Ayrica, GH18 ve GHI19 kitinazlar1 farkli katalitik mekanizmalarina
sahiptirler. GH19 iiyeleri kataliz sonrasi o anomer iireten c¢evirici mekanizmay1
gosterirken GH18 iiyeleri hidroliz iiriinleri f anomer oldugunu tespit mekanizmasi ile
ortaya koyarlar. Buna ek olarak, bu iki familyanin kitinazlar1 farkli atalardan ayrildigini
gosteren kendi amino asit sekanslar1 benzerlik gostermez ve tamamen farkli boyutsal
yapilart oldugunu sergiler. Fakat, her iki ekso ve endokitinazlar her iki familyada

bulunmustur.



Familya 19 kitinazlarinin katalitik domaini, her biri a-helikal yapica zengin olan
iki lob igerir ve tekli yer degistirme katalitik mekanizmasina sahiptir (Li ve
Greene,2010). Tersine; familya 18 kitinazlar1 azimsanmayacak miktarda sekans
farkliligina sahiptir. Biitiin katalitik domainleri korunmus bir DXDXE motifli
triozfosfat izomeraz [TIM Barrel (B/a) s-fold] kivrimlarina sahiptir. Substrat destekli

mekanizmayla hidrolitik reaksiyonu katalizler (Tsuji ve ark., 2010; Li ve Greene, 2010).
2.2.2. Glikosid hidrolaz familyasi 18

Familya 18 ozellikle bakteri kitinazlarimi barindirir. GH familya 18 kitinazlar
genel bir katalitik domain ve bir veya daha fazla kitin baglama domaini icerir. Bu enzim
ailesi peptit omurgasi boyunca birbirini sirayla izleyen sekiz a-heliks ve sekiz paralel -
strain igeren barrel yapist (TIM Barrel) iceren silindirik yapr ile karakterizedir. Bir -
bagli polimer, serbest f-anomere baglanmasi durumunda bir tespit etme mekanizmasi
araciligiyla caligir. Katalitik kalintilarmn  glutamik asit oldugu belirlenmistir
(Staufenberger, 2012).

GH familya 18 aminoasit sekanslarindaki farkliliklara gére A, B ve C alt
ailelerine ayrilir. GH 18 subfamilya B bakteriyal Kkitinazlar arasinda yaygindir
(Staufenberger, 2012). Subfamilya A ve B kitinazlar1 arasinda ana yapisal farklilik,
subfamilya A’da TIM-Barrel katalitik domainine kii¢iik bir a+b domaini eklenirken, B
subfamilyasinda bu insersiyon domainin olmamasidir. Ornegin; 18 familyasindan A alt
ailesine ait olan insan kitotriosidazi bir TIM domainine ve bunun igine girebilen bir
modiilii olan bir kitinaz insersiyon domainine (CID) sahiptir (Li ve Greene, 2010).

Subfamilya A da TIM barrelin N ve C terminal uglarinda baska degisiklikler de
goriilebilir. Diger yandan Serratia marcescens kitinaz C’si B subfamilyasindadir ve bir
katalitik domain, bir fibronektin tip III benzeri domain ve bir kitin baglanma domaini
igerir.

Subfamilya A, B ve C’nin tiimii multimodiilerdir. ChiA bir fibronektin Il
(Fnlll) ile N-terminal kitin baglama modiiline sahiptir. ChiB bir C-terminal CBM5
kitin baglama modiiliine sahipken ChiC ise CBM12 kitin baglama modiiliiniin alt kism1
ile birlesmis bir C-terminal FnlIl modiiliine sahiptir. Onceki ¢alismalarda, salgilanmis

kitinolitik proteinler ve sadece katalitik domaini i¢eren bir form tespit edilmistir. ChiCl
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olarakta bilinen tam uzunluktaki ChiC, bu formun ChiC2 iiriiniinii vermek i¢in endojen
proteaz ile ayirma egilimindedir. ChiA ve ChiB i¢in mevcut kristal yapilart biitiin iki
domain proteinleri karsilastirilir. ChiC’nin ise sadece katalitik domainin kristal yapisi
belirlenmistir. Fakat, Bacillus circulans’in kitinaz Al iizerinde yapilan ¢alismalardan
bireysel Fnlll ve BCM12 i¢in yapisal bilgi mevcuttur (Vaaje-Kolstad ve ark., 2013).

Aromatik rezidii hattinda derin substrat baglama yariklaria sahip olan ChiA ve
ChiB enzimleri, ekzo-etkili enzimlerdir. Derin yarik kitinazlarinin bir anahtar 6zelligi
substrat baglama yariginin biri 'duvarini’ olusturan, a + b insert domaini varligidir. Bu
60-80 rezidii domain, sadece GH18 enzimlerinin TIM-Barrel’inin 7 strand ve 7
heliksinin arasina eklenir. Domain ChiB’de substrat baglama bolgesine katilan ekstra
loop igerebilir, ama ChiA’da daha azdir. ChiC’de a + b domaini yoktur ve ChiA ve
ChiB’de goriilen ¢ogu aromatik rezidiisii olmayan daha si1g substrat baglama yarigina
sahiptir. Bu nedenle ChiC’nin gelismeyen endo- etkili enzim olabilecegi ileri
striilmistiir (Vaaje-Kolstad ve ark., 2013).

ChiC’nin yapisi bilinmemektedir. Ama aminoasit sekansina gére C-terminalinde
bulunan bir katalitik domain ve iki varsayimsal kitin baglama domaini igerir. ChiC’de
endokitinaz hevaminin kristal yapis1 gozlenmis olan daha acik bir substrat baglama
yarigina sahiptir (Horn ve ark., 2006).

TIM-Barrel domaini bir (a/p)s-barrel kivrimi igerir ve ¢ogu enzim olan bir¢ok
proteinde bulunur. TIM barrel domainleri diisik sekans benzerligine sahiptirler ve
cesitli fonksiyonlara sahiptirler. Spesifik enzim aktivitesi -strand’in karboksil ucunda

bulunan sekiz loop ile belirlenir. Baz1 TIM-Barrellerde ikinci bir domaine ait ilave bir

loop TIM domainin aktif bolgesini yaklastirir ve katalize katilir (Li ve Greene, 2010).
Bk

Sekil 2.4. TIM-barrel
9



CID, CID siiperfamilyasindaki tek familyadir. Bes veya alt1 antiparalel B-dizisi
ve bir a-heliks’den olusmustur. CID, TIM-Barrel’in yedinci o-heliks ve yedinci B-
dizisinin arasina eklenir. CID’in yerlestigi bu bolge subfamilya A’da oldugu gibi C’de
derin degildir. Ayrica, cesitli fonksiyonlara sahip baz1 memeli glikoproteinleri yapisinda
bir TIM domain ve CID bulunduran familya 18 kitinazin kivrimina da sahiptirler.
Ornegin; kikirdak glikoprotein-39 (HCgp-36) bu sekildedir.

TIM domainine ve CID’e ek olarak subfamilya A’daki bazi kitinazlar, substrat
baglama bolgesi igeren bir veya iki ek domain barindiran kitin degredasyonunu kapsar
(Li ve Greene, 2010). Ornegin; S. marcescens Kitinaz B’si, bir ekstra C-terminal
domainine sahip iken; S. marcescens kitinaz A’si, ekstra bir N-terminal domainine

sahiptir.
2.2.3. Glikosid hidrolaz familyasi 19

GH familya 19 {iyeleri ¢ogunlukla bitki kitinazlarmi kapsayan, yiiksek bir a-
heliks icerigi ile bilobal yapiya sahiptir. Bu yapi ¢ok degiskendir ve bugiine kadar 20
farkli aminoasit sekansina dayanarak belirlenmistir. Familya 19 enzimleri, genellikle
serbest o-anomere f-bagli polimerin yapistigi bir tersine c¢evirme mekanizmasi
aracilifiyla etki eder. Enzim smifinin katalitik kalintis1 heniiz dogrulanamamistir

(Staufenberger, 2012).
2.2.4. Kitinin enzimatik hidrolizi

Simdiye kadar kitinin sadece ii¢ biyodegredasyon yolizi tanimlanmustir:
A) Kitinaz tarafindan, kitin kitooligosakkaritlere (GIcNAcn) ve N-asetil glukozamin
dimerlerine pargalanir. Glukozamin dimerleri sonra B-N-asetil glukozaminidaz ile N-
asetil glukozamin formuna veya kitoolisakkaritlerden direkt olarak serbest GIcNAc’lere
hidrolizlenir (Rxn 2). Baz1 organizmalar GIcNAc» fosforilazla GICNAC: ¢ yi GIcNAc’ ye
ve GIcNAc-1-fosfata degrade eder (Rxn 3) veya bir 6-fosfo-glukozaminidaz ile GICNAc
ve GIcNAc-6-fosfat’a degredasyonunu takiben bir GIcNAc, fosfotransferaz sistemi
(Rxn 4) ile dimeri GIcNAc-6-fosfat-GIcNAc’ ye doniistiiriir. Bu yol izi bakteri ve

fungide bulunmustur.
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B) Bakteri ve fungi tarafindan kitin degredasyonunun baska bir yol izi, Kitin
deasetilaz enzimiyle kitin deasetilasyonu boyunca meydana geldigi onerilmistir. Sonug
olarak  deasetillenmis kitin olan kitosan sonra  ekso-B-D-glukozaminidaz
kooperasyonuyla (Rxn 8) kitosanaz tarafindan glukozamine (GlcN) degrade olur (Rxn
7).

C) Uciincii yol izi simdiye kadar sadece bir arche olan T. kodakaraensis’ de
kesfedilmistir. Bu yol izinde kitin GlcNAc?’ ye bir kitinaz tarafindan degrade edilir. Bu
dimer GIcN-GIcNAc-disakkaritine GIcNAc deasteliaz tarafindan kismen deasetile edilir
(Rxn 9). Bu iiriin ekso-f-D-glukozaminidaz tarafindan GlcN ve GIcNAc monomerlerine
hidroliz edilir (Rxn 8). Son olarak GIcNAc, GIcNAc, deasetilaz tarafindan (Rxn 9)
GlcN  monomerlerine  kitinin  tamaminin ~ konversiyonu ile deasetilize edilir

(Staufenberger, 2012).

»
=
o]

Kitin
)
GIcNAc,
Kitosan
NACz
7
2 4 S
GICNAC-6P- N GlcNy
NACc
8
5 5
‘ GIcNAC | | GIcNAc-6P ‘ GIcNACc-1P | GIcN | ‘

Sekil 2.5. Kitin katabolik yolizi. Numaralarla temsil edilen farkli enzimler; (1) kitinaz, (2) B-N
asetilglukozaminidaz, (3) GIcNAc, fosforilaz, (4) GIcNAc, fosfotransferaz sistem, (5) 6-fosfo-p-
glukozaminidaz, (6) kitin deasetilaz, (7) kitosanaz, (8) ekso-B-D-glukozaminidaz, (9) GIcNAc; deasetilaz.
Kisaltmalar; (GlcNAc,) N-asetilkitooligasakkarit, (GIcN,) kitooligosakkarit, (GICNAc2) diasetilkitobioz,
(GlcNy) kitobioz, (GIcNAc-1P) GlcNAc-1fosfat, (GIcNAc-6P) GIcNAc-6-fosfat.

2.3. Endiistriyel agidan kitinaz

Patojenik funguslarin hiicre duvarlar1 ve boceklerin dis iskeletleri kitin igerir. Bu
nedenle bu organizmalarin biyokontroliinde kitinazlar kullanilabilir (Gooday, 1995).
Mantar enfeksiyonlarinda anti-fungal preperatlarin  iiretilmesinde  kitinazlar
kullanilabilir. Boylelikle saglik agisindan higbir toksik etkisi olmayan, kullanima uygun

preperatlar hazirlanabilir.
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Kitin degredasyonu sonucu ortaya ¢ikan GIcNAc, anti-inflamatuar bir maddedir

Ve

insan viicudunda sentezi

mumkuindir.

Ancak

sentetik olarak elde edilmek

istendiginde yiiksek miktarlarda ekzokitinaz ve N-asetilglukozaminidazlara gereksinim

vardir (Aerts ve ark,. 1996).

2.4. Kitinaz iireten organ

Calismamizda kullandigimiz mikroorganizma P.

izmalar

furiosus’un disinda T.

kodakaraensis, Streptomyces qgriseus, S. thermoviolaceus, S. cyaneus, Aspergillus

fumigatus, Triticum aestivum, B. licheniformis, B. thuringiensis, B. circulans, B. cereus,

Clostridium paraputrificum, Vibrio proteolyticus,

Cryptococcus neoformans, T.

chitonophagus, Homo sapiens, Saccharomyces cerevisia, Lactococcus lactis ve diger

bir¢ok organizmada kitinaz enzimi bulunmustur (www.brendaenzymes.com).

Cizelge 2.1. Arkel kitinazlar (Staufenberger, 2012)

petrolearius
DSM 11571

Organizma Enzim  Karakterizasyon sekli Referans
Ailesi
T. chitinophagus ~ GH18  Dogal saflastirma, aktivite ve  Genbank Acc. No. AAR13021.1
karakterizasyon yapilmistir. (Andronopoulou  ve Vorgias,
2004)
T. kodakaraensis GH18 Rekombinant enzim, aktivite ve  Genbank Acc. No. BAD85954.1
KOD1 karakterizasyon yapilmistir. (Tanaka ve ark., 1999)
P. furiosus GH18 Rekombinant enzim, aktivite ve  Genbank Acc. No. AAL81357.1
karakterizasyon yapilmistir. (Oku ve Ishikawa 2006)
Halobacterium GH18 Rekombinant enzim, aktivite ve  Genbank Acc. No. AAG19274.1
sp. strain NRC-1 karakterizasyon yapilmistir. (Hatori ve ark. 2006)
H.salinarum GH18 Genom anotasyon Genbank Acc. No. CAP13543.1
(Pfeiffer ve ark. 2008)
Halomicrobium GH18 Genom anotasyon Genbank Acc. No. ACV49028.1
mukohataei (Tindall ve ark. 2009)
Haloterrigena GH18 Genom anotasyon Genbank Acc. No. ADB61056.1
turkmenica DSM (Saunders ve ark. 2010)
5511
Methanoplanus GH18 Genom anotasyon Genbank Acc. No. ADN37298.1

Candidatus
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2.5. Arke domaini

Woese ve Fox, 3 domain oldugunu onermislerdir; tiim tipik bakterileri iceren
Bakteria, metanojenik bakterileri igeren Arkebakteria ve Okaryotik hiicrelerinde
sitoplazmik komponent bulunduran Okarya. Arkebakteri’yr sonradan Arke olarak

tekrardan isimlendirmislerdir (Makarova ve Koonin, 2003).

You are Eukar_\'a
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Sekil 2.6. Canlilarin molekiiler temellere gore siniflandirilmasi

2.5.1. Yapusal ozellikleri

Arke domainin tiyeleri sprial, kiire, cubuk, levha seklinde, diizensiz sekilli veya
pleomorfik olmak {izere morfolojik olarak oldukca ¢esitlidir. Tek hiicre, kiime halinde
veya filament formunda bulunabilirler. Caplar1 0,1-15 pm arasinda degismektedir.
Genellikle binary fisyon ile ¢ogalirlar. Ama bazi iiyeleri tomurcuklanma, fragmentasyon
ve heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile de ¢ogalabilirler.

Thermoplasma tiirleri gibi bazi arkeler hiicre duvari igermezler. Hiicre duvari
bulunduran arkeler gram-pozitif veya gram-negatif gibi goriinebilirler. Ultrayapisal
olarak bakteria domainin tiyelerine benzerlik gosterirler. Gram-negatif arkeal hiicre
duvarlarinin  dis membraninda kompleks lipopolisakkaritleri yerine bir yiizey

glikoproteini veya protein altbirimleri bulunur.
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Arkeal lipitler isoprenoid hidrokarbonlardir. Bakteria ve okaryalardaki lipitler
diiz zincirlidirler ve ester bagi icerirler. Arkeal lipitler ise dallanmislardir ve eter baglar
ile gliserole baglanmislardir. Membranlarin sertligi, arkenin yasadigi habitata baglidir.

