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OZET

Bacillus sp. KAYNAKLI PULLULANAZ ENZIMINI KODLAYAN GENIN
KLONLANMASI VE EKSPRESYONU UZERINE CALISMALAR

FIDAN ERDEN

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Bar¢in KARAKAS
Aralik 2012, 83 Sayfa

Bu ¢calismada Bacillus sp. kaynakh pullulanaz geninin izole edilmesi ve Pichia
pastoris’te pullulanaz enziminin rekombinant {iretimi {izerine ¢aligilmistir. Gen kaynagi
olarak, daha 6nce tamamlanmis bir ¢alisma ile siinmis ekmekten izole edilmis olan
Bacillus suslar1 taranmustir. Pullulanaz geni, molekiiler biyoloji yontemleri kullanilarak
B. subtilis BK07 izolatinda bulunmustur ve izole edilmistir. Elde edilen genin C-ucuna
PZR yolu ile ¢oklu histidin etiketi eklenmistir. Histidin etiketli gen, pPICZaA
vektoriine baglanmis ve P. pastoris KM71H susuna aktarilmistir. Ardindan metanol
indiiksiyonlu protein iiretimi gerceklestirilmistir. Caligmada B. subtilis PY22 susu
pozitif kontrol olarak kullanilmis ve analizler bu sus i¢in de es zamanlh olarak

gerceklestirilmistir.

P. pastoris’te iiretilen BK07 ve PY22 pullulanaz enzimlerinin optimum ¢alistigi
kosullar, swras1 ile pH8-40°C ve pH6-40° olarak saptanmistwr. BKO7 pullulanaz
aktivitesi 8,46 U/ml, PY22 pullulanaz aktivitesi 2,95 U/ml olarak tespit edilmistir.
Spesifik enzim aktiviteleri ise sirasiile 144 U/mg ve 51 U/mg olarak saptanmugtr. SDS-
PAGE ve Western blot analizleri BKO7 pullulanazinin molekiiler agirhgmm yaklasik 81
kDa, PY22 pullulanazinmn ise yaklagik 90 kDa oldugunu gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pullulanaz, Pichia pastoris, Bacillus sp., Rekombinant

protein {iretimi
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ABSTRACT

STUDIES ON CLONING AND EXPRESSION OF THE GENE ENCODING
PULLULANASE FROM Bacillus sp.

FIDAN ERDEN

M.Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof Dr. Bar¢in KARAKAS
December 2012, 83 Pages

This study focuses on isolation of the pullulanase gene from Bacillus sp. and
recombinant production of the enzyme in Pichia pastoris. Bacillus strains isolated from
ropey bread in a previous study were screened as sources of the gene and B. subtilis
BKO7 was used as the gene source. Pullulanase gene which was amplified with PCR to
include a polyhistidine tag was transformed into P. pastoris KM71H yeast using the
pPICZaA vector and the enzyme production was achieved by methanol induced

expression. Inall steps, B. subtilis PY22 was used as positive control of the analysis.

Optimum pH and temperature conditions for BK07 and PY22 pullulanase were
investigated. Optimum pH and temperature was found as pH8-40°C and pH6-40°C,
respectively. BKO7 pullulanase activity was determined as 8.46 U/ml in supernatant and
specific activity of the enzyme was calculated as 144 U/mg. PY22 pullulanase activity
was determined as 2.95 U/ml in supernatant and specific activity of the enzyme was
calculated as 51 U/mg. SDS-PAGE and Western blot analysis showed that the
molecular weight of the recombinant enzyme BKO7 pullulanase and PY22 pullulanase

were determined to be about 81 kDa and 90 kDa, respectively.

KEYWORDS: Pullulanase, Pichia pastoris, Bacillus sp., Recombinant protein

production
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ONSOZ

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler son yirmi yilda ivme kazanmustir.
Kaydedilen bu ilerlemeler, molekiiler biyoloji uygulamalarmin kullanildig: bir ¢ok alani
da etkilemeye devam etmektedir. Bu alanda edinilen bilgi birikimi diger temel ve

uygulamali bilimler ile birlikte endiistri sektoriine de 6nemli faydalar saglamaktadir.

Bu cgaliymada gida alaninda kullanilan bir enzim olan pullulanazin, Pichia
pastoris mayasinda rekombinant iiretimi gerceklestirilmistir. Calisma, genin yerel
bakteri izolatlarinda taranmasini, genin izolasyonunu, rekombinant {iiretimini ve
rekombinant enzimin karakterizasyonunu kapsamaktadwr. Elde edilen veriler ve
kullanilan yontemler farkl aragtrmalar i¢in kaynak olabilecegi gibi, elde edilen enzime
ait ozelliklerin enzim mithendisligi ¢alismalar: ile degistirilmesi ve gelistirilmesi de

mumkundiir.

Bilgi ve tecriibeleri ile beni yonlendiren ve destegini hi¢ esirgemeyen danigman
hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Bargin KARAK AS’a, gosterdigi emek ve aywrdigi zaman

icin saygilarimi ve sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Saym Dog. Dr. Mehmet INAN hocama bilgi ve tecriibesi ile beni yonlendirdigi
icin, bu ¢aligmaya olan ilgisi Ve destegi i¢in; ve ayrica bizim i¢in saglamis oldugu

calisma kosullar1 i¢in saygilarimi ve sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.

Saym Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN hocama, tezimi degerlendirdigi ve son

halinin olusturulmasinda yaptig1 yonlendirmeler i¢in tesekkiir eder saygilarimi sunarim.

Ar. Gor. Fundagil EREM hocama, bu ¢alismada kullanmis oldugum yerel
izolatlar1 sagladigi i¢in, degerli vaktini ayirarak verdigi destek ve bilgi paylasimlar1 i¢in
cok tesekkiir ederim.

Dr. Nisa Ertoy’a bazi laboratuvar malzemelerinin temin edilmesinde olan

yardimi1 ve ilgisi i¢in ¢ok tesekkiir ederim.



