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OZET

RASYONEL ENZIiM TASARIMI YOLUYLA
NEOPULLULANAZIN OKSIDATIF VE TERMAL STABILITESININ
ARTTIRILMASI

ECE, Selin

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Serap EVRAN

Temmuz 2013, 66 sayfa

Bacillus stearothermophilus kaynakli neopullulanaz (E.C. 3.2.1.135), a-1,4
ve a-1,6-glikozidik baglarin hidrolizi veya a-1,4 ve a-1,6-glikozidik baglarin
olusturuldugu transglikozilasyon reaksiyonlarini katalizleyebilen bir enzimdir.
Nisasta ve deterjan endiistrilerinde yiiksek kullanim potansiyeline sahip bir enzim
olmasma ragmen, 60°C’den yiiksek sicakliklarda ve oksidatif kimyasallarin
varlhiginda yiiksek aktiviteye sahip degildir.

Bu ¢alismada, neopullulanazin termal ve kimyasal kararliliginin rasyonel
enzim dizayni yoluyla arttirilmasi amacglandi. Bolge-yonlendirilmis mutajenez
kullanilarak, enzim yiizeyindeki oyuklara hacimli yan gruplara sahip amino asitler
yerlestirildi. Kimyasal kararliligin arttirilmasi amaci ile metiyonin artigi
oksidasyondan etkilenmeyen alanin ile degistirildi. E.coli hiicrelerinde
rekombinant iiretilen enzimler metal-selat afinite kromatografisi kullanilarak
saflastirildi. Mutant enzimlerin katalitik parametreleri ve kararlilik ozellikleri
dogal enzim ile karsilastirildi. Diferansiyel tarama kalorimetrisi ve sirkiiler
dikroizm Glgtimleri ile amino asit degisimlerinin protein kararliligi ve sekonder
yapt iizerindeki etkileri incelendi. Val533Leu ve Ala416lle degisimlerinin termal
kararlilik, Met475Ala degisiminin oksidatif kararlilik O6zelliklerini gelistirdigi
belirlendi.

Anahtar sozciikler: Neopullulanaz, enzim miihendisligi, enzim kararliligs,
rasyonel dizayn.
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ABSTRACT

INCREASING THE OXIDATIVE AND THERMAL STABILITY
OF NEOPULLULANASE BY RATIONAL ENZYME DESIGN

ECE, Selin

MSc in Biochemistry

Superviser: Assist. Prof. Dr. Serap EVRAN

July 2013, 66 pages

Neopullulanase (E.C. 3.2.1.135) from Bacillus stearothermophilus catalyzes
both the hydrolysis of a-1,4 and a-1,6 glycosidic linkages and a-1,4 and o-1,6
transglycosylation reactions. Although neopullulanase is a potentially valuable
enzyme for starch and detergent industries, it looses its activity in the presence of
oxidatives and at the temperatures over 60 °C.

In this work, we aimed to increase the thermal and oxidative stability of
neopullulanase by means of rational enzyme design. Certain amino acid residues
which are located in the surface cavities were exchanged with the amino acids
involving larger sidechains. In order to increase the chemical stability, one
methionine residue was mutated to alanine, which is not prone to oxidation. Wild-
type neopullulanase and its variants were recombinantly expressed in E.coli cells
and purified by metal chelate affinity chromatography. The catalytic parameters
and stability profiles of mutant enzymes were compared with those of wild-type
neopullulanase. The effects of amino acid exchanges on the protein stability and
secondary structure were investigated by differential scanning calorimetry and
circular dichroism spectroscopy. It was concluded that Val533Leu and Ala416lle
exchanges resulted in enhanced thermal stability and Met475Ala exchange
resulted in improved oxidative stability.

Key words: Neopullulanase, enzyme engineering, enzyme stability, rational
design.
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1.GIRIS

1.1Pullulan ve Pullulan Hidrolizleyen Enzimler

Pullulan, salgiladig1 siyah renkli melanin pigmenti nedeniyle “siyah maya” olarak
bilinen Aureobasidium pullulans’in fermentasyon ortamindan elde edilen non-
iyonik bir polisakkarittir (Kumar et al., 2012). Invertaz, amilaz, glukoz oksidaz, B-
glikozidaz, fruktoziltransferaz ve proteolitik enzimlerin kiigiik bir kism1 pullulan
iizerinde aktivite gosterebilir. Pullulan ilk olarak Bender tarafindan 1958 yilinda
bildirilmis ve yapisi yine ayni grup tarafindan 1959 yilinda aydinlatilmistir
(Bender et al., 1959). Pullulan, a-1,4-glikozidik baglar1 ile baglanmis maltotrioz
initelerinden meydana gelir. Bu maltotrioz {initeleri ise birbirine a-1,6-glikozidik
baglariyla baghdir. Ekonomik olmasi, deniz alglerinden ve diger bitkilerden
iiretilen benzer yapidaki polimerler ile yarisabilecek niteliklere sahip olmasi
pullulanin en biyiik avantajlarndandir.  Biyolojik olarak pargalanabilmesi
nedeniyle gida ambalaj filmlerinde, cabuk bozulan meyve ve sebzelerin
tasinmasinda kullanilan konteynerlerin kaplanmasinda kullanilabilmektedir.
Ayrica non-toksik, non-immiinojenik, non-karyojenik ve non-mutajenik
ozelliklerinden dolayr gen iletimi, hedefli ila¢ terapisi, doku miihendisligi gibi
alanlarda, yaralarin iyilestirilmesinde ve daha bir ¢ok biyomedikal uygulamada
kullanilabilmektedir.

Bugiine kadar pullulan1 hidrolizleyebilen dort farkli enzim bildirilmistir
(Kuriki et al., 1988). (i) Glukoamilaz (EC 3.2.1.3) pullulani indirgen olmayan
uclardan pargalayarak glukoz aciga ¢ikarir; (ii) Klebsiella pneumoniae kaynakli
pullulanaz (EC 3.2.1.41) pullulandaki a-1,6-D-glikozidik baglar1 hidrolizleyerek
maltotrioz agiga ¢ikarir; (iii) Aspergillus niger kaynakli izopullulanaz (EC
3.2.1.57) pullulandaki a-1,4-D-glikozidik baglar1 hidrolizleyerek izopanoz (a-D-
glukopiranozil-(1—4)-[a-D-glukopiranozil-(1—6)]-D-glukopiranoz) agiga ¢ikarir;
(1v) neopullulanaz pullulandaki a-1,4-D-glikozidik baglar1 hidrolizleyerek panoz
(a-D-glukopiranozil-(1—6)-a-D-glukopiranozil-(1—4)-D-glukopiranoz) aciga
cikarir.

Panoz, maltoz ve glukozun a-1,6-glikozidik bag ile meydana getirdigi bir
trisakkarittir (Hii et al., 2012). Panoz, gida pigmentlerinde meydana gelen renk
solmasina kars1 bir ajan, gida anti-oksidan1 ve tatlandirici olarak kullanilmaktadir.
Insanin ag1z florasindaki mikroorganizmalar tarafindan fermente edilemedigi i¢in
yiyecek ve iceceklerde kullanimi olduk¢a avantajlidir. Ayrica, agizdaki
bakterilerin siikrozu kullanarak {irettikleri ¢oziinmez glukan sentezini inhibe
etmesi nedeniyle, dis ciiriiklerini 6nlemeye yonelik iirlinler i¢in umut vericidir.
Insanlarin ince bagirsaklarinda bulunan Difidobacterium ve Lactobacillus

mikroorganizmalarmin proliferasyonunu tesvik etmek ve Salmonella ve



Escherichia coli gibi istenmeyen bakterilerin biiyiimesini engellemek igin de
panoz kullanilabilir (C. Martin and A. M. Smith, 1995; Nakamura, 1996; Tester et
al., 2004). Tim bu avantajlarma ve potansiyel kullanim alanlarina ragmen,
endiistriyel proseslerde etkin bir bi¢imde calisabilecek amilolitik enzimlerin
eksikliginden dolay1 biiyiik 6l¢ekte verimli panoz iiretimi saglanamamaktadir.

1.2 Protein Miihendisligi

En basit tanimiyla protein miithendisligi, istenen 6zelliklerin kazandirilmasi
amacityla protein yapisindaki amino asitlerin degistirilmesi, yeni amino asitlerin
eklenmesi veya yapida var olan amino asitlerin uzaklastirilmasim ifade
etmektedir. Proteine kazandirilmak istenen 6zellik daha iyi katalitik aktivite, belli
bir reseptore veya liganda kars1 daha yiiksek afinite, iyilestirilmis termal kararlilik
veya ¢Oziiniir fraksiyonda ekspresyon olabilir.

Protein miihendisligi uygulamalarinda rasyonel dizayn ve yonlendirilmis
evrim olmak iizere iki temel yaklasim vardir. Y6nlendirilmis evrimin temel esas1
laboratuvar ortaminda dogal evrimi taklit etmeye dayanir. Rastgele mutasyonlar
olusturularak mutant varyantlar1 igeren bir kiitiiphane elde edilir. Ardindan bu
kiitiphanedeki varyant ilgili ozellik igin taranir ve istenen Ozellige sahip
varyantlar secilir (Eijsink et al., 2004).

Rasyonel dizayn yaklasiminda, spesifik amino asit artiklar1 bagka amino
asit artiklartyla degistirilir ve boylece mutant protein olusturulur. Bu yaklasimda
elde edilen mutant proteinler, dogal proteinin niikleotit dizisi {izerinde
gergeklestirilen nokta mutasyonlarmi ve bunun sonucunda genellikle tek bir
amino asit degisikligini icerir. Tek bir amino asidin degistirilmesi bile protein
fonksiyonu iizerinde olduk¢a biiylik degisikliklere neden olabilmektedir
(Songyang et al. 1995).

Amino asit degisiklikleri, yapi-temelli modelleme veya dizi karsilagtirmalari
sonucunda belirlenir. Bu degisiklikler, dnceden belirlenen bdlgelerde olmak
kosulu ile, aktif merkez yakininda ya da proteinin geneline yayilmis olarak
bulunabilir. Termal kararlilig: arttirilmak istenen bir enzim i¢in iki farkli strateji
uygulanabilir. Yapi-temelli stratejiye gore, yapt rijit ise enzim yiiksek
sicakliklarda daha kararlhidir. Buna goére proteinin {i¢ boyutlu yapisi esas alinarak
disiilfit baglar1 ve tuz kopriileri tasarlanabilir veya dongii bolgelerinde glisin
yerine prolin yerlestirilebilir. Evrimsel-biyoinformatik esasli stratejiye gore ise,
kararliligin saglanmasinda korunmug amino asitlerin ana rolii oynadigi esas almir.
Bu strateji uygulandiginda ilgili diziler karsilagtirilir ve hedef protein korunmus
diziyi icerecek sekilde degistirilir.

Protein yapist lizerinde istenen 6zelligi kazandiracak amino asidi secebilmek

icin, o proteinin yapisinin aydinlatilmis olmasi ve fonksiyonel mekanizmasimin



bilinmesi gerekmektedir. Bir baska deyisle, rasyonel dizayn uygulanabilirlik
acisindan sadece yapisi bilinen proteinler ile kisithdir.

Amilolitik enzimler, nisasta, kagit ve deterjan endiistrisinde genis uygulama
alanlarma sahiptirler (Guzman-Maldonado and Paredes-Lopez, 1995; Bajpali,
1999; Gupta et al.,, 2003). Bu endiistri kollarinda mikrobiyal kontaminasyon
riskini engellemek, substrat ve {iriin ¢oziinlirliigiinii (dolayisiyla proses hizini)
arttirmak i¢in yliksek sicakliklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica enzimlerin tiretim
ortaminda bulunan oksitleyici ajanlara kars1 da dayanikli olmasi1 gerekmektedir.
Istenilen bu o6zellikleri gelistirebilmek icin rasyonel dizayn etkili bir bicimde
kullanilmistir. Ornegin, Bacillus circulans kaynakli ksilanaz enziminin termal
kararlilig1, esnek yiizey oyuklarinin rasyonel dizayni yoluyla iyilestirilmistir. Yap1
iizerinde belirlenen ikili ve {c¢li mutasyonlar sonucu elde edilen mutant
varyantlarm yar1 dmrii dogal enzimin yar1 6mriine gore sirastyla, 7.5 ve 15 kat
artmustir (Joo et al., 2010). Bacillus licheniformis kaynakli a-amilaz enziminin
kristal yapist temel almarak yapilan hesapsal analizler sonucu kararlilig:
arttirmaya yonelik yedi amino asit degisimi daha belirlenmis ve bu degisimlerin
eklenmesiyle elde edilen enzim varyantinin termal kararliligi 23°C arttirilmstur.
Amino asit degisimlerinin enzimin katalitik aktivitesi lizerine olumsuz etkisinin
olmadig1 belirlenmistir (Declerck et al. , 2003).

Metiyonin oksidayonu, ortamda bulunan oksitleyici ajanlarin sebep oldugu
onemli protein hasarlarindan birisidir. Bu yilizden metiyonin artiklarinin bdlge-
yonlendirilmis mutajenez ile degistirilmesi enzimlerin kimyasal kararliligini
arttrmak icin izlenen yollardan biridir. Ornegin, bakteriyel kaynakli serin
proteazin yapisinda gergeklestirilen M222 A degisimi sonucunda enzimin oksidatif
kararhiligr  iyilestirilmistir  (Weng et al, 2009). Benzer sekilde,
B. stearothermophilus a-amilaz enzimi de MI197A degisimi ile oksidasyon
ajanlarina kars1 daha stabil hale getirilmistir (Khemakhem et al., 2009).

1.3 Bacillus stearothermophilus Neopullulanaz Enzimi

Bacillus stearothermophilus kaynakli neopullulanaz (E.C. 3.2.1.135) a-
amilaz ailesi iiyesidir. 11k kez 1988 yilinda Kuriki ve arkadaslar1 tarafindan B.
stearothermophilus TRS40 susundan izole edilip karakterize edilmis ve farkli
ozelliklerinden dolay1 diger a-amilaz ve pullulanazlardan ayrilmistir (Kuriki et al.,
1988).

Neopullulanaz, maltotrioz initelerinden olugan lineer bir polimer olan
pullulan1 substrat olarak kullanabilir ve pullulani hidrolizlediginde biiyiik oranda
panoz agiga ¢ikarir. Panozun yani sira maltoz ve glukoz da agiZa ¢ikar. Substrat
olarak nisastayr kullandiginda ise se¢imli olarak amilozu hidrolizler. Enzimin

teorik olarak hesaplanan molekiiler agirlig1 yaklasik 69,000 Da’dur. Ancak SDS-



PAGE jel elektroforezinde analizlendiginde 62,000 Da molekiil agirligina sahip
bir protein bandi verir.

Neopullulanazmm optimum sicakligt 60-65°C arasinda degismektedir.
Bununla birlikte, enzim 70°C’ de yaklasik olarak 2 saat inkiibe edildiginde
katalitik aktivitesini tamamen yitirmektedir.  Enzim, 60°C’de 60 dakika
bekletildikten sonra ise aktivitesinin yaklasik olarak % 90 mi1 koruyabilmektedir.
Enzimin optimum pH’ st ise 6.0 dir (Vihinen et al., 1990).