Membranin akigkanligi ve stabilitesinin devamliligi habitata gore degisiklik gosterir.
2.5.2. Fonksiyonel ozellikleri

Anaerobik, tuzlu ortamdan ileri derecede tuzlu ortama kadar, yiiksek sicaklik ve
disiik sicaklik habitatlarin1 da igeren ekstrem c¢evrelerde bulunurlar. Bazilari
hayvanlarin sindirim sistemlerinde simbiyont olarakta bulunurlar.

Arke domainin bazi iiyeleri aerob, bazilar1 zorunlu anaerob ve bazilar1 da
fakdiltatif anaerobtur. Bazilar1 kemolitoototrofik, digerleri kemoorganotroftur ve bazilar
bir besinsel durumdan digerine degiserek biiylyebilirler. Biiyiime sicakliklart
mezofilikten hipertermofilige kadar degisiklik gosterir. pH biiylime aralig1 ¢ok asidik ile
notriin biraz tizeri arasindadir. Bazi zorunlu halofillerdir ancak digerleri halotoleranttir.
Bakteri ve Arke i¢in anabolik ve katabolik islevleri benzer olmasina karsin

metanojenlerde farklidir.
2.5.3. Molekiiler ozellikleri

Bakterial kromozomlara gore kiigiik ve ekstrakromozomal element olan Arkel
kromozom tek iplikli halkasal DNA molekiiliidiir. Genomlarinin G+C igerigi %21-68
mol arasinda degisiklik gosterir. Okaryada bulunan histon proteinlerine benzer arkeal
DNA baglama proteinleri vardir.

Termal denatiirasyona ve ekstram halofillerin genomik yapisal biitlinliigii i¢in
genomik direng hiicre i¢inde bulunan yiiksek tuz konsantrasyonuna baglidir.

Arkeal gen organizasyonu Okaryalarla homoloji gosterir. Arkeal 23S, 16SrRNA
ve tRNA genlerinde intronlar bulunmustur.

DNA replikasyonunda rol alan arkeal DNA polimerazlar tespit edilmistir. Bu
enzimlerin temel protein sekanst Okaryalarmn DNA  polimerazina benzerlik
gostermektedir. Bazilar1 3°-5° ekzoniikleaz (proofreading) aktivitesine sahiptir. H.
halobium DNA polimerazinin ters transkriptaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Arke’da topoizomerazlar, giraz ve restriksiyon endoniikleazlar da belirlenmistir.
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Bakteriada tek tip RNA polimeraz bulunurken 6karyalarda RNA polimeraz POL
I, Il ve Il olarak adlandirilan 3 tip RNA polimeraz bulunmaktadir. Arke’da tek tip RNA
polimeraz bulunmaktadir ve oOkarya RNA polimeraz POL Il ile benzerlik
gostermektedir. Arkeal RNA polimeralar yaklasik 14 alt birim igerdikleri igin
komplekstirler. E. coli RNA polimerazin aksine arkeal RNA polimeraz in vitro olarak
transkripsiyon yapamazlar.

Arkeal promotorlar transkripsiyonel baslangig¢ bdlgesinin -32 ile -25 bp yukari
kisminda A-T’ce zengin bir sekansa sahiptirler. Bu konsensus sekans 6karyotik TATA

kutusuna benzemektedir.
2.5.4. Arke domainin taksonomisi

Arkeler dort subeden olusur. Euryarchaeota ve Crenarchaeota iki temel sube
iken Korarchaeota ve Nanoarchaeota koke en yakin yerde dallanmistir. Her sube arke
agacinda biiytlik bir dallanma gosterir. Bilinen biitiin organizmalar arasinda en yliksek
sicakliklar ve ekstrem pH’larda tireyen tiirleri ile pek ¢ok arke ekstremofildir (Madigan
ve Martinko, 2010).

Euryarchaeota arkenin fizyolojik yonden farkli bir grubunu olusturmaktadir. Bu
subenin gruplarindan koke yakin dallanan hipertermofil Thermococcus ve Pyrococcus,
metanojen Methanopyrus ve fenotipik olarak mikroplazmalara benzeyen hiicre duvari
olmayan prokaryot olan Thermoplasma’y1 igermektedir (Madigan ve Martinko, 2010).

Thermococcus anoksik termal sulara ozgii kiire sekilli bir hipertermofilik
oriarkedir. Bir demet polar flagella icerir ve oldukga hareketlidirler. Thermococcus bir
obligat anaeobik kemoorganotroftur; 70-95°C’de S°’ii elektron alici olarak kullanildig:
proteinler ve diger organik karigimlarin bulundugu ortamlarda iiremektedir (Madigan ve
Martinko, 2010).

Pyrococcus morfolojik yonden Thermococcus’a benzemektedir ve ¢ok daha
yiiksek sicaklik ihtiyacindan dolay1 bu tiirden ayrilmaktadir. Pyrococcus 70 ve 106°C
arasinda, optimum olarak 100°C’de {iiremektedir. Thermococcus ve Pyrococcus
metabolik yonden de birbirlerine olduk¢a benzemektedirler. Peptitler, amino asitler,
sekerler, olusan yag asitleri, CO2 ve Hz’den enerji elde ederler. Piriivat, olusan asetat,

H> ve CO2’yi fermente edebilirler. Ek olarak, Pyrococcus ve Thermococcus tiirleri
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yiiksek tuz yogunluguna sahip jeotermal olarak sicak yag rezervlerinde bulunmus ve
islenmis yag varliginda biiyiiyebilirler. Aym1 yag rezervleri icerisinde, arkeal siilfat
indirgeyicilerinin iiyelerinin H2S olusumundan sorumlu olabilecegi bulunmustur
(Madigan ve Martinko, 2010).

Calismalarda model organizma olan T. kodakaraensis ile P. furiosus’un
homolojisi tabloda gosterildigi sekildedir.

Cizelge 2.2. T. kodakaraensis ile P. furiosus’un homolojisi (Fukui ve ark.,2005).

T. kodakaraensis P. furiosus
Genom ozellikleri
Genom ebati (bp) 2,088,737 1,908,256
Protein-kodlama bolgeleri 92.1% 92.5%
GC igerigi 52.0% 40.8%
Stabil RNAlar
tRNA’lar 46 46
intron igeren tRNA’lar Trp, Met Trp, Met
tRNAs 16S-23S 16S-23S
5S (x2), 7S 5S (x2), 7S
Digerleri RNaseP RNaseP
CDSs 2306 2065
Mobil elementler
Inteinler 16 10
Transposazlar 7 >30
Virus-iligkili bolgeler 4 0
Siral1 tekrarlarin uzun dizileri
R1 ailesi 0 0
R2 ailesi 3 7

2.6. Arke kitinazlar:

Arke domaini i¢inde, genetik ve molekiiler bilgi a¢isindan simdiye kadar sadece
10 oriarkeal kitinaz bulunmustur. Tamamu glikosit hidrolaz 18A ve 18 C alt familyasina
atfedilmistir. Bunlar1 ¢cogu bilinen genlerin benzerliginde genom islemeciligi ile bilgi
notlar1 eklenilmistir. Boylece, gerg¢ek kitin parcalayabilme yetenekleri heniiz ortaya
cikarilamamustir. Bildigimiz kadariyla, aktivite kaniti da dahil olmak iizere enzimatik
karakterizasyon sadece dort organizma igin yapilmistir (Staufenberger ve ark., 2012).

1) T. chitinophagus; hiicrenin dis tarafina kitinaz baglandigi i¢in simdiye
kadar karbon ve enerji kaynagi olarak direk olarak kitin iizerinde biiyliyebilen tek
Arkeondur. Optimal aktivite 70°C’de ve pH 7’de Olglilmiistiir. Bu kitinaz oldukga
termostabildir ve allosamidin tarafindan inhibisyon gostermemistir. Buna ek olarak, iire

ve SDS tarafindan denatiirasyona direnclidir.
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2) Tanaka et al. T. kodakaraensis KOD1’in kitinaz genini klonlamiglardir ve
overekspresyonunu saglamiglardir. Bu enzim 85°C ve pH 5’te optimal aktivite
gostermistir. Amino asit sekansimna ve gen delesyon deneylerine gore GH18A’ya
benzerlik gosteren bir bolgesi ve GH18C’ye benzerlik gosteren bir diger bolgesi ve 3
substrat baglama bolgesi ile ¢ift aktif bolgeye sahiptir.

3) P. furiosus genomu, GHI8 A ve B alt familyalarina ait iki Kkitinaz
icermektedir. E. coli’de hem klonlanmistir hem de eksprese edilmistir. 90-95°C ve pH
6’da optimal aktivite gdstermistir. Ayrica, koloidal kitin ilizerinde birlikte inkiibe
edildigi zaman iki proteinin sadece biri ile inkiibasyonu karsilastirildiginda bes kat
artisla sonuglanmasi bu iki kitinazin sinerjistik olarak hareket ettigini gostermektedir.
Fakat, sonraki DNA sekans analizi, ¢erceve kaymasma neden olan bir niikleotit
insertiyonu sonucu iki genin olustufunu gostermektedir. Insert edilen niikleotit
kaldirilinca kitinaz aktivitesinde 40 kat bir artis ile sonuglanan yapay bir rekombinant
kitinaz Oku ve Ishikawa tarafindan eksprese edilmistir. P. furiosus kitinaz1 gibi diger
kitinazlarda da bir dimerik durumu bilinmektedir.

4) Hatori et al. Halobacterium sp. strain NRC-1’in genomunda farzedilen
bir kitinaz geni bulmustur ve ekstrem halofilik bir Arkeon olan Haloarcula japonica
strain TR-1’de eksprese etmislerdir. Aktivite, yaklasik 5M’a kadar degisen NaCl
konsantrasyonlarinda muhafaza edilmistir. Buna ek olarak enzim %30 (v/v)’a kadar
yogun DMSO konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.

5) S. tokodaii str.7 nin ORF ORF BAB65950, ilk fonksiyonel crenarkeal
kitinaz1 kodlar. Bu enzim glikosit hidrolaz familyasinin ne 18 ne de 19 atfedilebilir.
Filogenetik protein sekans agaci i¢inde glikosit hidrolaz familya 18’in tiyelerine yakin
iligki icinde ORF’nin amino asit sekansinin kiimelendigi ortaya ¢ikmaktadir

(Staufenberger ve ark., 2012).

2.6.1. P. furiosus kitinazi

P. furiosus kitinazi a ve B kristal kitini hidrolizleyen bir endokitinazdir. AD1 ve
AD2 olmak iizere iki katalitik domain igerirken ChBD1 ve ChBD2 olarak adlandirilan
iki kitin baglama domaini igerir. P. furiosus kiiltir ortaminda kitinaz enzim aktivitesi
tespit edilememistir. Maksimum enzim aktivitesi sadece kitinin  formundan elde

edildigi gibi 90°C’nin tizerindeki sicakliklarda a kitinden de elde edilmistir. Pf-ChiA
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1075 amino asitlik biiyiik bir proteindir. Iki katalitik domain (AD1 ve AD2) ve iki Kitin
baglama domaininden (ChBD1 ve ChBD2) olusmustur. ChBD’ler ve kitin arasindaki
molekiiler arasi etkilesimlerin kristal kitinin etkin hidrolizinde elde edilen kitin
yiizeyine yakin baglanmis olan katalitik domaini zorlamasi beklenir (Mine ve ark.,
2013).

Karbonhidrat baglayic1 domainler, karbonhidrat baglama aktivitesine sahip
fonksiyonel domainler olarak belirlenmistir ve halihazirda 32,130 modiil amino asit
sekanslar1 baz alinarak 67 aile olarak siniflandirilmistir (Mine ve ark., 2013).

Oku ve Ishikawa’nin 2006 ‘da yaptigi calismada rekombinant kitinaz enziminin
kolloidal kitine kars1 aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ama kristal kitine kars1 aktivite
rapor edilmemistir. Bunun gibi yararli bir kitinaz bulmak icin hipertermofilik arkeden
hipertermostabil kitinaz genleri aragtirtlmigtir. Bir hipertermofilik arke olan T.
kodakaraensis’te (TK-ChiA) kitinaz enzim geni rapor edilmistir.

Oku ve Ishikawa’nin yapmis oldugu ve konu ile ilgili olan en giincel ¢aligmada
rekombinant enzimin kristal Kitine kars1 aktivitesi incelenmistir. Enzimin aktivitesi kitin
substratinin serbest indirgen ucunun dl¢iimilyle belirlenmistir ve 1-6 (umol/mg) olarak
hesaplanmistir (Oku ve Ishikawa, 2006).

P. furiosus’un genom veritabaninda TK-ChiA olan iki ORF homologu
bulunmustur. TK-ChiA ile sekans benzerligi hakkinda, P. furiosus’un iki bitigik
ORF’sinde iki kitin baglama domaini ve iki katalitik domain bulunmustur (Oku ve
Ishikawa, 2006). Sekil 4’de goriildiigii gibi PF1233 ve PF1234 numaralari ile gosterilen
genler ayn1 yonde ifadelenmektedir ve ters yonde ifadelenen PF1232 ve PF1235 genleri
arasinda bulunmaktadir.

- o.5M T o T

aea| 116588a8] 11668ea] 11678ea] 1165eme| 11690aa| 117aman| 117188a] 1172
Sz Fercent in 28 Base Mindows

it ittt ok, Ak

Mustered Eeoularlg Interspaced Zhort Falinderomic Eepeats (CRISFE

Genbank EefZed Gere Annotations
FF12335 <444 {40444 FF1235 »>»

<< <4 ] FF1234 t4<4444444 FF1237 &5
251 €444 FF1236 »:kx
FF1252 bbb 333ss FF12358 »»

Sekil 2.7. P. furiosus genomunda TKChiA ve TKChiB ile homolog olan PF1233-1234

genlerinin dizilisi (http://archaea.ucsc.edu/)
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Kristal kitin stabil olarak dogada bol miktarda bulunmaktadir. Endiistride
kullanmak i¢in kristal kitine karsi kitinaz aktivitesi onemlidir. Bu ylizden, yapilacak
olan bu calismayla iiretilen rekombinant enzimin, Kitin israfinin biiyiik miktarinin
azaltilmasinin ve tekrar kullaniminin yani sira kitin oligomerlerinin tiretimi i¢in kristal

kitinin endiistriyel hidrolizinde kullanigh olmasi1 beklenilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmada kullanilan P. furiosus, Almanya Regensburg Universitesi
Mikrobiyoloji kiirsiisii ve Arkea merkezinden temin edilmistir
Besiyerleri, tamponlar, g¢esitli ¢ozeltiler, enzimler, shaker, spektrofotometre,
elektroforez ve diger ekipmanlar kullanilmistir.
3.1.1. Kullamilan besiyerleri
Sea Salts Medium

Deniz tuzu 40 g/L
PIPES 3,1g/L
VSM iz elementler soliisyonu 1 ml/L
Yeast extract 1g/L
Rezasurin 0,5 mg/L

P. furiosus’ u ¢ogaltmak amaciyla kullanilmigtir (Gao ve ark., 2003).

VSM iz elementler soliisyonu,

Nitrilotriasetik asit 1,5 g/100ml
FeCl..6H.0 0,5 g/100ml
Na;W0O4.2 H20 0,3 g/100ml
MnCl2.4 H20 0,4 g/100ml
NiCl>.6H20 0,2 g/100ml
ZnS04.7H20 0,1 g/100ml
C0S04.7H20 0,1 g/100ml
CuS04.5H20 0,01 g/100ml
Na:M0S04.5H,0 0,01 g/100ml

1 N NaOH c¢ozeltisi ile pH 6,8’e ayarlanmistir ve besiyeri otoklavda 121°C’de
15 dakika steril edilmistir.
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Luria Bertani Medium

Yeast extract 50/L
Tripton 10 g/L
NaCl 59/L
Agar 15 g/L

Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Antibiyotik olarak
50pg/ml kanamisin kullanilmistir. Bu besiyeri antibiyotikli, sivi ve kati olarak

hazirlanmistir ve E. coli DH5a’nin gelistirilmesinde kullanilmastir.