Her zaman yanimda olan, yardim ve destegini higbir zaman esirgemeyen Mert
KARAOGLAN’a 6zellikle laboratuvar calismalarim sirasinda verdigi fikirler i¢in ve
malzemelerimizin temin edilmesinde gosterdigi emek ve ayirdig: vakit i¢in ¢ok tesekkiir

eder, basarilarmin ve basarilarimizin devam etmesini dilerim.
Degerli arkadasim Semiramis YILMAZ’a her zaman yanimda oldugu igin,
destegi ve paylasimlari i¢in, ayrica tezin son halinin olusturulmasinda verdigi fikirler ve

yardimlar1 i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Benden gerek maddi gerekse manevi hicbir destegini esirgemeyen aileme bana

sagladigi imkanlar i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Kardesim Mehmet ERDEN’e tezimi yazdigim donem boyunca hep yanimda
oldugu i¢in, bu siiregte gosterdigi anlayis ve verdigi destek i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Hizli Destek (1002) programi kapsaminda tez projemi destekleyen ve bu siiregte
burs imkani1 saglayan TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamizda kullanmis oldugumuz pullulan, Hayashibara (Japonya) firmasi

tarafindan hibe edilmistir. Destek ve ilgileri i¢cin Hayashibara’ya tesekkiirlerimi sunarim

Vi
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
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dak

kDa
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santimetre
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Kilo dalton

Litre

Mikro (10°)
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Optik yogunluk (optical density)
Goreceli santrifiij kuvveti (relative centrifugal force, rcf)
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Erime sicaklig1 (melting temperature)
Unite

Sonsuz



Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

Amp Ampisilin

be Baz Cifti

BMGY Tamponlanmis Karmasik Gliserol Besiyeri (Buffered Glycerol Complex
Medium)

BMMY Tamponlanmig Karmasik Metanol Besiyeri (Buffered Methanol Complex
Medium)

DIG Digoksijenin (digoxygenin)

DP Polimerizasyon derecesi

DNA Deoksiriboniikleik Asit

TLC Ince Tabaka Kromatografisi

LB Luria-Bertani

MA Molekiil Agirhig:

oD Optik yogunluk

PAGE Poliakrilamid Jel Elektroforezi

PZR Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR-Polymerase Chain Reaction)

RNA Ribonikleik Asit

SDS Sodyum Dodesil Siilfat

SSC Tuzlu Sodyum Sitrat (Saline Sodium Citrate)

YNB Maya Azot Kaynagi (Yeast Nitrogen Base Sulfate without amino acids)

YPD Maya Pepton Dekstroz ('Yeast Peptone Dextrose)

TE Tris-EDTA

Xi



TAE Tris-Asetat-EDTA

TGM Tris-Glisin-Metanol

TGS Tris-Glisin-SDS
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1. GIRIS

Enzimler, hiicrelerde metabolik faaliyetlerin tiimiinli ydneten Ozel
katalizorlerdir. Organik kimyada kullanilan metotlar ile ger¢eklestirilmesi ¢ok giic olan
bir¢cok reaksiyonun uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla gergeklesmesi, enzimlerin
canlt hiicrelerden izole edilerek cesitli amaglar i¢in kullanilmasi fikirlerini dogurmustur.

Bu sayede endiistride enzimlerin kullanilmasi ile ekonomik fayda da saglanmaktadir.

Dogal mikroorganizmalardan enzim iiretiminde, diisik enzim verimi, diigiik
enzim aktivitesi ve 6zellikle hiicre i¢i enzimlerin zahmetli saflastirma prosesleri gibi

zorluklarla karsilagilmaktadr.

Gen mihendisligi teknikleri tiim bu sorunlarin istesinden gelebilmektedir.
Molekiiler yontemle ¢ogaltilan spesifik gen, saf formda ve yiiksek miktarda izole
edilebilmekte ve yiiksek miktarda enzim iiretimi saglanabilmektedir (Salleh vd. 2006).

Bu arastirmada, 6n denemeler kapsaminda pullulanaz iireten yerel izolatlar
(Erem 2007) plaka tlizerinde kalitatif testle taranmis, ardindan molekiiler biyoloji
yontemleriyle pullulanaz geninin varligi arastirilmistir . Bu ¢alismalarm sonucuna gore,
B. subtilis BK07 izolat1 gen kaynagi olarak secilmistir ve bu izolattan pullulanaz
enzimini kodlayan genin izolasyonu gergeklestirilmistir. Genin, C-ucu histidin ile
etiketlenmistir. Bu sayede hem Western blot analizi ile pullulanaz geni spesifik olarak
tespit edilebilir hale gelmistir hem de protein piirifikasyonu islemi kolaylastirimistir.
Histidin etiketli pullulanaz geni, S. cerevisiase o-mating faktorii sayesinde hiicre dis1
tiretimi miimkiin kilan pPICZa A ekspresyon vektoriine baglanarak, konukcu sus olarak
Pichia pastoris mayasma aktarilmis ve enzimin hiicre dis1 tiretimi gercgeklestirilmistir.
Uretilen rekombinant enzimin ¢ahstig1 optimum sicakhik ve pH degerleri belirlenerek,
enzimin substrat olarak pullulan ile reaksiyonu sonucunda edilen hidroliz {iriinleri tespit
edilmistir. Ayrica analizlerde pozitif kontol olarak yer verilen, pullulanaz enzimi
tirettigi bilinen B. subtilis PY22 susundan da pullulanaz geni izole edilerek tiim analizler

bu gen i¢in de es zamanh olarak gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Pullulanaz Enzimi Substrat1 — Pullulan

Pullulan, (6nceden Pullularia pullulans veya Dematium pullulans olarak bilinen)
Aureobasidium pullulans tarafindan iiretilen suda ¢6ziinen bir polisakkarittir. Kimyasal
yap1 olarak o-1,4 bagh {i¢c glikoz molekiilii linitesi olan maltotrioz lineer polimerlerinin,
a-1,6 bagi ile baglanmasi ile olusur. Pullulanin fizyolojik fonksiyonu belirsizdir.
Aureobasidium suslar1 tarafindan pullulanin yikimlanmasi, 6nemli sayilabilecek 6lgiide
gerceklesmemektedir. Bu durum pullulanin depo maddesi olarak kullanilmadigini
disiindiirmektedir. Genel olarak, pullulan ve benzer polisakkaritlerin, hiicreleri
kurumaya karsi korudugu ve hiicrelerin dogal substratlara baglanmasma yardimci

oldugu kabul edilmektedir (Leathers 2003).
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Sekil 2.1. Pullulanin kimyasal yapis1

Pullulan diisik kalorili bir polisakkarittir ve memeli amilazlarina gosterdigi
diren¢ nedeniyle memeliler tarafindan tiiketildiginde diyet lifi olarak rol oynamaktadir.
Hem kati hem sivi gida frlinlerine nisasta yerine eklenebilmektedir. Gidalarin
bozulmasina sebep olan bakteri ve kiifler tarafindan sindirilebilir karbon kaynagi olarak
degerlendirilememektedir ve bu nedenle gidalarin raf 6mriinii gelistirmektedir. Ayrica
pullulan, su tutma agisindan nisastadan daha dstiindiir ve gidalarm kuruyarak

bozulmasini geciktirmektedir (Singh 2008).