C-terminal

C-terminal

Sekil 1.1 B. stearothermophilus kaynakli neopullulanazin dimer yapisinin ribbon diyagrami. (PDB
kodu: 1J0H)

Neopullulanaz sulu ¢6zelti ortaminda dimer formu olusturur (Sekil 1.1). Her
bir protomer, dort farkli domainden meydana gelmektedir. Yapida bulunan
N-domaini (1-123.artiklar) neopullulanaz igin spesifik olan domaindir.
A-domaini (124-246. ve 300-506. artiklar) (Bo)s-fic1 yapisini igermektedir.
Nispeten daha kiigiik olan B-domaini (247- 299. artiklar) sadece bir tane a-helix
ve yarim dongiiden meydana gelmektedir. C-domaini ise (507-588. artiklar) sekiz
tane antiparalel B-tabakasindan meydana gelir.



domain N

domain C

domain A

Sekil 1.2 B. stearothermophilus kaynakli neopullulanaz protomeri. Protomer 588 amino asitten
meydana gelmekte olup, molekiil agirligr 62 kDa’dur. Katalitik artiklar olan Asp328, Glu357, ve
Asp424 yapr lizerinde gosterilmistir (Hondoh et al., 2003).

Aktif merkezde gergeklestirilen mutasyonlar Asp328, Glu357 ve Asp424
artiklarmin katalitik agidan esansiyel oldugunu gostermistir. Enzimin substrat
spesifikligi ve transglikolizasyon aktivitesi bolge-yonlendirilmis mutajenez ile
degistirildiginde, polisakkaritlerin substrat olarak kullaniminin etkilendigi ve
spesifikligin azaldig1 goriilmistiir (Kuriki et al., 1996). B. stearothermophilus a-
amilaz enziminde korunmus bir artik oldugu bilinen His238 artig1 Asp ile
degistirildiginde enzimin termal kararliligmin distigi gorilmistir. B.
stearothermophilus neopullulanazdaki karsiligi olan Glu332 artigi His ile
degistirildiginde ise enzimin katalitik agidan inhibe oldugu goriilmiistiir
(Lamminmki and Vihinen, 1996). Neopullulanaz enzimi iizerinde gerceklestirilen

protein mithendisligi ¢caligmalar1 ve sonuglar1 Tablo 1.1’ de ifade edilmistir.



Tablo 1.1 B. stearothermophilus neopullulanaz enzimi iizerinde gergekletirilen protein

miihendisligi ¢alismalar1 ve sonuglari.

http://www.brendaenzymes.org/php/result_flat.php4?ecno=3.2.1.135 sayfasindan alinmistir)

D328H

D328N

D424H

D424N

E357H

E357Q

1358V

1358W

M375L

S422V

Y377D

Y377F

Organizma

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

B.stearothermophilus

Sonug

Bdlge-yoénlendirilmis mutajenez;

inaktif mutant

Bdlge-ydénlendirilmis mutajenez;

inaktif mutant

Bolge-yoénlendirilmis mutajenez;

inaktif mutant

Bdlge-ydnlendirilmis mutajenez;

inaktif mutant

Bolge-yoénlendirilmis mutajenez;

inaktif mutant

Bolge-ydnlendirilmis mutajenez;

inaktif mutant

Mutasyon, substrat olarak a-
1,6-dallanmis oligosakkaritlere
ve pullulana olan ilginin

azalmasina neden olmustur.

Mutasyon a-1,6-dallanmig
oligosakkaritler ve
polisakkaritler ile etkilesimi

azaltmistir.

Mutasyon, dogal enzime
kiyasla transglikolizasyon

aktivitesini arttirmistir.

Mutasyon, dogal enzime
kiyasla transglikolizasyon

aktivitesini arttirmistir.

Mutasyon, dogal enzime
kiyasla transglikolizasyon

aktivitesini distrmustur.

Transglikolizasyon aktivitesinde

artis gordlmustar.
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Yapilan caligmalarda, neopullulanazin a-1,4-glikozidik baglarin hidrolizini,
a-1,6-glikozidik baglarin hidrolizini, a-1,4-glikozidik bag olusumu ile sonuglanan
transglikolizasyon reaksiyonunu ve a-1,6-glikozidik bag olusumu ile sonuglanan
transglikolizasyon reaksiyonunu gergeklestirebildigi gosterilmistir (Takata et al.,
1992). Bu dort reaksiyon tipik olarak, sirasiyla, o-amilaz, pullulanaz,
siklomaltodekstrin glukanotransferaz ve 1,4-a-D-glukan dallandiran enzim
tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu enzimler birbirleri ile yapisal agidan ¢esitli
benzerlikler gosterse de katalizledikleri ilgili reaksiyonlarin birbirinden farkli
oldugu diistiniilmektedir. Neopullulanaz ile yapilan calismalar ise yukarida
bahsedilen dort farkli reaksiyonun ayn1 mekanizma tlizerinden katalizlenebildigini
gostermektedir.

Tim bu oOzellikler dikkate alindiginda neopullulanazin kendi sinifindaki
enzimlere gore birgok avantaja sahip oldugu goriilmektedir. Amilopektin
varliginda sec¢imli olarak amilozu hidrolizlemesi, amilozsuz nisasta {retimi
acisindan biiyiik bir avantajdir. Ciinkii amiloz amilopektine gore daha yavas
metabolize edilir ve bu yiizden hipoglisemiye sahip kisilerin, sporcularin ve ¢abuk
enerjiye doniisen gidalara ihtiya¢c duyan kisilerin diyetleri i¢in 6nemlidir. Ayrica
amiloz icermeyen nisasta daha kolay jelatinize oldugu i¢in gidalarda stabilizator
ve kivam arttirict olarak da kullanilmaya uygundur. Diger amilolitik enzimlere
kiyasla daha iyi leke ¢ikarma 6zelligi, muamele edildigi bolgeyi dezenfekte
etmesi ve genel olarak daha iyi temizlik saglamasi nedeniyle, deterjanlarda da
kullanim potansiyeline sahiptir.

Bu tez calismasinda, yukarida bahsedilen endiistriyel uygulamalarda
kullanim agisindan yiiksek potansiyele sahip B. stearothermophilus organizmasina
ait neopullulanaz enziminin termal ve oksidatif kararliliginin arttirilmasi

amaclanmustir.



2. MATERYAL VE METOT

2.1 Kullanilan Bakteriler

Klonlama ve protein ekspresyonu amaci ile kullanilan bakteri suslar1 ve
genel 6zellikleri agagida belirtilmistir.

2.1.1 E. coli Turbo

E. coli Turbo (New England Biolabs, Frankfurt am Main) hiicrelerinin
genetik ozellikleri su sekildedir: F', pro™®* lacl?, A(lacZ)M15/fhuA2, A(lac-
proAB), gInV, gal R(zgh-210::Tn10), Tet’, endAl, thi-1, A(hsdS-mcrB)5. Bu
hiicreler E. coli Sa hiicreleri gibi T1-faj direnglidir. Faj direngliligi nedeniyle E.
coli So hiicreleri yavas biiylime gostermektedir. E. coli Turbo hiicreleri ise
37°C’de inkiibasyonun 8. saatinde goriiniir koloniler olusturmaktadir.

2.1.2 E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL (Agilent Technologies, USA)
hiicrelerinin genetik 6zellikleri su sekildedir: E. coli B F ompT hsdS(rB- mB")
dem® Tet" gal M(DE3) endA Hte [argU proLCamr] [argU ileY leuw Strep/Spec'].
Bu hiicreler ColE1 ile uyumlu, pACYC-temelli plazmit icerirler. Bu plazmit argU
ve proL tRNA genlerinin ekstra kopyalarini igermektedir. Hiicreler ayrica, ColE1"
ve pACYC-uyumlu pSC101-temelli ve argU, ileY, ve leuw tRNA genlerinin
ekstra kopyalarini igeren plazmidi de tasir.

2.2 Vektorler

2.2.1 pET 21a (+)

PET sisteminde (Novagen, Darmstadt), E. coli promotorlarma dayali
sistemlerden (lac, tac, pL) farkli olarak T7 promotoru bulunur ve hedef genin
transkripsiyonu E. coli RNA polimeraz yerine T7 RNA polimeraz tarafindan
gerceklestirilir. Bu amacla kromozomunda T7 RNA polimeraz genini tastyan 6zel
E. coli suslar1 hazirlanmistir. Bu suslarda transkripsiyon izopropil-f-D-
tiyogalaktopiranozid (IPTG) indiiksiyonu sonucu gergeklesir. Hedef genin
transkripsiyonu vektordeki lac operatdri, lacl ve bliylime ortamina eklenen IPTG
tarafindan kontrol edilir (Studier et al., 1990).



MCS

bla (3988-4845

pET-21a(+) lacI (714-1793)

5443 bp

pBR322 orjin (3227)

Sekil 2.1 pET-21a(+) vektorii. Klonlama bolgesinde (MCS) Xhol (158), Eagl (166), Notl (166),
Hindlll (173), Sall (179), Sacl (190), EcoRI (192), BamHI (198) restriksiyon enzim kesim
bolgeleri yer almaktadir. Klonlama bdlgesinin 3" bdlgesinde alt1 histidin kodonu bulunmaktadir.
C-terminalde alt1 histidin artig1 ((His)6-tag) icerecek sekilde ifade edilen protein, nikel-gelat afinite
kromatografisinden yararlanilarak saflagtirilabilir. pET21a(+) vektorii beta-laktamaz kodlayan
ampisilin direnglilik geni (bla) igermektedir ve vektorii tasiyan hiicreler bu sekilde segilebilir.
2.3 PCR Primerleri
Gerekli restriksiyon enzimi tanima bdlgelerini igerecek sekilde tasarlanan
primerler Metabion (Martinsried, Almanya) firmasindan temin edildi. Asagida
niikleotit dizileri verilen primerlerde, restriksiyon enzim tanima bdlgeleri alt ¢izgi
ile gosterilmistir.
2.3.1 Vektore spesifik primerler
5' T7 Promotor
5-TAATAC GACTCACTATAG GG -3
3' T7 Terminator
5'- GCT AGT TAT TGC TCAGCG G -3
2.3.2 Gene spesifik primerler
5'neopul-Notl
5'-AAG GAA AAA AGC GGC CGC ATG AGG AAA GAA GCC-3'
3'neopul-Xhol
3'-CCG CTC GAG CCA ACG TTC TAT TGC ATA AAG TAC-3'
2.3.3 Belirlenen amino asit degisimlerine yonelik tasarlanan
primerler

Bolge-yonlendirilmis  mutajenezde  kullanilan  primerler  asagida
belirtilmistir. Amino asit degisikliklerini iceren niikleotitler alt ¢izgi ile
belirtilmistir.
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5'neopul-Asp46Glu

5- ATGGTGACCCGTATGAATGGCAAAATGGAGC-3
3'neopul-Asp46Glu

5- GCTCCATTTTGCCATTCATACGGGTCACCAT-3'
5’neopul-Val239Leu

5- GGTATCCGCCTTATGCTCGATGCCGTGTTTAAC-3'
3'neopul-Val239Leu

5- GTTAAACACGGCATCGAGCATAAGGCGGATACC-3
5'neopul-Val374lle

5- GCGGTGACCAGTTTGACGCAATCATGAACTACC -3
3'neopul-Val374lle

5- GGTAGTTCATGATTGCGTCAAACTGGTCACCGC-3'
5'neopul-Val404L eu

5'- CAAATGATGCATCTTCTTCATTCGTATCCG -3'
3'neopul-Val404L eu

5- CGGATACGAATGAAGAAGATGCATCATTTG-3
5'neopul-Ser407Thr

5- CTTCATACGTATCCGAACAATGTCAACGAG-3'
3'neopul-Ser407Thr

5- CTCGTTGACATTGTTCGGATACGTATGAAG -3'
5'neopul-Asn413GIn

5- TATCCGAACAATGTCCAAGAGGCCGCATTCAAT -3'
3'neopul-Asn413GIin

5- ATTGAATGCGGCCTCTTGGACATTGTTCGGATA -3'
5’neopul-Aladl6lle

5- AATGTCAACGAGGCCATCTTCAATTTGCTCGGC -3
3'neopul-Ala4l6lle

5'- GCCGAGCAAATTGAAGATGGCCTCGTTGACATT -3'
5'neopul-Asn413GIn+Ala416lle

5- CAATGTCCAGGAGGCCATTTTCAATTTGCTCG -3'
3'neopul- Asn413GIn+Ala416lle

5- CGAGCAAATTGAAAATGGCCTCCTGGACATTG-3'
5'neopul-Val533Leu

5- GATGAAACGGTGTTACTCATCATCAATCGG -3
3'neopul- Val533Leu

5- CCGATTGATGATGAGTAACACCGTTTCATC-3'
5’neopul-Ala566Leu

5'- GGGAAGGTTTGCACTCGAGGCAGAAACGC -3




11

3'neopul- Ala566Leu

5- GCGTTTCTGCCTCGAGTGCAAACCGTTCCC -3
5'neopul-Met475Ala

5- GAGTGCCGGAAGTGCGCGGTGTGGGATCCGATG -3'
3'neopul- Met475Ala

5- CATCGGATCCCACACCGCGCACTTCCGGCACTC -3'

2.4DNA ve Protein Standartlar:

Agaroz jel elektroforezinde standart olarak Fermentas'™ 1 kb Plus DNA
Ladder (O’Gene Ruler'™ 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use, MBI Fermentas,
St. Leon-Rot) kullanildi. ilgili DNA standardina ait poliniikleotit biiyiikliikleri
(bp): 20000, 10000, 7000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 700, 500, 400,
300, 200, 75 olarak verilmistir.

Protein standardinin (Pierce Unstained Molecular Weight Marker, Thermo
Scientific, Waltam) igeriginde P-galaktozidaz (116 kDa), albumin (66.2 kDa),
ovalbumin (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35.0 kDa), Reaz Bsp98I (25.0 kDa),
beta-laktoglobulin (18.4 kDa) ve lizozim (14.4 kDa) bulunmaktadir.

2.5 Enzimler

DNA polimeraz (GoTag DNA-Polimeraz) Promega’dan (Mannheim);
Dream Taq Polymerase Fermentas™" dan (St. Leon-Rot), Q5 High Fidelity DNA
Polymerase New England Biolabs’ tan (Frankfurt a. M.) Pwo DNA-Polimeraz
Roche Diagnostics’den (Mannheim); restriksiyon endoniikleazlar (Xhol ve Notl)
NEW ENGLAND BIOLABS’ tan (Frankfurt a. M.), T4-DNALigaz Roche
Diagnostics’den (Mannheim) temin edildi.

2.6 Kimyasallar

Calismalarm  tamaminda kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.
Kimyasallarin temin edildigi firmalar su sekildedir: Amersham Pharmacia
(Biotech Freiburg), Biorad Laboratories (Miinchen), Calbiochem EMD
Biosciences (La Jolla), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), MP Biomedicals (lllkirch, Frankreich), Oxoid (Wesel), Roche
Diagnostics (Mannheim), Sigma-Aldrich (Steinheim).