Kitinli besiyeri
Kolloidal kitin 4,94 g/L
Maltoz 5,56 g/L
Yeast ekstrakt 0,62 g/L
KH2PO4 1,33 ¢g/L
MgS04.7H20 0,65 g/L
Agar 20 g/L

pH 7’ye ayarlanmistir (Khan ve ark., 2010). 121°C’de 15 dk steril edildikten
sonra cam petrilere besiyeri dokiimii gerceklestirilmistir. Rekombinant hiicrelerde

kitinaz ekspresyonunun gozlenmesi i¢in kullanilmistir.
3.1.2. Kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Sodvyum asetat cozeltisi

DNA’nin etanol ile ¢oktiiriilmesinde kullanilmistir. 3M sodyum asetat trihidrat
¢oOzeltisi hazirlamak i¢in 40,8 g tuz tartilmis ve 100 ml distile su i¢inde ¢ozdiirtilmiistiir.
Asetik asit ile pH 5,4’e ayarlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Kalsiyvum klorir ¢cozeltisi

E. coli susunun kullandigimiz iki farkli strainini kompetent hiicre olarak
hazirlamak i¢in kullanilmistir. 0,1 M CacCl; igin 1,10 g tuz tartilmis ve 100 ml distile su
i¢inde ¢ozdiriilmiistiir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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Kalsiyvum klorir - gliserol cozeltisi

Kompetent hiicre hazirlama agamasinda kullanilmistir. Bu ¢6zelti i¢in ¢ozeltinin
%20’s1 gliserol olacak sekilde, gliserol ve dnceden hazirlanan 0,1 M CaCl; ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Magnezyum klorir ¢ozeltisi

Kompetent hiicre hazirligi i¢in kullanilmistir. Cozelti konsantrasyonu 0,1 M
olacak sekilde MgCl,.6H20 tuzu kullanilarak 100 ml hazirlanmistir. 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir.

Tris — asetat (TAE) tamponu

Trizma base 242 g/L
Glasiyel asetik asit 57,1 ml/L
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml/L

TAE tamponu pH 8,0 olacak sekilde, tamponun kontaminasyonunu engellemek
acisindan gerektiginde seyreltilmek tlizere 50X olarak hazirlanmistir. 121°C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Primer dizaym

Oku ve Ishikawa (2006) o kristal kitine karsi en yiiksek aktivitesi oldugu
belirtilen (9.45 pmol/mg protein) B tip enzimi (aktif bolge 2 + katalitik bolge 2)
kodlayan bolgeye uygun primerler uygun restriksiyon kesim bolgeleri eklenerek

tasarlanmustir.
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Sekil 3.1. TK-ChiA ve PF-ChiA kitinazlarimin kitin baglama domaini ve aktif domainlerinin

karsilastirilmasi

P. furiosus organizmasmin kitinaz gen sekansi http://Arke.ucsc.edu/ sitesinden

belirlenmistir.

atgttggaacactagcttcgctagtttgagcggagaatgtgtatccaaatgectccatgaattttacgaatacgtggctaaacgeccaatctgggteatttgtt
cctetgtggagtggtgaaacttetectgttggtectgggtggtctetgtctacactccagaaggetagtgatectattttatgttgaattgcccagtcaacaagt
tgctgagcatcttctaatgtaaacacactcttgtcatcatttactcctatcattggagttaatcctatcatcttccaaatttcttcatcacttttttcgggataaatcty
ctttaattgtctgaacacattttcagctaccttgattgeattttctgcgttagaaggagtccagtagtaatccatcgtcattggattgactctatctactcttaccee
cttcttggccatcgtttctattataccgtatectectgetagtectatccceggategetgggtaaggtaaagctgaattttacccaaggtetttetetttggacta
tgagtagggcatctgcaagtttatctgcatcgataccggcttctatgtcaaagtccaagtaagtggceattatatgtatcaattacctttatgtaccattcageca

attgttctggegtgcetggectgttggcaaagatatggtectacagecceaccaaacgctattattacttctccaccaatttetetgagttctcttacctcatcaac
aaatttctctagaggaattgagcctgcccaagetggacegttgtaaactgaactatagagaatgaatgccaaggtaaagtacttagttccagttaactttgca
tattctactaagggcttgtgtactgatagactcatatcgatatagggagcaaagaagtgttctggtattggatttgcattcccaggaagtggegtaggagtta

gagtcggggtaggagtaggagttggggtagatatgggagtiggegttggagtttgtgagggagtiggggtagatgtygttatygtagtyggtataggag
ttgtcectecggttggtgtecatatgteaattacttgtecgtttatttctagggttatttcttctactttgtctecttgtggtecgtttactatgaatccaaatgttgetgt
cggccctttattccagcttactggagtgaagatgacatagccattceectettgtttgttagegcetccagaagcettectacagtggetectggggctagtitaa

ccttcacagtccagtcatactgtccatccaaattaagagtcacatcatactcagcaccactaccccaategtttacctttacctctagagatectgagactggg

acaggggtag

Sekil 3.2. P. furiosus kitinazi gen dizisi
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http://archaea.ucsc.edu/

Sekil 3.2°de dizisi verilen kitinaz geninin kodladig1 proteinin dizisi ise Sekil
3.3’te verilmistir. o kristal kitine karsi en yiiksek aktivitesi oldugu belirtilen B tip

enzime ait aminoasit sekansi sari ile isaretlenmistir.

"MKYLDFINVMTYDYHGAWDPITGHLAPLYADPNAPYEDPNIKWNFNVNASIQWYLKHGVNPK
QLGLGLPFYGRSFANVPPENNGLYQPFSGTPAGTWGPAYETHGVMDYWDIEEKRASGQYNYY
WDPVAMVPWLY SPSLKIFISYDDKKSIGIKVDYALKYNLGGVMVWEITADRKPGTNSHPLLDTIL
EHIAQGGGVVPTPSPTPTPTPTPTPTPTTTTTTSTPTPTTTTTPSPTTTTTTTTTTTTTSTTTTPTTTTT
PVPVSGSLEVKVNDWGSGAEYDVTLNLDGQYDWTVKVKLAPGATVGSFWSANKQEGNGYVIF
TPVSWNKGPTATFGFIVNGPQGDKVEEITLEINGQVIDIWTPTGGTTPTPTTTTTSTPTPSQTPTPTP
TPTPTPTPTPTLTPTPLPGNANPIPEHFFAPYIDMSLSVHKPLVEYAKLTGTKYFTLAFILYSSVYN
GPAWAGSIPLEKFVDEVRELREIGGEVIIAFGGAVGPYLCQQASTPEQLAEWYIKVIDTYNATYL
DFDIEAGIDADKLADALLIVQRERPWVKFSFTLPSDPGIGLAGGYGIIETMAKKGVRVDRVNPMT
MDYYWTPSNAENAIKVAENVFRQLKQIYPEKSDEEIWKMIGLTPMIGVNDDKSVFTLEDAQQLV
DWAIQHKIGSLAFWSVDRDHPGPTGEVSPLHRGTNDPDWAFSHVFVKFMEAFGY TFSAQTSEAS
VPT"

Sekil 3.3. P. furiosus kitinazinin protein dizisi

Buna gore ilgili proteini kodlayan niikleotit sekansi kullanilarak EcoRI ve Xhol
restriksiyon kesim bolgelerinin ilavesi ile primer dizayni gergeklestirilmistir. Bu
restriksiyon enzimleri segiliminde plazmit igerisinde tek kesim bolgelerinin olmasina
dikkat edilmistir. Primer dizaym1 i¢in Serial Cloner ve Clone Manager

(http://www.scied.com/pr_cmbas.htm) programlari kullanilmustir.

Cizelge 3.1. P. furiosus kitinazinin ¢ogaltilmasi i¢in tasarlanan primerler

Primer adi  Dizisi Kesim bdlgesi enzimi

ChiForw 5’-tata GAATTC tatg actacccctgtcccagtct-3° EcoRl
ChiRev 5’-ttctCTCGAGICATGTTGGAACACTAGCTTcg-3>  Xhol

3.2.2. DNA izolasyonu

P. furiosus kiiltiirinden DNA izolasyonu iiretici tavsiyeleri modifiye edilerek,
Bio Basic / Molecular Biology Kit EZ-10 Spin Column Genomic DNA Kit kullanilarak
yapilmustir.

Sivi kiiltiirden ince igneli steril siringa ile 1,3 ml alinmistir. 6000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilip stipernatant atilmistir. Pelet 100 ul TE buffer (10:1) iginde restispanse
edilmistir. 20 pl (20 ng/ml) Proteinaz K ilavesi yapilmigtir. Karigim vortekslenip
65°C°de 30 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kisa bir vorteks yapilmustir. 8 pl
RNazA (100 ng/ml) eklenip 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.15 sn son hizda
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vortekslenip 250 pl Digestion soliisyonu ve 150 ul etanol (%96-100) eklenip kolona
yiikleme yapilmigstir. 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir. 500 pl Wash soliisyonu
eklenilmistir ve 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilip alttaki sivi dokiilmiistiir. Kolon
temiz 1,5 ml’lik steril bir mikroflij tiipline aktarilmistir. 75 pl Elution buffer
eklenilmistir ve 10000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir. Spin kolon atilip genomik

DNA’y1 barindiran mikrosantrifiij tiipii +4°C’de saklanilmistir.

3.2.3. Farkh DNA polimerazlar ile kitinaz geninin amplifikasyonu

P. furiosus DNA’sindan Taq polimeraz, Pfu polimeraz ve Phire polimeraz
kullanilarak kitinaz geni ¢cogaltilmaya calisilmistir.

Tag Polimeraz: Termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde edilen ve

94°C’ye kadar dayanabilen DNA polimeraz enzimidir.

Cizelge 3.2. P. furiosus kitinazinin Taq polimeraz ile gogaltilmasi igin hazirlanan PZR

karigimi

10X Taq buffer 1ul

10 mM dNTPs 1 pl
ChiForw 1 ul
ChiRev 1 ul
25 mM MgCl; 2 ul
Template DNA 1,5 ul
Taq DNA polimeraz 1 ul
Distile su 11,5 ul
Toplam hacim 20 pl

Cizelge 3.3. P. furiosus kitinazinin Taq polimeraz ile ¢ogaltilmasi i¢in PZR kosullari

98°C 30 saniye

98°C 5 saniye

50°C 5 saniye 30 dongi
72°C 25 saniye

72°C 1 dakika

Pfu polimeraz: Hipertermofilik bir arke olan P. furiosus mikroorganizmasindan elde

edilen bir DNA polimerazdir. Bu enzim 3’-5’ ekzoniikleaz proofreading aktivitesine
sahiptir. Taq DNA polimeraz ile karsilastirildiginda termostabilite ve proofreading

ozellikleri bakimindan daha ustiindir.
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Cizelge 3.4. P. furiosus kitinazinin Pfu polimeraz ile ¢gogaltilmasi i¢in hazirlanan PZR

karigimi

Pfu tampon 4 ul
10 mM dNTPs 0,4 ul
ChiForw 1wl
ChiRev 1 ul
Pfu polimeraz 0,4 ul
Template DNA 1,5 ul
Distile su 11,7 ul
Toplam hacim 20 pl

Cizelge 3.5. P. furiosus kitinazinin Pfu polimeraz ile ¢ogaltilmasi i¢in PZR kosullar

98°C 30 saniye

98°C 5 saniye

50°C 5 saniye 30 dongii
72°C 25 saniye

72°C 1 dakika

Phire Hot Start I DNA polimeraz: Arkeal bir DNA polimerazdir.

Cizelge 3.6. P. furiosus kitinazinin Phire DNA polimeraz ile c¢ogaltilmasi igin

hazirlanan PZR karigimi

5X reaksiyon tamponu 4ul

ChiForw 1ul (10pmol/pl)
Chi Rev 1ul (10pmol/pl)
Phire hot start 11 0,4ul

Distile su 11,7ul

Toplam hacim 20ul

Cizelge 3.7. P. furiosus kitinazinin Taq polimeraz ile ¢ogaltilmasi i¢in PZR kosullari

98°C 30 saniye

98°C 5 saniye

50°C 5 saniye 30 dongii
72°C 25 saniye

72°C 1 dakika
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3.2.4. Plazmit izolasyonu

pET sistemi T7 lac promotorii i¢eren kanamisine direngli bakteriyel ekspresyon
vektoriidiir. N-terminal ucta 6-His kuyruguna ve trombin parcalama bdlgesine sahiptir.
Internal T7 epitopu ve C-terminal ucta 6His- isaretine sahiptir.

PET sistemi E. coli i¢inde klonlama ve rekombinant proteinlerin ekspresyonu
icin simdiye kadar gelistirilmis en gii¢lii sistemdir. Hedef genler, giiclii bakteriofaj T7
transkripsiyonu ve translasyon sinyallerinin kontrolii altinda pET plazmitine klonlanir.
Ekspresyon konak hiicre iginde bir T7 RNA polimeraz kaynagi saglandiginda
indiiklenir. Selektif ve aktif olan T7 RNA polimerazi tam olarak indiiklendiginde,
hiicrenin tiim kaynaklar1 hedef gen ekspresyonu icin déniistiiriiliir. Indiiksiyon sonrasi
arzu edilen iriin birka¢ saat igerisinde biitiin hiicre proteinlerinden %50’sinden de
fazlasin1 igerebilir. Bu sistem son derece giicli olmasina ragmen, uyaricinin
konsantrasyonunu  diisiirerek  ekspresyon seviyesinin azaltilmasi miimkiindiir.
Ekspresyon seviyesinin azaltilmasi bazi hedef proteinlerinin ¢oziinebilirlik verimini
arttirabilir. Bu sistemin bir diger Onemli yarari, indiiklenmemis durumdaki
transkripsiyonel sessiz hedef genleri koruma yetenegidir. Hedef genler, ilk olarak T7
RNA polimeraz genini icermeyen konaklar1 kullanarak klonlanir. Bdoylelikle konak
hiicre icin potensiyel toksik proteinlerin iiretimi nedeniyle kararsiz plazmit
eliminasyonu gerceklestirilmis olur.

Bir ekspresyon olmayan konakta bir kez kurulan hedef protein ekspresyonu, A
pL ve pl promotorleri kontrolii altinda T7 RNA polimeraz geni tasiyan bir faj olan
ACE® ile konagin enfekte edilmesiyle veya lacUVS5 kontrolii altinda T7 RNA polimeraz
geninin kromozomal bir kopyasini iceren ekspresyon konagina, plazmit transferiyle
baslatilabilir. Ikinci durumda, bakteri kiiltiiriine IPTG veya laktoz eklemesi ile veya
otomatik indiiksiyon besiyeri kullanilarak ekspresyon indiiklenir.

Kitinaz geninin ekspresyonu i¢in kullanilmast planlanan pET vektort,

kanamisine direng geni de igeren pET28a(+) dir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. pET28a(+) vektor sistemi

Calismamizda Sekil 3.4’te de goriildiigii gibi, EcoRI ve Xhol bolgelerinden
kesim yapilmis ve kitinaz geni bu bolgeye eklenmistir. Sonugta olusan rekombinant
protein N-terminal His-tag icerecek sekilde tasarlanmistir.

pET28a(+) vektoriiniin stoktaki E.coli DHS5a hiicrelerinden ve gerekli
durumlarda ilgili hiicrelerden izolasyonu Bio Basic / Molecular Biology Kit EZ-10 Spin
Column Plasmid DNA Mini Preps Kit kullanilarak yapilmistir. Genel olarak prosediir
su sekildedir;

Bir gece boyunca antibiyotikli LB besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerden 2 ml
12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant dokiiliip 100 pl Solution I ile pelet
siispanse edilmistir ve 1 dk bekletilmistir. Karigima 200 pl Solution II eklenip tiip 4-6
kez yavasca karistirtlmis ve oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir. 350 ul Solution IIT
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ilavesi yapilmistir. Yavasca karistirillip oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir. 12000
rpm’de 5 dk santriflij yapilmistir. Elde edilen siipernatant kolona transfer edilmistir ve 2
dk bekletilmistir. 10000 rpm’de 2 dk santrifiijlendikten sonra 750 pl Wash solution
eklenip 10000 rpm’de 2 dk sanrtrifiij yapilmigtir. Kolon steril bir eppendorfa transfer
edilmistir ve kolonun merkezine 50 pl Elution buffer eklenilmistir. Oda sicakliginda 2
dk inkiibe ettikten sonra 10000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmistir. Elde edilen plazmit -
20°C’de saklanmustir.