2.2.  Pullulanaz Enzimi

Pullulanin a-1,6 glikozidik baglarmi hidrolize edebilen enzimler pullulanazlar
olarak tanimlanmistir. Substrat spesifitesi ve iiriin sablonuna gore pullulanazlar, tip I ve
tip I olmak tizere iki gruba ayrilmaktadwr. Pullulanaz tip I (EC 3.2.1.41), pullulanda ve
dallanmis oligosakkaritlerde a-1,6 baglarini spesifik olarak hidrolize etmektedir.
Yikimlanma iriinleri maltotrioz ve lineer oligosakkaritlerdir. Pullulanaz tip I, a-
glukanlarin (amiloz gibi) a-1,4 baglarma etki etmemektedir. Pullulanaz tip II (veya
amilopullulanaz), pullulan tip I gibi, pullulan ve dallanmis oligosakkaritlerdeki a-1,6
baglarin1 hidrolize edebilmektedir. Ayrica dallanmis ve lineer polisakkaritlerin a-1,4
baglarini da hidrolize etme yetenegine sahiptir. Pullulanaz tip II’ nin amilopektin
tizerine etkisi sonucu glukoz, maltoz ve maltotrioz gibi kiiciik sekerler olugsmaktadir.
Daha 6nce tanimlanan pullulanazlarin aksine, pullulan hidrolaz tip I ve tip II’ nin,
pullulan ve dallanmg substratlarda bulunan a-1,6 baglarin1 hidrolize etme yetenekleri
yoktur. Pullulanin o-1,4 baglarim1 kirmaktadir ve {riin olarak panoz ve izopanoz
olusturmaktadr. Pullulan hidrolaz tip I diger adiyla neopullulanaz (EC 3.2.1.135),
pullulani panoza (a-6-D-glikozilmaltoz) parcalamaktadir. Pullulan hidrolaz tip II diger
adiyla izopullulanaz (EC 3.2.1.57), pullulam1 izopanoza (a-6-D-maltozilglikoz)
pargalamaktadir. En son pullulan hidrolaz tip III tanimlanmustir. Bu arkeal enzim
pullulanin o-1,4- ve a-1,6-glikozidik baglarini parcalayarak maltotrioz, panoz ve maltoz

olugturmaktadr (Bertoldo ve Antranikian 2002).

Pullulanazlar gibi izoamilazlar da (EC 3.2.1.68) a-1,6 glikozidik baglarini
hidrolize ederek dallanmay1 kiran enzimlerdir. Pullulanazlar ile izoamilazlar arasindaki
temel fark, pullulan1 hidrolize etme yetenegidir. Pullulanazlar, pullulan ve
amilopektindeki a-1,6 glikozidik baglarmni hidrolize edebilme yetegine sahiptir fakat
izoamilaz sadece amilopektindeki a-1,6 glikozidik baglarmi hidrolize edebilmektedir
(Maarel vd 2002). Ayrica a-amilaz (1,4- a-D-glukan glukanhidrolaz, EC 3.2.1.1) a-1,4
baglarin1 hidrolize eder, fakat a-amilaz da pullulana karsi hicbir aktivite gostermez

(Moubasher vd 2010).
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Sekil 2.2. Nisastay1 ve pullulan1 hidroliz eden enzimlerin etki sablonu (Bertoldo ve
Antranikian 2002)

2.3. Pullulanaz Enziminin Kullanim Alanlar:

2.3.1. Gida sanayisinde kullanmm alanlar:

Pullulanin enzimatik hidrolizi ile maltotriozca zengin surup {liretiminde
pullulanazdan yararlanilmaktadir. Bu surup, diisik donma noktasi, hafif tathiligi, nemde
tutulmasi, gida {irlinlerinde nisastanin retrogradasyonunu onlemesi; maltoz surubu,
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glikoz surubu ve sakkaroza gore daha az renk olusumuna sebep olmasi; sicaklik
stabilitesinin 1yi olmasi, diisik ¢6zelti viskozitesi, yiiksek fermente edilebilirligi ve
camst hali desteklemesi gibi, gida ve ilag sanayisinde dnemli olan pek ¢ok miikkemmel
ozellige sahiptir. Gida sanayisinde tath iretimi, firmcilik ve biracilikta; ilag sanayisinde

damar i¢ibeslenmede glikoz yerine kullanilabilir (Singh vd 2010).

Pullulanazin en yaygin endiistriyel uygulamasi glukoz ve maltoz surubu
tiretimidir. Sakkarifikasyon islemi swrasinda, sirasiyla glukoamilaz ve a-amilaz ile
birlikte kullanilir (Bertoldo 1999). Nisastadan glikoz iiretmek i¢in glukoamilaz enzimi

ile birlikte; maltoz tiretimi i¢in a-amilaz enzimi ile birlikte kullanilmaktadr.

Sakkarifikasyon islemi swasmda pullulanazin ilave edilmesi substrat

konsantrasyonunu artirmakta, reaksiyon siiresini kisaltmakta ve driin verimini

artirmaktadir (Nair vd 2006).

Glukoamilaz ve pullulanaz enzimleri sakkarifikasyon isleminde ayni anda
kullanildiginda, glukoamilaz sadece lineer a-1,4-glikozidik baglarini hidrolize ederken,
pullulanazn spesifik olarak amilopektin kalintilarmm dallanma noktasmi kirmasi daha
etkili sakkarifikasyon islemini miimkiin kimaktadr. Sonu¢ olarak ulasilan
depolimerizasyon seviyesi daha yiksektir. Glukoamilazla birlikte pullulanaz
kullanimmn pratik avantaji daha az glukoamilaz aktivitesinin kullanilmasidir. Bu da %
60’a varan oranda daha az glukoamilaz kullanimin1 saglamaktadwr. Bu sayede
glukoamilaz enziminin katalize ettigi, D-glikozun izomaltoza polimerizasyonu daha az
gerceklesmektedir (Ling vd 2009).

Firm iriinlerinde bayatlamay1 onleyici ajan olarak kullanilan a-amilazin hafif
doz asmmi halinde ekmekte yapiskanlik meydana gelmektedir. Pullulanaz,
yapiskanliktan sorumlu bilesiklerin uzaklastirilmasini saglayarak bu problemi ortadan
kaldirmaktadir (Van Der Maarel vd 2002).