2.7 Kitler

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit ve GeneJET™ Gel Extraction Kit MBI
Fermentas’tan (St.-Leon-Rot) temin edildi.

2.8 Diger Sarf Malzemeler

Diyaliz torbas1 (Tip 27/32, 14 kDa) Carl Roth GmbH +Co’dan (Karlsruhe),
elektroporator kiivetleri (2mm) Peqlab’dan (Erlangen), steril falkon tiipleri Falcon
(15 mL ve 50 mL) Becton Dickinson’dan (Franklin Lakes, USA), PCR tiipleri
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(0,2 mL) Peqlab’dan (Erlangen), steril petri kaplar1 (150/25 ve 94/16) Greiner
Bio-One ‘dan (Niirtingen), metal-gelat afinite kromatografisi kolonu His-Trap FF
5 mL GE Healthcare Life Sciences’ tan ve steril filtreler 0.2 pm Minisart
Sarterius’tan temin edildi.

2.9 Cihazlar

Laboratuvarda, AKTA purifier 10 (GE Healthcare, Miinchen), agaroz ve
SDS-elektroforez sistemleri (Hoefer Pharmacia Biotech, USA ve Embi Tec, CA)
Econo Gradient Pump kromatografi pompasi (BioRad, USA), sirkiiler dikroizm
spektrofotometresi (CD) J-815 (Jasco, Japan), diferansiyel tarama kalorimetresi
(DSC) CSC 6100 Nano DSC II (Calorimetry Sciences, USA), 1sitic1 blok (Biosan,
Tiirkiye), inkiibator GFL 3033 (GFL, Burgwedel) ve inkiibatorler Certomat H ve
Certomat BS-1 (Braun Biotech, Melsungen), Multi-Doc-It dijital goriintiileme
sistemi (UVP Inc., USA), thermal cycler (Eppendorf, Hamburg; BioRad, USA ve
Applied Biosystems, New York), UV transilluminator 2000 (BioRad, USA), UV-
VIS spektrofotometre  Cary 60 (Agilent Technologies, USA), UV-Vis
Biyofotometre (Eppendorf, Hamburg), Ultrafree-20 Nanopore su sistemi
(Millipore, Eschborn), santrifiij 5810R, 5415D, 5415R (Eppendorf, Hamburg),
santrifiij mikro 200R (Hettich, UK) cihazlar1 kullanild1.

2.10 E. coli Biiyiime Ortamlar:

Hazirlanan biiylime ortamlarinin sterilizasyonu otoklavda (121°C, 2 bar, 20
dakika) gerceklestirildi. Seg¢ici kati ortamlarin hazirlanmasi i¢in ortamlarin
sicaklig1 yaklagik 60°C’ye getirildi ve 1000X stok konsantrasyonunda hazirlanmis
ve steril filtreden gecirilmis antibiyotik ¢ozeltisi eklendi. Kullanilan biiyiime
ortamlar1 ve igerikleri (Sambrook et al., 1989) asagida listelenmistir.

Luria-Bertani-(LB)

%0,5 (w/v) Maya oziitii, %1,0 (w/v) NaCl, %1,0 (w/v) Tripton

Nutrient- Broth (NB)

%1,3 Nutrient broth (w/v)

LB-Agar

LB-Medium ve %1,5 (w/v) Bacto-Agar

2.11 Tamponlar ve Cozeltiler

Cozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su kullanildi. lgili antibiyotik
cozeltileri asagida belirtilen konsantrasyonlarda hazirlandi. Steril filtreden
gecirildikten sonra -20°C’de sakland1.

Ampisilin stok ¢ozeltisi (1000x)

150 mg/mL ampisilin (Na-tuzu) suda ¢6ziildii ve steril filtreden gegirildi.

Streptomisin stok cozeltisi (1000%)

50 mg/mL suda ¢oziildii ve steril filtreden gegirildi.


http://www.gelifesciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/Products?OpenDocument&moduleid=165989
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Kloramfenikol stok c¢ozeltisi (1000X)

50 mg/mL suda ¢oziildii ve steril filtreden gegirildi.
Izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozid stok cozeltisi

0.5 M IPTG suda ¢oziildii, steril filtreden gegirildi ve -20 °C’de sakland.
PCR-dANTP cozeltisi (10 mM)

Her bir ANTP (N = A, C, G ve T) son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
suda ¢oziildii ve -20 °C’de sakland1.

Agaroz (% 1)

1 g agaroz 100 mL 1x TAE tamponunda isitilarak ¢oziildii.

Etidyum bromiir stok cozeltisi

10 mg/mL Etidyum bromiir (EtBr) kullanilda.

Diyaliz tamponu

10 mM /50 / 100 mM Tris-HCI (pH 8.0)

Sodyum asetat tamponu

0.2 M sodyum asetat tamponu (pH 6.0)

Metal-selat afinite kromotografisi tamponlar

Yiiriitiicii tampon: 50 mM KP (pH 7.8), 500 mM NaCl, 10 mM imidazol
Eliisyon tamponu: 50 mM KP (pH 7.8), 500 mM NaCl, 500 mM imidazol
E. coli hiicre siispansiyon ve homojenizasyon tamponu

50 mM KP (pH 7.8), 500 mM NaCl, 5 mM imidazol

HisTrap FF Crude kolonlarin rejenerasyon tamponu

20 mM KP, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 7.4

250 mM NiCly, pH 4.05

Amonyum persiilfat (APS) cozeltisi (%1)

%10 (w/v) APS suda c¢oziildii ve kullanmadan hemen oOnce taze olarak
hazirland1.

Coomassie boyama cozeltisi

%0.2 (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250, %50 (v/v) etanol, %10 (v/v)
asetik asit. Cozelti oda sicakliginda sakland.

Protogel™

%30 (v/v) akrilamid, %0.8 (v/v) bisakrilamid, +4°C’de sakland:.
SDS-PAGE ayirma jeli tamponu

%0.4 (w/v) SDS, 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8

SDS-PAGE iist jel tamponu

%0.4 (w/v) SDS, 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8

SDS-PAGE yiiriitme tamponu (pH 8.5)

%0.1 (w/v) SDS, 0.025 M Tris, 0.2 M Glisin
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SDS-PAGE 6rnek tamponu (2X):

%2 (w/v) SDS, %10 (w/v) Gliserol, %5 (v/v) PB-Merkaptoetanol, %0.01
(w/v) Bromfenol mavisi, 1.25 M Tris/HCI, pH 6.8

RF1 Tampon c¢ozeltisi (Kimyasal kompetent hiicre hazirlamak i¢in)

100 mM RbCI;, 50 mM MnCl;, 30 mM Potasyum Asetat, 10 mM CaCl,
%15 Gliserol, pH 5.80 (0.2 M Asetik asit). Hazirlanan ¢ozelti steril filtreden
gecirildi ve +4°C” de sakland1.

RF2 Tampon c¢ozeltisi (Kimyasal kompetent hiicre hazirlamak i¢in)

10 mM RDbCl,, 75 mM CaCl,, 10 mM MOPS, %15 Gliserol, pH, 7.00.
Hazirlanan ¢6zelti steril filtreden gecirildi ve +4°C’ de saklandi.

DNS reaktifi

10 g DNS, 0.5 N 800 mL NaOH igerisinde 1sitilarak ¢oziildii ve hacim dH,0
ile 1 L’ ye tamamlandi.

Potasyum -Sodyum Tartarat Cozeltisi (DNS reaktifi i¢cin)
Potasyum-sodyum tartarat (%40) 1 L dH,0 iginde ¢6ziildii.

a-siklodekstrin cozeltisi

486 mg a-siklodekstrin 10 mL dH,O i¢inde ¢oziildii. Cozelti her aktivite
Olclimii 6ncesi taze hazirland1.

B-siklodekstrin cozeltisi (42 mM)

568 mg B-siklodekstrin %2 (v/v) propanol, %100 propanol iceren dH,O’da
¢Oziildii. Cozelti her aktivite 6l¢iimii Oncesinde taze hazirlandi.

2.12 Bilgisayar Yazihmlan

AKTA Unicorn versiyon5.01 (318) © GE HEALTHCARE

Bioedit V.7.0.9 © IBIS BIOSCIENCES, Tom
Sigma Plot 8.0/10.0 © 2004/2006 SPSS INC.
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3. METOTLAR

3.1 Mikrobiyolojik Metotlar

3.1.1 Sterilizasyon

Bakteri biliylime ortamlar1 kullanilmadan oOnce otoklavlandi. Biiylime
ortamlarinin icerdikleri sivi hacmine gore sterilizasyon siiresi uzatildi. 50 mL
bliylime ortamlar1 i¢in sterilizasyon kosullar1 20 dak, 121°C, 2 bar ve 500 mL
bliylime ortamlar1 igin sterilizasyon kosullar1 30 dakika, 121°C, 2 bar seklinde
uygulandi. Pipet uglar1 otoklavlandiktan sonra etiivde bekletilerek kurutuldu.

3.1.2 E. coli inkiibasyon ve saklama kosullari

LB besi ortamina inokiile edilen E. coli hiicreleri 37°C’de uygun siirelerde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda karistirma hizi 500 mL biiyiime ortami icin
160 RPM ve 5 ve 50 mL biiylime ortami i¢cin 200 RPM olarak belirlendi. Plazmit
tagtyan hiicreler i¢in biiylime ortamima uygun antibiyotik (150 pg/mL ampisillin,
50 pg/mL kloramfenikol veya 50 pg/mL streptomisin) eklendi.

Ilgili antibiyotigi iceren kat1 agar (LB-Agar) petrilere yayilan hiicre
siispansiyonlar1 gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tek
diisen koloniler kati besi yerinden sivi biliylime ortamina inokiile edildi.
Depolama amagh olarak petriler +4°C’de saklandi. Sivi siispansiyon ortaminda
bulunan hiicreler ise gliserol stoklarinda ve -80 °C’de saklandi. Gliserol stogu elde
edilmesi amaciyla, %16 (w/v) oraninda gliserol igerecek sivi kiiltiir-gliserol
karisimi1 hazirlandi.

3.1.3 Kimyasal kompetent E. coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Kimyasal kompetent hiicrelerin hazirlanmasi i¢in kullanilan metot Hanahan
protokoliinii temel almaktadir (Hanahan, D. 1983, 1985). Bu metotun
transformasyon etkinliginin CaCl, protokoliinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Kompetent hiicreye DNA transformasyonu, Oncelikle hiicre
membranimin zayiflatilmasi ve ardindan uygulanan 1s1 soku ile DNA’nin hiicre
icine girisinin saglanmasi esasina dayanir. Ekipmana ihtiya¢ duyulmamasi ve iyi
transformasyon verimine sahip olmasi yontemin baslica avantajlaridir (Cohen et
al, 1972).

Kimyasal kompetent hiicrelerin hazirlanmast amaci ile su protokol
uygulandi: LB-Agar petriden alinan tek koloni 5 mL sivi LB ortamima inokule
edildi. Elde edilen gece kiiltiirlinden 1mL alind1 ve 100 mL sivi LB ortamina
inokiile edildi. ODgoo 0.3-0.4 olana kadar hiicreler 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan alinan hiicreler buz iizerinde 15 dak bekletildi. Daha sonra
hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla santriftij islemi uygulandi (+4°C, 15 dak, 5,000 g).
Stipernatant uzaklastirildi ve pellet 20 mL soguk RF1 tamponu ile siispanse edildi.

Stispanse edilen hiicreler 15 dak boyunca buzda bekletildi. Daha sonra hiicreleri
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coktiirmek amaciyla tekrar santrifiij islemi uygulandi (5,000 g, 15 dak, +4°C) ve
stipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 20 mL RF2 tamponu ile siispanse edildi
ve buzda 15 dak bekletildi. Daha sonra, her bir eppendorf tiipte 50 uL kompetent
hiicre i¢erecek sekilde boliistiirtildii ve -80°C” de saklandi.

3.1.4 Kimyasal kompetent E. coli hiicrelerine transformasyon

-80°C’de depolanan kimyasal kompetent hiicre siispansiyonu (50 uL) buz
iizerine almdi ve 15 dak bekletildi. Ilgili plazmit DNA (50-100 ng) hiicre
stispansiyonuna eklendi. Eklenen DNA hacminin toplam kompetent hiicre
stispansiyonu hacminin %10’undan fazla olmamasina dikkat edildi. Buzda 30 dak,
42°C’de 30 s, ikinci kez buzda 2 dak inkiibasyon adimlar1 sirasiyla uygulanda.
Hiicre stispansiyonuna 200 pLL LB besi ortami eklendi ve 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicre siispansiyonun tamami segici antibiyotik
iceren LB-Agar petriye yayildi.

3.2 Molekiiler Biyoloji Metotlar:

3.2.1 E. coli’den plazmit DNA ekstraksiyonu

Caligmalarda kullanilan hiicrelerden plazmit DNA ekstraksiyonu, alkali liziz
prensibine dayanmaktadir (Le Gouill et al., 1994). Ekstraksiyon isleminde
uygulanan basamaklar, kullanilan ¢6zeltiler ve kullanim amaglar1 Tablo 3.1’ de
verilmistir.
Tablo 3.1 Alkali lizis prensibi ile plazmit ekstraksiyon yonteminde uygulanan basamaklar,

kullanilan ¢ozelti igerikleri ve kullanim amaglari.

REAKTIF AMAC
Santrifiij Bakteriyel hiicreyi pellet seklinde
¢Oktiirmek

1.Cozelti (Tris pH 8.0)
EDTA, glukoz, RNaz, Lizozim e Glukoz  hiicre = membraninin

parcalanmasini saglayan ozmotik

soku verir.

e EDTA niikleazlar: inhibe eder.

e RNaz RNA’ y1 degrade eder.

e Lizozim bakteriyel hiicre

duvarmnin parcalanmasini saglar.

2.Cozelti (Alkali pH 12.0)
NaOH e NaOH ve SDS tam hiicre lizisini
SDS saglar.
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Alkali pH sirkiiler plazmide zarar
vermezken, kromozomal DNA nin

denatiire olmasini saglar.

3.Cozelti (Asidik pH 5.4)
Sodyum veya potasyum asetat

Alkali pH’1 nétralize eder.

Proteinlerin SDS-protein
kompleksi olusturarak ¢Okmesini

saglar.

Kromozomal DNA renatiire olur
ve proteinler ile birlikte ¢oker.

Santrifiij

Protein-DNA agregatlarinin pellet

seklinde ¢okmesini saglar.

Plazmit DNA st fazda kalr.

Silika membran kolon

Yiiksek  konsantrasyonda tuz
iceren tampon c¢oOzeltide plazmit
DNA’ y1 baglar.

Eliisyon

Distile su kullanilarak plazmit
DNA baglh bulundugu

membrandan eliiye edilir.