3.2.5. Plazmit ve PZR iiriiniiniin restriksiyon enzimleri ile kesimi

Rekombinant DNA molekiiliiniin olusturulmas: sirasinda her bir vektor
molekiilii, halkayr agmak i¢in tek bir pozisyonda kesilmelidir. Bir defadan fazla kesilen
molekiil iki ya da daha fazla fragmana ayrilacak ve klonlama araci olarak kullanish
olmayacaktir. Bu kesim islemi restriksiyon endoniikleazlarca gergeklestirilir.

Restriksiyon endoniikleazlar, cift iplikli DNA’y1 sadece simirli sayida tanima
yerlerinden keserler. Giinlimiizde 250 adet farkli sustan elde edilmis 1200°e yakin farkli
restriksiyon enzimi bilinmektedir. Bu enzimler genellikle elde edildikleri organizmay1
yansitacak sekilde isimlendirilirler. Bir restriksiyon enzimi dnce DNA molekiiliinii
boydan boya tarar ve kendi tanima dizisi ile karsilastiginda ona baglanir. Cift sarmalin
her iki ipligi tizerinde birer adet seker-fosfat bagini keser veya metilasyon yapar.
Restiriksiyon enzimlerinin tanima yerleri 4-6 bazlik palindromik sekanslardir.
Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucunda 5 uzun uglar, 3’ uzun uglar veya kiit uglar
olusur. 5° veya 3’ uzantili kesimler yapiskan uglarin olusmasina neden olur.

Ticari olarak restiriksiyon enzimleri iiretilmektedir ve genellikle 10 U/ul
konsantrasyonunda satiga sunulmaktadir. Bir iinite restriksiyon enzim aktivitesi, uygun
kosullar altinda 1lpg DNA’y1 bir saatte kesebilen enzim olarak tanimlanir. Bu
enzimlerin ¢gogu %50 gliserol iceren tamponlarda ve -20°C’de saklanur.

Bu calismada restriksiyon enzimi olarak EcoRI ve Xhol kullanilmistir. EcoRI
geni, E. coli RY13 straininden elde edilirken, Xhol geni, Xanthomonas holcicola
straininden elde edilir. Bu enzimler 37°C’de aktif hale gelirler. Her iki enzimde
NEBuffer 2.1 tamponunda %100 calisirlar. pET28a(+) vektorii ve CDAD2 ig¢in

kullanilan restriksiyon reaksiyon karisimi ¢izelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. pET28a(+) vektorii ve CDAD2’nin Xhol ve EcoRI restriksiyon enzimleri

ile kesimi i¢in kullanilan reaksiyon karigimi

10X tampon 2 ul
Xhol 2 ul
EcoRlI 1 ul
DNA 4 ul
Distile su 11l
Toplam hacim 20 pl

3.2.6. Ligasyon

Ligasyon islemi vektor molekiili ve klonlanacak olan DNA molekiiliiniin
birlesmesi ile gerceklesir ve bu reaksiyonu katalizleyen DNA ligaz enzimidir. Ligaz
enzimleri her hiicrede bulunmasina ragmen laboratuarda kullanilan enzim genellikle T4
bakteriofaji ile enfekte edilen E. coli bakterisinden saflastirilir. Hiicrede bulunan DNA
ligazlar DNA replikasyonu sirasinda olusan okazaki fragmentlerini 3’-5" fosfodiester
baglar1 ile birbirine baglamada ve hasarli DNA’larin tamirinde goérev alirlar.
Rekombinant DNA teknolojisinde ise ligaz enzimi ilgi duyulan DNA pargalarini vektor
DNA molekiillerine in vitro sartlarda kovalent baglarla baglayarak rekombinant DNA
elde edilmesinde kullanilirlar. DNA ligaz enzimi ATP varliginda birbirlerine gecici
olarak hidrojen baglari ile tutunmus yapiskan ug tasiyan DNA pargalarindan birinin
3’0OH ucunu ile vektoriin 5 fosfat ucu arasinda 3°-5’ fosfodiester baginin olusumunu
katalizler.

Insert DNA ligasyon i¢in hazirlandiktan sonra, konsantrasyonu bilinmiyorsa
agaroz jel lizerinde konsantrasyonu bilinen benzer biiyiikliikteki standart ile PZR
liriiniiniin  boyama yogunlugu karsilastirilabilir. Boylelikle yaklasik olarak PZR
tirtiniiniin konsantrasyonu tahmin edilir. Vektoriinde konsantrasyonu bilinmiyorsa, ayni
islem onun i¢inde gerceklestirilebilir. Belirli bir vektor ve insert i¢in optimal oranini
belirlemekte farkli DNA oranlar1 kullanilabilir. Cogu durumda 1:1 veya 1:3 vektor:
insert oraninda iyi ¢alisir. Ama 1:5, 5:1 veya 10:1 oranmi bile kullanilabilir. Spesifik

vektor: insert molar orani i¢in asagidaki formiil kullanilabilir:

vektor(ng)x insert boyutu(kb) insert molar miktari

vektor boyutu(kb) X Vektor molar miktart oo (ng)
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PZR iirtinii ve plazmitin kesimleri ayr1 ayr1 olarak gerceklestirilmistir ve bu
islem i¢in EcoRI ve Xhol enzimleri kullanilmistir. Reaksiyon sonrasinda termal
inaktivasyon yapilmamistir. Ancak reaksiyon karigimi temizlenerek kullanilmistir. Bu
islem i¢in Bio Basic Inc. EZ-10 Spin Column PZR Products Purification Kit’i
kullanilmistir ve islem basamaklar1 asagidaki gibidir;

Restriksiyon hacmine (20 pl) ii¢ kat1 kadar Binding Buffer (60 pul) eklenilmistir.
Karisim kolona transfer edilmistir ve oda sicakliginda 2 dk bekletilmistir. 10000 rpm’de
2 dk santrifiij edildikten sonra alttaki sivi dokiilmistir. 750 pl Wash Solution
eklenilmistir. 10000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Spin kolon steril bir mikrofiij
tiipline transfer edilmistir ve tizerine 40 pl distile su eklenilmistir. Oda sicakliginda 5 dk
bekletildikten sonra 10000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen iiriin -20°C’de
stoklanmustir.

Ligasyon karigimi hazirlanirken farkli oranlarda kesilmis pET28a ve CDAD?2

geni kullanilmistir. Bu oranlar Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. pET28a ve CDAD2 genlerinin ligasyonu ig¢in kullanilan reaksiyon

karigimlari
(1:3) (1:2) (1:1) (2:1) (3:1)
pET28a 2 2,5 4 5 6
CDAD2 6 5 4 2,5 2
Buffer 1 1 1 1 1
Ligaz 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Distilesu 0,5 1 0,5 1 0,5

Reaksiyon +4°C’de 2 giin boyunca siirdiiriilmiistiir.
3.2.7. Transformasyon ve plazmit segilimi

Pek c¢ok bakteri tiirli, biiyiidiikleri ortamdan DNA molekiillerini alabilme
yetenegine sahiptirler. Bu sekilde alinan DNA c¢ogunlukla yikilir, fakat nadiren konak
hiicrede hayatta kalip replike olabilir. Ozellikle, DNA molekiilii konak tarafindan

taninan replikasyon orjinli bir plazmitse meydana gelir.
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E. coli’yi de igeren bakteri tiirlerinin ¢ogu, normal sartlar altinda sinirlt miktarda
DNA alirlar. Bu tiirleri etkili bir sekilde transforme etmek i¢in bakteriler DNA alma
yeteneklerini arttiracak birtakim fiziksel veya kimyasal muamelere maruz
birakilmalidir. Bu muameleye tabi tutulan hiicrelere kompetent denir.

Soguk tuz ¢ozeltisinde 1slatilan E. coli hiicrelerinin DNA aliiminda islatilmayan
hiicrelerden ¢ok daha etkili olduklar1 belirlenmistir. Rubidyum klorit ve bunun gibi
diger tuzlarda etkili olmasma ragmen 50 mM’lik kalsiyum kloriir ¢ozeltisi geleneksel
olarak kullanilmaktadir.

Kalsiyum kloriir, muhtemelen DNA’nin hiicre disina ¢okelmesine neden olur
veya hiicre duvarinda DNA baglanmasini arttirici bir ¢esit degismeden sorumludur. Her
iki durumda da hiicreye DNA alimina degil, sadece DNA’nin baglanmasina etki eder.
DNA, kompetent hiicrelere ilave edildiginde, hiicre digina bagl kaldigi goriiliir.
Hiicrelere DNAnin asil girisi sicakligi 42°C’ye arttirmakla uyarilir.

Kompetent hiicre olarak seg¢ilmis olan E. coli DH5a patojen degildir ve
laboratuar klonlamada kullanilmak i¢in gelistirilmistir. Yiiksek verimli transformasyon
saglayan c¢oklu mutasyonlarla bir klonlama susu olarak D. Hanahan tarafindan
gelistirilmis bir straindir. Bu strain bir seri mutasyona sahiptir. Bunlar; lacZ Delta M15
Delta(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96
relA1’dir. lacZ Delta M15 mutasyonu; rekombinant hiicrelerde mavi-beyaz koloni
taramaya izin verir. endAl mutasyonu, yiiksek plazmit aktarim hizi saglayan alt
endoniikleaz bozulmasina neden olur. recAl mutasyonu ise daha stabil bir insert i¢in
homolog rekombinasyonu azaltir. Bu strain 4.686.137 niikleotit, 4359 gen ve 4128
proteini kodlayan gen igeren dairesel bir kromozomdur. Ayrica kendi plazmitlerini
icerir ve plazmit insertiinii kabul edebilme yetenegine sahiptir (Griffith, 2001).

DH5a kompetent hiicresi hazirligi:

LB agar iizerinde bir gece hiicreler biiyiitiilmiis hiicreler plate {izerine 500-1000
ul LB broth eklenerek hiicreler toplanilmistir. 100 ml LB broth, 500 pl bu hiicre
kiiltiirtinden inokiile edilmistir. 200 rpm 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra
600nm’de absorbans Ol¢iimii yapilmistir. OD 0,5-0,7’ ye ulasana kadar ara ara dlgiim
yapilmistir ve OD istenilen aralifa geldiginde hiicrelerin gelisimini durdurmak ig¢in

erlen 15 dk buzda bekletilmistir. Kiiltiir 8000 rpm 4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir.
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Elde edilen pelet 40ml 0,1M MgCl> ile yavasca ¢ozdiirilmistiir. 5000 rpm
4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Pelet 20ml 0,1 M CaCl; soliisyonu ilavesi ile
¢Ozdiirtilmiistiir. Elde edilen soliisyon en az 30 dk buzda bekletilmistir. 5000 rpm
4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Pelet 2 ml 0,1 M CaCl2-%20 gliserol ile yavasca
resiispanse edilmistir ve bu sollisyon eppendorf tiiplerine 150’ser pl dagitilarak -
80°C’ye kaldirilmistir.

Kompetent hiicre hazirligi icin tiim kullanilan uglar, ependorflar ve ¢ozeltiler bir

gece Onceden -20°C’de sogutularak hazir hale getirilmistir.

Is1 soku ile transformasyon

DH50 kompetent hiicreleri -80°C’den alinmis ve taze buz igerisinde 20 dk.
¢oziinmesi beklenilmistir. Coziinme gerceklestikten sonra ligasyon karisimindan
eklenilmigtir. Buz igerisinde 20-30 dk inkiibe edilmistir. Hiicrelerin DNA’y1
alabilmeleri i¢in 1 dk 42°C’de bekletilmistir ve hemen buza alinip 1-2 dk bekletilmistir.
Boylelikle hiicreler, DNA’y1 alabilmeleri i¢in 1s1 sokuna maruz birakilmistir.
Devaminda plazmitleri iceren hiicrelerin, ilgili antibiyotigi eksprese etmesine zaman
tanimak i¢in, antibiyotiksiz LB broth’dan 1 mL karisimin {izerine eklenmis ve 37°C’de
1,5 saat boyunca 200 rpm’de g¢alkalamali olarak kanamisine direng saglayacak genin
ekspresyonu i¢in zaman verilmistir. Siire sonunda tireyen hiicreler 10000 rpm’de 1 dk.
santrifiij edilerek ¢okeltilmis ve st sividan 500 pL uzaklastirilmistir. Kalan sivi i¢inde
pellet siispanse edildikten sonra, kanamisinli LB platelere yiizeye yayma ekimleri
yapilip 37°C’de bir gece (12-15 saat) inkiibe edilmistir. Plate {izerinde gelisen
kolonilerin plazmit igerdigi kabul edilmistir. Bu plazmitlerden muhtemel kitinaz geni

igerenlerin tespiti i¢in ilgili primerler kullanilarak koloni PZR yapilmustir.

Koloni PZR ile transformant kontroli

CD2AD?2 geni, vektoriin ORF 1 ve lacl promotorii arasina insert edilmistir. Bu
nedenle blue-white tarama kullanilmayip koloni PZR yontemi tercih edilmistir.

Hiicrelerin dogru plazmit insertiinii alip alamadigini1 kontrol edebilmek amaciyla
kullanilan hizli bir protokoldiir. Bu protokole gore plate iizerinde gelisen koloniden

steril kiirdan yardimi ile alinmistir ve 15 pl distile su i¢inde homojenize edilmistir.
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Koloniyi igeren su 90-95°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 13000 rpm’de 5 dk santrifiij

edilmistir ve tstteki sivi PZR i¢in kullanilmastir.
3.2.8. Etanol ile presipitasyon

DNA’nin gerektigi durumlarda konsantre edilmesi i¢in soguk etanol ile
coktiirtilmiistiir. Bunun i¢in, 135 pul DNA 6rnegi alinmis ve iizerine 15 pl sodyum asetat
eklenmistir. Tyice karistirldiktan sonra 300 pl %100’liik soguk etanol eklenmistir ve
karistirilmistir. -20°C’de en az bir saat bekletilmistir.

13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatant dikkatlice
bosaltilmistir. 1 ml %70’lik soguk etanol eklenmistir ve spin santrifiij yapilmistir.
Stipernatant dikkatlice bosaltildiktan sonra 40°C’de 1 saat bekletilmistir. 30 ul ultra saf
su eklenmistir ve DNA’nin saf su i¢inde tam dagilabilmesi i¢in oda sicakliginda 30

dakika bekletilmistir.
3.2.9. Agaroz jel elektroforezi

Elektroforez, elektriksel bir alanda molekiillerin yiiklerine, molekiiler
agirliklarina ve biyiikliiklerine gore ayirt edildigi bir tekniktir. Bu analizin temeli,
molekiillerin elektriksel bir alanda jel lizerindeki gdgiine dayanir. Go¢ hizi molekiiliin
biiyiikliigiine, yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve
uygulanan akima bagli olarak degismektedir.