2.3.2. Diger kullamm alanlar:

Dallanmig siklodekstrin tiretimi, pullulanazin ilging ve yiliksek ekonomik degere
sahip bir uygulama alandir. Siklodekstrinler ve maltozil-siklodekstrin ve glikozil-
siklodekstrin gibi dallanmis siklodekstrinler, sadece glikoz birimlerinden olusan
homojen siklik oligosakkaritlerdir (Salleh vd. 2006). Siklodekstrinler ve dallanmis
siklodekstrinler degisken materyalleri stabilize etmede, koku maskelemede ve
cozlinemeyen veya az ¢oziinen ilaglarm ¢oziiniir hale getirilmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Tanimoto vd 2005).

2.4. Pullulanaz Enzimi Uzerine Yapilan Calismalar

Son zamanlarda endistriyel uygulamalarm tesviki ile, bir ¢ok pullulanaz
tanilanmis ve ¢alisilmistir (Erra-Pujada vd 2001). Yapilan ¢aligmalarda, Bacillus sp.
US149 (Roy vd 2003), Bacillus sp KSM-1876 (Hatada vd 2001), Bacillus sp. KSM-
1378 (Ara vd 1995), Bacillus sp. S-1 (Lee vd 1997) izolatlatlari, pullulanaz enzimini
treten mezofil karakterli organizmalardir. Ayrica termofil Kkarakterli Bacillus
thermoleovorans US105 (Messaoud vd 2002), Bacillus sp. DSM 405 (Brunswick vd
1999), Clostridium thermosulfurogenes SV9 (Swamy ve Seenayya 1996) izolatlarinin
ve hipertermofil karakterli Fervidobacterium pennavorans Ven5 (Bertoldo vd 1999)

izolatinin da pullulanaz enzimi irettigi tespit edilmistir.

Farkli kaynaklardan izole edilen pullulanaz enziminin molekiiler agirhigmmn
genis bir aralikta degistigi goriilmektedir. Genelde, pullulanaz tip I’in molekiiler agirhg:
70-80 kDa arasinda iken, pullulanaz tip II’nin molekiiler agirhigi 100-210 kDa arasinda
degismektedir (Kim vd 2000).

Stefanova vd (1999), Lee vd (1997) ve Ara vd (1995) pullulanaz enziminin
aktivitesi ve stabilitesi iizerine Ca™ iyonlarmm bir etkisi olmadigm1 bildirmislerdir.
Fakat Ling vd (2009) tarafindan yapilan cahsmada 2mM Ca*" ilavesi ile pullulanaz
aktivitesinde %70 artis kaydedilmistir. Saha vd (1988) yaptiklar1 ¢alismanin sonucunda
pullulanaz enziminin aktivitesi igin Ca’" iyonuna ihtiyag duymadigi fakat enzimin

termal stabilitesinde ve konformasyonunun korunmasmda ©Onemli rol oynuyor
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olabilecegini bildirmislerdir. Leveque vd (2000), Ca™ iyonlarmm pullulanaz enzimini
stabilize etme ve aktiflestirme mekanizmasi lizerine herhangi bir sonuca varilamadigini
bildirmistir.

Cizelge 2.1°de farkli kaynaklardan elde edilen pullulanaz enzimlerine ait 6zellikler

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.1. Farkli pullulanaz kaynaklar1 ve izole edilen enzimlere ait bazi 6zellikler

Kaynak MA! | Optimum | Optimum Enzimin Referans
Sicaklik tipi
(kDa) pH (&)
Fervidobacterium 77 6.0 85 | Koch vd. 1997

Pennavorans VEN 5

Bacillus thermoleovorans

US108 Te? 5.6 75 | Messaoud vd. 2002
Bacillus sp. US149 200 5.0 60 I Roy vd. 2003
Bacillus acidopullulyticus 97 5.5 60 Te Stefanova vd. 1999
Bacillus sp. DSM 405 126 6.0 70 I Brunswick vd. 1999
Bacillus sp. S-1 140 9.0 60 ] Lee vd. 1997
Desulfucoccus mucosus 74 5.0 85 I Duffner vd. 2000
Thermus IM6501 80 6.0 70 | Kimvd. 2000
Exiguobacterium sp.
Te 9.0 60 | Salleh vd. 2006

MAAC-1

*Molekiiler ag rhk; “Tespit edilmed

Bunlara ilaveten pullulanaz enzimlerinde dikkat c¢eken bir Ozellik, tiim
pullulanaz tip I enzimlerinde bulunan ve YNWGYDP olmak iizere yedi aminoasitten
olusan korunmus bolgedir (Bertoldo vd 2004). Pullulanaz tip 1l enzimleri bu korunmus
bolgeyi icermemektedir (Bertoldo vd 1999). Yamashita vd (1997), bu korunmus
bolgenin o-1,6 glikozidik baglarmin degradasyonunda veya enzimin substrata

baglanmasindan sorumlu olabilecegini one siirmiislerdir.




2.5. Konukc¢u Sus Pichia pastoris ile Rekombinant Protein Uretimi

Metilotrofik bir maya olan P. pastoris rekombinant protein iiretimlerinde
kullanim1 olduk¢a yaygin olan 6karyotik konukgu sistemdir (Higgins ve Cregg 1998).
P. pastoris yabanci proteinlerin iiretiminde gerek akademik olarak gerekse endiistriyel

boyutta oldukca ilgilenilen bir organizmadir (Cereghino ve Cregg 1999).

Rekombinant protein iretimlerinde konukg¢u olarak P. pastoris kullaniminin
sagladigi bazi avantajlar soyle swralanabilir; (1) verimli ve siki denetim altinda ¢alisan
AOX1 promotorunun mevcut olusu, (2) glikozilasyonun genellikle en fazla 20 adet
kahnt: ile ve nispeten daha kisa zincirli N bagl yiiksek-mannozlu oligosakaritlerle
gerceklesmesi, (3) entegrasyonu saglanan genlerin ¢oklu kopyalar halinde bulundugu
kararli yapida transformantlarin elde edilebilmesi, (4) yabanci proteinleri yiiksek
seviyelerde salgilayabilme yetenegi ve (5) yiiksek hiicre yo gunluklu tiretime uygunlugu

ve Olcek biiylitmenin kolay olusudur (Demain 2005).

