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Tth polimeraz, 834 aa biiylikliigiinde ve 94 kda agirliginda bir enzimdir. Tth polimeraz;
hem PCR hem reverse transkriptaz PCR uygulamalarinda ayrica DNA dizileme
calismalar1 ve bunlara bagli olarak viral ve bakteriyel bulasici veya Oliimciil
hastaliklarin tanisinda siklikla kullanilmaktadir. Reverse transkripsyon (RT) ve PCR
(Reverse Transkriptaz PCR), enfeksiyoz ajanlar ya da genetik hastaliklarin teshisi igin
kullanilmalarinin yanisira, klonlama ve RNA dizilerinin analizi, gen ekspresyonunun
takibi gibi molekiiler islemler i¢cin de giiclii birer ara¢ olarak kullanilmaktadirlar.
Uretilmesi planlanan rekombinant Tth polimeraz enzimi, sahip oldugu polimeraz
aktivitesi ile PCR uygulamalarinda, reverse transkriptaz aktivitesi ile de RT-PCR
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Ayn1 zamanda DNA dizilemede de kullanilan en
glivenilir enzimlerden biridir. Bu tez ¢alismasinda molekiiler biyolojik uygulamalarda
kullanilan en 6nemli enzimlerden biri olan Tth polimerazin, uygun vektdr sistemi
kullanilarak Escherichia coli ekspresyon sisteminde iretimi planlanmistir. Tth
polimeraz enzimine ait niikleotid dizisi biyoinformatik arag¢lar kullanilarak olusturulmus
ve sentezlettirilmistir. Elde edilen gen dizisine E. coli K12 SUSU igin kodon
optimizasyonu yapilmig, pPTOLT vektoriine klonlama islemi gerceklestirilmistir.
Klonlama isleminin dogrulanmasinin ardindan protein ekspresyon calismalar
yapilmistir. Protein ekspresyonu i¢in E. coli BL21 pLysE hiicreleri kullanilmustir.
Ekspresyon ¢aligmalari sonrasi tretilen Tth polimeraz, SDS-PAGE analizi ile
goriintiilenmis ve tiretiminin gerceklestigi dogrulanmugtir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EXPRESSION OF RECOMBINANT TTH POLYMERASE ENZYME FOR
DEVELOPMENT OF MEDICAL MOLECULAR DIAGNOSTIC KITS

HUMEYRA AYDIN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

SUPERVISOR: PROF. DR. iISA GOKCE

The Tth polymerase is an enzyme with a size of 834 aa and a weight of 94 kDa. Tth
polymerase is frequently used in both PCR and reverse transcriptase PCR applications
as well as in DNA sequencing studies and to diagnosis in viral and bacterial infectious
or fatal diseases. Reverse transcription (RT) and PCR (Reverse Transcriptase PCR) are
used as tools for the diagnosis of infectious agents or genetic diseases, as well as for
molecular processes such as cloning, analysis of RNA sequences and gene expression.
The recombinant Tth polymerase enzyme that is planned to be produced can be used in
PCR applications with polymerase activity and RT-PCR applications with reverse
transcriptase activity. It is also one of the most reliable enzymes used in DNA
sequencing. In this study, production of Escherichia coli expression system was planned
by using appropriate vector system of Tth polymerase which is one of the most
important enzymes used in molecular biological researches. The nucleotide sequence of
the enzyme Tth polymerase was constructed and synthesized using bioinformatic tools.
The obtained gene sequence was codon optimized for E. coli K12 strain and cloned into
pET22b and pTOLT vectors. After confirmation of the cloning process, protein
expression studies were carried out. E. coli BL21 plyse cells were used for protein
expression. The produced Tth polymerase after expression studies was analyzed by
SDS-PAGE and the presence of the enzyme was confirmed.
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1. GIRIS

Yasamin yapitast olan proteinler dogal metabolizmalarinin bir pargasi olarak tim
canlilar tarafindan sentezlenir. Enzimler gibi bazi proteinler biyokatalizor olarak gorev
yapar ve metabolik reaksiyonlarin hizini artirirlar. Proteinler, hiicre sinyal yolaklarinda,
immiin cevaplarda, hiicre adezyonunda ve hiicre dongiisiinde onemli rol oynarlar.
Genetik miihendisligi ve protein miihendisligi uygulamalar1 ile endiistriyel olarak
yaygin bir sekilde iiretilmektedirler. Dogal ve rekombinant proteinler, biyofarmasétik,
enzim ve tarim gibi biiyiik endistrilere hizmet etmektedir. Protein yapidaki enzimler, bu
endustrilerin yanisira tip, biyomedikal arag, gida, beslenme, deterjan, tekstil, deri, kagit,
hamur, polimerler ve plastik endiistrilerinde yaygin kullanima sahiptir. Enzim endiistrisi
1980 ve 1990 yillarinda ilerleme gostermeye baslamistir. 1970' 1i yillarda enzimler
bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilmekteydi. Bu durum kullanilabilirligi diisiik
ve yuksek maliyetli enzimlerin iiretilmesi ile sonug¢lanmistir. Mikrobiyal enzim tiretim
endiistrisindeki gelismelere bagli olarak genetik olarak kolaylikla manipiile edilebilen,
istenilen miktar ve Ozellikteki enzim iiretimi de artmistir. 1990' I1 yillarda pek ¢ok
enzim Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak tretilmistir. 1993" te endiistriyel
enzim pazarinin %50' sinden fazlas1 rekombinant proseslerden saglanmaya baslamistir

(Demain ve Vaishnav, 2009).

Enzimler, hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemekle gorevli protein
yapidaki  molekiillerdir. Enzimlerin  hiicrelerde Onemli metabolik  gorevleri
bulumkatadir. Enzimler, ¢esitli amaclarla kullanilmak {tizere 21. ylizyilin anahtar
teknolojilerinden bir tanesi olan rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iiretilmekte

ve ilgili olduklar1 alanlarda kullanima sunulmaktadirlar (Wiseman, 1987).

Enzim teknolojisinin, artan biyoteknolojik caligmalar, Ar-Ge faaliyetleri ve medikal
arastirmalar ile baglantili olarak gelismesi sonucu biyoteknolojinin endiistriyel ve
molekiiler enzimler ile ilgili alanlarinda yapilan arastirmalar bir hayli onem kazanmistir.
Son yillarda stratejik alan olarak degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisi

teknikleri kullanilarak enzim iiretimi biiyiik oranda ilerleme kaydetmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Enzim Kavram

Enzimler herbir organizmanin metabolizmasinda 6nemli rol oynayan ve proteinler
icerisindeki yaygin gruptur. Hiicrelerdeki tiim kimyasal reaksiyonlar ve metabolik
adimlar enzimler tarafindan katalizleyen ve diizenleyen biyokatalizorlerdir (Shomburg
ve ark., 2002). Canli organizmalardaki mevcut reaksiyonlart hizladirmakta ve
sonucunda yan {iriin olusturmamaktadirlar. Katalitik RNA yapisindaki molekiillerin bir
kismi1 hari¢ tamami protein yapidadir. En biiyiik ve en spesifik protein grubudur (Keha

ve Kiifrevioglu,2004).

Yapilarinin aydinlatilmasi caligsmalar1 ile birlikte enzimler tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarin da kinetiklerinin arastirilmasi ¢alismalari hizlanmistir. Enzimler katalitik
olarak gilicli molekiillerdir. Cesitli molekiillere ve reaksiyonlara spesisik olarak
parcalama, birlestirme, baz1 alt gruplar1 uzaklastirma gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir

(Telefoncu ve Pazarlioglu, 2010).

Enzim biyolojisi ve kimyasi iizerine c¢alismalar, Michaelis-Menten denkliginin
olusturulmas1 ve 1926 yilinda Summer tarafinda tretilen saf kristal yapidaki iireaz
enzimi ile baslamaktadir. Enzim kinetigi ve {iretimi {izerine g¢aligmalar zamanla
yogunlasmis ve yeni bir endsiitri kolu meydana gelmistir. Giinlimiize kadar pek cok
enzimin kinetik 6zellikleri, aminoasit yapisi, dinamik 6zellikleri, ii¢ boyutlu yapilar

calisilmig ve ¢alisilmaya devam etmektedir (German ve ark, 2012).

2.2. Enzimlerin Smmiflandirilmasi

Her hiicre substratina ve bu substrata bagli reaksiyona 6zgii birka¢ bin farkli enzim
icermektedir. Baslangicta her enzime kesfedicisi tarafindan bir isim verilmistir ve pek
¢ogu giliniimiizde hala kullanilmaktadir. Bununla birlikte bilinen enzim sayisi arttik¢a bu
sistem yeterli olmamis, adlandirmada karisikliklar yasanmaya baslamistir. Ayni
zamanda her enzimin katalizledigi reaksiyon hakkinda yeterli bilgi icermemesi bu
karmasayr artirmig ve yeni diizenlemelere ihtiyag duyulmustur (Buxbaum, 2007).

Mevcut karisikligin - diizenlenmesi amaciyla 1955 yilinda Uluslararasi Enzim



Komisyonu (International Comission on Enzyme) kurulmustur. Bu komisyon tarafindan
enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasinda kullanilan ¢ genel prensip

belirlenmistir (Shomburg ve ark., 2002).

Tek enzimler igin "-az" eki ile biten adlandirmalar yapilmaktadir. Birden fazla sistem
tizerinde etkin olan enzimler i¢in bu adlandirma sistemi kullanilmamaktadir.

Bir diger adlandirma sistemine gore enzimler katalizledikeri reakiyonlara gore
adlandiriimaktadirlar. Son olarak, katalizledikleri reasksiyonlarin ¢esidine gore

adlandirilmaktadirlar. (Aehle, 2004).

Bu komisyon tarafindan hazirlanan rapora gore her enzim bir E.C. koduna sahiptir.
Enzimler katalizledikleri reaksiyonun tiiriine gore alt1 temel gruba ayrilir ve herbir grup
igin farkli kod numaralar1 tanimlanmaktadir. E.C. kodlar1 noktalar ile birbirlerinden
ayrilmis dort rakamdan olusmaktadir. Ik rakam enzimin alt1 ana siniftan hangisine ait

oldugunu belirtmektedir.

1. Oksidorediiktazlar
2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Liyazlar

5. Izomerazlar

6. Ligazlar

E.C. kodundaki ikinci rakam enzimin alt sinifim gostermektedir. Ugiincii rakam ikinci
alt grubu belirtir. Son rakam ise enzimin ikinci alt grup icerisindeki seri numarasini
ifade etmektedir. Ornegin, E.C. 2.7.1.1 (ATP:glucose phosphotransferase) (Buxbaum,
2007).



2.3.  Molekiiler Calismalarda Kullanilan Enzimler

Molekiiler klonlama i¢in kullanilan niikleik asitler dogal ya da sentetik orijinli olabilir
ve uzunluklar1 birkag¢ niikleoitten binlerce niikleotite uzanabilir. Niikleik asitler belirli
karakteristik ozellikler kazanmalari i¢in kapsamli bir sekilde manipiile edilebilir. Bu
manipiilasyonlar arasinda parcalama, birlestirme, fosfat ya da metil gruplari gibi
modifiye edici gruplarin eklenmesi olabilir. Bu manipiilasyonlar polimerazlar, ligazlar,

niikleazlar, fosfatazlar ve metilazlar tarafindan katalizlenir (Ritti¢ ve ark., 2008).

2.3.1. DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, yapisal birimlerin ya da deoksiriboniikleotid trifosfatlarin(dNTPs)
bir araya gelmesi ile polimerlerin olusumunu katalizleyen enzimlerdir. DNA polimeraz
enzimi aktivite gosterebilmesi igin serbest 3' OH grubuna ihtiya¢ duymaktadir. Ihtiyag
duyulan serbest 3' OH grubunu primaz olarak adlandirilan bir RNA polimeraz
tarafindan sentezlenen primerlerden elde etmektedirler. Primerin yalnizca serbest 3' OH
ucuna niikleotid eklerler. Molekiiler biyolojide kullanilan polimerazlarin pek ¢ogu
bakteri ya da onlar1 enfekte eden viriislerden kdken almaktadir. Molekiiler biyolojide en
cok kullanilan DNA polimerazlar, Pol I, Klenow fragmenti, T4 DNA polimeraz,
Termostabil polimerazlar, Taq polimeraz, Tth polimeraz, Pfu polimerazdir. Bu
polimerazlar polimeraz zincir reaksiyonu (PCR,PZR), DNA etiketleme, c¢entik
translasyonu gibi farkli molekiiler biyolojik calismalarda siklikla kullanilmaktadir

(Rittié ve ark., 2008).

2.3.1.1.Prokaryotik Polimerazlar

Bakterilerde DNA replikasyonundan sorumlu Pol I, Pol II ve Pol III olmak {izere 3 ¢esit
polimeraz bulunmaktadir. Bu 3 enzimde primer ve dNTP lerin oldugu ortamda DNA
zincirlerinin 5 '— 3' yoniinde uzamasini katalizler. DNA Pol III 1970 yilinda
kesfedilmistir ve prokaryotik replikasyonu yliriiten ana enzimatik komplekstir. Her 3
enzim ayni zamanda 3 '— 5' ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir (Haupenthal ve ark.,
2012).


http://aac.asm.org/search?author1=Joerg+Haupenthal&sortspec=date&submit=Submit

2.3.1.2. DNA Polimeraz I ve Klenow Fragmenti

Genetik miihendisliginde rutin olarak kullanilan dort tip DNA polimeraz bulunmaktadir.
Bunlardan ilki, ¢ogunlukla E. Coli kaynaklit DNA polimeraz I' dir. Bu enzim ¢ogunlukla
iki iplikli bir DNA molekiiliiniin, kisa tek iplikli bolgesine baglanir. Ilerledikce mevcut
ipligi yikar ve yeni bir iplik sentezler. Bu sebeple DNA polimeraz I, ¢ift aktiviteli DNA'
nin polimerlesmesi ve yikilmasinda gorevli- enzimlere en i1yi 6rneklerdendir (Brown,

T.A., 2009).