1x TAE tamponunda %1’lik (w/v) agaroz jel hazirlanmistir. Kaynatilip
sogutulmustur. Her 100 ml jele 2ul Et-Br (10 mg/ml) eklenmistir. Agaroz soliisyonu
taraklar1 yerlestirilmis olan kasete aktarilmis ve 30 dk sogumasi beklenilmistir. Ornekler

jelde 80-90 voltta 45 dakika yiiriitilmistiir.
3.2.10. Kitinaz ekspresyonu

Dogru diziye sahip oldugu belirlenen plazmit yukarida anlatilan prosediirlerdeki
gibi kompetent hale getirilen BL21(DE)pLysE hiicresine 1s1 soku ile transfer edilmistir.
Transformasyon sonrasi kanamisin igeren petri kaplarindan bir 6ze dolusu koloni
SmL’lik steril LB + Km® besiyerine aktarilmis ve 4 saat boyunca 37°C’de 200 rpm’de

calkalamal1 olarak inkiibe edilmistir.
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[lk once gen ekspresyonunu saglayacak uygun IPTG (izopropil B-D-1-
tiyogalaktopiranosid) konsantrasyonunu bulmak i¢in 6 tane 25 mL LB+Km50 igeren
100 mL’lik erlenlere 1.25’ser mL (%5) aktif kiiltiir aktarilmis ve 37°C’de 200 rpm’de
ODsoo 0.6 oluncaya kadar inkiibe edilmistir. Uremeyi yavaslatmak amaciyla kiiltiir buz
tizerinde 5 dk. inkiibe edildikten sonra 5 erlene farkli konsantrasyonlarda 12.5 pL (0.1,
0.2, 0.4. 0.5, 1 mM) IPTG ilave edilirken bir tanesi negatif kontrol olarak IPTG ilave
edilmemistir. Daha sonra erlenler, ekspresyonun gergeklestirilmesi i¢in 37°C’de 200
rpm’de 3.5-4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda 6000 rpm’de +4 °C’de 10
dk. santrifiij yapilarak hiicreler toplanmistir. Pelletlerin gram 6lgiilerek islem goriinceye

kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2.11. E.coli BL21(DE) pLysE hiicrelerinin parcalanarak eksprese edilen kitinazin

belirlenmesi

Hiicrelerin IPTG ilavesinden once ve sonra siipernatanttan ve hiicrelerden 1’er
mL almarak protein ekspresyonu arastirilmistir. Bunun i¢in intraseliiler olarak eksprese
edilen proteine ulagsmak icin hiicrelerin pargalanmasi gerekmistir. Hiicreler
parcalanmadan Once, 10 pL 100mM proteaz inhibitor kokteyli, 10 uL 100 mM
benzamidin 10 mL resiispansiyon tamponuna eklenmistir. 1 g hiicreye 3.5 mL olacak
sekilde resiispansiyon tamponu hiicrelerin tiizerine eklenmis ve homojenize hale
getirilen hiicreler buz icinde sonikatorde parcalanmistir. Coziinmeyen debris, 6000
rpm’de +4 °C’de 10 dk. santrifiij ile uzaklastirildiktan sonra, ekspresyon seviyesi SDS-
PAGE yontemi ile gozlenmistir.

Uygun IPTG konsantrasyonu belirlendikten sonra enzim 6&zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla indiiksiyon 500 mL’lik LB + Km®® besiyerinde
gerceklestirilmistir.

500 mL LB+Km?®® iceren 2 L’lik erlenlere 25mL (%5) aktif kiiltiir aktarilmis ve
37°C’de 200 rpm’de ODgoo 0.6 oluncaya kadar inkiibe edilmistir. Uremeyi yavaslatmak
amaciyla kiiltiir buz lizerinde 5 dk. inkiibe edildikten sonra erlene 250 pL 0.2 mM IPTG
ilave edilerek, ekspresyonun gergeklestirilmesi i¢in 37°C’de 200 rpm’de 3.5-4 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda 6000 rpm’de +4 °C’de 10 dk. santrifiij
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yapilarak hiicreler toplanmistir. Pelletlerin grami OSlgiilerek islem goriinceye kadar -

80°C’de saklanmustir.

3.2.12. Kitinazin ekstraksiyonu

Pelletler yukarida anlatildigi gibi, 1 g hiicreye 3.5 mL olacak sekilde proteaz
inhibitor kokteyli ve benzamidin igeren resiispansiyon tamponu eklenmis ve homojenize
hale getirilen hiicreler buz i¢inde sonikatorde parcalanmistir. Coziinmeyen debris, 6000
rpm’de +4 °C’de 10 dk. santrifiij ile uzaklastirildiktan sonra slipernatant enzim karigimi
olarak kullanilmustir. Hipertermofilik bir arke olan P. furiosus kitinazi, optimum 85
°C’de aktivite gosterdigi ve bu sicakliklarda E. coli proteinleri denatiire olacag igin,

ilave saflagtirma yapilmamistir.

3.2.13. Kitinaz aktivitesinin belirlenmesi

BL21(DE)pLysE hiicrelerinden ekstrakte edilen kitinaz igeren siipernatantin
kitinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kitin petrileri kullanilmigtir. Bu amagla 20-100 uL
kitinaz slipernatanti petrilere spotlanmig ve 85°C’de 24 saate kadar inkiibe edilmistir.
Petrilerdeki agilma zonlar1 gozlenmistir. Petri kaplarindaki besiyerinin kurumamasi igin

inkiibatore su ilave edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

P.furiosus DNA’s1 izole edildikten sonra elde edilen DNA’nin spektral yontemle
konsantrasyonu 23,45 pg/ml ve saflig1 1,8 olarak belirlenmistir. izole edilen DNA’nin
Chi F ve Chi R primeri ile ¢ogaltilmasi sonucunda 1407 bp’lik bir fragment elde
edilmistir. Polimerizasyon, Taq polimeraz ile elde edilememis olmasina ragmen, Pfu
polimeraz ve Phire polimeraz ile istenilen ebattaki fragmente ulasilmigtir. P. furiosus
genomunun % G +C miktar1 40.77°dir. Cok yiiksek bir deger olmamasi nedeniyle,
bakterial kokenli DNA polimerazin uygun sekilde gene baglanamamis olmasi
diistiniilmektedir. Ancak %44 G+C igerigine sahip P.abyssi ile yapilan ¢alismada Taq
polimeraz ile genomun ¢ok diisiik verimde de olsa ¢ogaltildig1 gosterilmistir (Killelea et

al., 2014). P. furiosus ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamastir.
GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.540 %

10000 30
8000 30

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1XTAE. 7 V/cm, 45 min

Sekil 4.1. PZR iiriinii agaroz jel gdriintiisii
Sekil 4.1°de goriildiigii gibi kullanilan primerlerin optimum baglanma sicakligi
59.1 °C olarak belirlenmis ve takip eden ¢alismalarda baglanma sicakligi olarak 59.1 °C
kullanilmistir.
Yaklasik 150 ml kadar g¢ogaltilan kitinaz geni, PZR purifikasyon Kiti ile
temizlendikten sonra, pET28a(+) plazmiti ve temizlenmis PZR iiriinii Xhol ve EcoRI

enzimleri ile kesilmis ve jelden kesilerek jel ekstraksiyon kiti ile temizlenmistir.
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GeneRuler 1 kb DNA Ladder
b ng/o. %
10000 30 6
/.-:..]r:.’n 30 6
e B 1
»0( 30 €
; 4000 30 6
23500 30 €
— 3000 70 14
— 2500 25 2
—2000 25 5
—1500 25 5
—1000 60 12
750 25 >
— 500 5 5
— 250 25 5
&
=]
0.5 yg/ane, 8 cm length gel
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Sekil 4.2. EcoRI ve Xhol ile kesilmis PZR iiriinii ve vektoriin jel kesiminden onceki agaroz jel goriintiisii

Jelden kesilip temizlenen fragmentler metotta bahsedildigi gibi ligasyon
islemine tabi tutulmuslardir. +4°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasi 2-5 pL ligasyon
karisimi kompetent haldeki E.coli DHS5a hiicrelerine aktarilmis ve 12 saat 50 pg
kanamisin igeren LB besiyerinde iireyen kolonilerin rekombinant plazmit icerigi
taranmistir. Bunun igin iireyen kolonilerden bir kiirdan dolusu hiicre, 5 dk. kaynar suda
bekletildikten sonra, 6000 rpmde 5 dk. santrifiij yapilarak kalitim materyali iceren
slipernatant agaroz jele yiiklenmistir. Bdylelikle dogru plazmit igeren hiicreler

aranmistir. Buna gore plazmit igindeki CD2AD?2 geninin semasi Sekil 4.3teki gibidir.

f1 origin
CD2AD2 BStAPI

N\
6000

7
1000 BsrBl++
Nhel ++

product Neel

5000

6722bps 400

4000

++Sapl

++Bst11071
++BsaAl
Tth111l Bell++

Ecod7lil] gy

Cfr101

Sekil 4.3. pET28b-CD2AD2 konstraktinin Serial Cloner programu ile gosterimi.
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Ladder

Sekil 4.4. Dogrudan jele yiiklenen kolonilerin gsterilmesi

Sekil 4.4°de de gorildigi gibi 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13 ve 15. koloniler agaroz
jelde daha yiiksek biiyiikliikte bant vermislerdir. Plazmitler hiicre iginde siipersarmal
yapida bulunduklart igin, lineer haldeki biiyiikliiklerinden daha hizli ilerledikleri
bilindigi i¢in, yaklagik 6700 baz igeren plazmitlerin agaroz jelde daha agagida
goriilmeleri normaldir. Yine de sonuglarin dogrulanmasi igin, dogru ebatta plazmit
igerdigi tespit edilen biitiin 6rneklerden miniprep yontemi ile plazmit izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu plazmitler kontrol amaci ile restriksiyon enzimleri ile kesilip

tekrardan agaroz jelde yiiriitiilmiislerdir.

Sekil 4.5. Segilen plazmitin dogrulugunun gosterilmesi
Sekilde, segilen kolonilerden ekstrakte edilen plazmitlerin EcoRI restriksiyon
enzimi ile kesimi sonucu gosterilmistir. Beklenen ebatta, 6727 bp’lik biiyiikliikte
plazmite sahip kolonilerden 8 no’lu koloniye ait plazmit seg¢ilmistir. Koloni %20

gliserol icinde -80 °C’de saklanmustir.
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Cift iplikli plazmit ve igerdigi kitinaz geni, tiim kesim bdlgeleri ve agik okuma
Restriksiyon kesimi ile dogrulanan kitinaz geni i¢ceren pET28(a) plazmitin dizisi,

kaliplart ile serial cloner programi kullanilarak, elde edilen konstraktin yapisi ayrintili
mutasyon kontrolleri i¢cin Refgen firmasinin yapmis oldugu Sanger dizi analizi yontemi

ile dogrulanmistir. Ornekler firmaya 50 ng olacak sekilde gonderilmistir.

olarak gosterilmistir (EK A.).
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Elde edilen kromatogramlar, ilk 45 ve son 70 bazlik karisik pikleri igeren

Sekil 4.6. Dizi analiz kromatogramlari
kisimlar uzaklagtirildiktan sonra degerlendirilmistir. Kromatogram sonucunda alinan




dizi ile olmas1 gereken dizi karsilastirilmis ve buna gore dizide herhangi bir mutasyona

rastlanmamuistir.
4.1. pET28:CD2AD: fiizyon proteininin ekspresyonu

Mutasyon kontrolii yapilmis olan pET28:CD,AD: konstrakti, ekspresyon
calismasi i¢in E.coli BL21 (DE3)pLysE hiicrelerine transforme edilmistir. 50 mg/ml
konsantrasyonunda kanamisin igeren LB petrilerinde lireyen hiicrelerden yontemde
anlatildig1 gibi biiyiitiilen hiicrelerin kitinaz ekspresyonu 0.1, 0.2, 0.4. 0.5, 1 M
konsantrasyonlarindaki IPTG ile indiiklenmistir. Siire sonunda biiyliyen hiicreler

parcalandiktan sonra, ekspresyon seviyesi SDS-PAGE yontemi ile kontrol edilmistir.

1 2 3. | S | 5

200 kD

S 110.3

M — 7.4

S c5.2 "

SDS-PAGE
Standards,
High Range

Sekil 4.7. IPTG Kkonsantrasyonunun Kitinaz ekspresyonuna etkisi (6rneklerin protein
konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile dlgiildiikten sonra her bir kuyuya 30 ng protein yiiklenmistir.) 1.
Kuyu: Stipernatant 2. Kuyu: IPTG eklenmemis negatif kontrol 3. Kuyu 0,1 M IPTG 4. Kuyu High Range
Marker (BioRad) 5. Kuyu 0,2 M IPTG 6. Kuyu 0,4 M IPTG 7. Kuyu 0,5 M IPTG 8. Kuyu 1 M IPTG

Sekil 4.7°de goriildiigii gibi kitinaz ekspresyonu i¢in 0.2 M IPTG yeterli
gelmistir.  Protein molekiiler agirhigi yaklasik 55 kDa biytkligindedir. T.
kodakaraensis ChiA 134 kDa, S. tokodaii 77 kDa, T. chitinophagus 50 kDa
biiytikliigiinde protein sentezlerken P. furiosus ChiA proteini 39 kDa, ChiB’nin ise 11
kDa oldugu bilinmektedir.

Ekspresyonun gerceklestigi goriildiikten sonra biiyiik hacim ile iiretim yapilmis
ve cksprese edilen kitinazin aktivitesi arastirilmistir. 500 mL LB+Km?®® igeren 2 L’lik
erlenlerde 200 mM IPTG 0.2 mM IPTG ilave edilerek 37°C’de 200 rpm’de 3.5-4 saat

boyunca ekspresyonun gergeklestirilen hiicreler toplanip pargalandiktan sonra hiicre
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debrisi uzaklastirllmis ve siipernatant kitinazi da iceren enzim Kkarisimi olarak
kullanilmustir.

Hipertermofilik bir arke olan P. furiosus kitinazi, optimum 85°C’de aktivite
gosterdigi ve bu sicakliklarda E. coli proteinleri denatiire olacagi i¢in metotta
aciklandig1 gibi hazirlanan ve tek karbon kaynagi olarak kitin substrati igeren petri
kaplarina 25 pL olacak sekilde kitinazi da igeren enzim karisimi spotlanmis ve 85 °C’de
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bu sicaklikta E. coli hiicrelerine ait proteinler
denatiire olacagi i¢in kitin substratinin par¢calanmasindan kaynaklanan agilma zonlari, P.
furiosus kitinazinin aktif oldugunu gosterecektir. Ancak 70-90°C’lik inkiibasyon
sicaklik denemelerine ragmen ifade edilen kitinaz aktif olarak agilma zonlar

gostermemistir.
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5. SONUC

Oku ve Ishikawa yapmis olduklar1 ¢alismada konak olarak pET sistemini ve
konak hiicre olarakta E. coli’yi kullanmiglardir. Bu c¢alisma ile elde ettikleri
rekombinant proteinin hem kolloidal hem de kristal kitin {izerindeki etkisini
arastirmiglardir. Arastirmalart sonucunda en yiiksek aktiviteyi B(CBD2+AD2) enzimi
ile elde etmislerdir. Kreuzer ve ark.’larinin 2013 yilinda yayimnladiklar1 ¢alismada wild
type P. furiosus kullanmiglardir. Karbon kaynagi olarak kullanilan kitin igeren
besiyerinde gelisme gostermedigi belirlenmistir. Calismanin  devaminda genetik
miihendisligi ile 1006 niikleotit delesyonu ile elde edilen tek enzimin daha c¢ok aktif
oldugunu tespit etmislerdir. Tek bir enzim olarak tekrardan dizayn edilen kitinaz
enzimini i¢eren P. furiosus straini, ChiB domainini igeren strain karsilastirildiginda bir
avantaja sahip oldugunu gostermislerdir. Elde ettikleri bu sonu¢ ile Oku ve
Ishikawa’nin in vitro olarak elde ettikleri veriyi dogulamadigini ileri sitirmiislerdir
(Kreuzer ve ark., 2013).

Yaptigimiz ¢alismada mutasyon olmaksizin hem kristal kitine hem de kolloidal
kitine kars1 enzim aktivitesinin arttirilabilirligi arastirilmistir.

Calismanin ilk basamaginda Taq polimeraz, Pfu polimeraz ve Phire polimeraz
enzimleri kullanilarak Chi F ve Chi R primeri ile P. furiosus’a ait genomik DNA’nin
cogaltilmasina ¢alisilmistir. Ancak Pfu polimeraz ve Phire polimeraz ile 1407 bp’lik bir
fragment ¢ogaltilirken, Taq polimeraz ile istenilen ebattaki fragmente ulasilamamustir.
Daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda P. abyssi genomik DNA’s1 ile yapilan ¢alismalarda Taq
polimeraz ile yaklasik 3 kb’lik bir fragment ¢ogaltilmis olmasina ragmen, potansiyel
denatiirantlardan ¢ok fazla etkilendigi ve polimerizasyon hizinin diisiik oldugu
gosterilmistir (Killelea et al., 2014). %G+C igeriginin (%40) yiiksekliginin Taq
polimerazin baglanmasinda sorun yaratabilecegi diisiiniilse de P. abyssi’nin daha
yiiksek %G+C’e sahip olmasi (%44) bu hipoteziminin etkisini azaltmistir. Calismamiz
sonucunda arkeal DNA ile calisilacagi zaman arkeal DNA polimeraz kullanilmasi
Onerilmektedir.