P. pastoris’de yabanci bir genin ekspresyonu 3 temel asamada gerceklesir: (a)
ekspresyon vektoriine genin sokulmasi, (b) ekspresyon vektoriiniin P. pastoris
genomuna sokulmasi ve (c) yabanci geni potansiyel olarak ekspres eden suslarmn
secilmesidir. Yabanc1 bir DNA sekansinin ekspresyon vektoriine sokulmasi ise genelde
E.coli’de yapilmaktadir. Bu yiizden P. pastoris’in tiim ekspresyon vektorleri E.coli/P.
pastoris mekik(shuttle) vektoridiir. Bakteride kalabilmesi igin bakteriyel replikasyon
orijini igerir (Cereghino vd 2001).

Yabanci proteinlerin salgilanmasi icin bazi ekspresyon vektorleri salgilama
sinyalini kodlayan sekanslar icerir. Bunlar yabanci gen ile ayni ¢erceve i¢indedir.
Genellikle bu salgilama sinyalleri; P. pastoris asit fosfataz (PHO1) ve S. cerevisiase o-
mating faktor (a-MF) olmaktadir.

Bu calismada, S. cerevisiase o-mating faktorii iceren pPICZaA ekspresyon
vektorii kullanilmistr. Konuk¢u organizma olarak ise metanol kullanimi dogal tipe gore

daha yavas olan P. pastoris KM71H susu seg¢ilmistir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullamlan bakteri ve maya suslan

Gen kayna1 olarak kullanilmasi diisiiniilen yerel izolatlar, Akdeniz Universitei
Gida Miihendisligi Boliimii’nde tamamlanmis bir ¢alisma ile Erem wvd. (2009)
tarafindan elde edilmistir. Pozitif kontrol ve B plan1 kapsaminda degerlendirilen
Bacillus subtilis PY22 susu, Nebraska Universitesi, Gida Bilimi ve Teknolojisi

Boliimii’nde gorevli Prof. Dr. Andrew Benson tarafindan saglanmustir.

Yapilan ¢aligmalarda plazmitlerin ¢ogaltilmasi amaci ile transformasyona
elverisli E. coli susu olan DH5a (Invitrogen, CA, ABD) kullanilmistir. Rekombinant
enzim tretiminde kullanilmak tizere, konuk¢u sistem olarak Pichia pastoris KM71H
(argd aox1::ARG4) (Invitrogen, CA, ABD) susu kullanilmistir.

3.1.2. Cahs mada kullamlan tasiyic1 plazmitler

Kiit uglu DNA pargalarinin ligasyonu i¢in pJET 1.2 (Fermentas, MD, ABD)
klonlama vektorii kullanilmistir. Hiicredis1 protein iiretimi i¢in, P. pastoris pPICZoA
(Invitrogen, CA, ABD) ekspresyon vektorii kullanilmistwr. Sekil 3.1 de pJET 1.2
plazmidinin, sekil 3.2 de pPICZoA plazmidinin haritas1 ve endoniikleaz kesim

bolgeleri verilmistir.
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Sekil 3.1. Kiit uglu DNA parcalarmin ligasyonu i¢in kullanilan pJET1.2 plazmidi
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3.1.3. Kimyasallar ve enzimler

Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin tampon ¢ézeltileri
Fermantas (MD, ABD) firmasindan temin edilmistir. Endoniikleazlar kullanilirken
tiretici firmanin talimatlart uygulanmustir. Farkli sekilde belirtilmedigi takdirde
kullanilan kimyasallarin tamami Sigma-Aldrich (MO, ABD) ve Merck (Darmstadt,
Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Caligmalarda aksi belirtilmedigi takdirde
Japon Firmasi olan Hayashibara tarafindan hibe yolu ile temin edilen pullulan

kullanilmistur.

3.2. Metod

3.2.1. Temel molekiiler biyoloji yontemleri

Temel molekiiler biyoloji ydntemlerinin uygulanmasinda kaynak olarak
Sambrook ve Russel’e (2001) basvurulmustur. Buna ek olarak, 6zellikle de P.

pastoris ‘de klonlama ¢aligmalarinda Inan vd (2007) kaynak olarak kullanilmistur.

3.2.1.1. DNAIzolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, Luria Bertani (LB) Lennox agar iizerinde gelistirilen saf
kiiltiirdeki tek koloniden alinarak, 4 mL LB Lennox sivi besiyerine ekim yapilmistr ve
bir gece gelistirilen kiiltirler kullanilmistir. Calkalamali inkiibator (Excella E24, New
Brunswick Scientific, NJ, ABD) kullanilarak tiiplerde veya engelli erlenlerde gelistirilen
kiiltiir sivis1 santrifiijlenerek hiicre peleti elde edilmistir ve hiicrelerden DNA izolasyonu
MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre) ile iiretici firmanm

talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.

Pelet, hiicre parcalayici enzimlerle muamele edilerek hiicre lizat1 elde edilmistir.
Lizatta bulunan proteinler uygun ¢ozelti kullanilarak ¢oktiiriilerek uzaklastirilmistr ve
daha sonra peletlenen DNA da yikandiktan sonra TE tamponunda ¢oziilmiistiir. Islemler
srasinda >10 000 g kapasiteli Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) ve sogutmali
gerektiginde Allegra 25R (Beckman Coulter, CA, ABD) santrifiij ekipmanlari
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kullanilmigtir. Elde edilen DNA izolatlar1 PCR ve Southern blot analizlerinde

kullanilmak {izere saklanmustur.

3.2.1.2. Polimeraz zincir tepkimesi (PZR)

Calismalarda gergeklestirilen tiim PZR reaksiyonlar1 i¢in TGradient (Biometra
Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya) thermocycler (1s1 dongii cihazi) ve KOD
HotStart DNA polymerase (Novagen, Almanya) enzim kiti kullanilmistir.

Kullanilan gradient PZR cihazinda, reaksiyon i¢in kullanilacak primerlerin
baglanma sicaklik araliklari, primerlerden diisiik erime sicakligma sahip olan primerin
baglanma sicakliginin (Tm) £5°C olacak sekilde programlanmistir. Yiiriitiilen ¢alismada
PZR analizlerinde kullanilan primerler ve bunlara ait bazi 6zellikler Ek 8.2°de

verilmistir.

PZR cihazinda amplifikasyon siiresi, beklenilen PZR iiriiniin kb¢ cinsinden
bliytikliigli g6z onilinde tutularak DNA polimeraz kit’inde 6ngdriilen siire belirlenmistir.
Kapak sicakhigr tepkime suresince 99°C’de tutulmus ve tepkime sonrasinda tiiplerin
bekletilecegi sicaklik ise 4°C olacak sekilde ayarlanmustir. Gradient PZR denemelerinde
35 dongti igeren diiz program kullanilmistir. Cizelgede uygulanan dongii programi igin

uygulanan sartlar verilmistir.