3.2.1.1 Plazmit DNA ekstraksivonu (Mini-prep)

E. coli’den plazmit DNA ekstraksiyonu i¢in GeneJET™ Plasmid Miniprep
kit (Fermentas, St.-Leon-Rot) kullanildi. Gece boyu inkiibe edilen 5 mL hiicre

siispansiyonu 8,000 rpm’de 2 dak santrifiijlendi. izolasyon, kitte verilen protokole

gore yapildi. Kolondan eliisyon i¢in 50 pL steril H,O kullanildi. Plazmit -20

°C’de saklandi.

3.2.2 Genomik DNA ekstraksiyonu
B. stearothermophilus TRS 40 susu (DSM-6834) liyofilize edilmis olarak
DSMZ’den (Braunschweig, Almanya) temin edildi. Genomik DNA’nin elde
edilmesi i¢in PureLink™ Genomic DNA Mini Kit genomik DNA ekstraksiyonu

kiti (Invitrogen, Carlsbad) kullanildi. Sus, ilgili protokole uygun olarak agildiktan
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sonra 55°C’de, NB ortaminda gece boyu inkiibe edildi ve genomik DNA kitte
verilen protokole uygun olarak izole edildi.

3.2.3 DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonu UV-VIS Biyofotometre (Eppendorf,
Hamburg) kullanilarak belirlendi. Cift iplikli DNA i¢in 1 OD’nin 50 pg/mL
konsantrasyona karsilik geldigi dikkate alinarak, DNA konsantrasyonu asagidaki

formiile gére hesaplandi:

Casona= Ageo_. 50. T

1000

Formiil 3.1 DNA konsantrasyonunun hesaplanmasi (Cyspna, Gift iplikli DNA’nin konsanrasyonu
(ng/uL); Aggo, 260 nm’deki absorbans; f, seyrelme faktorii).

3.2.4 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezinde DNA fragmentleri boyutlarma gore ayrilir ve
etidyum bromiir eklenmesiyle UV 151k altinda goriiniir hale gelirler (Sharp et al.,
1973). Agaroz (%1, w/v), 300 mL 1X TAE tamponunda kaynatilarak ¢oziildii. 50-
60 °C’ye sogutulmasmin ardindan 10 mg/mL stok EtBr c¢ozeltisinden 5 pL
eklendi. Jel iinitesine yayilan agarozun katilagsmasi beklendi ve iizerine 1X TAE
tamponu eklendi. DNA 6rnekleri 10X DNA yiikleme tamponu ile karistirildi ve
jele uygulandi. Elektroforez 100 volt.saat uygulandi. DNA fragmentleri UV 1sikta
Bio-Rad UV Transilluminator 2000 goriintiileme cihazi (Biorad, Miinchen)
yardimiyla belirlendi.

3.2.4.1 DNA fragmentlerinin agaroz jelden ekstraksiyonu

UV g1k altinda goriintilenen DNA fragmentleri temiz bir nester

kullanilarak jelden kesildi ve eppendorf tiipe alindi. DNA ekstraksiyonunda MBI
Gene JET™ Gel Extraction Kit (Fermentas, St.-Leon-Rot) kullanildi. Kolondan
H-0 ile eliiye edilen DNA 6rnegi -20 °C’ de sakland1.



19

PCR
ilgili bantin nesterle

(bp] \5,&\ & D D kesilerek alnmasi

1000
500
=l =]
100
DNA ekstraksivonu

vVl

Sekil 3.1 Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu i¢in jelden ilgili bantin alinmasi (6rnek gosterim).
3.2.5 DNA’ya uygulanan enzimatik islemler
3.2.5.1 Cift iplikli DNA’nmin restriksivon endoniikleazlarla kesimi
Cift iplikli DNA’nin spesifik olarak kesimi i¢in palindromik dizileri taniyan

restriksiyon endoniikleaz tip II enzimleri kullanildi. (Sambrook et al., 1989).
Restriksiyon enzimleri deoksiriboz ile fosfat gruplar1 arasindaki fosfodiester
baglarina etki etmektedir ve bu nedenle kesim sonucu 5'-fosfat ve 3'-hidroksil
uglar1 olugsmaktadir. Toplam reaksiyon hacmi 30 pL olacak sekilde en fazla 1 pg
DNA o6rnegi veya 2 pg vektor, ilgili restriksiyon enzimleri ile (20 U) 2 saat
boyunca 37 °C’de muamele edildi. iki restriksiyon enzimi birlikte kullanldig1 igin
iretici firma tarafindan Onerilen tampon kullanildi. Kullanilan restriksiyon
enzimlerinin toplam hacmi, reaksiyon hacminin % 10’ unu asmayacak sekilde
hesaplandi. Bu sekilde restriksiyon enzimlerinin depolanmasi i¢in kullanilan
gliseroliin aktiviteyi etkilemesi engellendi. Restriksiyon enzimleri ile muamele
edilen 6rnekler agaroz jel elektroforezine uygulandi. UV 151k altinda goriintiilenen

fragmentler ligasyonda kullanilmak {izere agaroz jelden ekstrakte edildi.

DNA fragmenti........... 24.7 uL pET21a(+) vektorii........... 2477 uL
BSA. ... 0.3 uL BSA.....o 0.3 uL
10XNEB4.......................3 uL I0XNEB4..........ccooiiinnn. 3uL
Xhol.........cooevviiiiie L uL Xhol oo, 1 uL
NOtL.......coviiiii, 1pul NOtL ..., 1lul



20

3.2.5.2 Ligasyon

Ligasyon, rekombinant geni tagiyan DNA parcalar ile vektoriin bir enzim

araciligi ile birbirlerine baglanmasi islemidir. Bu islem i¢in ligaz sinifi enzimler

gorev yapar.

DNAIig}_ DN.AHQ%_
Ly= ATP Lys
N J N\
MH-AMP MHz2
T Pi ,Q\I'.'IP
7 o s/
I R
C cT — C cC T
-G G—A -G G—A
A&_P
o .,
as e Oy v
/910 _— p/l/nq/l’ /p/|,G-H_ c}(li | P
c cT. .  C cCT
—G G—A —G G—A

Sekil 3.2 Ligaz enziminin etki mekanizmasi.

Baglamadaki sorunlardan biri, vektoriin yabanct DNA'ya baglanmasi yerine
kendi uglarmin birlesip halka seklini kazanmasidir. Bunu engellemek i¢in yapilan
uygulamalardan biri, vektoriin 5' uglarindaki fosfat gruplarmin yok edilerek
fosfodiester bag olusumunu 6nlemektir. Ayn1 enzimle kesilmis DNA pargalar1 ve
dogrusal konuma getirilmis tasiyict DNA molekiilleri bir araya getirildiginde,
birbirlerini tamamlayic1 o6zellikteki (yapigskan) uclari tasimalarindan dolay1 baz
eslesmeleri yoluyla molekiiller baglanma saglanir. Sonrasinda ligaz enzimi
niikleotitler arasinda fosfodiester baglar1 kurarak agik uclar1 kapatir. Bu
yontem rekombinant DNA elde etmek i¢in kullanilan en basit ve etkili yoldur.

Sekil 3.3 Uygun vektor ile karistrilan gen fragmenti T4 DNA Ligaz enzimi varliginda inkiibe
edildiginde plazmidin halka yapisina katilir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Yap%C4%B1%C5%9Fkan_u%C3%A7&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/RDNA
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Ligasyon i¢in restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis DNA fragmenti ve
vektor kullanildi. Reaksiyon 20 pL  hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon
karigimma 1U T4-DNA-Ligaz (Fermentas, St.-Leon-Rot) ve uygun tampon
eklendi. Termal cycler’da gece boyu 16°C’de inkiibe edildi. Ligasyon ornekleri
inkiibasyonun ardindan +4°C’ de muhafaza edildi. Ligasyon karisimindan 10 pL
alind1 ve rubidyum kloriir protokolii ile hazirlanan kimyasal kompetent E. coli
hiicrelerine transforme edildi.

3.2.6 DNA fragmentlerinin standart PCR ile ¢ogaltilmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonucu (Mullis and Faloona, 1987; Saiki
et al., 1988) DNA fragmentlerinin in vitro amplifikasyonu gerceklesir. DNA’nin
denatiirasyonu, primerlerin baglanmasi ve enzimatik DNA sentezi (uzama)
adimlarinin tekrarlanmasiyla DNA fragmentleri eksponansiyel olarak ¢ogaltilir.
PCR 50 pL hacimde, termal cycler’da (kapak sicakligi 110°C) gergeklestirildi.
Reaksiyon karigimi asagidaki sekilde hazirlandi:

Kalip DNA IuL
5’ primer (1 puM) 1 uL
3’ primer (1 uM) 1 uL

7,5 mM MgCl,igceren
5% Green GoTaq® reaksiyon tamponu 10 puL

dNTP karigimi (10 mM) 1 uL

GoTaq® DNA polimeraz 0.5 uL
1U Pwo DNA polimeraz 0.5 uL
H.O 35ulL

Standart PCR programi su sekilde uygulandi:
1. Denatiirasyon (95 °C, 3 dak)

2. Denatiirasyon (95 °C, 45 s)

3. Primer baglanmasi (55°C, 45 s)

4. Uzama (72 °C, 1dak/kb)

5. Son uzama (72 °C, 5 dak)

6. 4°C, oo.

2-4. admmlar 30 kez tekrarlandi. Primerlerin optimum baglanma sicaklig1
(TB) GC-igerigi ve primer uzunlugu dikkate alinarak asagidaki formiil (Formiil
3.2) yardimiyla 65°C olarak hesaplandi (Chester ve Mars-hook, 1993).
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TB = (TB1-TB2)/2 - 3°C

Formiil 3.2 Optimum baglanma sicakligi, TB Baglanma sicakligi (°C) ve TB1 & TB2 5" ve 3’
primerlerin erime sicakliklar.

3.2.7 Koloni PCR

Iigili DNA fragmentini iceren vektdrii tasiyan hiicrelerin taranmasmda
koloni PCR kullanildi. Transformasyonun ardindan secgici antibiyotik ortami
iceren petrilerde hiicreler inkiibe edildi. Tek diisen koloniler pipet ucu yardimiyla
ayr1 PCR tiiplerine alind1 ve standart PCR karisimindan 10 pL eklendi. Hiicrelerin
parcalanmasi i¢in standart PCR programinda ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de
5 dak olarak degistirildi ve vektore spesifik primerler (pET21a(+) vektori igin T7

Promotor ve T7 Terminator primerleri) kullanildi. Koloni PCR karisimi agsagidaki

sekilde hazirlandi.
5% Green GoTaq® tamponu...........ceevvvvinveneenneannn.. 10 uL
0,5 U GoTaq® DNA polimeraz..........cccceeuvrerveeesveenreeennnnnnn 0.2 uL
dANTP karigtmi (L0 mM) ... 1 uL
T7 Promotor ve T7 Terminatdr primerleri (1 uM) ........... 10 uL
HoO 36.8 uL

Sekil 3.4 Koloni PCR igleminin sematik gdsterimi.

Amplifikasyon i¢in standart PCR programi uygulandi.

1. Denatiirasyon(95 °C, 5 dak)

2. Denatiirasyon (95 °C, 45 s)

3. Primer baglanmasi (55°C, 45 s)

4. Uzama (72 °C, 1dak/kb)

5. Son uzama (72 °C, 5 dak)

6. 4°C, .

2-4. adimlar 30 kez tekrarlandi. Agaroz jelde PCR firiinlerinin biiytikliigi
karsilastirildi ve bu sekilde klonlanan geni igceren vektorleri tasiyan koloniler

belirlendi. PCR sonucunda hedef geni almamis vektorlerden yaklagik 300 bp
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biiylikliigiinde fragmentler olusmaktadir. Hedef geni almis vektorler ise daha
biiyiik fragmentler (npl geni i¢in yaklagik 1,800 bp) vermektedir.

3.2.8 Mutajenez yontemleri

3.2.8.1 SOE-PCR

Overlap extension (SOE) PCR’ da birbirinin komplementeri iki mutajenik

primer kullanilir ve istenen PCR iiriinii iki ayr1 fragmentin birlestirilmesiyle elde
edilir (Ho et al., 1989). istenen niikleotit degisikliklerini igeren 5' ve 3' mutajenik
primerler 25-35 bp biiyiikligiindedir. 5' dis primer ile 3' mutajenik i¢ primer
birlikte ve 3° dis primer ile 5' mutajenik i¢ primer ile birlikte kullanilarak iki ayr1
PCR gerceklestirilir. Elde edilen PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi ile
ayrilmasi ve agaroz jelden ekstrakte edilmesinin ardindan, baslangigtaki kalip
DNA’nin kullanilmadig: tgiincii bir PCR gergeklestirilir. Bu adimda birinci
asamada elde edilen PCR firiinleri 5' ve 3' dig primerleri ile birlikte kullanilir.
(Sekil 3.5, Warrens et al. 1997)

a g
o N
5 5 5 prm——mm——L__§
3 5 I el 5
- 7
'
5 e —1 3 5 3

Sekil 3.5 SOE-PCR adimlarinin sematik gosterimi.
3.2.8.2 Quickchange protokolii

Mutasyon olusturma amaciyla kullanilan bu protokol Regensburg

Universitesi Biyofizik ve Biyofizikokimya ¢alisanlar1 tarafindan Stratagene (LA
Jolla, CA, USA) Quickchange™ bblge-yonlendirilmis mutajenez protokoliiniin
modifiye edilmesiyle olusturulmustur.

Stratagene tarafindan gelistirilen Quickchange™ protokoliinde, bir cift
mutajenik komplementer primer kullanilarak kalip plazmit tamamen amplifiye
edilir ve bdylece istenen mutasyonu tasiyan ilgili gen fragmenti hizli bir sekilde
elde edilir (Wang, W. and Malcolm, B., 1999). 25-45 bp uzunlugunda sense ve
antisense primerler ile iki ayr1 PCR gergeklestirilerek, kalip plazmidin tamami
sense ve antisense olarak amplifiye edilir. Hi¢cbir primerin kullanilmadig: ti¢lincii
PCR adminda transformasyonda kullanilacak plazmit iirlinii elde edilmis olur.
Kimyasal kompetent hiicreler ile gerceklestirilen transformasyon adiminda 6nce
kalip DNA Dpnl ile kesilerek ortamdan uzaklastirilir. Dpnl ile kesim asamasi ¢ok
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onemlidir. Dpnl sadece metillenmis bolgeler ile etkilesir ve metillenmis DNA’ y1
pargalar. Boylece kalip DNA ortamdan uzaklastirilirken, elde edilen PCR iiriinii
kesime ugramaz. Bu adim transformasyon sonucu elde edilebilecek ve kalip
DNA’ y1 tasiyan kolonileri onlemek igin olduke¢a kritiktir. Dikkat edilmesi
gereken nokta, kalipp plazmidin JM101 gibi metilasyon defektli sustan elde
edilmemis olmasidir. Asagida Quickchange protokoliiniin adimlari sematize
edilmistir (Sekil 3.6, Loening, 2010):

Urin
Kalip plazmit e
o .
o L1
" i
i KN
Parantal Sense ve antisense
dizinin birlestirilmesi

Kahp (parental) plazmitin Dpnl ile
kesilmesi

Mutajenik primerler . ” .
—_— —— — .:
_— B g
Uzama ) g

Primer baglanmasi

Denatiirasyon

Sekil 3.6 Quickchange™ adimlarinin sematik olarak gésterimi.
Quickchange protokolii ile gergeklestirilen PCR karigimlarinin igerikleri ve
kosullar1 asagida verilmistir.