1999 yilinda Tanaka ve ark. yapmis olduklari ¢aligmada bir hipertermofilik
arkeon olan T. kodakaraensis KOD1’a ait ChiA genini, pET-25(+) vektoriine

aktarmiglar ve E.coli’ye transforme etmislerdir. Lakin kalitsal sinyal bolgesinden dolay1
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ekspresyon gerceklesmeyince bakteriyel sinyal sekanst ile  degistirilmistir.
Calismamizda, P. furiosus kitinazinin E.coli’de ekspresyonu 0.2 M IPTG ile
gerceklestirildigi  ve yaklasitk 55 kDa biiyiikliigiinde proteinin  sentezlendigi
belirlenmigstir.  Ekspresyonun  gergeklesmesi  ¢alismamizin  basarili  oldugunu
gostermektedir.

T. kodakarensis ile yiiksek homoloji gosteren P. furiosus’un kitinaz proteini
kodlayan ChiA ve ChiB gen bdlgesinde bulunan mutasyon sonucu ¢ergeve kaymasi
olmus ve gen inaktif olmustur. Calismamizda daha 6nce Oku ve Ishikawa tarafindan
diizeltildigi belirtilen ve aktivitede 40 kat artisa sebep oldugu sdylenen niikleotit
insersiyonu, bu c¢aligmanin amacini olusturmaktaydi. Proteinin eksprese oldugu SDS-
PAGE ile daha 6nceden belirlenmistir. Ancak yapilan in vitro denemeler sonucunda
maalesef aktif bir protein elde edilememistir. Bunun sebebi olarak histidin baglantisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu kalitin uzaklastirilabilmesi i¢in bir ¢alisma
yapilamamustir.

Calismanin hedeflerinden birisi olan kristal kitin hidrolizinin gerceklestirilmesi
denemesi basarisiz olmus, yiiksek aktivitede enzim elde edilememistir. Proteinin inaktif
denmesi i¢in aktivite ol¢limii spektrofotometrik yontemlerle ve kromojenik substratlar
kullanilarak olgiilmeli ve ¢ok diisiik orandaki aktiviteler dahi belirlenmelidir. Elde
edilen proteinin aktif olup olmadigini tespit edebilmek i¢in enzimatik reaksiyon
gerceklestirilebilir. Reaksiyon sonucunda da indirgen seker tayini ile proteinin aktivitesi

belirlenebilir.
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7. EKLER

EK A. PpET 28a(+) icindeki cift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi  Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703],

lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].
pET28a: 5368 bp
pET28a-EcoRi-Xho1 Kesik 5334 bp
Ligated pET28a:Cd2AD2: 6727 bp

<Serial Cloner V2.5> -- <25 Oca 2015 Paz 02:59>
Restriction map of Sequence Window #3
Showing restriction enzymes cutting maximum 1 time [using RELibrary as a Restriction Enzyme Library]

4

ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAGCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAA < 100
I R I *» F L L S A KN P S R PV * R P Q G VML VI A Q RW Q Q P T
s G Y s s s F Q o K T P QD P F RGPZXK G UL C* L L L S G G S S Q
P DI VP P F S K K P L KT RLEAU&PIRGYAS Y C S A V A A A N
TAGGCCTATATCAAGGAGGAAAGTCGTTTTTTGGGGAGTTCTGGGCAAATCTCCGGGGTTCCCCAATACGATCAATAACGAGTCGCCACCGTCGTCGGTT
10 20 30 40 50 60 70 80 90

XhoI
Scil
PaeR7I
Sfr2741
StrI
SlaIl
PspXI
<6His
| Il
CTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCATGTTGGAACACTAGCTTCGCTAGTTTGAGCGGAG < 200
Q L. p F GL C * @ P DL S GGG GGG AIRVMILEH™*TL R * F E R R
L s F L §$s G F VS SsS R I s VvVyVvVvyVvy Vv Vv L E S CWNT S F A S L S G E
S A S F R AL LA AGS Q WWWWMWTC S S HV GG T L A S L V * A E
GAGTCGAAGGAAAGCCCGAAACAATCGTCGGCCTAGAGTCACCACCACCACCACCACGAGCTCAGTACAACCTTGTGATCGAAGCGATCAAACTCGCCTC
110 120 130 140 150 160 170 180 190

AATGTGTATCCAAATGCCTCCATGAATTTTACGAATACGTGGCTAARACGCCCAATCTGGGTCATTTGTTCCTCTGTGGAGTGGTGARACTTCTCCTGTTG < 300
M ¢C I 9 M PP * I L R IRG* T ©PNILSGHTILU FILCSGV V KL L L L
c v s K CL HEFYEY VAU K R®PTIWUVICS SV EW* NTF S C W
N VY P NA S MNUPFTNTWILNAO QS G S F VP LW S G E T S P V G
TTACACATAGGTTTACGGAGGTACTTAAAATGCTTATGCACCGATTTGCGGGTTAGACCCAGTAAACAAGGAGACACCTCACCACTTTGAAGAGGACAAC
210 220 230 240 250 260 270 280 290

>Eco31I
>Bso31I
>Bsal
|
GTCCTGGGTGGTCTCTGTCTACACTCCAGAAGGCTAGTGATCCTATTTTATGTTGAATTGCCCAGTCAACAAGTTGCTGAGCATCTTCTAATGTAAACAC < 400
v L. G G L ¢C L HSRIRULV I L F YV ETZLU®PS QQV A EUHT LULM?* T H
s wvwvs vy T©P?PEG* * s Y F ML NCP VN KL L S I F * C K H
P G w s L s T L Q K A s D P I L C* I A Q S T s C * A S S N V N T
CAGGACCCACCAGAGACAGATGTGAGGTCTTCCGATCACTAGGATAAAATACAACTTAACGGGTCAGTTGTTCAACGACTCGTAGAAGATTACATTTGTG
310 320 330 340 350 360 370 380 390

ACTCTTGTCATCATTTACTCCTATCATTGGAGTTAATCCTATCATCTTCCAAATTTCTTCATCACTTTTTTCGGGATAAATCTGCTTTAATTGTCTGAAC < 500
s ¢CHHL L L S L EL I L S S S K F L HHV FFRDI K S ATLTI V * T
T L v I I Y S Y H W S * S Y H L P NVF F I T F F G I NL L * L S E H
L Ls s T P I I GV NP I I F Q I s $S$ s L F S G * I C F N C L N
TGAGAACAGTAGTAAATGAGGATAGTAACCTCAATTAGGATAGTAGAAGGTTTAAAGAAGTAGTGAAAAAAGCCCTATTTAGACGAAATTAACAGACTTG
410 420 430 440 450 460 470 480 490

MscI
Msp20I
MlsI
M1uNI
BalI
|
ACATTTTCAGCTACCTTGATTGCATTTTCTGCGTTAGAAGGAGTCCAGTAGTAATCCATCGTCATTGGATTGACTCTATCTACTCTTACCCCCTTCTTGG < 600
H F QL P * L HF L R * KE S S SN P S S L D * L Y L L L P P S W
I F s YL D C I F CV RUR S P VYV I HRHWTIDS I Y s Y P L L G
T F S AT L I A F SALEGVQ* * s I Vv IGULTL S TULT P F L A
TGTAAAAGTCGATGGAACTAACGTAAAAGACGCAATCTTCCTCAGGTCATCATTAGGTAGCAGTAACCTAACTGAGATAGATGAGAATGGGGGAAGAACC
510 520 530 540 550 560 570 580 590
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EK A Devam PpET 28a(+) i¢indeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703],

lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

CCATCGTTTCTATTATACCGTATCCTCCTGCTAGTCCTATCCCCGGATCGCTGGGTAAGGTAAAGCTGAATTTTACCCAAGGTCTTTCTCTTTGGACTAT < 700
P s L LY RTI L L L VL S PDIRWV R * S * I L P KV F L F G L *
HRPFY Yy TV s s C * s Y P R I AG * G KAUZEVF Y P R S F s L D Y
I vs I1I 1 P Y P P A S P I PGS L G KV KL LN FTOQGIL S L W T M
GGTAGCAAAGATAATATGGCATAGGAGGACGATCAGGATAGGGGCCTAGCGACCCATTCCATTTCGACTTAAAATGGGTTCCAGAAAGAGAAACCTGATA
610 620 630 640 650 660 670 680 690

GAGTAGGGCATCTGCAAGTTTATCTGCATCGATACCGGCTTCTATGTCARAGTCCAAGTAAGTGGCATTATATGTATCAATTACCTTTATGTACCATTCA < 800
v G H L Q VYL HRYURUL L CQS P S KWH Y MY QL P L C T I Q
E * G 1 C K ¥ I ¢C I D T G F Y V KV Q V s G I I ¢C I NY L Y V P F S
S R A S A S L s A S I pPA S M S K S K *vVv ALy VvV s I T F MY H S
CTCATCCCGTAGACGTTCAAATAGACGTAGCTATGGCCGAAGATACAGTTTCAGGTTCATTCACCGTAATATACATAGTTAATGGAAATACATGGTAAGT
710 720 730 740 750 760 770 780 790
Mfel
MunI
I
GCCAATTGTTCTGGCGTGCTGGCCTGTTGGCAAAGATATGGTCCTACAGCCCCACCARACGCTATTATTACTTCTCCACCAATTTCTCTGAGTTCTCTTA < 900
p I v.L A CWU?PV GK DMV L QP HOQTL L L L L HQ F L * V L L
Q L F W RAG L L A K I W S Y S P T K R Y Y Y F S TNF S E F S Y
A N C S G VL A CWIOQU R Y G P TA©PUPNWA ATIIT S P P I s L S S L T
CGGTTAACAAGACCGCACGACCGGACAACCGTTTCTATACCAGGATGTCGGGGTGGTTTGCGATAATAATGAAGAGGTGGTTAAAGAGACTCAAGAGAAT
810 820 830 840 850 860 870 880 890

BmcAI
ZrmI
Scal
AssI
|
CCTCATCAACAAATTTCTCTAGAGGAATTGAGCCTGCCCAAGCTGGACCGTTGTARACTGAACTATAGAGAATGAATGCCAAGGTARAGTACTTAGTTCC < 1000
P HQ I §$s L EEL S L P KL DU RTCI KULNYRE*M PR * S T * F Q
L I N K F L * R N * A C P S W T V V N * T I E N E C Q G K V L S S
s s T N F s R G I E P A Q A GP L * T EUL * RMNAI KV K Y L V P
GGAGTAGTTGTTTAAAGAGATCTCCTTAACTCGGACGGGTTCGACCTGGCAACATTTGACTTGATATCTCTTACTTACGGTTCCATTTCATGAATCAAGG
910 920 930 940 950 960 970 980 990

AGTTAACTTTGCATATTCTACTAAGGGCTTGTGTACTGATAGACTCATATCGATATAGGGAGCAAAGAAGTGTTCTGGTATTGGATTTGCATTCCCAGGA < 1100
L T L. H I L L RACUV L I DS Y R Y REQR SV L V L DL H S Q E
s * L ¢c I F Y * G L Vv Yy * * T H I DI G S K E V F W Y W I C I P R K
vV N F A Y ST K G L CTDW RUL I S I * GAI KI KT CS G I G F A TF P G
TCAATTGAAACGTATAAGATGATTCCCGAACACATGACTATCTGAGTATAGCTATATCCCTCGTTTCTTCACAAGACCATAACCTAARACGTAAGGGTCCT
1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090

AGTGGCGTAGGAGTTAGAGTCGGGGTAGGAGTAGGAGTTGGGGTGGGTGTGGGAGTTGGCGTTGGAGT TTGTGAGGGAGTTGGGGTAGATGTGGTTGTGG < 1200
VA *E L ES G * E *E L GWV W EULATULZET FVRETLG* MWL W
W R R S *S R GR SR S W G G CG S W RW S L * G S W G R C G C G
s G v G VRV GV GV GV GV GV GGV GV GV CEGV GV DV V V V
TCACCGCATCCTCAATCTCAGCCCCATCCTCATCCTCAACCCCACCCACACCCTCAACCGCAACCTCAAACACTCCCTCAACCCCATCTACACCAACACC
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

TAGTGGGTGTGGGAGTTGTCCCTCCGGTTGGTGTCCATATGTCAATTACTTGTCCGTTTATTTCTAGGGTTATTTCTTCTACTTTGTCTCCTTGTGGTCC < 1300
* W VvV wEJL S L RULV S ICOQULILVRULVFUL GLFIL UL L CUL L V V R
s 6 ¢ 66 s cPp sSsS GwC&?PyYVNYL s VY F * G Y F F Y F V S L W S
v Vv GGVyVvV?P?PV GV HMS I TC®PVFF I SRV I S S TUL S P C G P
ATCACCCACACCCTCAACAGGGAGGCCAACCACAGGTATACAGTTAATGAACAGGCAAATAAAGATCCCAATAAAGAAGATGAAACAGAGGAACACCAGG
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290

HindIII
I
GTTTACTATGAATCCAAATGTTGCTGTCGGCCCTTTATTCCAGCTTACTGGAGTGAAGATGACATAGCCATTCCCCTCTTGTTTGTTAGCGCTCCAGAAG < 1400
L . *I oM 1LL SAL Y S SL L E * R * HS H S P L V C * R S R S
v Yy Yy E S K CcCCcCCR P F I PAY WS EDDTIATIPLLF V S A P E A
F T M N P NV AV G P L F QL TGV KMT * P F P S CL L A L Q K
CAAATGATACTTAGGTTTACAACGACAGCCGGGAAATAAGGTCGAATGACCTCACTTCTACTGTATCGGTAAGGGGAGAACAAACAATCGCGAGGTCTTC
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390

CTTCCTACAGTGGCTCCTGGGGCTAGTTTAACCTTCACAGTCCAGTCATACTGTCCATCCAAATTAAGAGTCACATCATACTCAGCACCACTACCCCAAT < 1500
¥F L Q WL L GUL V * P S Q S S H TV HPN * E S HHT Q HH Y P N
s 'y s Gs wG * F NLHS PV I L S I QI K S HTI I L S TTT P I
L p TV AP GA S LT F TVQS Yy CP S K LRV TS Y S A P L P Q S
GAAGGATGTCACCGAGGACCCCGATCAAATTGGAAGTGTCAGGTCAGTATGACAGGTAGGTTTAATTCTCAGTGTAGTATGAGTCGTGGTGATGGGGTTA
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490
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EK A Devami. pET 28a(+) i¢indeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703], KanR geni
[5353 1 6165], lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

BmtI
BspOI
BamHI NheI
EcoRI AsuNHI
| | |
CGTTTACCTTTACCTCTAGAGATCCTGAGACTGGGACAGGGGTAGTCATAGAATTCGGATCCCGACCCATTTGCTGTCCACCAGTCATGCTAGCCATATG < 1600
R L p L PL E I L R L GQ G * S * NS D P D P F AV HOQ S C * P Y G
vy L ¥y L * R S * D WD RG S HURIURTI P THILUL S T S HA S H M
¥ T ¥ TS R D P E T G T GV V I EF G S R P I CCP PV MILATIW
GCAAATGGAAATGGAGATCTCTAGGACTCTGACCCTGTCCCCATCAGTATCTTAAGCCTAGGGCTGGGTAAACGACAGGTGGTCAGTACGATCGGTATAC
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590

<BarI
Bspl9I
<Thrombin site <6His NcoI
| | | |
GCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACARAAATTATTTCTAGAGG < 1700
C R A APGU R CCDDUDUDUDGTCZCU?P WY I S F L KL NKTITI S R G
A A AR HQAAAVMMMMMAAAMHGTI SsSs P S * s * T KL F L E G
L P R G TR P L L * * *x * * y I, L P M V Y L L L K V K Q N Y F * R
CGACGGCGCGCCGTGGTCCGGCGACGACACTACTACTACTACTACCGACGACGGGTACCATATAGAGGAAGAATTTCAATTTGTTTTAATAARAGATCTCC
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