DNA polimeraz | kolay elde edilebilir olusu ve sahip oldugu pek ¢ok ozelliginden
dolay1r molekiiler ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir. Fakat replikasyonun biiyiik
kismini tek basina gerceklestiremez. Tek bir polipeptittir ve iki alt {initeye sahiptir.
DNA polimeraz I' in polimeraz ve niikleaz aktiviteleri, bu iki alt tinite tarafindan kontrol
edilir. Niikleaz aktivite polipeptit molekiiliiniin ilk 323 aminoasiti tarafindan kontrol
edilir. Bu sebeple bu parcanin uzaklastirildiginda, polimeraz aktivitesi olan fakat DNA'
y1 yikamayan modifiye halde bir enzim birakir. Klenow fragmenti olarak adlandirilan
bu modifiye enzim halen tek iplikli kalip DNA iizerinde komplementer bir iplik
sentezleyebilir, fakat nilikleaz aktivitesi yoktur. Dogal polimerazlar ve degistirilmis
versiyonlar1 gibi birka¢ enzim daha Klenow fragmani ile benzer ozelliklere sahiptir.
Klenow fragmenti 5’3" yoniinde polimeraz aktiviteye sahiptir. Diger alt birim ise
3'—5’ yoniinde ekzoniikleaz aktiviteye sahiptir ve terminal fosfodiester bagini kirarak
DNA zincirinden deoksiniikleotid monofosfatlar1 (AINMP) uzaklastirabilmektedir. Bu
ekzoniikleaz, hata diizeltme (proof reading) mekanizmasinda kullanilabilmektedir.
Polimeraz sentez sirasinda herhangi bir hata yaparsa hatali niikleotid bu mekanizma ile

uzaklastirtlir (Allison, L.A., 2014).

PCR(PZR)’ da siklikla kullanilan Taq polimeraz enzimi Thermus aquaticus
mikroorganizmasindan elde edilen bir g¢esit DNA polimeraz | enzimidir. Thermus
aquaticus organizmasi kaplicalarda yasayan bir organizmadir ve bu 6zelligi sayesinde
Taq polimeraz enzimi 1stya dayanikli, denatiirasyona direnglidir. Bu haliyle PCR(PZR)
uygulamasinin denatiirasyon asamasinda 94 °C sicakliga cikildiginda denatiire olmaz ve

aktivitesini korur (Ishino S. ve Ishino Y., 2014 ).



2.3.1.3. T4 DNA Polimeraz

Bakteriyofaj T4 polimeraz dNTP’lerin yoklugunda 3'—5’ ekzoniikleaz ve dNTP’ lerin
varliginda 5'—3' polimeraz aktivitelerini gergeklestirmek i¢in bir kalip DNA ve primere
ihtiya¢ duymaktadir. E. coli DNA polimeraz I’ in aksine T4 DNA Pol 5—3’
ekzoniikleaz aktivitesine sahip degildir. Bu sebepten T4 DNA polimeraz DNA
fragmentlerini 5’ ucundaki ¢entikleri doldurmada, ¢entik translasyonunda ya da gift
zincirli DNA’ nin 3" ucunu etiketlemede Klenow fragmenti yerine kullabilabilir (Studier
ve ark., 1990). T4 DNA polimerazin ekzoniikleaz aktivite hiz1 ¢ift zincirli DNA’ ya
dakikada yaklagik 40 baz, tek zincirli DNA’ ya ise dakikada yaklasik 4.000 baz
seklindedir. ~Standart kosullar altinda ¢alisildiginda T4 DNA  Polimerazin
polimerizasyon hizi dakikada 15.000 niikleotide ulagsmaktadir (Rittié ve ark., 2008).

2.3.2. Termostabil Polimerazlar

Termostabil DNA polimerazlar 70’ li yillarin basinda saflagtirilmislardir. PCR(PZR)
caligmalarindaki ilerlemelere bagl olarak, yiiksek sicakliklarda DNA sentezine imkan
tanimalar1 sayesinde molekiiler klonlamada oldukga etkin kullanilir hale gelmislerdir.
Termostabil polimerazlar tipki termofilik organizmalarda oldugu gibi G/C orani yiiksek

DNA bolgelerini replike edebilirler (Pantazaki ve ark., 2002).
2.3.2.1. Bst Polimeraz

Bst polimeraz, Bacillus stearothermophilus (Bst) organizmasindan 1968 yilinda izole
edilmis bir termostabil DNA polimeraz I’ dir. 39-40°C arasinda ¢ogalabilmektedir. Bst
polimerazin active oldugu optimum sicaklik 65°C  dir. 15 dakika 75°C’ de inkiibe
edildiginde inaktif hale gelmektedir (Adams ve Kelly., 1998). Bst polimeraz | 5'—3’
ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir ve maksimum aktivite gosterebilmesi i¢in yiiksek
konsantrasyonda Mg*? konsatrasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Bst DNA polimeraz iki
protein  fragmentinden(kismindan) meydana  gelmektedir.  Biiylikk  protein
fragmenti(kismi) termostabildir ve bu yilizden sa¢ tokasi (hairpin) olusumundan
kaynaklanan problemlerden kag¢inmak i¢in 65°C° de gerceklestirilen dizileme

reaksiyonlarinda oldukga kullaniglidir (Moser ve ark., 2012).



2.3.2.2. Taq Polimeraz

Taq polimeraz Thermus aquaticus mikroorganizmasindan elde edilen ve E. coli DNA
polimeraz I* in homologu olan bir enzimdir. Bununla birlikte DNA polimeraz ve 5’
niikleaz aktivitesinden sorumlu domainlere (bdlge) sahiptir. Taq polimerazin polimeraz
domainlerinin ve polimeraz I’ in Klenow fragmentinin yapilar1 hemen hemen aynidir
(Eom ve ark., 1996). Taq polimeraz 1976 yilinda saflagtirilmistir. Yar1 6mrii 95 °C’ de
40 dakikadir. Mg+2 iyonu varliginda ve 80 °C’ de optimum aktivite gosterir. Taq
polimeraz 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesinden yoksundur bu sebepten proofreading(hata
diizeltme) mekanizmasina sahip degildir. Aktivite gosterdigi reaksiyonlarda PCR(PZR)
tirtinlerinin 3" ucuna birkag adet Adenin bazi ekler (Terpe, K., 2013).

2.3.2.3. Tth Polimeraz

Thermus thermophilus mikroorganizmasindan izole edilmis polimeraz 6zellikte bir
enzimdir. Tth polimeraz olarak adlandirilan enzim 834 aa biyiikliigiinde ve 94 kDa
agirhgindadir (Asakura ve ark.,, 1993). 3'—5 ekzoniikleaz (proof reading)
aktivitesinden yoksundur. Tth polimeraz Mg*? iyonu varliginda kalip DNA’ dan ¢ift
zincirli DNA polimerizasyonunu, Mn*? varhiginda kalip RNA’ dan gift zincirli DNA
polimerizasyonunu katalizlemektedir. Tth polimeraz; hem PCR da hem de (RT) Reverse
transkriptaz PCR(PZR)' da ayrica DNA dizileme ¢alismalari ve bunlara bagli olarak
viral ve bakteriyel bulasici veya 6liimciil hastaliklarin tanisinda siklikla kullanilmaktadir

(Moser ve ark., 2012).

Tth polimeraz, ¢ok 6zgiil bir yapiya sahip olup, DNA’ ya bagimli DNA polimeraz
aktivitesinin sahip oldugu gibi, RNA’ ya bagimli DNA polimeraz aktivitesi de (reverse
transkriptaz) gostermektedir. Bu 6zelligi sayesinde reverse transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) esnasinda ayrica bir reverse transkripsyon basamagina ihtiyag
duyulmayarak zamandan tasarruf edilebilmekte ve olasi kontaminasyon ihtimallerinin
Oniine gecilebilmektedir. Boylece reverse transkripsyon islemi tek basamakta ve tek bir

tiip igerisinde gergeklestirilebilmektedir (Cimen, C., 2010).



Tth polimerazin aktivitesinin, yapilan ¢alismalar sonucunda olduk¢a yaygin kullanimi
olan Taq polimeraza gore 100 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir (Shandilya ve ark.,
2004). Ayrica PCR(PZR) islemlerinde en ¢ok kulanilan Taq polimeraz enzimi kan
orneklerinde stabil kalamazken, Tth polimeraz enzimi kan orneklerinde stabil
kalabilmekte ve boylece kandan direk PCR(PZR) islemini miimkiin kilmaktadir
(Nishimura ve ark., 2000).

Cizelge 2.1. Tth polimeraz enzimine ait genel 6zellikler

Aminoasit sayisi 2505

Molekiiler agirhk 94 kDa

Toplam atom sayisi 24978

Molekiil formiilii Cr072H11641N250502874Ss86

Tahmin edilen yarilanma siiresi 4.4 hours (memeli hiicrelerinde, in vitro)

>20 hours (maya, in vivo)
>10 hours (E. coli, in vivo)

Cizelge 2.2. Tth polimeraz enziminin atomik kompozisyonu

Karbon C 7072
Hidrojen H 11641
Azot N 2505
Oksijen ) 2874
Kiikiirt S 886

Cizelge 2.3. Tth polimeraz enziminin amino asit kompozisyonu

Amino asit Sayica miktar Yiizdece miktar
Ala (A) 440 %17.6

Arg (R) 0 0

Asn (N) 0 0

Asp (D 0 0

Cys (S) 886 %35.4

GIn (Q) 0 0

Glu (E) 0 0

Gly (G) 811 %32.4




His (H) 0 0
le (1) 0 0
Leu (L) 0 0
Lys (K) 0 0
Met (M) 0 0
Phe (F) 0 0
Pro (P) 0 0
Ser (S) 0 0
Thr (T) 368 %14.7
Trp (W) 0 0
Tyr (Y) 0 0
Val (V) 0 0
Pyl (O) 0 0
Sec (U) 0 0

Sekil 2.1. Tth polimeraz enziminin 3 boyutlu modellemesi (Srivastava ve ark., 2013)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srivastava%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23858468

2.3.3. Ters (Reverse) Transkriptazlar

Genetik miihendisligi uygulamalarinda oOnemli bir diger polimeraz ise revers
transkriptazdir. Revers transktriptazlar, kalip olarak DNA degil RNA kullanmaktadirlar.
Bu enzim RNA kalibina komplementer olacak sekilde DNA (cDNA) ipligi
sentezlemektedir. ¢cDNA sentezi molekiiler biyoloji ¢alismalarinda oldukga temel
uygulamalardan biridir. 1960’lara kadar genetik bilginin transferinin DNA’ dan RNA’
ya oldugu distiniilmekteydi. Rous Sarcoma Virlis (RSV) ve Rauscher Leukaemia
Virilis'ten elde edilen reverse transkriptazlarin karakterize edilmesi ile birlikte RNA
kalibindan tek zincirli DNA molekiiliiniin sentezlenebilecegi diigtiniilmiistiir. Sonucta
olusan tek zincirli DNA, RNA kalibinin komplementer bir kopyasidir ve cDNA olarak
adlandirilir (Ozsolak ve Milos, 2011).

Cizelge 2.4. Molekiiler Biyolojide Kullanilan Temel Polimerazlar (Rittié ve ark.,
2008'den uyarlanmustir).

Enzim Gereksinimleri  Aktivite Temel
uygulamalar
Pol I Kalip 5'—3' Polimeraz DNA replikasyonu
Primer 3'—-b5’ ekzoniikleaz Centik
DNTPs (proof reading) translasyonu

5'—3' Ekzoniikleaz

Pol 11 Kalip 5'—3' Polimeraz DNA replikasyonu
Primer 3'—5’ ekzoniikleaz
Pol 111 Kalip 5'—3' Polimeraz DNA replikasyonu
Primer 3'—5' ekzoniikleaz
Klenow Kalip 5'—3' Polimeraz DNA replikasyonu
Primer 3'—5' ekzoniikleaz
DNTPs
T4 DNA Kalip 53 DNA replikasyonu
Polimeraz Primer Polimeraz(dNTPs
varliginda)
3'—5’
ekzontikleaz(dNTPs
yoklugunda)
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Modifiye T7
DNA Polimeraz

Mutant Modifiye
T7 DNA
Polimeraz

Terminal
deoksiniikleotidil
transferaz(TdT)

Bst Polimeraz

Taq Polimeraz

Tth Polimeraz

Pfu, Pow, Vent,
Pab

Kalip
Primer
dNTPs

Kalip
Primer
dNTPs

DNA primeri
Mg*?, Co*

Kalip
MgCl2
65°C
sicaklik
Kalip
MgCl2
90°C
sicaklik
Kalip (DNA ya
da RNA)

M g+2’ Mn+2

74°C  optimum
sicaklik

Kalip

dNTPs

MgClI2

optimum

optimum

5'—3’ Polimeraz
3'—5’ ekzoniikleaz

5'—3' Polimeraz

Mg** varligimda tek
zincirli DNA primerini,
Co™ varhgnda ¢ift

zincirli DNA primerini
kullanarak DNA’ nin 3’
ucuna  homopolimer
kuyruk ekleme

5'—3’ Polimeraz
3'—5’ ekzontikleaz

5'—3’ Polimeraz
3'—5’ ekzoniikleaz

Mg varhginda DNA
polimeraz

Mn*? varliginda reverse
transkriptaz

5'—3' Polimeraz

3'—5’ ekzoniikleaz
(proof reading)

5'—3’ Ekzoniikleaz

Biiyiik DNA
fragmentlerinin
amplifikasyonu
Radyoaktif
problarin
hazirlanmasi
Dizileme
calismalari

Modifiye
niikleotidler
kullanarak DNA 3’
uclarini etiketleme

DNA’ nin 3’-OH
ucuna
homopolimer

kuyruk ekleme
PCR

PCR

PCR
RT-PCR

Yiiksek
duyarlhilikta PCR
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2.4.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR,PZR), 6zgiill bir DNA pargasiin olduk¢a hizli ve
otomatize bir sekilde, oligoniikleotid primerler kullanilarak milyonlarca kopyasinin
sentezlenmesini saglayan in vitro bir tekniktir. PCR(PZR), istenilen DNA dizisini
cogaltma hususunda hizli, segici ve duyarli bir teknik olusu ile molekiiler biyolojik
caligmalarda kullanilan en temek uygulamalardan biri haline gelmistir (Erlich, H.,
1989). Uzerinde calisma yapilacak genetik materyalin ¢ok az miktarda dahi olsa
cogaltilmasina imkan tanir. Spesifik DNA dizisi ¢ogaltilirken, istenmeyen dizilerin
baskilanmasi s6z konusudur (Cetinkaya, E. ve Ayhan, Kamuran., 2012). Olduk¢a genis
kullanim alanine sahip olan PCR(PZR)’ in kullanim alanlarindan bazilar1 asagida

listelenmistir.