Cizelge 3.1. PZR 1s1 dongii program icin siire ve sicaklik kosullari

Is1 Dongii Program Akisi
Sira Sicaklik (°C) Siire (sn.) Dongii Komutu
1 94 120
2 94 30
3 TS5 30
4 70 15-150 34 kere 2. ye git.
5 72 300
6 4 0
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3.2.1.3.  Agaroz jel elektroforezi

PZR irtinlerinin varligy/dogrulugu ve restriksiyon endonikleazlar: ile yapilan
kesimlerin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile ger¢eklestirilmistir. Agaroz jel
hazirlanrken, 1xTAE tampon ¢6zeltisine (Tris-Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM
asetik asit, 1 mM EDTA) %1 oraninda agaroz (SeaChem, FMC Bioproducts, ME,
ABD) ilave edilerek ¢oziindiiriilmiistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiye 1ul/50 mL etidiyum
bromiir ¢ozeltisi (10 mg/mL) ilave edilmistir. Uygun ebatta ve sekilde secilen jel
kaliplarma dokiilerek jel donuncaya kadar beklenmis ve jel blogu elde edilmistir. Jel
kuyularma yiklenecek 6rnekler 5 pl 6rnegin ve 1 ul 6% Loading Dye jel yiikleme
tamponunun ultra saf su ile seyreltilmesiyle toplam 10-20 ul hacimde hazirlanmstir. Jel
blogu IxTAE tampon i¢inde tutularak o6rnekler jel kuyularmna yiiklenmistir. Daha sonra
elektroforez uygulamas: ile DNA ornekleri jel i¢inde yiiriitiilmistir. Elektroforez
uygulamalar1 120 V dogru akim altinda, 45-90 dak. siireyle gergeklestirilmistir. Agaroz
jel icinde molekiiler biiyiikliklerine gore yatay bantlara ayrilan DNA molekiilleri
etidiyum bromir varliginda UV 15k (312nm) kaynagindan yararlanilarak jel
goriintiileme sistemi (Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile goriintiilenmistir. Agaroz jel
isemlerinde markir olarak (M) GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)
kullanilmistir.

3.2.1.4.  Ligasyon ve transformasyon

Transformasyon islemlerinde, CaCL2 metodu ile kimyasal transformasyona
yetenekli hale getirilmis E.coli DH5a susu kullanilmistr. Kimyasal transformasyon

islemleribuz iizerinde gergeklestirilmistir.

E.coli DH5a susu kimyasal trasformasyona uygun hale getirilmesi igin CaCl,
metodu ile transformasyona yetenekli hale getirilmistir. Kimyasal transformasyona
uygun bakteri hiicrelerine yapilan transformasyon iglemleri buz istiinde
gerceklestirilmistir. Buz iistiinde tutulan hiicrelere 1-5 pl plazmit ¢dzeltisi veya ligasyon
karisimi dogrudan ilave edilmis ve 30 dak. siire ile buz tizerinde inkiibe edilmistir.
Hiicrelere 42°C’ye ayarlanmis 151 blogunda (Techne Dri-Block DB-2D) 60 sn tutularak

1s1 soku uygulanmis ve tekrar buz iizerinde 5 dak. inkiibe edilmistir. Daha sonra 200 ul
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sivi Luria-Bertani (LB) Miller (5 g/L maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 10 g/L NaCl) veya
sivi Luria-Bertani (LB) Lennox besiyerinden 5 g/L maya ekstrakti, 10 g/L pepton, 5 g/L
NaCIl) ilave edilen hiicreler, 1 saat siireyle 37°C’de calkalamal inkiibatdrde
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen hiicre sivis1 100 pg/mL Ampisilin iceren LB
Miller agar veya 25 pg/mL Zeosin iceren LB Lennox agar petrilerine yayma yontemi ile
ekilmistir. Petriler bir gece 37 °C’de tiremeye birakilmistur.

P. pastoris hiicrelerinin elektroporasyona uygun hale getirilmesi i¢cin lityum
asetat metodu kullanilmistir (Wu ve Letchworth 2004). Maya hiicrelerine yapilan
elektrokimyasal transformasyonda hiicreler buz tistiinde bekletilerek ¢6ziindiirtilmiistiir.
Uzerine lineer hale getirilmis DNA pargas: veya plazmitlerden 1-10 pl olacak sekilde
ilave edilmistir. Ardindan buz tistiinde bekletilerek sogutulmus 2 mm yiizey genisligine
sahip elektroporasyon kiivetlerine aktarilmistir. Eppendorf Eporator (Ependorf Eporator
4309) cihazinda 1500 V gerilimde ve 5 ms siire ile elektrotransformasyon islemi
gerceklestirilmistir. Akim uygulanan hiicreler derhal buz tizerine alinarak 1 ml soguk 1
M sorbitol ¢ozeltisi ilave edilmistir. Temiz 1.5 ml hacimli mikro santrifiij tiiplerine
alman karigim 1 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra 100 pg/mL Zeosin ilaveli YPD
plakalarina yayma ekim yapilmis ve transformasyon petrileri kolonilerin gelisimi i¢in 2-

3 glin siire ile 30°C’de inkiibe edilmistir.

Ligasyon islemlerinde iretici firmanin Onerdigi kullanim talimatlar
dogrultusunda plazmit ve ligasyonu yapilmak istenen DNA par¢asinin molar oranlari
1:3 veya 1:5 olacak sekilde ayarlanmistir. Tlim ligasyon reaksiyonlar1 15-25 pl toplam
hacimde gerceklestirilmistir. Ligasyon islemlerinde Fermentas (Fermentas, MD, ABD)
ve Roche (Roche, Almanya) ligasyon kitleri kullaniimistir.

3.2.1.5.  Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu yapilacak bakteriler 3-4 mL uygun antibiyotikli sivi
besiyerinde 37°C’de 18-20 saat gelistirilmistir. Plazmit izolasyonu islemlerinde
QIAprep®Spin Miniprep Kiti (Qiagen, CA, ABD) kullanilmistir. Plazmit izolasyonu

tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Eliisyon islemleri 50 pl
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10 mM Tris (pH 8.0) ile yapilmistir. Plazmit izolasyonu esnasinda santrifiij islemleri >
20 000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppendorf, Almanya) cihazi ile gerceklestirilmistir.
Plazmit izolasyonlarinin kalitesi ve dogrulugu restriksiyon endoniikleazlar ile yapilan
uygulamalar ile agaroz jelde yliriitiilerek kontrol edilmis ve daha sonra DNA miktarlar1

belirlenmistir.