1. E1 ve E2 PCR reaksiyonlar1

5 uL NEB QS5 High Fidelity 10X Buffer

80 pmol primer (E1 i¢in ileri ve E2 i¢in geri primer)

50 ng kalip plazmit

1 uL dNTP (10mM)

1 pL NEB QS5 High Fidelity DNA Polymerase (2-3 U/uL)
H,0 (Reaksiyon karigimi 50 pL.’> ye tamamlandi)

a 95°C 3

b 95°C 45"

c 55°C 1

d 72°C 2'(2 dak/1 kb)

b-d arasindaki dongiiler 4 kez tekrarlandi.
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2. QCM Reaksiyonu

25 uL E1 reaksiyon iiriinii

25 uL E2 reaksiyon iiriinii

1 uL NEB Q5 High Fidelity DNA Polymerase

a 95°C 3'

b 95°C 45"

c 55°C 1

d 72°C 2'(2 dak/1 kb)

b-d arasindaki dongiiler 18 kez tekrarlanda.

3. 25 pL QCM reaksiyon tiriint, 1 pL. Dpnl ( 20 U/puL) muamele edilerek
1.5 saat boyunca 37 °C’ de bekletildi.

4. Ardindan QCM iriinii kimyasal kompetent E. coli hiicrelerine
transforme edildi.

3.2.9 DNA dizi analizi

Vektorlere klonlanan genlerin dizi analizi Geneart (Regensburg, Almanya)
veya IYTE BIYOMER laboratuarlarinda yapildi. DNA dizi analizi icin Sanger
Yontemi kullanildi (Sanger et al., 1977) ve analizler ABIPRISM® 3700 DNA
Analyzer cihazinda (Applied Biosystems, New York) gerceklestirildi. Dizi analizi
icin gonderilen ornekler 10 pL hacimlerde ve ~300 ng DNA igerecek sekilde
hazirlandi. Vektore spesifik primerler firma tarafindan temin edildi. ABI
formatiyla alman analiz sonuglar1 BioEdit programi yardimiyla degerlendirildi.

3.3 E. coli’ de Rekombinant Protein Uretimi ve Saflastiriimasi

3.3.1 Heterolog protein ekspresyonu ve nikel-selat afinite

kromotografisi ile saflastirilmasi

3.3.1.1 Proteinlerin kiiciik dlcekte ekspresyonu

Proteinlerin kiigiik Olcekteki ekspresyonu icin ilgili antibiyotigi iceren 50
mL LB ortami 250 mL cam erlene alindi. Biiyiime ortamina, ODggo= 0.1 olacak
sekilde tek koloniden olusturulmus taze kiiltiir inokule edildi ve 37 °C, 200
RPM’de inkiibe edildi. ODgpo= 0,4-0,6’ya ulastiginda degisen konsantrasyonlarda
IPTG eklendi. Ekspresyon i¢in inkiibe edilen hiicreler santrifiijlendi (4,000 RPM,
10 dak, +4 °C) ve ardindan hiicre pelleti 10 mL 50 mM KP (pH 7.8) tamponunda
stispanse edildi. Hiicre siispansiyonu buz iizerine alind1 ve sonikasyon (% 40 giic;
2s sonikasyon-2s bekletme toplam 1 dak) uygulandi. Homojenattan alinan 100 pL
ornek santrifiijlendi (10,000 rpm, 10 dak, +4°C). Siipernatant (¢Oziiniir fraksiyon
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= () ayrild1 ve ¢oziinmeyen fraksiyon (pellet = P) ayrildi. Pellet 100 uL 0.1 M

KP (pH 7.5) tamponunda tekrar siispanse edildi. Coziiniir fraksiyon (C) ve

coziinmeyen fraksiyon (P) SDS-PAGE’e uygulandi ve hiicre tarafindan

sentezlenen hedef proteinin hangi fraksiyonda oldugu tespit edildi. IPTG ile

indiiklenen ve indiiklenmeyen hiicrelerin protein ekspresyonlar1 karsilastirildi.
3.3.1.2 Poteinlerin biiyiik olcekte ekspresyonu

Proteinlerin biiylik dlcekte ekspresyonu igin ilgili antibiyotigi iceren 1L LB
ortami 3 L cam erlene alindi. Biiylime ortamima, ODggo= 0,1 olacak sekilde tek
koloniden olusturulmus taze kiiltiir inokule edildi ve 37 °C, 160 RPM’de inkiibe
edildi. Test ekspresyonunda belirlenen konsantrasyonda IPTG, ODggo= 0,4-0,6’ya
ulastiginda ortama eklendi. Protein ekspresyonu ic¢in inkiibasyon sicakliginin
20 °C veya 30°C olarak belirlendigi durumlarda, erlenler IPTG ilavesinden 6nce
yaklagik 30 dakika bekletildi. Ekspresyon i¢in inkiibe edilen hiicreler
santrifiijlendi (4,000 RPM, 10 dak, +4°C) ve ardindan hiicre pelleti her 1 L ortam
icin 35 mL, 50 mM KP (pH 7.8), 500 mM NaCl ve 5 mM imidazol igeren
tamponda stispanse edildi. Hiicre siispansiyonu buz iizerine alind1 ve sonikasyon
(%50 gii¢; 2s sonikasyon-2s bekletme toplam 5 dak) uygulandi. Homojenat
santrifiijlendi (13,000 RPM, 30 dak, +4°C) ve ¢0Oziiniir fraksiyon (C) afinite
kolonuna uygulandu.

3.3.1.3 Metal selat afinite kromotografisi
Metal selat afinite kromatografisi (Porath et al., 1975) HisTrap™ FF crude
kolon (GE Healthcare, kolon hacmi: 5 mL, maksimum basing: 0.3 MPa)

kullanilarak AKTA purifier 10 sistemiyle gerceklestirildi. Bu kolonlarda matriks
olarak Sefaroz 6’ya (fast flow) kovalent bagli iminodiasetik asit (IDA)
kullanilmaktadir. IDA, metal iyonunu (Ni**, Cu**, Co*" or Fe*") selatlar ve bu
sekilde metal iyonu immobilize edilir (Sekil 3.7). Protein molekiillerinin
yiizeyindeki elektronca zengin amino asitler (histidinin imidazol halkasi,
triptofanin indol halkas1 ve sisteinin siilfidril grubu) metal iyonu ile etkilesir ve
proteinler immobilize metal iyonuna olan afinitelerine goére ayrilir. N- veya C-
terminalde (His)s-tag bulunan rekombinant proteinler kolona uygulandiginda
metal iyonu (bu ¢alismada Ni** iyonu) ile etkilesim sonucu kolonda spesifik
olarak tutunurlar. Proteinlerin eliisyonu, imidazol gradienti ile veya dogrudan

belirli konsatrasyonda imidazol igeren tamponla saglanir.
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Sekil 3.7 Metal selat afinite kromotografisi matriksi.

AKTA™ Puyrifier 10 (GE Healthcare, Miinchen) sisteminde su protokol
uygulandi: Akis hiz1 4 mL/dak (5 mL kolon) olarak belirlendi. Kolon, 2 kolon
hacmi tampon A (50 mM KP (pH 7,8), 500 mM NaCl, 10 mM imidazol) ile
dengelendi ve homojenizasyon tamponunda hazirlanmis 30-60 mL protein
¢oOzeltisi uygulandi. Baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmas: amaciyla kolon, 5
kolon hacmi tampon A ile yikandi. 10-500 mM araligindaki imidazol gradienti,
tampon A ve tampon B’nin (50 mM KP (pH 7,8), 500 mM NaCl, 500 mM
imidazol) uygun oranlarda karigtirilmasiyla saglandi ve fraksiyonlar (2 mL)
toplandi. Kolon, 5 kolon hacmi tampon B ile yikandiktan sonra, 5 kolon hacmi
tampon A ile tekrar dengelendi. Kolonun temizlenmesi i¢in 5 hacim H,O ve
ardindan 3 hacim %20 etanol ile yikandi. Kolon oda sicakliginda etanolde
sakland.

Proteinlerin eliisyonu sirasinda sistem tarafindan 260 ve 280 nm’deki
absorbanslar kaydedildi ve kromotogram elde edildi. Elde edilen fraksiyonlar
SDS-PAGE’e uygulandi ve segilen fraksiyonlar gergeklestirilecek 0Olgtimlerin
niteligine bagl olarak 5L, 10/50 veya 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponuna
kars1 gece boyu diyalizlendi. Diyalizatta ¢okelek olusmasi durumunda santrifiij
yapild1 (13,000 RPM, 15 dak, 4 °C).

3.3.1.4 Proteinlerin ultrafiltrasyon ile deristirilmesi

Diyaliz sonrasi, gerekli oldugu durumlarda, proteinlerin deristirilmesi
amactyla Amicon® santrifiij tlipiine (Amicon Ultra 15; molekiiler cut off: 30 kDa)
alinan 6rnekler santrifiijlendi (4,000 rpm, +4°C) Santrifiij siiresi, protein drneginin
hacmine gore belirlendi.

3.3.1.5 Proteinlerin depolanmasi

Saflastirilan ve deristirilen protein g¢ozeltileri sivi azot igine peristaltik
pompa yardimiyla damlatildi ve -80 °C’de depolanda.

3.4 Analitik Yontemler

3.4.1 Protein konsantrasyonunun tayini

Aromatik amino asitler (triptofan, tirozin ve fenilalanin) ve disiilfit kopriileri

250-300 nm araliginda UV 15181 absorblarlar. Bu nedenle proteinin amino asit
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dizisinden molar ekstinksiyon katsayisi (€280) hesaplanabilir (Pace et al., 1995).
Formiil 3.3” te gosterildigi gibi hesaplanan molar ekstinksiyon katsayisi ve
proteinin molekiil kiitlesi kullanilarak  spesifik ekstinksiyon katsayisi
hesaplanabilir (***Asg0) (Formiil 3.4).

€80 = ). Trp 5500+ Y Tyr 1490+ > Cys 125

Formiil 3.3 Molar ekstinksiyon katsayisinin hesaplanmasi (€280 : 280 nm’de molar ekstinksiyon

katsayist (M™cm™).

0’1%A280 = &30/MW

Formiil 3.4 Spesifik ekstinksiyon katsayisinin hesaplanmasi. 01%A280, 280 nm’deki spesifik
ekstinksiyon katsayisi (cm%mg). MW; Proteinin molekiil kiitlesi (g/mol).

Lambert-Beer yasasmna gore, 280 nm’deki ekstinksiyon katsayisindan

yararlanarak protein konsantrasyonu hesaplanabilir (Formiil 3.5).
Aogo = 0'1%A230 .c.d

c= Asgo / O Asg . d)
Formiil 3.5 Ekstinksiyon katsayisindan yararlanarak protein konsantrasyonunun hesaplanmasi.
0% 00: 280 nm’deki spesifik ekstinksiyon katsayisi (cmzlmg), Aggo; 280 nm’de Olgiilen
absorbans, c; konsantrasyon (mg/mL), d;Isik yolu (cm).

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 220-350 nm araliginda
absorbsiyon spektrumu alindi. UV  spektrumunda 310-340 nm aralifinda
absorbansin sifir veya sifira yakin olmasi gerekmektedir. Ciinkii bu durum
proteinin agregatlasmadigini gosterir.

B. stearothermophilus kaynakli neopullulanazin molekiiler agirligi 69,145.1
Da, molar ekstinksiyon katsayisi 136,180 M™cm™ ve spesifik ekstinksiyon
katsayist ise 1.969 cm?/mg olarak hesaplandi.

3.4.2 Sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-

PAGE)

SDS-PAGE (Laemmli, 1970) i¢in kullanilacak jeller Tablo 3.2°de
belirtildigi sekilde hazirlandi. Coklu jel dokme sisteminde 13 jel hazirlanmasi

amaciyla asagidaki jel igerikleri hazirlandi.
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Tablo 3.2 %12.5 SDS-PAGE jel hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

Alt jel (% 12.5) Ust jel (% 6)

Alt jel veya tist jel tamponu 19.5 mL 7.38 mL
%30(w/v)akrilamid/metilen 26.2 mL 5.9 mL

bisakrilamid ¢6zeltisi
(37,5:1 oraninda)

H20 31.58 mL 15.95 mL
Tetrametiletilendiamin 89 uL 29 uL
Amonyum persiilfat (% 10) 195 uL 89 uL

SDS-PAGE’e uygulanacak ornekler 1:1 oraninda 2X SDS-PAGE o6rnek
yiikleme tamponu ile karistirildi ve 95 °C’de 10 dak inkiibe edildi. SDS-PAGE’e
10 pL 6rnek uygulandi ve 50 mA, 300 V altinda yaklasik 30 dak jelde ytiriitiildii.

343 Dogal ve mutant neopullulanaz  enzimlerinin
karakterizasyonu

3.4.3.1 Neopullulanaz varyantlarinin katalitik parametrelerinin

belirlenmesi

Neopullulanaz varyantlariin katalitik parametrelerinin belirlenmesi amaci

ile substrat olarak B-siklodekstrin kullanildi. Enzimin, bu substratin degisen
konsantrasyonlarinda (0.25-20 mM) sahip oldugu aktivite DNS metodu (Miller,
Gail Lorenz, 1959) kullanilarak belirlendi.
3.4.3.2 Dogal ve mutant neopullulanaz varyantimin oksidatif
kararhhigimin belirlenmesi

Neopullulanaz varyantlarinin oksidatif kararliliginin incelenmesi amaci ile
dogal ve mutant enzim, farkli hidrojen peroksit konsantrasyonlar1 (1-50 mM)
iceren tampon ortaminda inkiibe edildi. Inkiibasyon oda sicakhiginda ve 15 dak
siire boyunca gerceklestirildi. Inkiibasyonun ardindan hidrojen peroksitin asiris
katalaz (5U) ilavesi ile ortamdan uzaklastirildi ve enzim aktivitesi DNS metodu
kullanilarak belirlendi. Hidrojen peroksit ile muamele edilmemis enzimin
aktivitesi ayni1 kosullarda belirlendi ve goreceli aktivite degerleri hesaplandi.