X Orak hiicre anemisi, AIDS, 16semi gibi DNA ve RNA temelli hastaliklarin klinik

olarak tanisinda,

<> Patojen organizmalarin tespitinde,
X8 Cesitli tiirlerin tanisinda,

<> Polimorfizm ¢alismalarinda,

<> Arkeolojik caligmalarda,

<> Adli tip caligmalarinda,

<> Klonlama ve gen ekspresyon c¢aligmalarinda,
<> DNA dizi analizinde,

<> Genom kiitiiphaneleri olusturmada,

X Kalitsal hastaliklarin tanisinda.
2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Mekanizmasi

PCR(PZR), cift iplikli DNA molekiili {izerindeki hedef dizilere oligoniikleotid
primerlerin baglanmasi ve uzamasi prensibi ile calismaktadir. Kalip DNA molekiilii
yiiksek sicakliklarda denature edildikten sonra, oligoniikleotid primerler tek iplikli DNA
molekiilii lizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgeler ile eslesirler. Bu islem
spesifik olarak diisiik sicakliklarda gerg¢eklesmektedir. Polimerazlar, uygun tamponlar
ile birlikte dNTP’ ler varliginda primerlerin uzamasimi saglamaktadirlar. Bu islem

sonucunda kalip DNA’ ya tamamlayict Ozellikte yeni bir DNA molekiili
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sentezlenmektedir. Standart bir PCR(PZR) dongiisii temelde ii¢ asamadan olusmaktadir.
Bu asamalar; denatiirasyon, primerlerin baglanmasi (annealing) ve baglanan primerlerin
uzamasi (ekstension) seklindedir. Her bir dongii ¢ogaltilmak istenen hedef DNA
molekiili miktarin1 iki katina c¢ikarir. Denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve
baglanan primerlerin uzamasi agamalarinin ard arda tekrarlanmasi ile hedef DNA’ nin

yaklasik 30 jenerasyon sonra milyonlarca kopyasina ulasmak miimkiin olabilmektedir

(Temizkan ve Arda, 2004).

3 asamadzn olusan 30-40 sikliis:
/%D%M:}CK&/ 1.Asama: denatiirasyon ‘

T“rr”‘T""'“ 7“’”“"“77/“1" T‘“’P—'“

| ~ll 40
wg e g g, °C

L :

L | sl e 2.Asama: primerierin baglanmas:

\Lc / 7) !
TRy

YL J/’\VM'\L’J\_/J\ § 50-70°C

(WW"T:W_“T’TW 3.Asama: primerlerin uzatlmas:
' = |

S My} SR 1 2

L-L,,/\../\/J\ dLllfy, \u,l.\_ /*\

Sekil 2.2. PCR(PZR)' 1n isleyis mekanizmasi (Vierstracte, 1999).
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2.4.1.1. Denatiirasyon

Cift zincirli DNA molekiiliiniin 94-97°C sicakliklara ¢ikildiktan sonra ¢ift zincirler
arasindaki hidrojen baglarimin kirilarak birbirinden ayrilmasidir. DNA ¢ift zinciri
Guanin ve Sitozince (G+C) zengin ise bu hidrojen baglarmi kirmak daha zor
olacagindan denatiirasyon sicakligi artmaktadir. Denatiirasyonun diizgiin bir sekilde
gerceklesmemesi primer yapigmasi ve uzamasini da etkileyeceginden denatiirasyon
sicakliginin dogru secilmesi dnemlidir (Sambrook ve Russell, 2001). Kalip DNA biiyiik
ise veya genomik DNA i¢in baslangi¢ denatiirasyon agamasi uzatilabilir. Denatiirasyonu
takip eden asama PCR(PZR) uygulamasinin spesifitesini etkilemesi agisindan g¢ok

onemli olan primerin baglanmasi (annealing) asamasidir.
2.4.1.2. Primerin Baglanmasi (Annealing)

Elde edilen tek zincirli DNA’ ya 50-70°C ° de, hedef bolgeye spesifik olacak sekilde
dizayn edilmis oligoniikleotid primerlerin baglanmasi asamasidir. Primerlerin hedef
DNA’ ya baglanma siireleri, primerin uzunluguna, baz igerigine, derisimine gore
degisebilmektedir. Baslangi¢ sicakligi primerlerin erime sicakliklrina (Tm) gore
belirlenmektedir. Reaksiyon sartlari, kalip DNA’ nin yapisi, yanhs eslesmeler gibi
etkenler Tm’ yi etkilemektedir. Genellikle Tm sicaklifinin 4-5°C altindaki degerlerde
baglanma sicakligi segilir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.4.1.3. Zincir Uzamasi (Extension)

Zincir uzamasi asamasinda optimum sicaklik Taq polimerazin maksimum aktivite
gosterdigi 72°C olarak belirlenir. Taq polimeraz, Mg*? varliginda ortamdaki dNTP” leri
primerlere 5'—3' yoniinde ekler. Genellikle iki dakika yeterli olurken, uzun DNA
parcalari elde edilmek isteniyorsa siire uzatilabilir. Onerilen dongii sayis1 25-35 arasidir.
Dongili sayisim1 artirmak (40 dongiliden fazlasi) hedeflenen {iriin miktarin1 artirmaz

aksine istenmeyen {iriin miktarinin artmasina sebep olur (Temizkan ve Arda, 2004).
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2.5. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Genetik materyalin RNA oldugu durumlarda PCR(PZR) islemi s6z konusu oldugunda
ilk olarak RNA’ nin DNA’ ya c¢evrilmesi gerekmektedir. Bu sebeple RNA revers
transkriptaz enzimi kullanilarak komplementer (¢cDNA) DNA’ ya c¢evrilir. Standart
PCR(PZR) uygulamalarina bu asamadan sonra devam edilmektedir. Bu sekilde
modifiye edilmis PCR(PZR), Revers Transkriptaz PCR(PZR) teknigi olarak
adlandirilmaktadir. RT-PCR farkli RNA viriislerinin tespitinde kullanilan giivenli bir
tekniktir (Rotbart, 1990).

mRNA

i Revers transkriptaz
= mRNA
CITITIT— cona
l RNazH

S, cDNA

l - Primer 1
e

EITITRTITRTTNTINITIT

+ Tag Polimeraz
TITTTTTITTITIITT  Gift 2incirti
LLLLLLLEL g cDNA

l Tag Polimeraz
Primer 2 oLy TITTTTITITITITITTIT e
[ERESESSARRERRIRUATEN

Tag Polimeraz l

Primer 1

(Iﬂ""l‘"m umumnm?;
¢ =
AT AL T

JggTm 1111 Y
aunnl JITT P

Sekil 2.3. RT-PCR asamalari1 (Gilbert, 2013)

RT-PCR, hizli, hassas ve giivenilir bir prosediirdiir. Bunun yani sira cDNA

kiitiiphaneleri olusturmak i¢in de kullanilmaktadir. Standart RT-PCR prosediirii temelde
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iki DNA polimerazin aktivitesine baglidir. Bunlardan ilki, RNA kalibindan cDNA
sentezleyen revers transkriptaz, digeri hedef DNA dizisinin ¢ogaltilmasini saglayan bir
DNA polimerazdir. Revers transkriptaz aktivitesi ile RNA kalibinindan ¢cDNA
sentezlenirken, polimeraz aktivitesi ile sentezlenen cDNA’ dan ¢ift zincirli DNA

cogaltilir (Overbergh. ve ark., 1998).

2.6. Rekombinant DNA Teknolojisi
2.6.1. Gen klonlamanin temel ilkeleri

DNA i¢in tasiyici rol oynayan kiigliik ve dairesel yapidaki molekiiller vektor olarak
adlandirilmaktadir.  Klonlama iesleminin  temel mekanizmasi, oOrganizmanin
genomundan elde edilen DNA fragmentinin vektore entegre edilmesidir. Vektor
DNA’sina, organizmaya ait bir DNA fragmentinin entegre edilmesi ile olusan molekiile
rekombinant DNA (rDNA) denir. Olusturulan rekombinant DNA molekiilii bakteri
hiicrelerine transforme edilir. Ve  transforme bakterilerin boliinmesi sonucu
rekombinant DNA molekiilii replike olur ve klon olarak adlandirilan rekombinant
kopyalar meydana gelmektedir. Klonlanmis DNA  molekiiliiniin ~ varhigi,
transformasyonun gerceklestiridigi hiicrelerden saflastirilmasi ile dogrulanmaktadir

(Kuk ve Erensoy, 2008).
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= Plazmit DNA
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— 0
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Rekombinant DNA

Rekombinant DNA'min E.coli hiicrelering
transformasyonu

£l

Kompetan E. coli
Antibiyotik direngli kolonilerden
Rekombinant plazmitlerin seqimi

Sekil 2.4. Rekombinant DNA Eldesi(Kuk ve Erensoy, 2008)
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2.6.1.1. Klonlamada Kullanilan Vektorler
2.6.1.1.1. Plazmitler

Genetik miihendisligi uygulamariin temel bilesenlerinden biri plazmit vektorlerdir.
Bakteri hiicrelerinde ¢ift zincirli DNA seklinde bulunan plazmitler, birtakim genetik
manipiilasyonlar uygulanarak biyoteknoloji ve genetik miihendisligi alanlarinda
kullanilmistir. Rekombinant DNA teknolojisi alaninda kullanilan ilk plazmit plazmit
pBR 322 plazmitidir. pBR 322 plazmiti, ampisilin, tetrasiklin gibi antibiyotiklere kars1
diren¢ genleri icermesinin yanisira pekcok farkli restriksiyon enzimi icin de kesim
bolgeleri icermektedir. pUC plazmiti ise pBR 322 plazmitinden gelistirilmis bir plazmit
olup, pBR 322 plazmitinin yaris1 biiylkliigiindedir. Daha biiyiik DNA parg¢alarinin
klonlanmasina imkan tanimaktadir. pUC plazmiti, pek¢ok farkli restriksiyon enzimi i¢in
kesim bolgeleri (polilinker bélge) igerirler. Bu polilinker bolge, E.coli
mikroorganizmasinin lac Z geni igerisinde bulunmaktadir (Iost, I. ve Dreyfus M., 1995).
Polilinker bolge igerisine entegre edilen DNA parcasi, lacZ geninin aktivitesini
bozmkakta ve beyaz kolonilerin olugsmasina neden olmaktadir. Boylelikle rekombinant
Ozellik tastyan hiicrelerin secilimini kolaylastiran bir teknik olarak karsimiza
cikmaktadir. Genetik miihendisligi ve klonlama ¢alismalar1 i¢in kullanilan plazmitlerin
biyiikligi 1 kb ile 200 kb arasi degismektedir (Hartley, J.L., 2006). Plazmitler,
cogunlukla siiperheliks yapida, ¢ift zincirli ve daireseldir. Replikasyon mekanizmasinin
gerceklesebilmesini saglayan replikasyon orjinlerine sahiplerdir. Bu sekilde c¢alima
amacina gore diisik yada yiiksek oranda replike olma yetenegine sahip plazmitler

olusturulabilmektedir (Kuk ve Erensoy, 2008).
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Sekil 2.5. pBR 322 plazmit vektorii dairesel haritasi(Bolivar ve ark., 1977)

19



2.6.1.1.2. Kozmid Vektorler

Genetik miihendisligi ¢alismalar1 biinyesinde son olarak calisilmis ve gelistirilmis A-
tabanli vektor sistemidir. Faj DNA's1 ile bakteri plazmitinden olusmaktadirlar.
Kozmidler cos bolgesi iceren plazmitlerdir. Cos bolgesi fajlarin protein kiliflarina, &
DNA molekiiliinii paketlemekle gorevli enzimlerin iglevsellesmesi acisindan dnemlidir.
Vektoriin protein kilif icerisine paketlenmesi i¢in gereklidir. Kozmideler de plazmitler
gibi polilinker bolgeye, antibiyotik direnlilik genine ve replikasyon mekanizmasi i¢in
replikasyon orjinine sahiptirler. Yaklasik olarak 37-52 kb' ik DNA parcalarini
tasiyabilmektedirler (Bardakei ve ark., 2009).

2.6.1.1.3. Viral Vektorler

Viral vektorler, hiicrelere gen aktarimi ve gen ekspresyonunda kullanilmak iizere
viriislerin modifiye edilmesi sonucu olusmuslardir. Herpes, retro, vaccinia, baculovirus
ve adeno gibi DNA ve RNA kokenli virlisler vektor olarak kullanilmis ve
kullanilmaktadir. Viral vektorlerden en yaygin kullanilan1 lambda fajidir. Lambda faji
genom biiyiikliigli yaklasik 45 kb olan bir E.coli viriistidiir. 45 kb' lik genomun yaklasik
15 kb' ik kismu fajin E.coli genomuna entegre olmasinda gorevli genleri icermektedir.
Bu kisim restriksiyon enzimleri kulanilarak kesilig c¢ikarilabilmekte ve yabanci DNA
molekiilii bir DNA ligaz enzimi araciligiyla genoma eklenebilmektedir. Faj bu halde
iken de bakteriyi enfekte edebilmekte ve bakteri icerisinde ¢ogalabilmektedir. Lambda
genomu dogrusal yapidadir. Igerdidi cos bolgesi sayesinde halkasal hale
gelebilmektedir. Bu 6zelligi sayesinde plazmit vektorler ile benzer islemlere tabii
tutularak E.coli hiicrelerine transfeksiyonlar1 saglanabilmektedir. Gen klonlama
islemlerinde ve genetik miihendisligi caligmalarinda kullanilmak iizere gelistirilen bir
diger viral vektor ise M 13 bakteriyofajidir (Lachmann, R., 2004). Tek zincirli yapidaki
DNA' s1 bakteri hiicrelerine entegre oldugunda ¢ift zincirli yap1 kazanmaktadir. Bu ¢ift
zincirli yapiya replikatif form denir ve bu yapinin gen klonlama islemlerinde kullanimi
miimkiindiir. M13 vektorleri, tek zincirli DNA temelli ¢alisan bir teknik olan Sanger
DNA dizileme tekniginde de yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Viral vektorler 10-15
kb' ik DNA fragmanlarinmi tasiyabilmektedirler. E.coli plazmitine gama fajindan gelen

cos dizisi eklenmesi ile olusturulmaktadirlar (Vannucci ve ark., 2013).
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2.6.1.1.4. BAC Vektorleri

Plazmit ve viral vektorlerin nispeten daha kiiciik DNA tagima kapasitesine sahip
olmalar1 sebebiyle gelistirilmislerdir. Okaryotik DNA' larin analizlerinde daha biiyiik
DNA pargalarinin klonlanip tasinabilecegi yapidaki vektorlerdir. Yaklagik 100-300 kb’
lik DNA parcalarint tasiyabilmektedirler. Plazmit vektorler ile aymi teknikler
uygulanarak olusturulmaktadirlar. Ancak bakterilere normal yollarla transforme
edilemeyecek biiyiikliikte olmalarindan dolayr bakteri hiicrelerine aktarimlar
elektroporasyon yontemi ile miimkiin olmaktadir. Vektor hiicre igine entegrasyonu,
bakteri hiicre zarma uygulanan yiiksek elektrik akimi sonucu zar porlarinin
gecirgenliginin artirilmasi ile gergeklesmektedir. Diisiik kopya sayisina sahiplerdir. Bu
nedenle bakteri hiicrelerinden izole edildiklerinde elde edilen plazmit miktar1 diisiik
olmaktadir (Bardakg ve ark, 2010).