<LacO <T7 BglII SgrAI

| I | I
GGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCGAGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCA < 1800
E L L S A HN S P I VS RTINU FASG SU RS RS S T P DA S W P A S

N C Y p L T I P L * *x V VL I S R DI RUDTILUD P L RIRTHIR G R H H
G I v I R S Q F P Y S E S Y * F R G I E I S I L Y A G R I VA G I T
CCTTAACAATAGGCGAGTGTTAAGGGGATATCACTCAGCATAATTAAAGCGCCCTAGCTCTAGAGCTAGGAGATGCGGCCTGCGTAGCACCGGCCGTAGT
1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790

CCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGT < 1900
P A P Q VRL L AP I S P T s P MG K I GL AT S G s * A L V S A W
R R HRCGT CWI®RUL Y RIRHHRWGIR S G S P L RAHERL F R R
G A T GAV A GAY I AD I TDGEIDIRARUHEBFGL M S A C F G V
GGCCGCGGTGTCCACGCCAACGACCGCGGATATAGCGGCTGTAGTGGCTACCCCTTCTAGCCCGAGCGGTGAAGCCCGAGTACTCGCGAACAAAGCCGCA
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890

Pael
SphI
I
GGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTA < 2000
vV W W Q A P W &P GD CWA AU®PS?PCMMHHS LRI RIRTCSTAS T Y Y
G Y G G R PR GRGTV G RHLILATCTTIUPICGS GG GAZ QI R©P QP T T
G MV A GPVAGGLLGATI SLHAU®PFLAAA AV L NG L N L L
CCCATACCACCGTCCGGGGCACCGGCCCCCTGACAACCCGCGGTAGAGGAACGTACGTGGTAAGGAACGCCGCCGCCACGAGTTGCCGGAGTTGGATGAT
1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990

CTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACACCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGC < 2100
W A A S * CR SR TIRE SV ETI P DTTIEWI RIEKTFR G M A * * R
G L L P NAGV A * G RASI RS RTU®P S NGAI K?PFA AV W HD S A
L ¢ ¢CF L M Q E S HK GEIRIRDUPGHUHIRMAS QNTILS R Y G M I A P
GACCCGACGAAGGATTACGTCCTCAGCGTATTCCCTCTCGCAGCTCTAGGGCCTGTGGTAGCTTACCGCGTTTTGGAAAGCGCCATACCGTACTATCGCG
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090

CCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGG < 2200
P E E S Q F RV VNV K PV TIL YDV AEYA AGV S Y QT V S RV V
R KR VN S GW * M * NQ * R Y TMS Q S M PV S L I RPF P AW
G R E s I Q G G E CE T S NV I R CIRIRUVCRT CTILILSDU RV F P R G
GGCCTTCTCTCAGTTAAGTCCCACCACTTACACTTTGGTCATTGCAATATGCTACAGCGTCTCATACGGCCACAGAGAATAGTCTGGCAAAGGGCGCACC
2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190

TGAACCAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACAACAACTGGC < 2300
N Q A S HV s A KTIREI KV EAMAMA AETLNYTIPDNI RV AQ Q L A
* T R P A T F LRI KU RGI K KW KR RWIR S * I TFPTA AWUHNNDNWR
E P G Q P R F CENA AGI K S G S GD GG AUETLUHSOQPIRGTTT G
ACTTGGTCCGGTCGGTGCAAAGACGCTTTTGCGCCCTTTTTCACCTTCGCCGCTACCGCCTCGACTTAATGTAAGGGTTGGCGCACCGTGTTGTTGACCG
2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290
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EK A Devamu. pET 28a(+) icindeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703], KanR geni
[5353 1 6165], lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

GGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCGCGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTG < 2400
G K Q s L L I GV AT S S L ALHAUPS QI VAATII KSR ATIDOQTL

A N S R C * L AL PP PV WPCT RIZRIR RIEKILSIZ RIRILNILAUPTINW
G Q T VvV VA DWU RU CUHTLAOQSGU?PARA AV ANGZGCGRTGUD* I S RR S T G
CCCGTTTGTCAGCAACGACTAACCGCAACGGTGGAGGTCAGACCGGGACGTGCGCGGCAGCGTTTAACAGCGCCGCTAATTTAGAGCGCGGCTAGTTGAC

2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390
Fbal
BclI
<Rcel MluIl Ksp22I

| | I
GGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGTAAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCA < 2500
G A S VVV S MV EZRSGVEA ATCI KA AAV HNULILA AU QI RV S G ULTITI

V P A WWTCI RW* NEAASI KU PVI K RRTE CTTIU FSR RN AS SV G * 8
C Q R G GVDGRTI K RIRIRSTIL®*S G G A QS S RATIRQWATDH
CCACGGTCGCACCACCACAGCTACCATCTTGCTTCGCCGCAGCTTCGGACATTTCGCCGCCACGTGTTAGAAGAGCGCGTTGCGCAGTCACCCGACTAGT
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490

TTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAA < 2600
N Y P L DD QDA ATIAVYVEA AATCTNVUPATLT FULUDV S D QTP TIN
L T I RWMT RMUZPTLILWI KTULUPALMT FAURIRYFILMSTILTIRHUPS T
* L S A G * P G CHCCSGSTCULH®*OCS GV I s * CUL * P D TH Q
AATTGATAGGCGACCTACTGGTCCTACGGTAACGACACCTTCGACGGACGTGATTACAAGGCCGCAATAAAGAACTACAGAGACTGGTCTGTGGGTAGTT

2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590
>lacI
BstEII
BstPI
PspEI Apal
Eco065I PspOMI
Eco91I Bspl20I

| I |
CAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATTAAGT < 2700
s I I F S H ED G TURULGV EUHTULVAULGHOQOQTIA ATLTLA ASGUP L S
vV L F $S PMI KTV RDWA AW S I WS HWV TS K S RUC * RAH * V
Q Y Y F L P * RRYATSGU RS GA ASSGRTIGSUPANUZ RA AV S G P IKF
GTCATAATAAAAGAGGGTACTTCTGCCATGCGCTGACCCGCACCTCGTAGACCAGCGTAACCCAGTGGTCGTTTAGCGCGACAATCGCCCGGGTAATTCA
2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690

<NmeAIII

|
TCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACGGGAAGGCGACTGGAGTGCCATGT < 2800
S Vs A RLRULAGWHI K YULTURNAGQTIOQPTIA AZEUZRETGUDWS A M S
L S RRVCVWILAGTINDNISIULATII KU FSIR®* RNGI KA ATG V P C
cC L GA S A SGWIUILA®* I S H S Q SN SAD S GTGURIRTULETCHV
AGACAGAGCCGCGCAGACGCAGACCGACCGACCGTATTTATAGAGTGAGCGTTAGTTTAAGTCGGCTATCGCCTTGCCCTTCCGCTGACCTCACGGTACA
2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790

McaTI
BssHII
BsePI
Paul
Ptel

|
CCGGTTTTCAACAAACCATGCAARATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCAT < 2900
G F Q Q TMQMULNESGTIV?PTAMTILVANUDOMMATLGA AMTR RN ATI
P VF NI KZP CI KT C®*MU®RASV FPILIRU CWILUPTTII RWIRWA QT CA AU PTL
R F S T N HA NAE * GHIR S HCUDA AGT CI QR SDGA AGT RNA ATRH
GGCCAAAAGTTGTTTGGTACGTTTACGACTTACTCCCGTAGCAAGGGTGACGCTACGACCAACGGTTGCTAGTCTACCGCGACCCGCGTTACGCGCGGTA
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2890

EcoRV
Eco32I
|
TACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAA < 3000
T E S G L RV GA DI S VV GGY DDTEUDS S C Y I P P LT TI K
P S P G CAL VRIS R * WD TTTI P KT AHUV IS RI R * P P S N
Y R VR AARWTCG YL G S GIRIRYRIROQILMTLYPAVYVNUHUHZOQT
ATGGCTCAGGCCCGACGCGCAACCACGCCTATAGAGCCATCACCCTATGCTGCTATGGCTTCTGTCGAGTACAATATAGGGCGGCAATTGGTGGTAGTTT
2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990

CAGGATTTTCGCCTGCTGGGGCAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGG < 3100
9 D FRLILG GO QTS SUVDA RTILTZILU OQTILS QGO QA ATVTZ KGN G QTZLTLZPV S ULV
R I FACWGI KU PAWTA ATG CT CNS STZLT® RA ARTIERT*¥R RATITSTCT CZ®PSUHUW
G F S PAGANG QR RTGTPTZLA AATTULTSGT?PGGETG GU QS AVYVA ATRTILT G
GTCCTAAAAGCGGACGACCCCGTTTGGTCGCACCTGGCGAACGACGTTGAGAGAGTCCCGGTCCGCCACTTCCCGTTAGTCGACAACGGGCAGAGTGACC

3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090
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EK A Devami. pET 28a(+) i¢indeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703],

lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

TGAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGA < 3200
K R K T TULAPNTOQTAS PR AL ADSILMOQULA ARG QV S R L E
* K E K P P WRPIRIKU©PUPULUPA ARW®PTIMH* C S WHUDIRF P D W K
E K K NH P G A Q YA NRULS PRV GRFINAAGTTGTV F P T G
ACTTTTCTTTTTGGTGGGACCGCGGGTTATGCGTTTGGCGGAGAGGGGCGCGCAACCGGCTAAGTAATTACGTCGACCGTGCTGTCCAAAGGGCTGACCT
3110 3120 3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190

AAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCGGGATCTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTC < 3300
s ¢ Q9 * ANQ RN * C K L AHSUL G TG TI S TDA ATILES L Q P S QO L
A G S ERNAINWVS * L TH * A P G S R PMU©PILIRATFNUZPV S S
K R AV S AT QL M * VS s L I RHRDILUDI RTCU®P* E P S T Q S A P
TTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACATTCAATCGAGTGAGTAATCCGTGGCCCTAGAGCTGGCTACGGGAACTCTCGGAAGTTGGGTCAGTCGAG
3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290

BoxI
PshAI
BstPAI
|
CTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATT < 3400
L P V G A G HD YR RURT YD CUL LY HATIRIRTGA ASG S AL G H F
F R W AR GMT I V AALMTV F F I M QL V G Q V P A AL W V I
s GG R GA * L s S P HL * L § s L s CN S * DR CIRQUR S G s F
GAAGGCCACCCGCGCCCCGTACTGATAGCAGCGGCGTGAATACTGACAGAAGAAATAGTACGTTGAGCATCCTGTCCACGGCCGTCGCGAGACCCAGTAA
3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390

>RpaB5I

|
TTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTC < 3500
R R G P LS LET RTDT DTDT RT PJVA AT CGTT RNTNTLA AT RTEPT®RTSSTLURHTW S
F G EDRT F®RW®WSATMTIGTULSTLA VT FGTITLHATLA ATGOQA ATFUV TG P
S ARTATFAGART RT*SACRTILZ RYSESTCTT®PSTILZ KT PSS L V
AAGCCGCTCCTGGCGARAGCGACCTCGCGCTGCTACTAGCCGGACAGCGAACGCCATAAGCCTTAGAACGTGCGGGAGCGAGTTCGGAAGCAGTGACCAG

3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490
MstI
AviII
Accl6I
NsbI PpuMI
FspIl Psp5II
BglI FspAI PspPPI

| I |
CCGCCACCAAACGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCCCACGGGTGCGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGG < 3600
R H Q T F R R EAGHY R RUHGG P T GAHUDU RAUPV V E D P A R
A T K R F G E K QATI I AGMAA AP RV RMTIUVILIL S L R TR L G
P P PNV S AR S R?PL S PAWIRUPHGT CAM™*X s CsSsS CUR * G P G * A
GGCGGTGGTTTGCAAAGCCGCTCTTCGTCCGGTAATAGCGGCCGTACCGCCGGGGTGCCCACGCGTACTAGCACGAGGACAGCAACTCCTGGGCCGATCC
3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590

CTGGCGGGGTTGCCTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAARACGTCTGCGACCTGAGCAACAACA < 3700
LA GL?PYWILAZE * I TDT RANUYVIE K RTILTILILUOQNUVCDIL S NN M
w R G C L T G * Q N E S P I REIRT* s DCCTCI KT S AT * A T T
G GV AL LV S RMNUHIRYASE R EA AT AAAI KT RTILIRPE Q Q H
GACCGCCCCAACGGAATGACCAATCGTCTTACTTAGTGGCTATGCGCTCGCTTGCACTTCGCTGACGACGACGTTTTGCAGACGCTGGACTCGTTGTTGT
3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690

TGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGTARAGTCTGGAAACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGC < 3800
N G L R F P CF V K S GNAZE V S AL HHY V P DL HURIRMTIL L A
*M VvV *F G F RV S * S L ETI RI K SA®PCTTIMMTZFFRTICTIAS GT CT CWTL
E WS s Vs VvV FREKVW KRGS QR P A PLCS G S A S QDA AAG
ACTTACCAGAAGCCAAAGGCACAAAGCATTTCAGACCTTTGCGCCTTCAGTCGCGGGACGTGGTAATACAAGGCCTAGACGTAGCGTCCTACGACGACCG
3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790

>Maql
|
TACCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTCTGGTCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACC < 3900
T L w N T Y I ¢C I N E A L AL T L S D F s L V P P H P Y R Q L F T
p CcCcG6GT P T s VvV L T KR WH * P * Vv I F L WS R R I HTA A S C L P
Y P V ¥ H L #H L Y * R S A G I DPZE * F F S G P A A S I P P V V Y P
ATGGGACACCTTGTGGATGTAGACATAATTGCTTCGCGACCGTAACTGGGACTCACTAAAAAGAGACCAGGGCGGCGTAGGTATGGCGGTCAACARAATGG
3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890
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EK A Devami. pET 28a(+) i¢indeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703],

lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

CTCACAACGTTCCAGTAACCGGGCATGTTCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATGAACAGAAAT < 4000
L T T F Q * P GMVF I I S NP Y REHU?PUL S F HR Y HY P HE Q K S
S Q R S S NRACS s s Vv TW R I VS I L S RVF I GGI I TP MNRN
H NV PV TGHV HHOQ* P Vs *»* A s s L V S s Vs L P P * T E I
GAGTGTTGCAAGGTCATTGGCCCGTACAAGTAGTAGTCATTGGGCATAGCACTCGTAGGAGAGAGCAAAGTAGCCATAGTAATGGGGGTACTTGTCTTTA
3910 3920 3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990

CCCCCTTACACGGAGGCATCAGTGACCAAACAGGAAAAAACCGCCCTTAACATGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCA < 4100
P L H G G I s D QT G K NR P * H G P LY Q K P DI NAS G E T Q
p P Y T EA S V T K (Q E K TAULNMARU FTIIRS QT L T L L E K L N
P L T R R H Q * P N R KK P P L T W P AL S EARUH* R F W R N S
GGGGGAATGTGCCTCCGTAGTCACTGGTTTGTCCTTTTTTGGCGGGAATTGTACCGGGCGAAATAGTCTTCGGTCTGTAATTGCGAAGACCTCTTTGAGT
4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080 4090

ACGAGCTGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGG < 4200
R A GRG* T GRHHUL * I A S RPR * * A L P QL P R A F R * * R
E L D ADEQADICESLHDUHADETL YRS CULAURF G D D G
T S W T R M NR QT s V NRF TTTIL M S F T A A AS RV S VM T V
TGCTCGACCTGCGCCTACTTGTCCGTCTGTAGACACTTAGCGAAGTGCTGGTGCGACTACTCGAAATGGCGTCGACGGAGCGCGCAAAGCCACTACTGCC
4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190

TGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTT < 4300
* K p L T H AAUPSGUDGHSUL S VS G CIREIOQT S P S G RV S G C W
E N L * H M QL P E TV TACUL * A DAG S R QAWIROQGA A S A G V
kK T s D TC S S R RR S QL V C K R M P GAUDI K P V RAIRQUR V L
ACTTTTGGAGACTGTGTACGTCGAGGGCCTCTGCCAGTGTCGAACAGACATTCGCCTACGGCCCTCGTCTGTTCGGGCAGTCCCGCGCAGTCGCCCACAA