3.4.3.3 Dogal ve mutanat neopullulanaz varyantlarimin termal

kararhhigimn belirlenmesi

Dogal neopullulanaz ile ayni kosullarda {iretilen ve metal selat afinite

kromatografisi ile saflastirilan neopullulanaz varyantlar1 60°C ve 70°C’ de farkli
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siireclerde inkiibe edildi. Kalan aktivitenin belirlenmesi amaci ile, substrat olarak
B-siklodektrin kullanildi ve enzimatik aktivite sonucu ag¢iga ¢ikan indirgen seker
DNS metodu ile belirlendi.
3.4.3.4 Dogal ve mutant neopullulanaz varyantlarimin_sirkiiler
dikroizm (CD) ve diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)

olciimleri
Sirkiiler dikroizm spektroskopisi (CD) ve diferansiyel tarama kalorimetresi

(DSC) proteinlerin yapisint belirlemede kullanilan 6nemli araglardir (Kelly,
2005). CD spektroskopisinde, bir molekiile ait farkli yapisal ozelliklerden
kaynaklanan spektral bantlar kolayca saptanabilir. Proteinlerin yapisal
analizlerinde kullanilan CD tekniginin bir avantaji da biitiinleyici yapisal bilginin
belli sayida spektral bolgeden elde edilebiliyor olmasidir. Proteinlerde, ilgilenilen
kromoforlar peptit bagi (240 nm’nin altinda absorbans verir), aromatik amino asit
yan zincirleri (260 ile 320 nm arasinda absorbans verir), ve distilfit baglarini (260
nm civarinda yogunlasan genis bir dalga boyu araliginda zayif absorbans verir)
icerir. CD c¢alismalar1 sonucunda, ilgili proteine ait sekonder yap1 kompozisyonu
(% heliks, katlanma, dongli, vb.), kofaktor baglama bdlgelerinin dogrulugu,
proteindeki konformasyonel degisiklikler ve protein katlanmasi hakkinda bilgi
edinilebilir.

DSC ise, protein ve diger makromolekiillerin molar 1s1 kapasitelerini
sicakligin bir fonksiyonu olarak dlger (Freire, 1995) ve proteinin termodinamik
ozellikleri hakkinda bilgi verir. Proteinin ‘katlanma/agilma’ reaksiyonu, diger tiim
kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi 1s1l etkilerin esliginde gerceklesir. Sabit
basing altinda, proteinin katlanmig yapisinin agilmasiyla ortaya cikan ismin
miktar1 prosesin entalpisini ifade etmektedir. DSC ile sulu ¢ozelti formundaki
proteinin 1s1 kapasitesi, sicakligin fonksiyonu olarak dogrudan oOlgiilebilir. Is1
kapasitesi profilinin altindaki alan katlanmis proteinin agilma siirecinin entalpisini
ifade eder. Maksimum 1s1 kapasitesi profilinin sicakligi ise gecis bolgesinin
sicakligmi anlamayr saglar. Katlanmis ve agilmis yapilarin 1s1 kapasiteleri
arasindaki fark ise entalpi ve entropinin sicakliga olan bagimliligini tanimlar.
Boylece protein kararliliginin sicakliga olan bagimliligi tanimlanmig olur. Tiim bu
parametrelere ek olarak, katlanmis proteinin acilmasiin ne sekilde gerceklestigini
de DSC kullanarak anlamak miimkiindiir. Dolayisiyla DSC ydntemiyle
belirlenebilecek parametreler su sekilde 6zetlenebilir: Bir molekiiliin mutlak kismi
1s1 kapasitesi, sicaklikla indiiklenen gecis haliyle baglantili olan entalpi degisimi
(AH), entropi degisimi (AS) ve 1s1 kapasitesi degisimi (ACp) gibi termodinamik
parametreler ve agilma (boliistiim) fonksiyonu, geg¢is hallerinin popiilasyonu ve bu

gecis hallerinin termodinamik parametreleri. DSC diferansiyel modda ¢aligir. Bu
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da sulu ¢ozelti formunda bulunan proteinin 1s1 kapasitesinin 6l¢limiiniin, tampon
¢ozeltinin 151 kapasitesi dlgiimiine gore gerceklestigi anlamima gelir. Ideal kosullar
altinda, yani 6rnek haznesinin ve referans haznesinin 1s1 kapasitesinin ve hacminin
ayni oldugu durumda, sadece Ornek/tampon taramasi yapmak yeterli olacaktir.
Ancak, deneysel kosullar altinda bu iki hazne birebir identik degildir. Bu yiizden,
ornek taramasini gerceklestirmeden 6nce drnek haznesi i¢cine de tampon ekleyerek
tampon/tampon taramasi yapmak gerekmektedir. Dikkat edilmesi gereken bagka
bir parametre de sicaklik artig hizidir. Dogal proteinin katlanmig yapisinin
sicaklikla agilma profilini dogru bir sekilde anlayabilmek i¢in sicakligin ¢ok hizl
arttirilmamasi gerekir. Aksi takdirde gegis bolgelerinin, sicaklik degisimlerinden
cok hassas bir sekilde etkilendigi durumlarda profilin tanimlanmasi, olusan
gliriiltiilii tarama sonuglar1 nedeniyle miimkiin olmamaktadir.

Calismada, uygun konsantrasyona seyreltilen veya deristirilen protein
cozeltilerinin DSC 6l¢iimleri 35-100°C (veya 110°C) araliginda, CD 6lclimleri ise
25-100°C araliginda yapildi.

3.5 Hesapsal Yontemler

3.5.1 Esnek yiizey kavitelerini doldurma yaklasim ve Rosettay,p

Protein yiizeyinde bulunabilecek oyuklar, neredeyse biitiin proteinlerde
mevcutturlar ve boyut olarak en az 100 amino asitten meydana gelirler. Bu
yapilar, bir proteinin rasyonel dizayninda o proteine ait diisliniilen ilk 6zelliktir
(Hubbard et al., 1994). Deneysel ve teorik olarak gergeklestirilen pek ¢ok ¢aligma
proteinlerdeki oyuklarin termal kararlilik ile olan iligkilerini ortaya g¢ikarmistir
(Akasako et al., 1997; Szilagyi and Zavodszky, 2000; Dubey and Jagannadham,
2008). Proteinin yogun bir sekilde katlanmasi, kararlilik agisindan énemlidir. Bu
yiizden kararliligi arttirmaya yonelik rasyonel stratejilerin pek ¢ogu, ¢ekirdege
yakin bulunan amino asit artiklarinin degistirilerek oyugun doldurulmasi
prensibine dayanir. Ancak yapilan amino asit degisimleri, secilen artiklarin
protein ¢ekirdegine yakin olmasi nedeniyle aktivite kaybma neden olurlar
(Yoshida et al., 2005). Bu noktada, mutasyon gergeklestirmek amaciyla segilen
artigin 1s1l yonden kararsiz olmasi ve enzimin katalitik 6zelliklerinde biiytiik bir
roliiniin olmamasi en 6nemli parametrelerdir. Giiniimiizde, c¢ekirdek artiklarinin
mutasyonlara kars1 ylizey artiklarindan daha hassas oldugu ve dolayisiyla enzim
aktivitesi acisindan daha ¢ok tehlike olusturdugu biiyiik bir ¢ogunluk tarafindan
kabul edilmektedir (Bowie et al., 1990; Matthews, 1993; Cordes and Sauer, 1999;
Guo et al., 2004; Tokuriki et al., 2007). Yiizey artiklarinin, onlar1 gevreleyen
komsu artiklarla etkilesimi g¢ekirdek artiklarina gore daha azdir. Bu yiizden

yiizeyde bulunan oyuklarin rasyonel dizayn ile yeniden tasarlanmasi ¢ekirdege
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yakin oyuklara gore termal kararlilik ve aktivitenin korunmasi agisindan daha
umut vericidir (Joo et al., 2010).

Protein oyuklarinda, kararliligi arttrmaya yonelik mutasyonlart dogru bir
sekilde belirlemek amaciyla kullanilan Rosettayp protokoliinde (Borgo and
Havranek, 2011) ilk olarak proteinin yapisal modelinde bulunan oyuklar bulunur.
Bu oyuklar, gerceklestirilecek amino asit degisimi sonucu oyugun dolmasini
saglayacak potansiyel amino asit artiklarinin belirlenmesi i¢in kullanilir.
Mutasyon potansiyeli olan her bir artik i¢in optimizasyon islemi gerceklestirilir.
Bu optimizasyon isleminde segilen artik digindaki amino asit artiklar: sabit tutulur
fakat artigin kendisinin bu sabit omurga yapist lizerinde serbestge hareket
etmesine izin verilir. Bu durum omurga yapisinin esnekliginin, potansiyel
mutasyonlar iizerinde yapabilecegi girisim etkisini, (hesapsal olarak istenen bir
durumdur) devre dis1 birakir. Ik adimda en yiiksek skoru alan amino asit degisimi
yapiya katilir. Bu yapi, se¢im-optimizasyon ve relaksasyon adimlarindan olugsan
ikinci bir tur i¢in baslangic yapisini olusturur. Yeni oyuklarm bulunamadigi
durumda ise protokol sona erer.

3.5.2 Otomatize edilmis kararhhk tahmin araci ‘Eris’

Hesapsal yontemler ile protein kararliligmin tahmin edilmesi hala asilmas1
oldukca zor bir engeldir ve bu zorluklara sebep olan baslica bir ka¢ nokta vardir.
Yakin zamandaki gelismeler sayesinde, molekiiler dinamik simiilasyonlari
aracilifiyla AAG degerinin dogru bir sekilde hesaplanmast miimkiin hale
gelmistir. Fakat bu hesaplamalar hesapsal olarak biiyiik bedellere sebep olur (yani
hesaplamalarin etkinligi diistiktiir). Biiyiik-6l¢cekli modern AAG tahmin metotlari,
bulugsal algoritmalar ile birlikte etkin kuvvet alanlar1 ve ampirik parametreleri
kullanarak mutasyonlardan kaynaklanan kararlilik degisimlerini belirler. Bir bagka
deyisle, hesaplamalar deneysel verilerle iliskili olarak gerceklestirilir. Bununla
birlikte, bulugsal algoritmalara iliskin dezavantaj yaratan iki durum s6z
konusudur. Bu metotun kullanilabilmesi i¢in deneysel olarak elde edilmis AAG
verilerine ihtiya¢ duyulur. Cilinkii bu deneysel veriler yapilan hesaplamalarda
parametre olarak kullanilmaktadwr. Bu durumda genellikle tipki alanin-tarama
denemelerinde oldugu gibi, biiyiikk artiklarin kiigiik artiklar ile degistirildigi
mutasyonlarin etkisi altinda kalimmis olur. Bu 06zellikteki deneysel verilerin
hesapsal ¢aligmalara uygulanabilirligi iyi degildir. Diger bir dezavantaj, proteinin
omurga yapisinin esnekliginin ve omurga gerginliginin bu metotlarda hesaba
katilmamasidir. Ancak omurga esnekligi, atomik carpigsmalarin analizi i¢in ¢ok
kritiktir. Bu etkenin hesaba katilmamasi dogruluk paymin diismesine sebep olur

ve bulugsal metotlarin uygulama alanini kisitlar.
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Tim bu sorunlar1 ¢ozmek, etkinligi, aktarilabilirligi ve uygulanabilirligi
yiiksek seviyede tutmak igin Eris metotu gelistirilmistir (Yin et al., 2007). Eris
atomik modelleme ile fiziksel kuvvet alanin1 kullanirken, ayn1 zamanda hizli bir
sekilde yan zincir katlanmasmi ve omurga relaksasyon algoritmalarini da kullanir.
Serbest enerji van der Waals baglarinin, ¢dziinmenin, hidrojen baglarmin ve
omurga-bagiml istatiksel enerjilerinin toplami olarak ifade edilir. Bu parametreler
birbirinden bagimsiz olarak calisilir. Ek olarak, hesaplama sirasinda bazi atom
carpigmalar1t veya omurga gerilmelerinin saptanmasi durumunda devreye giren
omurga relaksasyonu Eris’ in sahip oldugu tamamlayici bir basamaktir.

Eris, 5 farkli proteinden elde edilen 595 mutant lizerinde denenmistir. Bu
denemelerin sonucuna gore, tahmin edilen ve deneysel olarak Olgiilen AAG
degerleri arasinda yiiksek tutarlilik bulunmaktadir. Bu denemeler i¢in korelasyon
katsayis1 0.75 (P= 2X10108) olarak belirlenmistir. Elde edilen bu korelasyon
katsayisi, Eris’e alternatif olarak adi gecen cesitli metotlarmm korelasyon
katsayilar1 ile oldukca kiyaslanabilecek bir degerdedir.

Onceki metotlardan farkli olarak Eris, kii¢iik yan gruplari, biiyiik yan
gruplar ile degistiren amino asit degisimlerini de yliksek dogruluk ile tahmin etme
ozelligine sahiptir. Eris’e bu 0Ozelligini, omurga yapisinit etkin bir sekilde
rahatlatabiliyor olmasi ve mutasyonlarin olusturulmasi sonucu gergeklesen
carpigmalar1 ¢oziimleyebiliyor olmasi1 vermektedir. Eris kiigiikten-biiylige
degisimler i¢in yapilan kararlilik hesaplamalarinda diger web-temelli yontemlere
iistiinliik saglamaktadir.

3.5.3 Termal ve oksidatif kararhhg arttirmaya yonelik

mutasyonlarin belirlenmesi

Neopullulanazin termal ve oksidatif kararliliginin iyilestirilmesine yonelik
mutasyon tahminlerinin hesapsal yontemler kullanilarak belirlenmesi, Regensburg
Universitesi, Biyofizik ve Biyofizikokimya calisanlar1 Prof. Dr. Rainer Merkl ve

doktora 6grencisi Jan-Oliver Janda tarafindan gergeklestirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Dogal Neopullulanazin Klonlanmasi, Uretilmesi,

Saflastirilmasi, Oksidatif ve Termal Kararhihginin Incelenmesi

Neopullulanazi kodlayan gen fragmentinin amplifikasyonu, kalip olarak B.
stearothermophilus genomik DNA’s1 kullanilarak PCR ile ger¢eklestirildi. Primer
olarak sirastyla Notl ve Xhol restriksiyon tanima bolgelerini iceren 5’ ve 3’
primerler kullanildi. ik asamada, teorik olarak hesaplanan optimum primer
baglanma sicakligini kesinlestirmek icin 55-70°C arasinda gradient PCR yapild1.
Gradient PCR kosullar1 su sekilde uygulandi: 1. 95°C, 3 dak; 2. 95°C, 30 s; 3. 55-
70°C, 30 s; 4. 72°C, 45 s; 5. 72°C 10 dak. 2.-4. basamaklar 30 kez tekrarlandi.
Neopullulanaz geninin amplifikasyonu i¢in optimum primer baglanma sicakligi
60.5°C olarak belirlendi.

Bacillus stearothermophilus genomik DNA
5°C 4
[} 2000bp
-

Sekil 4.1 Gradient PCR sonucu elde edilen DNA bantlarinin ve B. stearothermophilus genomik
DNA’sinin agaroz jel goriintiisii.