BAC' lar E.coli F plazmitinin tiirevleridir. BAC vektoriileri igin, tipik konakgi hiicre
dogal formundan farkli olarak restriksiyon ve c¢esitli modifikasyon sistemlerinden
yoksun olan E. coli hiicreleridir. Bu E.coli mutantlart BAC vektorlerini zarar gérmekten
korumaktadir. Tipik konak¢1 hiicre bazi rekombinasyon yollarina sahip olmayabilir.
Mevcut bu durum, Kklonlanan DNA' nin BAC vektorlerinden konak¢i hiicre
kromozomuna rekombinasyonuna ve bununla birlikte yeniden diizenlenmesine engel

olmaktadir (Madigan ve Martinko, 2012).
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Sekil 2.8. BAC vektorii dairesel haritas1 (Shizuya ve ark., 1992)
2.6.1.1.5. YAC Vektorleri

Biiyilkk boyuttaki DNA fragmanlarimi klonlama islemlerinde siklikla tercih
edilmektedirler.  Kromozom  temelli olarak  hazirlanmaktadirlar.  Okaryotik
kromozomlar, hiicre dongiilerinin S evresinde sentromer, telomer ve replikasyon
bolgelerinin  birlikte aktivitesi ile replike olmaktadirlar. Bir YAC vektoriiniin
fonksiyonel olabilmesi i¢in de telomer, sentromer ve replikasyon bolgesine sahip olmasi
gerekmektedir. Rekombinant DNA' nin entegre olabilecegi kesim bdlgesi ve yine
rekombinant DNA' y1 iceren hiicrelerin segilimini saglayacak secici genlere sahip
olmalar1 gerekmektedir. Maya hiicrelerine transformasyon verimi diisiik olmaktadir.
YAC vektorlerine entegre edilen DNA replikasyon basamaginda yeniden
diizenlenebilmekte ve yeni kombinasyonlar olusabilmektedir. Bu gibi dezavantajlar
bulunmasina ragmen YAC vektorleri, bylik boyuttaki DNA fragmanlarini tasiyabilme
kapasiteleri sayesinde genom projelerinde, haritalama islemlerinde siklikla

kullanilmaktadirlar (Green, E.D., Riethman, H.C., Dutchik, J.E., Olson, M.V.,
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Sekil 2.9. pYAC3 vektorii dairesel haritas1 (Bruschi ve ark., 2002)

2.6.2. Hedef genin secilmesi

Klonlama ve genetik miihendisligi ¢alismalarindaki en onemli basamaklardan biri,
hedef genin secilmesidir. Bir genin yapisal 6zelliklerinin arastirilmasi, DNA ve protein
asis1 ¢aligmalarinda kullanilabilmesi i¢in klonlanmasi asamasinda onem arzetmektedir.
Uretilen rekombinant proteinlerin  kendilerine spesifik hastaliklarin  tanisinda
kullanilabilmesini saglamasi, klonlama iselminde gen se¢imi asamasinda dikkat

edilmesi gereken durumlardandir (Kuk ve Erensoy, 2008).
2.6.3. Restriksiyon enzimleri ve DNA’nin kesilmesi

Rekombinant DNA teknolojisi ve genetik klonlama islemlerinin gelismesinde ve
ilerlemesindeki en 6nemli adimlardan birisi de restriksiyon enzimlerinin kesfedilmesi ve
ozelliklerinin detayl bir sekilde ortaya ¢ikarilmasidir. Restriksiyon enzimleri, fajlara
kars1 savunma mekanizmasi olarak kullanilmak {izere bakteriler tarafindan

sentezlenmektedir. DNA’y1 spesifik bolgelerden kesen restriksiyon enzimleri elde
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edildikleri bakteriler hiicrelerine gore adlandirilmaktadirlar. DNA’y1 spesifik
bolgelerden kesen bu enzimler DNA manipiilasyonlarini gerceklestirmede kritik rol
oynamaktadirlar. Birtakim restriksiyon enzimleri, yapiskan uglar olustururken bazilari

ise kiit u¢lu DNA dizileri olusturmaktadirlar (Kuk ve Erensoy, 2008).

Cizelge 2.5. Bazi restriksiyon enzimlerinin izole edildikleri mikroorganizmalar ve DNA
tanima noktalar1 (Kuk ve Erensoy, 2008).

Enzimin ad1 Izole edildigi Olusturdugu u¢ Tanmma dizisi
mikroorganizma

BamHl Bacillus Yapiskan ug 5-G"GATCC-3' 3'-
amyloliquefaciens C CTAG"G-5'
EcoRl Escherichia coli Yapiskan ug 5-G"AATTC-3' 3'-
C TTAANG-5'
Kpnl Klebsiella Yapiskan ug 5-GGTAC"C-3' 3'-
pneumoniae CACATGG-5'
Sal | Streptomyces albus ~ Yapiskan ug 5-G"TCGAC-3' 3-
C AGCT"G-5'
Xhol Xanthomonas Yapiskan ug 5-CA"TCGAG-3' 3'-
holcicola G AGCT"C-5'
Alul Artrobacter luteus Kiit ug 5-AG"CT-3' 3-
TC"GA-5'
Smal Serratia marcessens  Kiit ug 5-CCCrGGG-3' 3'-
GGG"CCC-5

2.6.4. DNA’nin plazmite yerlestirilmesi

Klasik yontemlerle gen klonlama islemlerinde, DNA’nin plazmit vektore
yerlestirilmeden Once, restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmis genin ve plazmit
DNA' sinin agaroz jelden saflastirilmasi gerekmektedir. Saflagtirilmis hedef gen ve
plazmit vektor, T4 DNA ligaz enzimi varliginda reaksiyon kosullart altinda birlestirilir
(Kuk ve Erensoy, 2008).
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2.6.5. Rekombinant DNA’nin cogaltilmasi

Genin plazmit vektore entegre edilmesi ile elde edilen rekombinant DNA’nin
cogaltilmasi gerekmektedir. Cogaltim islemi rekombinant DNA’nin bakteri hiicrelerine

aktarilmasi (transformasyon) ile saglanmaktadir (Kuk ve Erensoy, 2008).
2.6.6. Klonlanan vektoriin hiicrelerden secimi

Klonlama sonrasi rekombinant plazmitlerin se¢imi karsilasilan problemlerden biridir.
Transformasyon sonrasi olusan onlarca plazmitten yabanct DNA' y1 iceren plazmiti
secmek icin antibiyotik direnglilik genlerinden faydalanilmaktadir. Antibiyotik direng
geni igeren plazmitler bu 6zellikleri sayesinde secici besiyeri ortamlarinda kolaylikla

ayirtedilebilmektedirler (Kaplan ve ark., 2002).
2.6.7. Klonlamanin Dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulugunun tespiti birkac farkli metod ile yapilabilmektedir. Bunlardan
ilki PCR(PZR) analizidir. Kolonilerden elde edilen PCR(PZR) iiriinlerinin, agaroz jel
elektroforezinde analizi sonucu plazmitin yabanct DNA' y1 icerip igermedigi tespit
edilebilmektedir. Bununka birlikte dogrulama renstriksiyon enzim kesimi ile de
rekombinant plazmitlerin dogrulamasi yapilmaktadir. Giivenilirligi artirmak amaci ile
DNA dizi analizi ¢aligmalarina ilerleyen asamalarda ihtiya¢ duyulmaktadir (Sambrook
ve ark., 1989)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve marka bilgileri

Kullamlan Cihaz Markasi

MDsop mikrodalga firin ARCELIK

DNA Engine, PCR(PZR) makinesi BIORAD

Gili¢ kaynag1 BIORAD

Bio TDB100 Termostatli Blok Isitic1 BIOSAN

Spin Cihaz BIOSAN

Calkalamali Inkiibator BIOSAN ES 20

Mikro 22R santrifiij HETTICH

80 dondurucu HETTICH

50L otoklav HMC HIRAYAMA
UV/VIS Spektrofotometre VARIAN CARRY 50

Etiiv MEMMERT

Sonikator SONICS (VCX130)

UV Okuyucu SYNGENE SYTC/1422
Dikey Sogutucu +4°C UGUR

Isitic1 Magnetik Karistirict VELP SCIENTIFICA ARE
Buzdolab1 VESTEL GTP 455A
Yiiksek Hizli Santrifii VISION VS 30 000i

Buz makinesi VISION

Calkalamali Inkiibator ZHICHENG - ZHWY111C
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3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar ve marka bilgileri

Kullanilan Kimyasal Markas1
Agar BD Bacto™ Agar
Agaroz Bioron
Akrilamid Amresco
Ampisilin Sigma Aldrich
APS Biorad
BamHI Takara
Beta Merkaptoetanol Carlo Erba
Bezamidin Merck
BSA Promega
CaCl,.2H,0 Carlo Erba
DMSO Merck
Etanol Merck
Etidyum bromiir ICN
Gliserol Euromedex
HCI Merck
IPTG Amresco
Jelden DNA izolasyon Kiti Bio Basic
KCH5;COO Merck

KCI Sigma
Kloramfenikol Sigma
Kpnl Takara

LB Broth Base Invitrogen
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Cizelge 3.2. (Devam) Kullanilan kimyasallar ve marka bilgileri

Kullamlan Kimyasal Markasi

Ncol Takara
Plazmit DNA saflastirma kiti Bio Basic
PMSF Sigma Aldrich
SDS Serva

T, DNA ligaz Takara
TEMED Biorad
Tripton BD Bacto™
Tris Sigma Aldrich
Triton X 100 Takara

Xhol Takara

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

PMSF c¢ozeltisi: 150 pg PMSF 1 ml mutlak etanolde ¢oziilerek hazirlandi.

Kloramfenikol Cozeltisi: Kloramfenikol son konsantrasyon degeri 34 mg/ml ' ye

ayarlanarak ve mutlak etanol ile ¢6ztilmistiir. 0.2 um’lik filtre ile sterilize edilmistir.

FSB c¢ozeltisi: 7.4 g KCI, 100 g gliserol, 7.5 g CaCl,.2H,0, 10 ml 1 M (pH:7.5)
KCH3COO belirtilen miktarlarda eklenmis ve pH:6.5 degerine ayarlanarak, son hacim 1

000 ml’ye tamamlanmistir. Otoklavlanarak saklanmistir.

Ampisilin: 1.5 gram ampisilin 15 ml saf suda ¢oziilmiistiir. Steril 0.2 um’lik ile sterilize

edilip mikrotiiplere béliinmiis ve -20 °C' de saklanmustir.

IPTG: 1.5 gram IPTG, 15 ml steril su ile ¢oziilmiis ve steril 0.2 um’lik ile sterilize
edilip mikrotiiplere béliinmiis ve -20 °C’ye kaldirilmistir.

LB cozeltisi: 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1 000 ml suda ¢6ziilmistiir. 1 000
ml’lik ¢ozeltiden 250’ser ml' lik stoklar hazirlanmistir. Hazirlanan stok siselere 3.75 ¢

agar eklenip karistirtlmis ve otoklavlanmstir.
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Agaroz Elektroforez Jeli: 1.5 gram agaroz iizerine 150 ml 1 X TAE tamponu eklenmis
ve homojen bir gériintii elde edilene kadar mikrodalga firinda eritilmistir. Uzerine 1.5 pl

etidyum bromiir eklenmis ve elektroforez kasetine dokiilmiistiir.

Diyaliz ¢ozeltisi: 10 mM Tris-HCI, 300 mM KCIl, 0.1 mM EDTA pH:7.5 olacak sekilde

3 litre distile suda ¢oziilerek hazirlanmastir.

SDS Elektroforez Jeli Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Alt Tampon: 4 g SDS (%0.4) ve 182 g Tris (1.5 M) 1 000 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
pH:8.8 olacak sekilde ayarlanmustir.

Ust Tampon: 4 g SDS (%0.4) ve 60.5 g Tris (1.5 M) 1 000 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
pH:6.6 olacak sekilde ayarlanmistir.

Yiikleme jeli: 1 ml iist tampon, 2.55 ml su, 0.35 ml %40 akrilamid, 50 ul %10 APS ve
10 ul TEMED' den olusmaktadir. Tiim kimyasallar eklendikten sonra son olarak APS ve
TEMED eklendi ve kasete dokiilmiis ve ylriitme jeli polimerlesene kadar beklenmistir.

Uzerine yiikleme jeli dokiilmiis ve polimerlesene kadar beklenmistir.

Elektroforez Tamponu (1X): 14.4 g Glisin, 1 g SDS ve 3 g Tris bilesikleri 1 000 ml

saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X): 5 ml gliserol (%50), 0.6 ml 1 M Tris-HCI (pH
6.8), 0.5 ml B-ME (- Merkaptoetanol), 2 ml %10‘luk SDS, 1 000 ul %1 ‘lik Bromfenol

mavisi ve 0.9 ml saf su karisimi ile hazirlanmistir.

SDS Jel boyama (Staining) Cozeltisi: 0.5 g Coomassie Brillant Blue R-250 boyast,
450 ml metanolde ¢oziilmistiir Cozelti filtre kagidi ile filtre edildikten sonra, iizerine

450 ml saf su ve 100 ml asetik asit eklenmistir.

Destaining Cozeltisi: 100 ml asetik asit, 100 ml metanol ve 800 ml saf su ile

hazirlanmastir.

Amonyum Persiilfat (APS-%010): 0.5 g APS tartilmis ve 5 ml saf suda ¢oziilerek

hazirlanmstir.
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Afinite Kromatografisivle Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

NaH,PO4-Na,HPO, tamponu: 65 ml, 0.2 M NaH,PO,4 ve 0.2 M, 435 ml Na;HPQO,
karistirilarak pH:8.0’a ayarlanmis ve toplam hacim saf su eklenerek 1 000 ml’ye
tamamlanmaistir.

Yiikleme tamponu (Loading Buffer) 2.92 g NaCl, 500 ml NaH,PO, - Na,HPO,
tamponu icerisinde (pH:8.0) ¢oziilmiistiir.

Yikama tamponu (Wash Buffer): (25 mM imidazol, 100 mM NaCl-100 mM
NaH,PO, - Na;HPO,, pH:8): 0.85 g imidazol, 2.92 g NaCl, 500 ml NaH,PO4-Na;HPO,
(pH:8.0) tamponu igerisinde ¢oziilmustiir.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer): (300 mM imidazol, 100 mM NaCl-100 mM
NaH,PO4-Na,HPO, pH:8.0): 10.2 g imidazol, 2.92 g NaCl, 500 ml NaH,PO,-Na,HPQO,
tamponu igerisinde (pH:8.0) ¢oziilmiistiir.