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290
TthlllI
PsyI BstZ17I
AspI Bst1107I
Pf1FI BssNAI

I |
GGCGGGTGTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCA < 4400
R VS G R S HD P VT * R * R S VY WL N Y AA S E QI V L R V H
G G ¢C R GAAMTOQS RS DS GVY T GLTMURHOQS RL Y * E C T
A GV GA QP * P S HVATIOAETCTIILWAM®*TLU CGTIURADTCTE S A
CCGCCCACAGCCCCGCGTCGGTACTGGGTCAGTGCATCGCTATCGCCTCACATATGACCGAATTGATACGCCGTAGTCTCGTCTAACATGACTCTCACGT
4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390

>Sapl

>PciSI

>Lgul

>BspQI

|
CCATATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCG < 4500
H I C GV K Y R T DA A* G ENTASGA AL UPILPI RS L TR C A R S

I Yyav* NTAOQMH R KEI KTI?PHQA AL FI R FILAH*LAATIL G R
P Y M R C E I P HRCVI RIRI KYRTIIRIRS S AS S L T D S L R S V V
GGTATATACGCCACACTTTATGGCGTGTCTACGCATTCCTCTTTTATGGCGTAGTCCGCGAGAAGGCGAAGGAGCGAGTGACTGAGCGACGCGAGCCAGC
4410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490

Pcil
BspLU11lI
PscI

|
TTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCA < 4600
F 6 ¢C G ERY QUL TOQRIR* Y G Y P QNOQOQGTI T OQZEI RTCE Q K A S
S A A A S G I S S L K G GNTV I HWIRTIIURSG™*URI RI KIEHUV S KR P
R L RRAV S A HS KAV IRULSTES GDNA ASGI KNMM®* A K G Q
AAGCCGACGCCGCTCGCCATAGTCGAGTGAGTTTCCGCCATTATGCCAATAGGTGTCTTAGTCCCCTATTGCGTCCTTTCTTGTACACTCGTTTTCCGGT
4510 4520 4530 4540 4550 4560 4570 4580 4590

GCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGG < 4700
K R P G TV KRPURU CWRU FS I G SAPULTSTITI KTIUDA AZGQVRG
A K G Q E P * KGRV AGV F P * A PP P * RA S Q K S TULI K S E V
Q KA RNWURIEKI KA AATLTLA ATFU FHIRIULIRUZPUPUDEUHUHI KNUZ RI® RS S Q R
CGTTTTCCGGTCCTTGGCATTTTTCCGGCGCAACGACCGCAAAAAGGTATCCGAGGCGGGGGGACTGCTCGTAGTGTTTTTAGCTGCGAGTTCAGTCTCC
4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680 4690
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EK A Devamu. pET 28a(+) icindeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703], KanR geni
[5353 1 6165], lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

<Baul
<BssSI
<Bst2BI
<BsiI
|
TGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGT < 4800
G E T R Q D Y K DTRURFUPILE APS ST CALTLUZ FIRUPTCIR RIULUZPUIDTC
A K P DRTTI K I P GV S PWI KULUPU R ALSTCSUDUPA AA AYUZRTIUPUV
W RNUP TG UL * R Y Q A F P P G S S L VR S PV PTULUPULTG Y L S
ACCGCTTTGGGCTGTCCTGATATTTCTATGGTCCGCAAAGGGGGACCTTCGAGGGAGCACGCGAGAGGACAAGGCTGGGACGGCGAATGGCCTATGGACA
4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790

CCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCA < 4900
P P F S LREA AWR Y FULTIAHA AVGTIS VU RU CIRST FA AP SWA AWVCT

R L s P F G KR GAUVF s * L TL * V S Q F GV GR S L QAGTULC A

A F L P S G S VAL SHSSU R CRYTULS SV * V VRS KTULGTC V H
GGCGGAAAGAGGGAAGCCCTTCGCACCGCGAAAGAGTATCGAGTGCGACATCCATAGAGTCAAGCCACATCCAGCAAGCGAGGTTCGACCCGACACACGT

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890
CaiI
AlwNI
<ColEl origin PstNI

| |
CGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACT < 5000
N P P F S P T AAUPYPVTTIVLSPTIR®*DTTY RHWOQ Q P L
R T PR S ARPILURUILTIIR®*IL S S * V Q PG KT RULTIATG S S HW
E P PV Q PDRICATLSGNYIRIULUESNUZPVRHEDTILSUPULAA AN AT
GCTTGGGGGGCAAGTCGGGCTGGCGACGCGGAATAGGCCATTGATAGCAGAACTCAGGTTGGGCCATTCTGTGCTGAATAGCGGTGACCGTCGTCGGTGA
4910 4920 4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990

<DraRI

|
GGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCT < 5100
vV T G L A ERGMO®*AVYV L QS SsS * s G GULTTA ATTULETGU QYL V S
* 9 D * 9 S EV CRIRZCYWRVLEVV VA *L RULUH®* KD S I W Y L
G N R I S RARY V GGATET FTULI KWWUPNUYG Y TR RTV F G I C
CCATTGTCCTAATCGTCTCGCTCCATACATCCGCCACGATGTCTCAAGAACTTCACCACCGGATTGATGCCGATGTGATCTTCCTGTCATAAACCATAGA
5010 5020 5030 5040 5050 5060 5070 5080 5090

>Eco57I
>Acul

|
GCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCA < 5200
A L C * S Q L P S EKEULVALUDUPA ANIZ KU PUZPILVA AV YV FLUFA S S
R S A EA S Y LRI K I KSW * L L I RQTDNUHI RW* RWFFCUL Q A
A L L K PV T F G KRV G S s * s G K Q TTA AG S GG F F V CK Q
CGCGAGACGACTTCGGTCAATGGAAGCCTTTTTCTCAACCATCGAGAACTAGGCCGTTTGTTTGGTGGCGACCATCGCCACCAAAAAAACAAACGTTCGT
5110 5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190

GCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTG < 5300
R L R A E K KDL K K I L * §s§ F L R G L T UL S G T K T HV K G F W
A DY A Q K KR I S RURSVFDULYZFY GV * R SV EI RI KT LTTULIRDF G
Q I T R R K K G S Q E D P L I F S TG S DAQWNENS R * G I L
CGTCTAATGCGCGTCTTTTTTTCCTAGAGTTCTTCTAGGAAACTAGAAAAGATGCCCCAGACTGCGAGTCACCTTGCTTTTGAGTGCAATTCCCTAARAC
5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5290

GTCATGAACAATAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGARACGTCTTGCTCTAGGCCGCGATTARAT < 5400
s *T I KL S AY INSNTIRGV M s HI QRE T s C s R P R L N
HEQ*NCULILT>* TV I QG VL * A I F NG X R L A L G R D * I

vV M NN K T V C L HKQQ *Y K GGC Y E P Y s T G N V L L * A A I K F

CAGTACTTGTTATTTTGACAGACGAATGTATTTGTCATTATGTTCCCCACAATACTCGCTATAAGTTGCCCTTTGCAGAACGAGATCCGGCGCTAATTTA

5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390
BtuMI
Rrul
Bsp68I
Nrul >HaelV

| I
TCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGC < 5500
S NM D ADUL Y G Y K WAIRUDNVGOQ S GGATTI Y RUL Y G K P D A P

P T WwWwMUL I Y MG INGTU LA ATIMSGNAOQVRQ S IDICMG S P MR
Q H G C * F I WV * M G SR * CRATIW RTZGCDNIULSTIVWEMA AIRTCA
AGGTTGTACCTACGACTAAATATACCCATATTTACCCGAGCGCTATTACAGCCCGTTAGTCCACGCTGTTAGATAGCTAACATACCCTTCGGGCTACGCG

5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490
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EK A Devamu. pET 28a(+) icindeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile

gosterilmesi  Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625],

F1 ori

bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703], KanR geni
[5353 1 6165], lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin

kesim bolgesi, [1618 : 1601].

CAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGAC
E L F L K H G K G SV ANDVTDEMV VU RILNWTULTEFMZPTULUPT
Q s ¢ F * N MAKVALPMMILOQMUPRMWSD * T G * RNTULTGCTULFR P
R vV Vv s ETWQUR * R CQ * CY R * D G Q T K LAUDGTI Y A S s D
GTCTCAACAAAGACTTTGTACCGTTTCCATCGCAACGGTTACTACAATGTCTACTCTACCAGTCTGATTTGACCGACTGCCTTAAATACGGAGAAGGCTG
5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590

Smal
TSpMI
Xmal
Cfro1
|
CATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTGATTCA
I K H F I R TUPDDA AWTLTLTTA ATIU®PGI KT AU FLOQV L EE Y P D S
s s I L S VL L MMHGY S P LR S P G K QH S R Y * KNTIUL I Q
H Q A F Y P Y s * * C MV THUHT CUDUPI RENSTIUPGTIIURU RIS * F R
GTAGTTCGTAAAATAGGCATGAGGACTACTACGTACCAATGAGTGGTGACGCTAGGGGCCCTTTTGTCGTAAGGTCCATAATCTTCTTATAGGACTAAGT
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 5690

Plel9I
BpvUI
Pvul
MvrI
Sgfl
AsiSI
Rgal
>KanR SfaAl
| I
GGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCG
G E N I VD A L AV F L RIRUILMHS I PV CNTCZPUFNSDIZ RV FRL A
vV K I L.L. M RWAOQTCsSsSCAGT CTI RY FULZ FUVIVLILTA ATIA AYF V S
* K Y C * C A G SV P APV A FDSCUL * L S F * QR S R I S S R
CCACTTTTATAACAACTACGCGACCGTCACAAGGACGCGGCCAACGTAAGCTAAGGACAAACATTAACAGGAAAATTGTCGCTAGCGCATAAAGCAGAGC
5710 5720 5730 5740 5750 5760 5770 5780 5790

>Ajul
|
CTCAGGCGCAATCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCA
Q A Q S R MNNGULV DA ASDVF DD E RNGW?PV E Q V W KEMH
LRRNUHE * I T VWILMU®RVYVIILMTSVMASGT LT LNDNIZ K SGI KI KTCTI
S G A I T NE * R F G * CE * F * * RA * WILA AU C* T S L E R N A
GAGTCCGCGTTAGTGCTTACTTATTGCCAAACCAACTACGCTCACTAAAACTACTGCTCGCATTACCGACCGGACAACTTGTTCAGACCTTTCTTTACGT
5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880 5890

TAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGAT
K L L. P F S P D S VVTHGD DU F S L DNUILTIU FUDESGI KT LTISGT CTITD
N F C H S HRTIOQS s L MV I S HULITTULU FULT®RGN®*X * V V L M
* T F A ILTGU F S RHSW* F L T * * P Y F * R GETINIZ RTILY * C
ATTTGAAAACGGTAAGAGTGGCCTAAGTCAGCAGTGAGTACCACTAAAGAGTGAACTATTGGAATAAAAACTGCTCCCCTTTAATTATCCAACATAACTA
5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990

GTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAA
V G RV G I A DURY QDILATIULMWNTZGCTULSGETF S P S L Q KRL F Q K
L D E S E S QTDTIRTIULUPS Y G T ASV S F L L HYURNGF F K
W T S R NURIRUPTI PGS CHUPMETLUZPR®*V F S F I TETATF S K
CAACCTGCTCAGCCTTAGCGTCTGGCTATGGTCCTAGAACGGTAGGATACCTTGACGGAGCCACTCAAAAGAGGAAGTAATGTCTTTGCCGAAAAAGTTT

6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090

AATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATARATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAAGAATTAATTCATGAGCGGATACATATTTGAAT
Yy G I D N P DMNI KILJ GQVPFHLMTULUDETFT F * EULIHZEI RTIUHTI * M
N MV L I I L I * I N C s ¥ I * C S M s F S KN*F M S G Y I F E C
I wy * % s % Y E * I A V s ¥F D AR * V F L R I N S * A D T Y L N
TTATACCATAACTATTAGGACTATACTTATTTAACGTCAAAGTAAACTACGAGCTACTCAAAAAGATTCTTAATTAAGTACTCGCCTATGTATARACTTA
6110 6120 6130 6140 6150 6160 6170 6180 6190

GTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAA
Y L E XK * T N R G S A H I S P K S AT * NCI KU R * Y F V K I R V K
I * K N K QI GV P RTF PRI KV PP E I VNV NTITILTILI KT FA ATLN
V F R XK I NK * G F R AHV FPEI KT CHTI LI KXTL* T L I F C * N S R * I
CATAAATCTTTTTATTTGTTTATCCCCAAGGCGCGTGTAAAGGGGCTTTTCACGGTGGACTTTAACATTTGCAATTATAAAACAATTTTAAGCGCAATTT
6210 6220 6230 6240 6250 6260 6270 6280 6290

55

< 5600

< 5700

< 5800

< 5900

< 6000

< 6100

< 6200

< 6300



EK A Devamu. pET 28a(+) icindeki ¢ift zincirli DNA dizisi Serial Cloner programi ile
gosterilmesi Ozellikler T7 bolgesi [1744 : 1725], ColEL origin [5253 : 4625], F1 ori
bolgesi [6271 : 6711], M13 origin [6716 : 6261], LacO geni [1725 : 1703], KanR geni
[5353 1 6165], lacl geni [2122 : 3213], 6His [1645 : 1628], 6His [157 : 140], Thrombin
kesim bolgesi, [1618 : 1601].

AanI
PsiI
|
TTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCA < 6400
F L L N Q L I F * P I G R NRQNUPUL* I KR I DU RUDIRUVYVECTC S s
F C * I s s F F N Q * A E I G K I P Y K S KE * T ETIGUL S V V P
F V XK S A HF L T NR P K S A K S L INOQI KNUZ RUPIR* G * V L F Q
AAAAACAATTTAGTCGAGTAAAAAATTGGTTATCCGGCTTTAGCCGTTTTAGGGAATATTTAGTTTTCTTATCTGGCTCTATCCCAACTCACAACAAGGT

6310 6320 6330 6340 6350 6360 6370 6380 6390
DralIll >F1l ori
>Alol Adel <M13 origin

| I [
GTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCT < 6500
L E Q E S T I K EURGULOQROQIRAIKNIRILSG RWU®PTT* T I T L
V WN K S P L L KNUVD SNV KGRI KTVY QGDGPULREP S P *
F G T RV HY * R TWTUPT S K GEI KU?P S IR AMA AU HYVNUHHUP
CAAACCTTGTTCTCAGGTGATAATTTCTTGCACCTGAGGTTGCAGTTTCCCGCTTTTTGGCAGATAGTCCCGCTACCGGGTGATGCACTTGGTAGTGGGA
6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480 6490

AATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGARAGCCGGCGAACGTGGC < 6600
I K F F GV EV?P * s T K S EZP * REUPUPTI* S L TGI KA AGTER G
S s F L G S R CRI KA ALNUZRNUZPIKTG S PRV FURA A®*RGI K P ANV A
N Q v F W G R G AV KH* I GTULKGAU®PUDTULETLUDTGESURIRTWR
TTAGTTCAAAAAACCCCAGCTCCACGGCATTTCGTGATTTAGCCTTGGGATTTCCCTCGGGGGCTAAATCTCGAACTGCCCCTTTCGGCCGCTTGCACCG
6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590

GAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCG < 6700
E K GREE S ER S GUR * GA G K C S G HA AA ARNUHMHAETIRIRA A * C A
R K E G K KA KGAGARA AL ASUV AV TILIRUVTTTPAA ATLNA
E R KGR KR KEIRA ALGIRWOQV * R S R CA* P P HUP P RUILMRBR
CTCTTTCCTTCCCTTCTTTCGCTTTCCTCGCCCGCGATCCCGCGACCGTTCACATCGCCAGTGCGACGCGCATTGGTGGTGTGGGCGGCGCGAATTACGC
6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670 6680 6690

CCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCA < 6727
A T G R V P F A X
P L Q G A S H s P
R Y R A R P I R X
GGCGATGTCCCGCGCAGGGTAAGCGGT
6710 6720

56
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