Elde edilen gen fragmenti ve pET 21a(+) vektori, Notl ve Xhol restriksiyon
enzimleriyle kesildi. Ardindan vektor ve fragment arasinda ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Ligasyon karisimimnin E. coli Turbo hiicrelerine transformasyonu
gergeklestirildi. 37°C’de gece boyu inkiibasyonun ardindan petride belirlenen
koloniler i¢in koloni PCR uygulandi. pET21a(+)/npl vektoriinii tasiyan ve koloni
PCR ile tespit edilen E. coli Turbo hiicrelerinden plazmit DNA izole edildi.
Klonlanan gen fragmenti i¢in DNA dizi analizi gergeklestirildi. pET21a(+)/npl
vektoriiniin  ekspresyon susu olan E. coli CodonPlus BL21 (DE3) RIPL
hiicrelerine transformasyonu gerceklestirildi. Biiyiik dlcekte iiretim, 2 L LB besi
yerine inokiile edilen hiicreler ile 30°C° de gece boyu yapildi. Protein
ekspresyonunu indiiklemek i¢in 0.5 mM IPTG kullanildi. Metal-selat afinite
kromatografisinde elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE’e uygulandi. Saflastirilan
enzim, imidazolii ve sodyum kloriirii ortamdan uzaklastirmak amaciyla, 0.1 M
Tris-HCI (pH 8.0) tamponuna kars1 +4°C’de gece boyu diyalizlendi.
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Sekil 4.2 Dogal neopullulanazin metal selat afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi sonucu elde
edilen fraksiyonlarm SDS-PAGE goriintiisii (Molekiiler agirlik standarti M ile gdsterilmistir).
Saflagtirilan neopullulanazin 220-340 nm araliindaki UV absorbsiyon

spektrumu Sekil 4.3’te verilmistir.

0,03

0,02

Abs

0,01

0,00 i : ; :
260 280 300 320

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.3 Neopullulanazin UV absorpsiyon spektrumu.

Nikel-selat afinite kromatografisi ile saflastirilan neopullulanazin hidrojen
peroksit varhiginda gosterdigi kararhilik, enzimin farkli konsantrasyonlarda
hidrojen peroksit ile muamele edilmesi yoluyla test edildi. Farkli hidrojen peroksit
konsantrasyonlarma bagli olarak enzim aktivitesindeki degisim Sekil 4.4’ te

verilmistir.
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda H,O, ile muamele edilen dogal neopullulanazin géreceli
aktivitesindeki degisim.

Sekil 4.4’ te belirtildigi gibi, hidrojen peroksit konsantrasyonundaki artis ile
birlikte enzimin aktivitesinde diisiis goriildii. Enzim aktivitesinin, 50 mM H,0;
varliginda %66 oraninda diistiigli goriildii. Projenin amaclarindan biri, dogal
enzimdeki metiyonin artiklarmin mutasyonu yoluyla oksidatif kararliligi
arttrmaktir. Projeye kaynak olusturan c¢aligmalardan birinde metiyonin
artiklarinin farkli amino asitlere degistirilmesinin proteinin oksidatif kararliligini
arttirdig1 gosterilmistir (Weng et al., 2009; Khemakhem et al., 2009). Literatiirde
dogal neopullulanazin oksidatif kararliligma iligskin bir veri bulunmamaktadir.

Termal kararliligma iliskin deney sonucuna gore, 70°C’de bekletilen
enzimin, 2. saatin sonunda aktivitesini %17 oraninda kaybettigi belirlendi.
Literatiirde, enzimin 60°C iizerindeki sicakliklarda aktivitesini kaybettigi
gosterilmistir (Kuriki et al., 1988).

4.2 Dogal Neopullulanazin Katalitik Parametrelerinin incelenmesi

Neopullulanazin  0.25-20 mM a-siklodekstrin  veya [-siklodekstrin
varligindaki aktivitesi Ol¢tildii. Aktivite degerleri (U) Sigma Plot (SPSS Inc.)
yazilimimin hiperbolik fonksiyonu kullanilarak grafige gegirildi ve Km, Vmax
degerleri hesaplandi. a-siklodekstrin i¢cin Vpax 15.8 U, Ky 144 mM,
B-siklodekstrin i¢in Vmay; 0.46 U, ve Ky 3.76 mM olarak hesaplandi. Elde edilen
grafikler Sekil 4.5 ve 4.6’da verilmistir:
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Sekil 4.5 Dogal neopullulanaza iliskin a-siklodekstrin icin elde edilen Michaelis-Menten egrisi.

Aktivite (U)
S

0 é 1I0 ll5 ZIO 25
Konsntrasyon (mM)

Sekil 4.6 Dogal neopullulanaza iliskin p — siklodekstrin i¢in elde edilen Michaelis-Menten egrisi.
4.3 Mutant Neopullulanaz Gen Fragmentlerinin Olusturulmasi,
Varyantlarin Klonlanmasi, Uretilmesi ve Saflastiriimasi
Neopullulanazin termal ve oksidatif kararliligini arttirmaya yonelik

mutasyonlar hesapsal yontemler kullanilarak belirlendi. Termal kararlilig:

arttrmaya yonelik olarak Asp46Glu, Val239Leu, Val374Ile, Val404Leu,

Ser407Thr, Asn413GIn, Ala416lle, Asn413GIn+Ala416lle, Val533Leu ve

Ala566Leu mutasyonlar1 gergeklestirildi. Oksidatif kararlilig1 arttrmaya yonelik

ise Met475Ala mutasyonu belirlendi.
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Termal kararliligi arttirmaya yonelik tahmin edilen mutasyonlarin protein
yapist lizerindeki gosterimi Sekil 4.7 de ve oksidatif kararlili1 arttirmaya yonelik

mutasyon ise Sekil 4.8’ de gosterilmistir: Ala566

Sekil 4.7 Termal kararlihigi arttirmaya yonelik rasyonel dizayn yoluyla belirlenen amino asit
artiklarmin neopullulanaza ait A-protomerinin ii¢ boyutlu yapisi iizerinde gdsterimi. Pullulanin

substrat olarak kullanilmasiyla aciga ¢ikan panoz, katalitik merkez {izerinde gosterilmistir.
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Sekil 4.8 Oksidatif kararlilhig: arttirmaya yonelik rasyonel dizayn yoluyla belirlenen amino asit
degisiminin ii¢ boyutlu yap1 ilizerinde gosterimi. Pullulanin substrat olarak kullanilmasiyla agiga
cikan panoz, katalitik merkez lizerinde gosterilmistir.

B. stearothermophilus’a ait neopullulanazin katalitik merkezinde Asp328,
Glu357 ve Asp424 amino asit artiklar1 bulunmaktadir. Neopullulanazin ait oldugu
ao-amilaz smifi enzimler ile yiiksek korunmusluk gosteren artiklar1 Asp242,
Val244, Asn246, His247, Gly324, Arg326, Asp328, Glu357, His423 ve Asp424’
tiir. Termal ve oksidatif kararlilig1 arttirmaya yonelik olarak belirlenen amino asit
degisimlerinin hicbiri katalitik bolgede bulunmamaktadir ve korunmus artiklar
arasinda degildir. Bu durum, elde edilecek varyantin katalitik aktivitesinin
korunmasi agisindan onemlidir. Sekil 4.9’ da neopullulanazin icerdigi sekonder

yapilar ve amino asit artiklarinin korunmusluk dereceleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.9 Neopullulanazin igerdigi sekonder yapilar ve amino asit artiklarmm korunmusluk
dereceleri (Korunmusluk derecesi en disiikten en yiiksege dogru sirayla; mavi, eflatun, agik mavi,

turkuaz, yesil, sar1, turuncu, pembe, kirmizi seklindedir).
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Degistirilmesi planlanan amino asitlerin bulundugu domainler Tablo 4.1’ de
Ozetlenmistir:
Tablo 4.1 Termal ve oksidatif kararliligi arttirmaya yonelik belirlenen amino asit artiklarinin

bulunduklar1 domainler.

Amino asit artigi Bulundugu domain
Asp46 N (12 adet anti-paralel B-tabakasi)
Val239 A ((B/o)s- fig1 yapisi)
Val374 A ((B/o)s- fig1 yapisi)
Val404 A ((B/o)s- fig1 yapisi)
Ser407 A ((B/o)s- fig1 yapisi)
Asn413 A ((B/a)s- fig1 yapisy)
Ala416 A ((B/o)s- fic1 yapist)
Met475 A ((B/a)s- fig1 yapisy)
Val533 C (8 adet anti-paralel B-tabakasi )
Ala566 C (8 adet anti-paralel B-tabakasi )

Termal ve oksidatif kararliligi arttrmaya yonelik belirlenen amino asit
degisimleri  bolge-yonlendirilmis  mutajenez ~ yontemleri  kullanilarak
gergeklestirildi. Amino asit degisimlerine spesifik olarak tasarlanan primerlere ve
dogal genin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlere ayni restriksiyon tanima
bolgeleri eklendi. Mutant fragmentler PCR ile elde edildikten sonra klonlama
islemi, dogal genin klonlama islemine benzer sekilde gerceklestirildi.

Enzim varyantlari, metal-selat afinite kromatografisi kullanilarak yliksek
saflikta elde edildi. Asagida bazi varyantlara ait SDS-PAGE jel goriintiileri

verilmistir.
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Sekil 4.10 Val239Leu varyantinin metal-selat afinite kromatografisi ile saflastirilmasi sonucu elde
edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE goriintiisii.
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Sekil 4.11 Val374lle varyantinin metal-selat afinite kromatografisi ile saflastirilmasi sonucu elde
edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE goriintiisii.

116.0 kDa

66.0 kDa
45.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa
18.4 kDa

14.4 kDa

Sekil 4.12 Ala566Leu varyantinin metal-gelat afinite kromatografisi ile saflastirilmasi sonucu elde
edilen fraksiyonlarin SDS-PAGE goriintiisii.

Saflastirilan varyantlarin protein konsantrasyonlari, 280 nm’de verdikleri
absorbans ve molar ekstinksiyon katsayilar1 kullanilarak belirlendi. Derigtirme
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gerektigi durumlarda, Amicon ultrafiltrasyon santrifij tiipleri (Millipore,

Eschborn) kullanildi. Tablo 4.2” de protein konsantrasyonlar1 verilmistir:
Tablo 4.2 Metal-selat afinite kromatografisi ile saflastirilan varyantlarin protein konsatrasyonlari.
Konsantrasyon degerleri altinda verilen deristirme veya seyreltme oranlari, DSC ve CD o6l¢timleri

icin gegerlidir. Deristirme veya seyreltme orani verilmeyen varyantlarim DSC ve CD o6l¢limleri

dogrudan diyalizlenmis protein ¢ozeltisi ile gergeklestirildi.

Varyant Konsantrasyon | Konsantrasyon CD DSC

(uM) (mg/mL) | Olgiimii Olciimii

Dogal 7.02 0.48 + +

Asp46Glu 1.96 0.14 + alinmadi
7 kat deristirildi 7 kat deristirildi

Val239Leu 0.87 0.06 + +
20 kat deristirildi 20 kat deristirildi

Val374lle 0.75 0.05 + +
20 kat deristirildi 20 kat deristirildi

Val404Leu 0.58 0.04 + +
20 kat deristirildi 20 kat deristirildi

SerdQ7Thr 3.35 0.23 + +

Asn413GIn 0.16 0.01 + almmadi
20 kat deristirildi 20 kat deristirildi

Ala416lle 6.4 0.44 + +

Asn413GIn+ 5.12 0.36 + +

Alad16lle

Val533Leu 11.5 0.80 + +
2 kat seyreltildi 2 kat seyreltildi

Ala566Leu 8.52 0.56 + +
2 kat seyreltildi 2 kat seyreltildi

Met475Ala 5.0 0.35 almmadi almmadi

4.4 Dogal ve Mutant Neopullulanaz Varyantlarimin CD Olgiim

Sonuglari

Dogal neopullulanaz ve mutant varyantlar i¢in alinan CD 6l¢limlerinde, elde

edilen spektrumun dogru bir sekilde degerlendirilmesi agisindan, protein
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konsantrasyonunun 0.2-1 mg/mL arasinda olmasma ve 208 ile 260 nm dalga

boylar1 arasinda okunan volt degerinin 800’ iin lizerine ¢ikmamasina dikkat edildi.

DSC olgtimlerinin gerekliligine, termal uygulama O6ncesinde ve sonrasinda

alinan CD spektrumlar1 degerlendirilerek karar verildi.
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Sekil 4.13 Dogal neopullulanazin termal uygulama &ncesinde alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.14 Dogal neopullulanazin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.13” te, tampon iginde ¢ozelti halinde bulunan ve sicaklig1 25°C’ de
dengelenmis dogal enzimin 190-260 nm dalga boylarindaki spektral O6l¢iim
sonuglar1 verilmistir. Ug ayr1 diagramdan olusan sonugtaki ilk diyagram,
¢ozeltinin 190-260 nm dalga boylarindaki eliptisitesini ifade etmektedir ve birimi
milidegree’ dir. Ol¢iimii gergeklestirilen proteinin sekonder yapis1 hakkinda bilgi
edinebilmek icin oOzellikle 200-220 nm arasinda goriilen eliptisite pikinin
incelenmesi biiyiik dnem tagimaktadir. ikinci diagramda ise ¢dzeltinin dinot voltaj
degisimi ifade edilmistir. 200-220 nm dalga boylarinda ¢ozeltinin okunan dinot
voltajinin 800’den fazla olmamasi1 gerekir. 800 degerinde fazla dinot voltaj
degerleri alinacak piklerin kalitesini diislirebilir ve sonuclarin yiiksek oranda
giirliltii igermesine neden olabilir. Bu yiizden yiliksek dinot voltajinin goriilmesi
halinde protein ¢ozeltisinin seyreltilmesi gerekir. Cok diisiikk dinot voltaj degerleri
de saglikli sonu¢ vermeyeceginden bu kez de 6rnegi konsantre etmek gerekebilir.
Uciincii ve son diyagram ise farkli dalga boylarindaki absorbans degerlerini
vermektedir.

Dogal neopullulanaz i¢in Sekil 4.14° te verilen sonuglar ise, ayni enzim
cozeltisinin dakikada 1°C hizla 110°C’ ye kadar 1sitilmasinin ardindan 110°C” de

elde edilen spektral 6l¢iim sonuclarmi gostermektedir.

h/
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Sekil 4.15 Asn413GIn+Ala416lle varyantinin termal uygulama 6ncesinde alman CD spektrumu.
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Sekil 4.16 Asn413GIn+Ala416lle varyantinin termal uygulama sonrasinda alman CD spektrumu.
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Sekil 4.17 Ser407Thr varyantiin termal uygulama oncesinde alian CD spektrumu.
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Sekil 4.18 Ser407Thr varyantmin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.19 Val533Leu varyantinin termal uygulama oéncesinde alinan CD spektrumu
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Sekil 4.20 Val533Leu varyantin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu
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Sekil 4.21 Ala566Leu varyantinin termal uygulama 6ncesinde alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.22 Ala566Leu varyantinin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.23 Asp46Glu varyantinin termal uygulama 6ncesinde alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.24 Asp46Glu varyantinin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.25 Asn413GIn varyantinin termal uygulama 6ncesinde alman CD spektrumu.
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Sekil 4.26 Asn413GIn varyantinin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu.
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Sekil 4.27 Ala416lle varyantinin termal uygulama 6ncesinde alman CD spektrumu.

260



52

40F

CD{mdeg] 20

-20

1100
1000

800

HT[V]
600

400
300

L | L |
190 200 220 20 260
Wavelength [nm]

Sekil 4.28 Ala416lle varyantinin termal uygulama sonrasinda alinan CD spektrumu.