Tris Tamponu: 12.12 g tris bir miktar su ile ¢ozilmiis ve pH degeri derisik HCI
eklenerek 7.5’¢ ayarlanmistir. 2.92 g NaCl eklenmis ve son hacim 1 000 ml olacak
sekilde hazirlanmustir.

300mM immidazol Tris/HCI Tamponu: 2.04 g imidazol, 100 ml Tris/HCI tamponu
icinde ¢oziilmiis ve pH degeri, derisik HCl ilavesi ile 7.5°e ayarlanmistir.

3.2.  Yontem
3.2.1. Tth Polimeraz Proteinini Kodlayan Genin Tasarim

Tth polimeraz enziminin sentezi igin gerekli olan DNA dizisi NCBI (National Center
for Biotechnology Information) ' dan elde edilmistir (Aksesyon numarasi:BAM64800.1)
Klonlama iglemi ig¢in pET22b ve pTOLT plazmit vektorleri kullanilmistir. NCBI' dan
alinan diziye E. coli K12 organizmasi i¢in biyoinformatik araglar yardimi ile kodon
optimizasyonu uygulanmistir. Kodon optimizasyonu i¢in jCat uygulamasi kullanilmigtir

(http://www.jcat.de/). Gen dizisi Biomatic firmasi tarafindan sentezlenmistir.
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NCBI' dan alinan gen dizisi

ATGGAGGCGATGCTTCCGCTCTTTGAACCCAAAGGCCGGGTCCTCCTGGTGGACGGCCACCACCTGGCCT
ACCGCACCTTCTTCGCCCTGAAGGGCCTCTCCACGAGCCGGGGCGAACCGGTGCAGGCGGTCTACGGCTT
CGCCAAGAGCCTCCTCAAGGCCCTGAAGGAGGACGGGTACAAGGCCGTCTTCGTGGTCTTTGACGCCAAG
GCCCCCTCCTTCCGCCACGAGGCCTACGAGGCCTACAAGGCGGGGAGGGCCCCGACCCCCGAGGACTTCC
CCCGGCAGCTCGCCCTCATCAAGGAGCTGGTGGACCTCCTGGGGTTTACCCGCCTCGAGGTCCCCGGCTA
CGAGGCGGACGACGTCCTCGCCACCCTGGCCAAGAAGGCGGAAAAAGAAGGGTACGAGGTGCGCATCCTC
ACCGCCGACCGGGACCTCTACCAGCTCGTCTCCGACCGCGTCGCCGTCCTCCACCCCGAGGGCCACCTCA
TCACCCCGGAGTGGCTTTGGGAGAAGTACGGCCTCAGGCCGGAGCAGTGGGTGGACTTCCGCGCCCTCGT
GGGGGACCCCTCCGACAACCTCCCCGGGGTCAAGGGCATCGGGGAGAAGACCGCCCTCAAGCTCCTCAAG
GAGTGGGGAAGTCTGGAAAACCTCCTCAAGAACCTGGACCGGGTGAAGCCGGAAAACGTCCGGGAGAAGA
TCAAGGCCCACCTGGAAGACCTGAGGCTCTCCTTGGAGCTCTCCCGGGTGCGCACCGACCTCCCCCTGGA
GGTGGACCTCGCCCAGGGGCGGGAGCCCGACCGGGAGGGGCTTAGGGCCTTCCTGGAGAGGCTGGAGTTC
GGCAGCCTCCTCCACGAGTTCGGCCTCCTGGAGGCCCCCGCCCCCCTGGAGGAGGCCCCCTGGLCCCCGL
CGGAAGGGGCCTTCGTGGGCTTCGTCCTCTCCCGCCCCGAGCCCATGTGGGCGGAGCTTAAAGCCCTGGC
CGCCTGCAGGGACGGCCGGGTGCACCGGGCAGCAGACCCCTTGGCGGGGCTAAAGGACCTCAAGGAGGTC
CGGGGCCTCCTCGCCAAGGACCTCGCCGTCTTGGCCTCGAGGGAGGGGCTAGACCTCGTGCCCGGGGACG
ACCCCATGCTCCTCGCCTACCTCCTGGACCCCTCCAACACCACCCCCGAGGGGGTGGCGCGGCGCTALCGG
GGGGGAGTGGACGGAGGACGCCGCCCACCGGGCCCTCCTCTCGGAGAGGCTCCATCAGAACCTCCTTAAG
CGCCTCCAGGGGGAGGAGAAGCTCCTTTGGCTCTACCACGAGGTGGAAAAGCCCCTCTCCCGGGTCCTGG
CCCACATGGAGGCCACCGGGGTACAGCTGGACGTGGCCTACCTTCAGGCCCTTTCCCTGGAGCTTGCGGA
GGAGATCCGCCGCCTCGAGGAGGAGGTCTTCCGCTTGGCGGGCCACCCCTTCAACCTCAACTCCCGGGAC
CAGCTGGAAAGGGTGCTCTTTGACGAGCTTAAGCTTCCCGCCTTGGGGAAGACGCAAAAGACGGGCAAGC
GCTCCACCAGCGCCGCGGTGCTGGAGGCCCTACGGGAGGCCCACCCCATCGTGGAGAAGATCCTCCAGCA
CCGGGAGCTCACCAAGCTCAAGAACACCTACGTGGACCCCCTCCCAAGCCTCGTCCACCCGAGGACGGGL
CGCCTCCACACCCGCTTCAACCAGACGGCCACGGCCACGGGGAGGCTTAGTAGCTCCGACCCCAACCTGC
AGAACATCCCCGTCCGCACCCCCTTGGGCCAGAGGATCCGCCGGGCCTTCGTGGCCGAGGCGGGATGGGC
GTTGGTGGCCCTGGACTATAGCCAGATAGAGCTCCGCGTCCTCGCCCACCTCTCCGGGGACGAAAACCTG
ATCAGGGTCTTCCAGGAGGGGAAGGACATCCACACCCAGACCGCAAGCTGGATGTTCGGCGTCCCCCCGG
AGGCTGTGGACCCCCTGATGCGCCGGGCGGCCAAGACGGTGAACTTCGGCGTCCTCTACGGCATGTCCGC
CCACCGGCTCTCCCAGGAGCTCTCCATCCCCTACGAGGAGGCCTCGGCCTTTATTGAGCGCTACTTCCAA
AGCTTCCCCAAGGTGCGGGCCTGGATAGAAAAGACCCTGGAGGAGGGGAGGAAGCGGGGCTACGTGGAAA
CCCTCTTCGGAAGAAGGCGCTACGTGCCCGACCTCAACGCCCGAGTGAAGAGCGTCAGGGAGGCCGCGGA
GCGCATGGCCTTCAACATGCCCGTCCAGGGCACCGCCGCCGACCTCATGAAGCTCGCCATGGTGAAGCTC
TTCCCCCGCCTCCGGGAGATGGGGGCCCGCATGCTCCTCCAGGTCCACGACGAGCTCGTTCTGGAGGCGC
CCAAAGACCGGGCCCAGGAGGTGGCCGCCTTGGCCAAGGAGGTGATGGAAGGGGTCTACCCCCTCGCCGT
GCCCCTGGAGGTGGAGGTGGGGATCGGGGAGGACTGGCTTTCCGCCAAGGGTTAG
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E. coli K12 organizmasi icin kodon optimizasyonu gerceklestirilmis gen dizisi

CEATEG . EEATECEAEEIE . TGGAAGCTATGCTGCCGCTGTTCGAACCGAAAGGTCGTGTTCTGCTGGT
TGACGGTCACCACCTGGCTTACCGTACCTTCTTCGCTCTGAAAGGTCTGACCACCTCTCGTGGTGAACCG
GTTCAGGCTGTTTACGGTTTCGCTAAATCTCTGCTGAAAGCTCTGAAAGAAGACGGTTACAAAGCTGTTT
TCGTTGTTTTCGACGCTAAAGCTCCGTCTTTCCGTCACGAAGCTTACGAAGCTTACAAAGCTGGTCGTGC
TCCGACCCCGGAAGACTTCCCGCGTCAGCTGGCTCTGATCAAAGAACTGGTTGACCTGCTGGGTTTCACC
CGTCTGGAAGTTCCGGGTTACGAAGCTGACGACGTTCTGGCTACCCTGGCTAAAAAAGCTGAAAAAGAAG
GTTACGAAGTTCGTATCCTGACCGCTGACCGTGACCTGTACCAGCTGGTTTCTGACCGTGTTGCTGTTCT
GCACCCGGAAGGTCACCTGATCACCCCGGAATGGCTGTGGGAAARATACGGTCTGCGTCCGGAACAGTGG
GTTGACTTCCGTGCTCTGGTTGGTGACCCGTCTGACAACCTGCCGGGTGTTARAGGTATCGGTGAAARAA
CCGCTCTGAAACTGCTGAAAGAATGGGGTTCTCTGGAAAACCTGCTGAAAAACCTGGACCGTGTTARACC
GGAAAACGTTCGTGAAAAAATCAAAGCTCACCTGGAAGACCTGCGTCTGTCTCTGGAACTGTCTCGTGTT
CGTACCGACCTGCCGCTGGAAGTTGACCTGGCTCAGGGTCGTGAACCGGACCGTGAAGGTCTGCGTGCTT
TCCTGGAACGTCTGGAATTCGGTTCTCTGCTGCACGAATTCGGTCTGCTGGAAGCTCCGGCTCCGCTGGA
AGAAGCTCCGTGGCCGCCGCCGGAAGGTGCTTTCGTTGGTTTCGTTCTGTCTCGTCCGGAACCGATGTGG
GCTGAACTGAAAGCTCTGGCTGCTTGCCGTGACGGTCGTGTTCACCGTGCTGCTGACCCGCTGGCTGGTC
TGAAAGACCTGAAAGAAGTTCGTGGTCTGCTGGCTAAAGACCTGGCTGTTCTGGCTTCTCGTGAAGGTCT
GGACCTGGTTCCGGGTGACGACCCGATGCTGCTGGCTTACCTGCTGGACCCGTCTAACACCACCCCGGAA
GGTGTTGCTCGTCGTTACGGTGGTGAATGGACCGAAGACGCTGCTCACCGTGCTCTGCTGTCTGAACGTC
TGCACCGTAACCTGCTGAAACGTCTGGAAGGTGAAGAAAAACTGCTGTGGCTGTACCACGAAGTTGAAAR
ACCGCTGTCTCGTGTTCTGGCTCACATGGAAGCTACCGGTGTTCGTCGTGACGTTGCTTACCTGCAGGCT
CTGTCTCTGGAACTGGCTGAAGAAATCCGTCGTCTGGAAGAAGAAGTTTTCCGTCTGGCTGGTCACCCGT
TCAACCTGAACTCTCGTGACCAGCTGGAACGTGTTCTGTTCGACGAACTGCGTCTGCCGGCTCTGGGTAR
AACCCAGAAAACCGGTAAACGTTCTACCTCTGCTGCTGTTCTGGAAGCTCTGCGTGAAGCTCACCCGATC
GTTGAAAAAATCCTGCAGCACCGTGAACTGACCAAACTGAAAAACACCTACGTTGACCCGCTGCCGTCTC
TGGTTCACCCGCGTACCGGTCGTCTGCACACCCGTTTCAACCAGACCGCTACCGCTACCGGTCGTCTGTC
TTCTTCTGACCCGAACCTGCAGAACATCCCGGTTCGTACCCCGCTGGGTCAGCGTATCCGTCGTGCTTTC
GTTGCTGAAGCTGGTTGGGCTCTGGTTGCTCTGGACTACTCTCAGATCGAACTGCGTGTTCTGGCTCACC
TGTCTGGTGACGAAAACCTGATCCGTGTTTTCCAGGAAGGTAAAGACATCCACACCCAGACCGCTTCTTG
GATGTTCGGTGTTCCGCCGGAAGCTGTTGACCCGCTGATGCGTCGTGCTGCTAAAACCGTTAACTTCGGT
GTTCTGTACGGTATGTCTGCTCACCGTCTGTCTCAGGAACTGGCTATCCCGTACGAAGAAGCTGTTGCTT
TCATCGAACGTTACTTCCAGTCTTTCCCGAAAGTTCGTGCTTGGATCGAAAAAACCCTGGAAGAAGGTCG
TAAACGTGGTTACGTTGAAACCCTGTTCGGTCGTCGTCGTTACGT TCCGGACCTGAACGCTCGTGTTAAA
TCTGTTCGTGAAGCTGCTGAACGTATGGCTTTCAACATGCCGGTTCAGGGTACGCTGCTGACCTGATGA
AACTGGCTATGGTTAAACTGTTCCCGCGTCTGCGTGAAATGGGTGCTCGTATGCTGCTGCAGGTTCACGA
CGAACTGCTGCTGGAAGCTCCGCAGGCTCGTGCTGAAGAAGT TGCTGCTCTGGCTAAAGAAGCTATGGAA
AAAGCTTACCCGCTGGCTGTTCCGCTGGAAGTTGAAGTTGGTATGGGTGAAGACTGGCTGTCTGCTAAAG

crBlEEEEccTACC
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Dra Illj5251)

Sca li4588)
Pvu li4478)

Pst l{a3s53)

Bsa I(4169|
Eam1105 |[41D33~r ‘ pET-22b(+)
L

(5493bp)

AlwN I(3631)

BspLU11 I(3215)
Sap {3099)

Bst1107 l(2988) /

Tth111 l2980) !