3.2.1.6. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

PZR iriinlerinin saflagtirilmasmda MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, CA,
ABD) kullamlmustir. Islemler, kit’in talimatlar1 izlenerek gergeklestirilmistir. Eliisyon
10-20 ul 10mM Tris (pH 8) ile yapilmustir. Islemler srasmda santrifiij igin > 20 000 g
hizda Centrifuge 5424 (Eppenddorf, Almanya) cthazi kullanilmistir.

3.2.1.7.  Jelden DNA parcalarinmin ekstraksiyonu

DNA parcalar1 %]1°lik diisik erime noktali agaroz jelde (SeaKem, FMC
Bioproducts, ME, ABD) vyiiriitiilmiis ve istenen bant jelden kesilmistir. Jel oziitleme
islemleri i¢in MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, CA, ABD) kullanilmustir. Islemler
tiretici  firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. Santriftij islemleri

>20,000 g hizda Centrifuge 5424 (Eppenddorf, Almanya) cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.2.18. SDS-PAGE ve Western blot analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) Owl P8D8 (Thermo
Scientific) cithazi ile %5 poliakrilamit yiikleme jeli ve %7.5 poliakrilamit aymrma jeli

olacak sekilde hazirlanarak yiriitiilmiistiir.

Omekler, toplam hacim 25 ul olacak sekilde protein iiretiminden alman
stipernatanlarm 1:3’{ oraninda 4X SDS jel yiikleme tamponu (200 mM Tris-Cl, pH 6.8,
%8 SDS, %0.4 Bromphenol Blue, %40 Glycerol, 100 mM DTT) ile karistirilmas1 ve 70
°C’de 10 dakika denatiire edilmesi ile hazirlanmigtr. Ardindan 20ul’lik kismu jele
yuk lenmistir.
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Elektroforez islemi, 1X TGS (0.025 M Tris base, 0.192 M Glycine, %0.1 SDS,
pH 8.3) tamponunda 150 V degerinde 60 dakika yiiriitiilmesi ile gerceklestirilmistir.
Daha sonra jel, IRDye Blue Protein Stain (Odyssey) ile 1 saat orbital calkalayici
tizerinde boyanmus, saf su ile 15 dakika yikandiktan sonra LiCor (Odyssey) ile

goriintiilenmistir.

Western blot analizi yapilacaksa, jelde yiiriitme isleminden hemen sonra
proteinler, Owl HEP-1 Electroblotter (Thermo Scientific) kullanilarak 60 dakika siire ile
20 V gerilim uygulanarak PVDF membrana (Millipore) aktarilmis ve oda sicakliginda
gece boyu kapatma tamponu (0.2xPBS+%0.1 Casein) ile orbital ¢alkalayicmin iizerinde

muamele edilmistir.

Polihistidin etiketli proteinin tespit edilmesi igin primer antikor olarak Penta-His
Antibody (Mouse anti-(H)5, Qiagen), sekonder antikor olarak Goat-Anti Mouse
IRDye800cw (Licor) Antibody kullanimistir. Hibridizasyon islemi tamamlandiktan
sonra membran Licor’da (Odyssey) 800nm dalga boyunda taranarak goriintiilenmistir.

3.2.1.9. Southern blot analizi

Yerel bakteri izolatlarmdan genomik DNA izolasyonu yapilmis ve farklh
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Restriksiyon isleminin ardindan %0.8 agaroz jele

yuklenen 6rnekler 120V gerilimde 2 saat 1XxTAE tamponu i¢inde yiiriitilmstiir.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel 45dak. denatiirasyon ¢ozeltisi
(1.5M NaCl, 0,5M NaOH) ile ardindan 30 dak. nétralizasyon ¢ozeltisi (1.5M NaCl,
0.5M Tris-HCI (pH 7.5), 1ImM EDTA) ile orbital galkalayici iizerinde muamele

edilmistir. Bu islemin sonunda DNA’nin naylon membrana transferi gerceklestirilmistir.
Naylon membran (20x20 cm Positively Charged Nylon Membran, Roche,

ABD), 10xSSC blotlama tamponu (3M NaCl, 0.3M Sodyum Sitrat, 1mM EDTA) ile

islatilmistir. Southern blot diizenegi kurulmus ve membran, jelin alt yiizii ile temas
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edecek sekilde jelin iizerine yerlestirilmistir. Transfer islemi yaklasik olarak 3 saat

surmiistiir.

Transfer isleminin ardindan membran oda sicakliginda 5 dakika kurutulmus ve
ultraviyole ¢apraz baglayic1 (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP, CA, ABD) ile 3
kez 120mJ UV 1sm1 uygulanarak DNA molekiilleri membran {izerine baglanmistir.
Hibridizasyon islemi ile devam edilmistir. Membran, 41°C’de 1 saat 6n hibridizasyon
cozeltisi (DIG Easy Hyb, Roche, Almanya) ile muamele edilmistir. Ardindan DIG
etiketli probu iceren hibridizasyon ¢ozeltisi eklenerek ayni sicaklikta gece boyu
hibridizasyona birakilmistr. Hibridizasyon sirasinda spesifik olmayan baglanmalari
ortadan kaldrmak icin hibridizasyon islemimin sonunda yikama islemleri
gerceklestirilir. Hibridizasyon tiipiine 6nce birinci yikama ¢ozeltisi (2xSSC+%0.1 SDS)
eklenmis ve oda sicakliginda 5’er dakika olmak iizere islem iki kez tekrar edilmistir.
Ardindan 68°C’de 15’er dakika olmak iizere 2 kez ikinci yikama c¢ozeltisi
(0.5xSSC+%0.1 SDS) ile muamele edilmis ve immiinolojik tayine ge¢ilmistir.