4.5 Dogal Neopullulanazin ve Mutant Varyantlarin DSC Olciim

Sonuglari

DSC o6lgiimlerinden elde edilen grafikler Sekil 4.29-4.36’da verilmistir.
Grafiklerde kirmizi daire ile isaretlenen bolgede varyantlarin denatiirasyona bagli
olarak gerceklesen agregasyon pikleri goriilmektedir. Bu pik, dogal neopullulanaz
icin yaklagik 80 °C’de gbzlenirken, termal kararliligin artis1 nedeni ile bazi1 mutant

varyantlarda 90 °C’de veya 100 °C’nin iizerinde gézlemlendi.

Raw A=t
naw Azl

20 30 40 50 &0 0 _:I-(‘J 20 100
Temperature (C7)

Sekil 4.29 Dogal neopullulanaza iliskin DSC 6l¢timii.
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Sekil 4.32 Asn413GIn+Ala416lle varyantina iliskin DSC 6lgtimii.
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Sekil 4.35 Val374lle varyantima iligkin DSC ol¢timii.
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Sekil 4.36 Val533Leu varyantina iliskin DSC 6l¢tiimii.

Elde edilen DSC grafiklerinde, elde edilen keskin pik proteinin erime
noktast (Tm) hakkinda bilgi vermektedir. Erime noktasinin kesin bir sekilde
hesaplanabilmesi i¢in burada elde edilen grafikler yardimiyla, denge sabiti, serbest
enerji degisimi ve 1s1 kapasitesi de§isimi gibi termodinamik degiskenlerin
belirlenmesi gerekmektedir.

Ancak elde edilen ilk sonuglar olan bu grafikler yardimiyla, test edilen
varyantlarm T, degerlerinin, dogal neopullulanazin T degerinin oldukg¢a
iizerinde oldugu goriilmektedir. Dogal enzimin Ty, degeri yaklasik olarak 80°C
civarindadir. Varyantlarin Ty, degerleri ise 95 °C’ nin iizerindedir. Bu sonug,
gerceklestirilen amino asit degisimlerinin proteinin tersiyer yapi1 kararliligi
iizerinde olumlu etki yaptigimi gostermektedir.

4.6 Dogal Neopullulanaz ve Termal Kararhhg: Gelistirilmis

Varyantlarin Katalitik Aktiviteye Dayah Kararhhik Sonuclar
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Sekil 4.37 Dogal ve mutant enzimlerin 60°C’ deki termal kararliliklarmin karsilastiriimasi.
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Sekil 4.38 Dogal neopullulanaz ve Ala416lle, Val533Leu varyantlarmm 70°C’ deki termal

kararliliklarinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.39 Ala416lle ve Val533Leu varyantlarinin termal kararliliklarinin 60°C’de zamana bagh

olarak karsilastirilmasi.
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Sekil 4.40 Ala416Ile ve Val533Leu varyantlarmm termal kararliliklarinin 70°C’de zamana bagl
olarak karsilastiriimasi.

Katalitik aktiviteye dayali termal kararlilik 6l¢timleri gerceklestirildiginde
Ala416lle ve Val533Leu varyantlarmin 60°C’ deki termal kararliliklarinin dogal
enzime kiyasla, swrasiyla, 20 kat ve 8 kat arttig1 belirlendi. DSC dlgiimleri
sonucunda, incelenen tiim varyantlarda dogal enzime kiyasla olumlu bir fark
belirlendi. Bununla birlikte, termal kararlilik OSl¢iimleri yapildiginda sadece
Ala416lle ve Val533Leu varyantlarnin daha iyi sonuglar verdigi goriildii. Bu
durum, DSC’nin konformasyonel kararliligi gostermesi ile agiklanabilir. Elde
edilen sonuglara gore, gerceklestirilen amino asit degisimlerinin tamaminin
konformasyonel kararlilik iizerinde olumlu etkisinin oldugu ancak, bu amino asit
degisimlerinde sadece Val533Leu ve Ala416lle’ nin hem konformasyonel hem de
katalitik aktivite lizerinde olumlu etkilerinin oldugu anlasild1.

Termal kararlihigin iyilestirildigi bu iki varyant i¢in de yiizey kavitelerinde
bulunan amino asit artiklar1 olan valin ve alanin kendileri gibi hidrofobik
karakterde olan fakat daha biiylikk yan gruplara sahip l6sin ve izoldsin ile
degistirildi. Benzer bir ¢alismada, kaviteler i¢indeki amino asit artiklarinin lokal
esnekligi olumsuz etkilemeyecek sekilde daha biiyiik yan gruplara sahip amino

asitler ile degistirilmesi sonucu GroEL minisaperonlarmin kararliliginin



arttirildigt

gosterilmistir
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al.,2000).

Sekil 4.41 Val533 ve Ala416 artiklarinin neopullulanaza ait A-protomerinin {i¢ boyutlu yapisi

iizerinde gosterimi. Pullulanin substrat olarak kullanilmasiyla agiga c¢ikan panoz, katalitik merkez

iizerinde gosterilmistir.

4.7 Dogal Neopullulanazin ve Termal Kararhhg: Arttirilms

Varyantlarin Katalitik Parametreleri

Gergeklestirilen amino asit degisikliklerinin katalitik parametrelere etkisinin

incelenmesi amaci ile, termal kararlilik dlciim sonuclarma gore kararhliklarinin
artt1g1 belirlenen Val533Leu ve Ala416lle varyantlar: se¢ildi. Tablo 4.3’te dogal
enzim ve bu iki varyanta iliskin Michaelis sabiti (Ky), turnover sayist (kga) Ve
katalitik etkinlik kya/ Kv degerleri verilmistir.

Tablo 4.3 Substrat olarak B-siklodekstrin kullanilarak belirlenen katalitik parametreler.

Km (M) Vinax (U) Kiat (51 | Kiadd Km (S™M™)
Dogal enzim | 3.76x10° 0.46 118 3.1x10*
Val533Leu 3.65 x10° 0.54 138 3.8 x10*
Ala416lle 1.21 x10°® 0.23 59 4.9 x10*
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Val533Leu degisiminin neopullulanazin termal kararliligimni arttirdigi, ancak
katalitik parametrelerinde bir degisime neden olmadigi belirlendi. Bu sonug,
katalitik parametrelerde negatif bir degisime neden olmadan termal kararliliginin
arttirilabilecegini gostermektedir.

Ala416lle varyantinin Ky degeri ise dogal enzimin Ky degerinden yaklasik
olarak 3 kat daha diisliktiir. Bu durum varyantin substrata olan ilgisinin arttigini
gostermektedir. Gergeklestirilen amino asit degisimi incelendigi zaman, izolosin
artigmim alanin artigimdan hacimce daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Kavitede
meydana gelen degisimin etkisiyle yakin ¢evredeki diger amino asit artiklar1 ve
hatta enzimin omurga konformasyonu pertiirbasyona ugradigi ve bunun
sonucunda substrat baglama bdlgesinin ve katalitik bdlgenin etkilenmis
olabilecegi ileri siiriilebilir. Neopullulanaz enzimi ile gergeklestirilen mithendislik
caligmalari, substrat baglama bolgesinde meydana gelen genislemenin o-1,6
dallanmis oligo- ve polisakkaritlere karsi ilgiyi arttirdigini gostermistir (Kuriki et
al., 1996). Bir baska ¢alismada, su molekiiliiniin giris yolu tizerinde bulunan
amino asit artiklarinin daha hidrofobik karakterde artiklar ile degistirilmesi
sonucunda Saccharomycopsis kaynakli a-amilazin transglikolizasyon aktivitesi
arttirilmistir (Matsui et al., 1991).

4.8 Met475Ala Varyantimn Oksidatif Kararhhg:

Eris programi kullanilarak belirlenen Met475Ala amino asit degisikligini

iceren varyantin aktivite sonuclarma iliskin grafik Sekil 4.42°de verilmistir.
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Sekil 4.42 Met475Ala varyantinin farkli konsantrasyonlardaki H,O, ile muamelesi sonucu kalan
aktivitesi.

Sekil 4.42°de belirtildigi gibi, hidrojen peroksit konsantrasyonundaki artis
ile birlikte varyantmn aktivitesinde diisiis ger¢eklesmistir. Enzim, 50 mM H0; ile
muamele sonucunda %33 oraninda aktivite kaybetmistir. Dogal neopullulanaz ise

ayn1 H2O; konsantrasyonunda aktivitesinin %66’ sin1 kaybetmektedir (Sekil 4.4).
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Metiyonin, yan zincirinde bulunan siilfiir nedeniyle hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerine kars1 oldukca hassastir. Oksidasyona ugrayan siilfuir, siilfoksit
veya siilfon formunu olusturur. Oksidasyon riskinin yiiksek oldugu ortamlarda
protein yapilarinda, metiyonin siilfoksit formuna siklikla rastlanmaktadir.
Metiyonin siilfoksit, metiyoninden oldukca farkli karakterde bir organik bilesiktir.
Metiyonin en hidrofobik karaktere sahip aminoasitlerden bir tanesidir. Buna
karsin, metiyonin siilfoksit tasidigi oksijen nedeniyle polar karaktere sahiptir.
Ayrica metiyonin siilfoksit yan zinciri daha hacimlidir. Dolayisiyla oksidasyona
ugrayan metiyonin artigi, hem kendi yakin ¢evresinin hem de bulundugu proteinin
tamaminin konformasyonunu ve karakteristigini ciddi sekilde degistirebilir ve
sonug olarak protein biyolojik aktivitesini yitirebilir.

Yapilan bir ¢alismada (Mulinacci et al., 2011) rekombinant insan biiyiime
hormonunun (r-hGH) yapisinda bulunan Metl4 ve Metl25 artiklarinin
oksidasyona iriinlerinin protein yapisi lizerine etkileri incelenmistir. Bahsedilen
artiklar oksidasyona ugrayip metiyonin siilfoksit formuna doniistiigiinde, protein
konformasyonu degismemistir. Ancak 220 nm’ de proteine ait sirkiiler dikroizm
sinyali incelendiginde, yapiya eklenen polar oksijen atomunun protein lizerinde
termal destabilizasyona neden oldugu ve katlanmanin olumsuz yonde etkilendigi
goriilmiistlir. Sonug olarak metiyonin oksidasyonunun proteinleri ¢esitli sekillerde
olumsuz etkiledigi ¢ok net bir sekilde sdylenebilir.

Projenin amagclarinda 6ngorildigi gibi, gergeklestirilen metiyonin/alanin
degisiminin hidrojen peroksitin neden oldugu oksidasyonu engelledigi ve bu
nedenle enzimin oksidatif kararliliginin gelistirildigi goriilmektedir. Literatiirde de
benzer yaklasim kullanilarak D-amino asit oksidaz enziminin yapisinidaki kritik
metiyonin artiklar1 16sine degistirilmis ve enzimin oksidatif kararlilig:
iyilestirilmistir (Ju et al., 2000).
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5. GENEL DEGERLENDIRME

Proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarmin rasyonel dizayn yoluyla degistirilmesi
veya yeniden tasarlanmasi, protein kimyasiyla ilgili gesitli teorileri sinamak
(Helinga, 1997), biyolojik yonden aktivitesi iyilestirilmis enzim varyantlari
gelistirmek (Helinga et al., 2004) ve dogal olarak gergeklesmeyen reaksiyonlarin
biyokatalizinde islev sahibi olabilecek biyokatalizorleri gelistirmek (Rothlisberger
et al., 2008) i¢in siklikla bagvurulan giiglii bir ara¢ haline gelmistir.

Rasyonel dizayn yaklasimini uygulayabilmek i¢in, enzimin yapismin ve
dizisinin bilinmesi ve yap1 ve fonksiyon arasindaki iliskinin aydinlatilmis olmasi
gerekmektedir. Dolayisiyla rasyonel dizayn yaklasimi bilgi temelli bir
yaklagimdir. Giinlimiizde NMR spektroskopisi ve X-1sm1 difraksiyonu ile yapi
aydinlatma ¢aligmalar1 olduk¢a hiz kazanmistir ve bu sayede yapisi aydinlatilarak
veri tabanlarina kaydedilmis c¢ok sayida protein bulunmaktadir. Ayrica
giiniimiizde proteinin ait oldugu sinifta bulunan ve yapisi bilinen diger proteinler
iizerinden gidilerek molekiiler modelleme yoluyla, yapisi bilinmeyen bir proteinin
de se¢imliligini, aktivitesini ve kararliligini arttrmak miimkiin hale gelmistir.

Bu ¢alismada, ti¢ boyutlu yapisi aydmnlatilmis olan B. stearothermophilus
kaynakli neopullulanazin termal ve oksidatif kararliligi rasyonel dizayn
kullanilarak arttirildi. Calismada ilk olarak, daha oOnceden tanimlanmis ve
karakterize edilmis (Kuriki et al., 1988) dogal neopullulanaz klonlandi. Heterolog
ekspresyon ile iiretilen ve metal-selat afinite kromatografisi ile saflastirilan dogal
enzimin termal kararliligi, oksidatif kararliligi ve cesitli katalitik parametreleri
belirlendi.

Neopullulanazin termal kararliligini arttrmak amaciyla ‘esnek yiizey
kavitelerini doldurma’ yaklasimindan yararlanildi. Bu yaklasim Rosettayp
uygulamasi araciligiyla kullanildi ve termal kararhilik artisin1 saglayabilecek
amino asit degisimleri Asp46Glu, Val239Leu, Val374lle, Val404Leu, Ser407Thr,
Asn413GIn, Ala416lle, Asn413GIn+Ala416lle, Val533Leu ve Ala566Leu olarak
tahmin edildi. Yo6nlendirilmis mutajenez kullanilarak, neopullulanazi kodlayan
gen fragmenti lizerinde dngoriilen nokta mutasyonlar1 gerceklestirildi. Elde edilen
varyantlarin sirkiiler dikroizm ve diferansiyel tarama kalorimetrisi Olgtimleri
alindi. Bu Ol¢limler sonucunda belirlenen bazi varyantlarin katalitik aktiviteye
dayali termal kararhilik Olctimleri gergeklestirildi. Termal kararlilik agisindan
olumlu sonug veren varyantlarin katalitik parametreleri incelendi.

Oksidatif kararliligi arttrmaya yonelik olarak ise Eris yazilimindan
yararlanildi. Neopullulanazin yapisinda bulunan tiim metiyonin artiklari

(baslangi¢ kodonu hari¢) bu yazilim kullanilarak alanin degisimi i¢in test edildi.
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Met475Ala degisimi, serbest enerji degisimi agisindan en olumlu sonucu verdi.
Heterolog ekspresyon ile iiretilip saflagtirilan Met475Ala varyantinin oksidatif
kararliligi  incelendi. Dogal neopullulanazin  oksidatif kararliligi ile
karsgilastirildiginda, Met475Ala  varyantinin  oksidatif kararhiliginda artis
gerceklestigi belirlendi.

Literatiirde neopullulanazin katalitik 6zellikleri karakterize edilmis olmasina
ragmen, enzimin endistriyel uygulamalarmi gelistirmeye yonelik protein
miihendisligi ¢aligmasi bulunmamaktadir. Bu nedenle, elde edilen sonuglarin

neopullulanazin endiistriyel uygulamalarina katki yapacagi ongoriilmektedir.
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