—lrﬁspG l(2741)

Ava l{158)
Xho I{158)
Not I{166)
Eag l{168)
Hind Ill{173)
Sal lj179)

Sac lj190)
EcoR lj{192)
BamH l{198)
Nco l{220)

BspM l(258)
— Nde li288)
— Xba li326) Byl ll392)

T SgrA 1(433)
"= Sph Is8g)
P PAM ligae)
N “— ApaB liT9s)

Miu 1(1114)
Bel l{1128)

'II "-]BstE ll{1295)
|} L Bmg lf1323)

Apa l(1225)
/[ {BssH lli1523)

(eppi-vol) V%

/A Hpa l{1620)

Psha l{1353)

Psp5 llj2221)
Bpu10 (2321

TT proimisber primar B69348-3
Bl TT promater I operator XBal s
AT C T GAT e Ga AT T AT A T AL TAT A GG GAAT T GAGCE AT LA AT T T A AR A TALTTTTCT TTAACTTTALGAAGLAGS
Nog) SN poIB leader ad X BarH| EcoRtl Sacl
ATACATAT GARATAC TR TR AL O TR TR TRG T LT TR T TG TR CCAGE CRGE AT CCRAART TLLARGE
HetlyaTysLaulauP-aThedlaslad | aflyleuloul suleuhlallah | aP:
Eagl gl
Sall Hiedll N#l Xbal His=Tag Bpurt 02|

R AR
w il lamipl M sl LR

TT terminator

TTRARGRGTTTTTIG

isHisHisEnd

T TRGGGEC TCTARRCGEGETE

A AT TEACTT L TEr e C A e TLAC AATRAT
g ey g L ey N L 1 R g L R W g L, i i

4+
TT terrninator primar H54337.3

Sekil 3.1. pET22b(+) vektor haritasi, polilinker bolgenin restriksiyon enzim kesim
bolgelerini igeren detaylandirilmis DNA dizisi (Novagen, 2016).
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L

Kpnl
Xhol ‘Ml’u]
T7 prolotor’
I
BamHI
MHHHHHHSS X) GSGT
BamHI Stul  Sacl Apal  Ndel Nofl Kpnl Miul

pTOLE ggt ggg gga tct gat gat gac gat aaa gga tec agg cct gag cic cgg gee cea tat gge gge cge ggt acc tga tga acg cgt
GGGSDDDDKGS RPELRAPYGGRGTT™® TR

St Sacl  Apal Ndel Nofi M
pTOLT gg’[ g0g gga tct ctg gt ceg cgc goarite agg oot gag cic cgg gec cea tat gge gge cgegat ace tga tga acg cgt
GGSLVPR GS RPELRAPYGGRGT?®** TR

BamHl  Stul  Sacl Apal Ndel Notl Kpnl Miul
pTOLX got gag gga tct aft gaa gagt cge gga tce agg cot gag cic cgg gee cea tat gge gge cgeggt ace tga tga acg cgt
GGGSIEGRGS RPELRAPYGGRGT®™**® TR

Sekil 3.2. pTOL plazmit vektorii ve poli-linker bdlgesinin detaylandirilmis restriksiyon
enzimlerinin DNA dizisi (Anderluh ve ark., 2003).
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3.2.2. Tth Polimeraz Enziminin Vektorlere Klonlanmasi

Oncelikle sentezlenen Tth polimeraz genini tasiyan plazmitin ¢ogaltilmasi islemi
gerceklestirilmistir. Geni tagiyan plazmit E. coli DHS5a hiicrelerine 1s1 soku uygulanarak
transforme edilmistir. Transforme haldeki E. coli hiicreleri LB kat1 besiyerinde 37°C’de
bir gece inkiibasyona birakilmistir. Bir gece sonunda biiyiiyen hiicrelerden 4 ml’lik LB
siv1 besiyerlerine inokiile edilmis ve 37°C’de bir gece biiyiitiilmiistiir (Sambrook ve
ark., 1989). Biiyiiyen kiiltiirlerden Biobasic Plazmit DNA saflastirma kiti kullanilarak
plazmit DNA saflastirma islemi gergeklestirilmistir.

3.2.3. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Cizelge 3.3. pTOLT vektor sistemi kesim reaksiyonu bilesenleri

Tth Geni Kesim Reaksiyonu pTOLT Vektorii Kesim Reaksiyonu
28 ul pET22bTth plazmit DNA 20 ul pTOLT plazmit DNA 80 ng/ul
4 ul Multicore (Promega) 3 ul Multicore (Promega)

4 ul BSA (10 mg/ml) 3 ul BSA (10 mg/ml)

2 uwl BamHI (15 U/ul) 2 ul BamHI (15 U/ul)

2 uwl Kpnl (10 U/ul) 2 uwl Kpnl (10 U/ul)

Restriksiyon enzim kesim reaksiyonu Cizelge 3.3' de gosterildigi gibi hazirlanmis ve
deney tiipleri birkag saniye santrifiij edilerek 37 C’de Dért saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Deney tiipleri 45 dakikada bir spin yapilmistir. Dort saat sonunda kesim
reaksiyonu {iriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve jelden kesilmistir. “Biobasic Gel
and PCR(PZR) Clean-Up” saflastirma Kiti ile saflastirilmistir. Saflagtirma kiti prosediirii

asagida verilmistir:

% Jel iizerine agirhigmin ti¢ kat1 kadar “Cleanup Solution” eklenmis ve 60 °C 10 dk
wsitilarak jel eritilmistir.
¢ Karisim sonrasinda EZ-10 Spin kolona aktarilmistir. 2 dk 10 000 rpm (8 000xg)‘de

santrifiij uygulanmistir.
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Kolonun altinda toplanan sivi atilmig ve kolona 750 pl “Wash Solution” eklenmistir.
2 dk 10 000 rpm (8 000xg) degerinde santrifiij uygulanmistir. Altta toplanan sivi
atilmastir.

Kolona sonrasinda 750 pl “Wash Solution” tatbik edilmistir. 2 dk 10 000 rpm (8
000xg)‘de santrifiij uygulanmistir. Alttaki sivi atilmistir.

Kolon 1.5 ml yeni bir Eppendorf tiipiine yerlestirilmis ve tam merkezine olacak
sekilde 30-50 pl “Elution Buffer” ( veya su) eklenmistir. 2 dk 50°C' de 1s1
uygulanmstir.

2 dk 10 000 rpm (8 000xg)‘de santriflij uygulanmistir.

Vektorler i¢in uygulanan restriksiyon kesim reaksiyonundan sonra olusan iiriinler
“Biobasic Gel and PCR(PZR) Clean-Up” saflastirma kiti ile saflastirilmistir.

Saflagtirma kiti prosediirii asagida verilmistir:

DNA karigimi tizerine hacminin {i¢ kat1 kadar “Cleanup Solution” eklenmistir.

DNA Kkarisimi EZ-10 Spin kolona aktarilmis ve 2 dk boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonrasinda 2 dk 10 000 rpm (8 000xg)‘de santrifiij uygulanmistir.
Kolonun altinda toplanan sivi atilmis ve kolona Kolona 750 pl “Wash Solution”
eklenmistir. 2 dk 10 000 rpm (8 000xg)‘de santrifiij uygulanmistir. Altta toplanan
sivi atilmustir.

Kolona 750 pl “Wash Solution,Y1ikama ¢ozeltisi” tatbik edilmistir. 2 dk 10 000 rpm
(8 000xg)“de santrifiij uygulanmistir. Altta toplanan sivi atilmistir.

Kolon 1.5 ml' lik yeni bir Eppendorf tiipiine yerlestirilmis ve tam merkezine olacak
sekilde 30-50 pl “Elution Buffer, Eliisyon tamponu” ( veya su) eklenmistir. 2 dk
50°C' de 1s1 uygulanmagtir.

2 dk 10 000 rpm (8 000xg)‘de santrifiij uygulanmistir.
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3.2.4. DNA Ligasyonu

Ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis vektor plazmit DNA' lar ve gen parcalar1 T4

DNA ligaz enzimi kullanilarak ligasyona tabi tutulmustur. Ligasyon reaksiyon

karigimlart asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

Cizelge 3.4. pTOLT vektor sistemi i¢in ligasyon karigimi igerikleri

Ligasyon Karisimi I

Ligasyon Karisimu I1

1 ul pTOLT plazmiti 80 ng/ul

3 ul pTOLT plazmiti 80 ng/pl

3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu
(Takara)

3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu
(Takara)

20 pl Tth Geni 90 ng/pl

18 ul DNA Tth Geni 90 ng/pl

1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul

1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul

Cizelge 3.5. pET22b vektor sistemi i¢in ligasyon karigimi igerikleri

Ligasyon Karisimi I

Ligasyon Karisim 11

0.5 pl pET22b plazmiti 80 ng/ul

2.5 ul pET22b plazmiti 80 ng/pl

3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu
(Takara)

3 ul 10X T4 DNA Ligaz Tamponu
(Takara)

20.5 pl Tth Geni 90 ng/pl

18.5 pul Tth Geni 90 ng/ul

1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul

1 ul T4 DNA Ligaz 350 U/ul

Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6' da gosterildigi sekilde hazirlanan ligasyon karisimlari

+18°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda transforme

edilene kadar +4°C’de saklanmustir.
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3.2.5. Pipesli Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

X/
L X4

X/
°

-80 °C*de stoklanan E. coli DH5a hiicreleri LB agar besiyeri iceren petrilere ekilmis
ve 37°C*de 16 saat inkiibasyona birakilmigtir.

16 saat inkiibasyondan sonra petriden 1 koloni se¢ilmis ve secilen koloni 25 ml SOB
igeren, 250 ml‘lik erlene inokiile edilmistir. 37°C, 250 rpm' de 6 saat boyunca
inkiibasyona birakilmustir.

6 saat sonunda 250 ml SOB igeren erlenlere ve DH5a kiiltiiriinden 10 ml, 4 ml ve 2
ml olacak sekilde inokiilasyon gerceklestirilmistir.

Erlenler 18-22 °C, 14 saat, 150 rpm inkiibe edilmistir.

45 dakikada bir ODgy degerleri Olgiildii. ODggp degeri 0.6 oldugunda erlenler
calkalayicidan alinmis ve 10 dakika siire ile buzlu suda bekletilmistir. Ve hemen
ardindan hiicrelere +4°C, 2500 g (3900 rpm) degerinde 10 dakika siire ile santrifiij
uygulanmigtir.

Uygulanan santrifiijiin ardindan olusan siipernatant ortamdan uzaklastirilmigtir.
Hiicrelerin {izerine 80 ml PIPES' li tampon ilave edilmis ve hiicreler siispanse hale
getirilmistir.

Hiicrelere +4 °C, 2500 g (3900 rpm) degerinde 10 dakika boyunca santrifiij
uygulanmis ve tiipteki tampon ¢ozeltinin tamamen uzaklastirilmasina dikkat
edilmistir.

Hiicrelerin iizerine 0°C, 20 ml PIPES‘li tampon ilave edilmis ve hiicreler yeniden
siispanse hale getirilmistir.

Siispanse haldeki hiicrelerin iizerine 1.5 ml DMSO eklenmistir. Nazikce karistirilip,
buz banyosunda 10 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonras: hiicreler steril mikrotiiplere aktarilmis ve sivi azot i¢inde hizli
bir br sekilde donmalar1 saglanmistir. Tim bu islemler tamamlandiktan sonra

hiicreler saklanmak iizere 80°C* ye kaldirilmistir (Inoue ve ark., 1990).

39



3.2.6. Transformasyon

200" er pl kompetent hiicre alinmig ve tizerine 5 pl ligasyon triiniinden eklenmistir.
Karisim 1 saat buz banyosunda bekletilmistir.

2 dakika siire ile 42°C’de 1s1 soku uygulanmigtir.

Is1 sokunun ardindan karigim tekrar buz banyosunda 5 dakika bekletilmistir.
Karisima 200 pl LB sivi besiyeri eklenmis ve yarim saat siire ile 37 °C ve 240
rpm’de inkiibasyona birakilmstir.

Her bir mikrotiip antibiyotikli besiyerlerine yayma ekim teknigi kullanilarak ekilmis

ve 37°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir (Hanahan, 1985).

3.2.7. Plazmit DNA Saflastirilmasi

Yayma ekim sonucu petrilerde biiyiiyen hiicrelerden birer koloni se¢ilerek pTOLT ve

PET22b vektor sistemleri igin ampisilin igeren 4 ml LB sivi besiyerlerine inokule

edilmistir. 37 °C de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmis ve bir gece boyunca

bliyliyen hiicreler santrifiij ile toplanmistir. Ardindan  “Biobasic Plasmid DNA

Purification” kiti kullanilarak asagida verilen protokole gore saflastirmistir.

X/
°

Biiyliyen hiicreleri igeren kiiltiirden 1.5-5 ml tiiplere aktarilarak, 2 dk 12 000
rpm’de santrifiij edilmis ve siv1 kisim uzaklagtirilmistir.

100 pl Solution 1 eklenerek Iyice vortekslenmistir. 1 dakika bekletilmistir.

Karisim iizerine 200 pl Solution 2 eklenmistir. Nazikce 4-6 defa alt iist edilip, 1 dk
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

Karisima 350 pl Solution 3 eklenerek nazikge alt iist edilmis ve oda sicakliginda 1
dk boyunca bekletilmistir.

Ardindan 12 000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.

Sivi kissm EZ-10 spin kolona tatbik edilmis ve 2 dk 10 000 rpm ‘de

santrifiijlenmistir.

X/
°

Altta toplanan sivi atilmistir. Kolon iizerine 750 pl “Wash Solution, yikama

cozeltisi” eklenerek 2 dk 10 000 rpm ‘de santrifiijlenmis ve altta biriken sivi1 atilip,

kolon ayni tiipe tekrar yerlestirilmistir.
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¢ Kolona 750 ul “Wash Solution” eklenip, 2 dk 10 000 rpm (8 000 g)‘de santrifiij
uygulanmustir.

% Tipin altinda biriken sivi atilip, Wash Solution’in kolonda kalan miktarini
uzaklastirmak i¢in 1 dk daha santrifiij uygulanmistir.

% Kolon yeni 1.5 ml' lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilip, kolonun merkezine 50 pl

saf su eklenmis, 50°C’de 2 dk boyunca bekletilmistir.

¢ 10 000 rpm‘de 2 dk boyunca santrifiij uygulanmis ve plazmit DNA saflastirma

islemi tamamlanmustir.
3.2.8. Dogrulama Restriksiyon Kesimi

Plazmitler saflastirildiktan sonra Tth genini plazmite klonlama isleminin basarili bir
sekilde gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek amaci ile Dogrulama restriksiyon

kesimi uygulanmistir.

Cizelge 3.6. pTOLT vektor sistemi dogrulama kesim reaksiyonu bilesenleri

pTOLT Vektor Sistemi I¢cin Kesim Reaksiyonu
18 pul Plazmit DNA 80ng/ul

2.5 pl 10X Buffer H
2.5 ul BSA (10 mg/ml)
1 ul Neol (10 U/pl)
1 pl Xhol (15 U/ul)

Cizelge 3.7. pET22b vektor sistemi dogrulama kesim reaksiyonu bilesenleri

pET22b Vektor Sistemi Icin Kesim Reaksiyonu
18 ul Plazmit DNA 80ng/ul
2.5 pl 10X Buffer H

2.5 ul BSA (10 mg/ml)
1 pl Kpnl (10 U/pl)
1 pul BamHI (15 U/pl)
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3.2.9. DNA Dizileme

Pozitif oldugu disiiniilen plazmit DNA’lardan 30 pl alinmis ve DNA dizilemeye

gonderilmistir. DNA dizileme islemi Macrogen firmasi tarafindan yapilmistir.

3.3.

TTH DNA Polimeraz Enziminin Uretilmesi

Protein ekspresyon ¢alismalarinda E. coli BL21 pLysE susu kullamlmustir. -80°C de

stoklanan hiicreler, 4 pl kloramfenikol antibiyotigi iceren 4 ml’lik LB sivi besiyerine

inokiile edilmistir. Bir gece boyunca 37°C’de 240 rpm’de inkiibasyona birakilmistir.

Ardindan hiicreler FSB' 1i kompeten hiicre hazirlama prosediirii uygulanarak kompetent

hiicre haline getirilmistir.

3.3.1. FSB'li Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

X/
L X4

Gece boyunca biiyiiyen kiiltiirden 1 ml alimarak 50 ml' lik steril LB (Luria Bertani)
besi yeri iceren iki erlene eklenmistir. 37 OC ve 250 rpm degerlerinde inkiibasyona
birakilmstir.

ODgoo degeri 0.7 oldugunda erlenler inkiibatorden alinarak +4°C, 5 000 rpm
degerlerinde 10 dakika boyunca santrifiij uygulanmistir.

Santrifiij sonras1 s1v1 kisim uzaklastirilmis, pelet tizerine 50 ml soguk FSB ¢ozeltisi
eklenmistir. Vortekslenerek hiicrelerin ¢éziinmesi saglanmistir. Ardindan Hiicreler 1
saat boyunca buz banyosunda bekletilmistir.

1 saatin sonunda +4 °C, 4 000 rpm degerlerinde 10 dakika siire ile santrifiij
uygulanmistir. Santrifiij sonrasi olusan sivi kisim uzaklastirilmisg, olusan pelet 8 ml
soguk FSB c¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Ve peletin  iyice ¢dziinmesi
saglanmstir.

Pelet tamamen ¢oziindiigiinde 560 pl DMSO eklenmis ve 3 saat buzda
bekletilmistir. Bu islemler sonucunda kompetent hiicreler hazir hale gelmistir
(Hanahan, 1983).
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Pozitif plazmitler hazirlanan kompetent hiicrelere transforme edildi. Transformasyon
sonrasinda hiicreler kloramfenikol ve ampisilin antibiyotigi iceren LB Agar besiyerine
yayma ekim yontemiyle ekilmis ve bir gece boyunca 37 C’de inkiibasyona
birakilmistir. Cogalan ve biiyliyen hiicrelerden birer koloni, kloramfenikol(Chl) ve
ampisilin(fAmp) antibiyotigi igeren 4 ml’lik LB siv1 besiyerine inokiile edilmistir. Bir
gece 37°C 240 rpm degerlerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
antibiyotik iceren 600 ml LB siv1 besiyerlerine inokiile edilmistir. Saatte bir kez olmak
tizere 600 nm‘deki absorbanslar1 kontrol edilerek hiicreler biiylimeye birakilmistir.
ODggo 0.7' ye ulastiginda hiicreler IPTG eklenerek indiiklenmistir. IPTG ilavesi sonrast
hiicreler 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 3 saat sonunda kiiltiir igerigi 6 000 rpm‘de
8 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast E. coli BL21 pLysE hiicreleri -20°C*“de
saklanmistir (Guda ve ark., 1995).

3.3.2. E. Coli BL21 Plyse Hiicrelerinin Parcalanmasi

indiikleme sonras1 -20 °C' de stoklanan hiicreler parcalama isleminden 6nce ¢ikarilarak
bir siire buzda bekletilmistir. Yiikleme tamponu (pH:8) eklenerek hiicreler siispanse
hale getirilmistir. Stispanse haldeki hiicrelerin iizerine 100 mM, 100 pul PMSF ve
benzamidin eklenmistir. Lizozim ilavesinden sonra buz iizerine yerlestirildi. Hiicrelerin
soguk kalmasina 6zen gosterilerek 1 saat siire ile sonikasyon islemine devam edilmistir.
Sonikasyon sonras1 6 000 rpm' de 10 dakika siire ile santrifiij uygulanmis ve sonucunda
olusan siipernatant alinmustir. Alman siipernatant kisim 30 000 rpm, +4 °C degerlerinde
60 dk siire ile santrifiijlenmistir. Boylece hidrofobik diger proteinler ve hidrofobik hiicre

materyalleri uzaklastirilmistir.
3.3.3. TTH Polimeraz Enziminin Saflastirilmasi

TTH Polimeraz enziminin saflastirilmasi afinite kromatografisi ve kismi saflastirma
yontemleri uygulanmistir. Afinite kromatografisi esnasinda kullanilan kolon dolgu
maddesi Ni-NTA agaroz rezindir. Kolondan eliisyon i¢in ise imidazol igeren eliisyon
tamponu kullanilmistir. Kolona 1 ml Ni-NTA agaroz (Qiagen) rezin eklendikten sonra

kolon yiikleme tamponu ile yikanmigtir. Santrifiij sonrasi elde edilen protein soliisyonu
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kolona eklenmis ve kolondan gelen tiim fraksiyonlar toplanmistir. Protein yiiklenmis
kolon yikama tamponuyla yikanmistir. Bu sekilde kolonda tutunmus olan diger
proteinlerin ayrilmast saglanmis ve ardindan kolon eliisyon tamponu ile tekrar
yikanmistir. Kolona tutunmus haldeki protein ii¢ ayri1 fraksiyon olacak sekilde eliie

edilmistir (Laemmli, 1970).

Kismi saflastirma ile saflastirma yOnteminde ise, ultrasantrifiij sonrasi olusan
siipernatant kisma 1s1 uygulamasi gergeklestirilmistir. Siipernatanta dncelikle 70 C’de
10 dakika siire ile 1s1 uygulanmistir. Is1 uygulamasi sonucunda denatiire oldugu
diisiiniilen diger proteinlerin uzaklagtirilmasi i¢in 15 000 rpm' de 2 dakika siire ile
santrifiij uygulanmistir. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant kisim temiz bir tiipe alinmig
ve tekrar 70°C’de 10 dakika siire ile 1s1 uygulanmustir. ikince kez 15 000 rpm' de 2
dakika siire ile santrifiij uygulanmis ve olusan siipernatant kisim alinmistir. Boylelikle
kismi saflastirma iglemi tamamlanmis ve Tth polimeraz aktivite testi uygulamalar

yapilana kadar +4 ‘C’de saklanmustir.

3.3.4. SDS-Page i¢cin Numunelerin Hazirlanmasi

Kolondan eliie edilen her fraksiyon i¢cin SDS-PAGE(sodyum dodesilstilfat poliakrilamid
jel elektroforezi) numuneleri hazirlanmistir. Her bir fraksiyondan 200" er pl’lik
numuneler alinmis ve tizerlerine 100" er pul SDS sample buffer ilave edilmistir.
Eliisyonlar ve yiikleme tamponu karisgmmi 100 C’de 2 dakika denatiire edilmis ve

onceden hazirlanmig olan SDS-PAGE jeline yiiklenmistir. SDS-PAGE tamamlandiktan

sonra jel boyama islemi gergeklestirilmistir (Laemmli, 1970).
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3.3.5. Diyaliz

Diyaliz, hedef proteinin afinite kromatografisi asamasinda kullanilan tampon ¢ozeltiler
igerisinde bulunan kii¢iik molekiillerin (tuz gibi) uzaklastirilmasi i¢in uygulanan bir
yontemdir. Tuz ve diger kiiciik molekiiller yar1 gecirgen bir zar araciligiyla hedef
proteinin bulundugu ¢ozeltiden uzaklastirilmaktadir. Eliie edilen protein ¢ozeltisi diyaliz
torbasina konur ve hazirlanan diyaliz tamponu igerisine birakilir. Diyaliz torbasinin
porlarindan daha kii¢iik yapida olan molekiiller diflizyon esasina gore diyaliz ¢dzeltisine
gecerken daha biiyiik yapidaki molekiiller torba igerisinde kalmaktadir (Hessa ve ark.,
2012).

Diyaliz ¢ozeltisi, 10 mM Tris-HCI, 300 mM KCI, 0.1 mM EDTA pH:7.5 olacak sekilde
3 litre distile suda ¢oziilerek hazirlanmustir. Afinite kromatografisinden elde edilen saf
Tth polimeraz eliisyonlarindan 0.6 ml diyaliz torbasina eklenmis ve 16 saat diyalize
birakilmigtir. 16 saat diyaliz edilen Tth polimeraz, gliserol ilave edilerek -20 °C ' de

saklanmustir.
3.3.6. Tth Polimeraz Enzimi I¢cin Aktivite Testi (PCR,PZR)

Asagida verilen PCR(PZR) kosullarinda seri reaksiyonlar gergeklestirilmistir. Tim

numuneler i¢in Touch-down PCR(PZR) uygulanmustir.

Cizelge 3.8. Tth polimeraz enziminin aktivite tayinin i¢in gerceklestirilen PCR(PZR)
reaksiyonu kosullar

2.5 pl Tampon

1.5 ul Mg*

1.5 pul dNTPs

1.5 pl GFP primer (reverse)

1.5 pl GFP primer (sense)

0.5 pl GFP kalip DNA

0.25 pl-5ul Tth polimeraz (degisken)
15.75 pl-11 pl su (degisken)

Toplam hacim: 25 pul
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Yukarida verilen PCR(PZR) karigimlarinin bazilarina 3' er pl betain eklenmistir. Betain
PCR(PZR) enhancer olarak kullanilan indirgeyici bir maddedir ve PCR(PZR) etkinligini
arttirmaktadir (Ralser ve ark., 2006).

4. BULGULAR
4.1. Tth Polimeraz Enziminin Vektorlere Klonlanmasi
4.1.1. Restriksiyon Enzimi ile Kesim

Restriksiyon enzimleri ile kesimi gerceklestirilen Tth geninin tasiyan plazmit

%1’ lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Sonrasinda jelden kesim islemi gerceklestirilmis ve

saflastirilmistir.
DNA marker (Lamda
HindlIl/EcoRI)
~5000 be'
lik pTOLT
~5148 b¢  m——) ¢ Plazmit
L e
~2027 b¢  m—)

%1’ lik Agaroz

Sekil 4.1. BamHI ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesilmis Tth plazmit DNA’sinin
%1°1ik agaroz jeldeki gortintiisii. 1. DNA marker (Lamda HindIll/EcoRl), 2-5. BamHI
ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesilmis Tth plazmit DNA’s1.

4.2. Dogrulama Restriksiyon Enzim Kesimi

Tth geni ve vektorler restriksiyon enzimleri ile kesilip ligasyon isleminin ardindan E.
Coli DH50 susuna transforme edilmistir. Transformasyon sonrasi ekimi yapilan
petrilerde biiyiiyen hiicrelerden 4 ml’ lik antibiyotikli LB sivi besiyerlerine inokiile

edilmistir. Biiyliyen kiiltiirlerden plazmit DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
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plazmitler klonlama isleminde kullanilan enzimlerler kesilmis ve dogrulama islemi

gergeklestirilmistir.

~2500 be ~5000 b¢' lik pTOLT

Sekil 4.2. pTOLTTH plazmit DNA’sinin dogrulama kesimi %1’lik agaroz jel goriintiisii.
1, 2, 3, 4, 6. kuyucuklar negatif plazmitler, 7, 8, 9. kuyucuklar 2505 b¢' lik TTH geninin
iceren pozitif plazmitler, 5. kuyucuk DNA marker (Lamda HindlIlI/EcoRI)

4.4. DNA Dizileme

Tth polimeraz enzimini kodlayan DNA pargasinin pTOLT vektor sistemine cergeve
kaymas1 problemi olugsmadan, klonlama isleminin basarili bir sekilde gergekletirildigi
DNA dizileme sonucundan elde edilen kromatogram (Sekil 4.1) analiz edilerek
belirlenmistir. Dizileme sonucunda elde edilen bes numarali plazmite ait DNA dizisi

asagida verilmistir.
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Dizileme sonucu pozitif olan 5 numarali plazmite ait gen dizisi

ACAAGGAAATTCGCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAACATGCATCACCATCACCAT
CACTTGAGAAGTGATGGCGCATCAGGGGCCGATATCAATAACTATGCCGGGCAGATTAAATCTGCTATCG
AAAGTAAGTTCTTGACGCATCGTCCTATGCAGGCAAAACCAGTACGCTGCGCATAAAACTGGCACCCGAT
GGTATGTTACTGGATATCAAACCTGAAGGTGGCGATCCCGCACTTAGTCAGGCTGCGTTGGCAGCAGCTA
AACTTGCGAAGATCCCGAAACCACCAAGCCAGGCAGTATATGAAGTGTTCAAAAACGCGCCATTGGACTT
CAAACCGGGTGGGGGATCTCTGGTTCCGCGCGGATCCGAGCTCATGGAAGCTATGCTGCCGCTGTTCGAA
CCGAAAGGTCGTGTTCTGCTGGTTGACGGTCACCACCTGGCTTACCGTACCTTCTTCGCTCTGAAAGGTC
TGACCACCTCTCGTGGTGAACCGGTTCAGGCTGTTTACGGTTTCGCTAAATCTCTGCTGAAAGCTCTGAA
AGAAGACGGTTACAAAGCTGTTTTCGTTGTTTTCGACGCTAAAGCTCCGTCTTTCCGTCACGAAGCTTAC
GAAGCTTACAAAGCTGGTCGTGCTCCGACCCCGGAAGACTTCCCGCGTCAGCTGGCTCTGATCAAAGAAC
TGGTTGACCTGCTGGGTTTCACCCGTCTGGAAGTTCCGGGTTACGAAGCTGACGACGTTCTGGCTACCCT
GGCTAAAAAAGCTGAAAAAGAAGGTTACGAAGTTCGTATCCTGACCGCTGACCGTGACCTGTACCAGCTG
GTTTCTGACCGTGTTGCTGTTCTGCACCCGGAAGGTCACCTGATCACCCCGGAATGGCTGTGGGAAAAAT
ACGGTCTGCGTCCGGAACAGTGGGTTGACTTCCGTGCTCTGGTTGGTGACCCGTCTGACAACCTGCCGGG
TGTTAAAGGTATCGGTGAAAAAACCGCTCTGAAACTGCTGAAAGAATGGGGTTCTCTGGAAAACCTGCTG
AAAAACCTGGACCGTGTTAAACCGGAAAACGTTCGTGAAAAAATCAAAGCTCACCTGGAAAACCTGCGTC
TGTCTCTGGAACTGTCTCGTGTTCGTACCGACCTGCCGCTGGAAGTTGACCTGGCTCAGGGTCTTGAACC
GGACCGTGAAGGTCTGCGTGCTTTCCTGGAACGTCTGGAATTCGGTTCTCTGCTGCACAAATTCGGTCTG
CTGGAAACTCCGGTTCGG
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Sekil 4.3. pTOLT vektor sistemine gore 5 numarali plazmitin DNA dizileme sonucglarinin kromatogram seklindeki goriintiisti
(Macrogen firmasi tarafindan yapilmustir.)
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4.5.  Tth Polimeraz Enziminin Uretilmesi

DNA dizileme sonucu pozitif olan plazmitlerden E. coli BL21 pLysE susuna
transformasyon yapilmis ve hiicre biiylimesi gozlemlenen petrilerden 4 ml’lik LB
antibiyotikli tiiplere inokiile edilerek 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.
Tiiplerde biiyityen hiicrelerden 1° er ml 50 ml’lik erlenlere aktarilmustir. 37 °C’de 240
rpm’de inkiibasyona birakilmistir. ODegpp:0,7 oldugunda IPTG ilave edilerek
indiiklenmistir. Indiikleme islemi yaklasik ii¢ saat boyunca devam etmistir. Indiikleme

sonrast hiicreler santrifiij edilerek toplanmis ve -20 °C’de saklanmustr.
4.6. Tth Polimeraz Enziminin Saflastirilmasi

Ucg saat siire ile IPTG ile indiiklenen hiicreler sonrasinda -20 °C’den ¢ikarilmis ve buz
tizerinde soguk kalmasi saglanarak sonikator cihazi ile parcalama islemine tabi
tutulmustur. 30 000 rpm, +4°C’de 1 saat siire ile santrifiij uygulanmis ve hidrofobik
hiicre bilesenlerinin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Santriflij sonrasi olusan siipernatant ve
pelet kisimlarindan Ornekler alinmis ve SDS-PAGE analizi igin bashik 3.3.4' de
anlatildig1 gibi numuneler hazirlanmistir. Siipernatanta afinite kromatografisi ve kismi
saflagtirma yontemleri uygulanmistir. Afinite kromatografisinde kolon dolgu maddesi
Ni-NTA agaroz rezindir. Tth enzimi kolondan imidazollii eliisyon tamponu ile

alinmustir.
4.7. Tth Polimeraz Enziminin Aktivite Tayini

Baglik 3.3.6' da verilen sekilde PCR(PZR) karismlari hazirlanmis ve 33 dongii ile
Touch-Down PCR(PZR) islemi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen PCR(PZR) tiriini %1’
lik agaroz jelde goriintiillenmistir. Elde edilen agaroz goriintiisiinde Tth polimeraza ait 15
numunenin ¢aligmadigi, sadece altinc1 kuyucuktaki Pfu polimerazin (pozitif kontrol)

calistig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.4. Tth polimeraza ait PCR(PZR) 6rneklerinin %1' lik agaroz jeldeki goriintiisii.
1,2,3,4,57,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16. kuyucuklar farkli enzim miktarlari ile (0.25
ul, 0.5 pl, 1 ul, 1.5 ul, 2.5 pl, 5 pl) hazirlanan ve sonucu negatif olan PCR (PZR)
reaksiyonlari, 6. kuyucuk, Pfu polimeraza ait pozitif kontrol, 8. kuyucuk DNA ladder
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S. SONUC VE TARTISMA

Biyomedikal ekipmanlar, tibbi tani kitleri ve bu tani kitlerinde kullanilmak {iizere
uluslararasi standartlara uygun kimyasal ve biyolojik maddelerin gelistirilmesi son
donemde Oncelikli olarak belirlenen alanlar igerisinde degerlendirilmektedir. Saglik
Bakanlig1 tarafindan belirlenen hedefler arasinda yerli tibbi cihaz (tibbi tani kitleri
dahil) tretimini desteklemek, sektordeki dis ticaret agigini minimize etmek ve bu
gelismeler dogrultusunda iilkemizdeki yerli markalasmaya katki saglamak yer
almaktadir. Saglik bakanligi, "tibbi cihaz (tibbi tani kitleri dahil) alaninda kurumsal
yapilartyla; disa bagimliligi en aza indirgenmis, ileri teknolojili katma degeri yiiksek
tiriinleri de gelistirip liretebilen ve uluslararast standartlarin olusumunda etkili kiiresel
bir oyuncu olmak" gerekliligini vizyon edinmenin Onemi {iizerinde hassasiyetle
durmaktadir. Biyomedikal ekipman, tibbi tani kitlerinin ve bu kitlerde kullanilacak
kimyasal ve biyolojik maddelerin gelistirilmesi gibi alanlarda Ar-Ge ve yenilik
faaliyetlerinin desteklenmesinin ulusal hedef ve stratejilerimize 6nemli Olclide katki
saglamas1 beklenmektedir. Tibbi tani kitlerinde kullanilmak {izere son yillarda tiretimi
saglanan en Onemli biyolojik maddelerden biri de enzimlerdir (Wiseman, 1987).
Hiicrelerde ¢cok dnemli metabolik gérevleri olan enzimler, ¢esitli amaglarla kullanilmak
tizere 21. ylizyilin anahtar teknolojilerinden bir tanesi olan rekombinant DNA
teknolojisi  kullanilarak iretilmekte ve ilgili olduklart alanlarda kullanima

sunulmaktadirlar.

Enzim endiistrisinden elde edilen iiriinlerin kullanim alanlarimin ¢ok cesitli olmasi,
maliyetlerinin yliksek olmas1 nedeniyle bu alanda yapilan ¢aligmalara verilen 6nem son
yillarda giderek artmistir (Gessese, 1998). Tth polimerazin, polimeraz aktivitesinin
yanisira sahip oldugu reverse transkriptaz aktivitesi sayesinde, AIDS, Hepatit C, Ebola,
Kirnm Kongo Kanamali Atesi gibi viral RNA kokenli bulasici veya o6liimciil
hastaliklarin teshisinde 6nemli rol oynamasi ve teshis siirecini kolaylastirip, harcanan
siireyi kisaltmas1 beklenmektedir. Bu gibi enfeksiyonlar, erken donemde belirtilerini
gostermese bile bulasic1 6zelliklerini korumaktadirlar. Virlis kaynakli enfeksiyonlarin
erken teshisi hayatidir. Tth enzimi bu 6zelligi sayesinde hem viral RNA kaynakli
patojenlerin hem viral DNA kaynakli patojenlerin es zamanli tanisina olanak

saglayabilecek kapasitededir.
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Protein ekspresyonu i¢in gen dizayni asamasinda gergeklestirilen kodon optimizasyonu
olduk¢a Onemlidir. Bir aminoasit birden fazla kodon tarafindan ifadelenebilmektedir ve
bazi kodonlar digerlerinden daha fazla kullanilabilmektedir. Fakat ifade edilme orani
organizmanin tiiriine gore degismektedir (Moreno ve ark., 2005). Kodon kullanimi
hiicrenin sahip oldugu uygun tRNA yogunlugu ile iligkili olabilmektedir. Eger
klonlanacak genin kodon kullanim egilimi, konak hiicrenin sahip oldugu kodon
kullanim egiliminden ¢ok farkli ise, genin konak hiicrede ifadelenmesi(translasyonu)
disiik verimle gerceklesebilmektedir. Bu nedenle ekspresyon asamasinda konak
organizmaya gore kodon optimizasyonu yapilmasi gerekmektedir. Kodon
optimizasyonu ile DNA dizisi nadir kodonlardan arindirilmakta ve boylelikle proteinin
ekspresyon seviyesi artirilmaktadir (Angov, 2011). Bizim c¢alismamizda da jCat
uygulamasi kullanilarak E. coli K12 susu igin kodon optimizasyonu yapilmistir. Bu
uygulama ile, E. coli K12 susunda bulunan 16sin aminoasitine ait nadir kodon dizileri

GCA, GCT, GCC degistirilmis, GCG olarak kodon optimizasyonu uygulanmaistir.

Bizim ¢aligmamizda ekspresyon sistemi olarak prokaryot E.coli ekspresyon sistemi
kullanilmistir. Prokaryotik rekombinant ekspresyon sistemleri, kolaylikla kiiltiir
edilebilir, hizl hiicre tiremesi saglar ve basit saflagtirma yontemlerine uygundur. Bu
gibi avantajlarindan dolay1 tercih edilmektedirler (Chen, 2012). Fakat bu sistemler
translasyon sonras1 modifikasyonlar1 gerceklestirmede yetersizdir. Ve firetilen
proteinlerin bir¢ogu ¢oziinmeyen "inkliizyon cizimcikleri" haline gelmektedir. Sonug
olarak islevsel protein elde etmek zorlagsmaktadir (Miroux, B. ve Walker, E.J., 1996).
Bu ¢aligmada, Tth polimeraz enzimi i¢in yapilan ekspresyon ¢aligsmalarinda inkliizyon

cisimcigi olusumu goriilmemistir.

Proteini kodlayacak niikleotid dizi biyoinformatik araglar kullanilarak sentezlenmis ve
klonlama islemlerine ge¢ilmistir. Klonlama islemlerinin kolay ger¢eklesebilmesi igin
dizinini basina Ncol ve BamHI sonuna Xhol ve Kpnl restriksiyon enzimleri ig¢in kesim
bolgeleri eklenmistir pTOLT vektoriine klonlama iglemlerinden sonra klonlama
isleminin basarili oldugu jel goriintiisinde goriilmiistiir. Niikleotid dizisinde ise
herhangi bir mutasyon olmadigi dizi analizi sonucunda goriilmiistiir (Sekil 4.2). Plazmit

vektorlere klonlanan Tth geni, rekombinant protein ekspresyonu calismalarinda sahip

53



oldugu ozellikleri nedeniyle sik¢a kullanilan E. coli BL21(DE3) pLysE hiicrelerinde
basarili bir sekilde eksprese edilmistir. Bu hiicreler T7 RNA polimeraz genini
icermektedirler. Bu hiicre soyu IPTG ile indiiklenebilmektedir. Hedef proteinin degrede
olmasina neden olabilecek bazi proteazlart da icermemektedir. Ekspresyon c¢aligsmalari
sonras1 elde edilen iiriin afinite kromatografisi ve kismi saflastirma yontemleri
kullanilarak saflagtirilmistir. Aktivite ¢aligmalarina gegmeden Once, saflastirma islemi
icin tercih edilen afinite kromatografisi yonteminde kullanilan imidazoliin

uzaklastirilmasi i¢in enzim ¢ozeltisi diyalize birakilmstir.

Tth polimeraz enziminin aktivite caligmalart PCR(PZR) teknigi temelli olarak
gerceklestirilmistir. ~ Aktivite testi igin degisen enzim ve Mg iyonu
konsantrasyonlarinda ve farkli tampon sistemleri kullanilarak seri PCR(PZR)
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen Tth polimeraz, 1/10 ve 1/100 oranlarinda
seyreltilmis ve hi¢ seyreltme uygulanmamis olarak kullanilmistir. Seyreltilen bu Tth
polimerazlardan 0,25 ul, 0,50 ul, 1 pul, 2 ul, 5 ul olacak sekilde degisen enzim miktarlari
kullanilmistir. Mg*? iyonu konsantrasyonu ise ticari olarak piyasada var olan
benzerlerinin optimum ¢alisma kosullar1 g6z oniine alinarak 0,5 mM - 5 mM araliginda

calisiimigtir. PCR(PZR) enhancer olarak 3 ul betain kullanilmustir.

Yapilan PCR(PZR) c¢alismalart sonucunda iretilen Tth polimeraz enziminin
ongorildigi  sekilde planladigimiz  sistemde dretildigi, fakat aktif olmadig:
gozlemlenmistir. Tth polimeraz enzimi nispeten biiyiik bir enzimdir (94 kDa) ve
prokaryotik ekspresyon sistemlerinde proteinin post-translasyonel modifikasyonlar
acisindan yeterli sekilde modifiye olamamasina neden olabilmektedir. Tth polimeraz
enziminin aktivitesi ¢alismalarinda bu nedenle P. pastoris, K. lactis gibi sekresyon
yapabilen Okaryotik sistemler gibi farkli ekspresyon sistemleri ile de calisilmasi

onerilebilir (Demain ve Vaishnav., 2009).
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Rekombinant olarak iiretilecek proteinlerin ekspresyonunu artirmak ve saflagtirma
islemlerini kolaylastirmak amaci ile flizyon protein teknolojisi gelistirilmistir. Fiizyon
proteinler, bazi spesifik proteazlar i¢in tanima bolgesi, iiretilmesi hedeflenen proteine
bagli bir kuyruk ve alici hiicreye ait kararli bir protein igerirler. Hedef proteinin
periplazmaya veya besi ortamina salgilanmasi istenen durumlarda proteinin konak hiicre
proteazlar1 tarafindan degrede olmasii engellerler. Ve genellikle dogal bir protein
formu gibi salgilanirlar. Saflagtirma islemleri kendilerine spesifik olarak gelistirilen
afinite yontemleri seklinde uygulanir. Saflastirma islemi tamamlandiktan sonra,
kimyasal degredasyon veya proteaz aktivitesi ile fiizyon proteinler hedef proteinden

ayrilabilmektedir (Sorensen, H.P., 2005).

Bu calismada, Tth polimeraz enzimi pTOLT plazmit vektoriine klonlanmistir. pTOLT
plazmit vektoriinden gelen TOL proteini, protein ekspresyonu asamasinda Tth
polimeraz ile flizyon proteini olarak eksprese edilmektedir. E.coli gibi ekspresyon
sistemlerinde eksprese edilen rekombinant proteini ¢6ziinebilir formda ve yiiksek
verimde elde etmede birtakim sorunlarla karsilasilabilmektedir. Bu gibi sorunlari
ortadan kaldirabilmek icin kullanilan yontemlerden biri de fiizyon proteinlerinin
kullanimidir (Wang ve ark., 2010). Fiizyon proteinleri, eksprese edilen proteinleri
periplazmik bdlgeye yonlendirmede, hedef proteinin ekspresyonunu artirmada,
saflastirma islemlerinin daha kolay gerceklestirilmesinde etkilidir. Ayni1 zamanda
inkliizyon cisimcigi olusumu da bu sekilde Onlenebilmektedir. Fakat fiizyon
proteinlerinin enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi de zaman zaman s6z konusu
olabilmektedir (De Marco ve ark., 2004). Bizim c¢alismamizda ise TOL fiizyon
proteininin Tth polimeraz enzim aktivitesi lizerinde etkisi olup olmadigini anlayabilmek
amaci ile sonraki asamalarda TOL proteinini uzalastirmaya imkan taniyan proteaz

kesim bolgesi igeren yeni bir sistem ile ¢alisilmasi planlanmaktadir.
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