Membran, isleme uygun bir kaba almarak, orbital ¢alkalayici ilizerinde 1 saat
kapatma tamponu (1xXDIG Blocking Solution, Roche) uygulanmistir. Yikama tamponu
(0.1M Maleik asit pH 7.5, %0.3 (v/v) Tween 20) ile 2 kez 5’er dakika yikandiktan sonra
1 saat anti-DIG-Alkalin Fosfataz antikor ¢Ozeltisi ile muamele edilmistir. Yikama
isleminden sonra 5 dak. dedeksiyon tamponunda (0.1M Tris pH 9.5 ve 0.1M NaCl)
bekletilmistir. Ardindan dedeksiyonu gerceklestirmek i¢in, membran seffaf propilen zar
icine yerlestirilerek lizerine CSPDR (alkalin fosfataz substrati, Roche) damlatilmistir.
Oda sicakliginda 5 dak. ardindan 37 °C’de 10 dak. inkiibe edildikten sonra X-1smi film
kasedine yerlestirilmistir. Sonraki islemler karanlk odada gergeklestirilmistir. X-1sin1
filmi ile st tiste 20-60 dak. inkiibe edildikten sonra Kodak film gelistirme ¢6zeltileri ile

muamele edilerek goriintilleme gerceklestirilmistir.

3.2.1.10. Kaoloni hibridizasyonu

Southern blot analizi ile genomik DNA restiriksiyon enzimleri ile par¢alanmig

ve aranilan genin bulunma olasilig1 olan bdlgeler prob ile belirlenmistir. Bu sonuca gore
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belirlenen restriksiyon enzimi ile genomik DNA yeniden kesilerek jelde oOnceki
kosullarda yiiriitiilmiistir. Onceki analizde belirlenen bdlge jelden kesilerek, DNA
ekstrasiyonu gergeklestirilmistir. Restriksiyon analizinde kullanilan enzim ile pUCI18
plazmidi de kesilmis ve ekstrakte edilen DNA fragmentleri ile ligasyon islemi

gerceklestirilmistir ve transformasyona yetenekli E.coli hiicrelerine aktarilmistur.

Transformasyon sonucu elde edilen koloniler numaralandirilmis iki plakaya

kopya halinde ekilmiglerdir ve 1 gece 37°C’de inkiibe edilmiglerdir.

Plaka boyutlarma uygun sekilde kesilmis pozitif yiklii membran, plakanin
tizerine dogrudan birakilmistir. Diizgiin sekilde kaldrildiktan sonra oda sicakhiginda 5
dak. kurutulmustur. Ardindan %10 SDS ¢ozeltisi ile doyurulmus Whatman kagitlar
tizerinde 3 dakika, Southern blot analizinde kullanilan denatiirasyon ve ndétralizasyon
¢ozeltileriyle doyurulmus Whatman kagitlar1 lizerinde swrasi ile 5’er dak. islatilmistir.
Ardindan 10xSSC tamponu igeren bir kaba alinarak orbital ¢alkalayic1 tizerinde 10 dak.
muamele edilmistir. Oda sicakliginda 5 dak. kurutulduktan sonra ¢apraz baglayicida 3
kez 120 mJ UV wism uygulanarak DNA’nin membrana baglanmasi saglanmistir.
Hibridizasyon, immiinolojik tayin ve goriintiiliime Southern blot analizinde oldugu gibi

gerceklestirilmistir.

3.2.2.Diger biyokimyasal analizler

3.2.2.1. Rekombinant proteinin saflagtinlmasi

Protein (pullulanaz) hiicredis1 ve polihistidin etiketli liretilmistir. Hiicreler, 96
saat metanol indiikksiyonunun ardindan 6000 g’de 5dak. santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir
ve elde edilen silipernatandan histidin etiketli proteinin piirifikasyonu i¢in HisPur Ni-
NTA Purification Kit (Thermo Scientific Pierce, IL, ABD) kullanimstir. Kitin

talimatlar1 dogrultusunda islemler ger¢eklestirilmistir.

Saflagtrma prensibine gore histidin etiketli proteinler, nikel kolonda baglanarak,

etiketsiz proteinlerden ayrilmaktadr. Kolonda baglanmis proteinler, 100 mM PBS (pH
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7.4) (phosphate-buffered saline) i¢inde farkli imidazol konsantrasyonlari igeren
hazirlanmis soliisyonlar ile muamele edilerek yikanmig ve ardindan eliisyonlar
gerceklestirilmistir. Eliisyon ¢ozeltisinde bulunan imidazolun uzaklastrilmasi i¢in
diyaliz membran1 (Skin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, Thermo Scientific, IL, ABD)
kullanilarak %5 gliserol iceren 100 mM PBS i¢cinde, +4°C’de gece boyu diyaliz
gerceklestirilmistir. Saflastirma islemi, SDS-PAGE analizi ile kontrol edilmistir.

3.2.2.2. Pullulanaz aktivitesinin tayini

Pullulanaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesinde Hyun ve Zeikus (1985)
tarafindan kullanilan DNS yontemi bazi modifikasyonlar yapilarak kullaniimistir.
Yontemin esast, pullulanin parcalanmasi ile a¢iga ¢ikan indirgen sekerlerin 6l¢iilmesine

dayanmaktadir.

Reaksiyon karigimi, 200pl enzim ¢ozeltisi ve 200ul substrat ¢ozeltisi (100mM
pH 6 potasyum fosfat tamponunda hazirlanmis %1 pullulan) ile hazirlanmistir. Karigim
37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi sonunda 800ul DNS ¢ozeltisi (%1
DNS, %30 sodyum potasyum tartarat tetrahidrat ve 400mM NaOH) eklenerek enzim
aktivitesi sonlandirilmigtir. Ardindan 100°C’de 5 dak. inkiibe edilerek renk gelisimi
saglanmig ve spektrofotometrede 540nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri
kaydedilmistir. Okuma iglemi sirasinda kor olarak, 0.dak.’da DNS soliisyonu eklenerek

aktivitesi durdurulmus olan ayni reaksiyon karigimi kullanilmigtir.

Pullulanaz enzim aktivitesi i¢in 1 iinite, yukarida belirtilen kosullar altinda 1ml
enzimin 1 dakikada agiga c¢ikardigi glikoz cinsinden indirgen seker miktarmm

mikromolar cinsinden ifadesi olarak tanimlanmustir (Salleh vd. 2006).

3.2.2.3.  Rekombinant enzimin karakterizasyonu

Igbal’in (1994) calismas1 modifiye edilerek, rekombinant enzimin g¢alisma
kosullarinin belirlenmesi i¢in optimum aktivite gdsterdigi sicaklik ve pH arastirilmistir.

Oncelikle 37°C’de optimum pH degeri belirlenmis, bunun igin pH 3-10 araligindaki
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enzim aktivitesi 6l¢lilmiistiir. Bunun i¢in sodyum-asetat (pH 3-6); sodyum-fosfat (pH 7-
8) ve glisin-NaOH (pH 9-10) tampon sistemleri kullaniimistir.

Belirlenen optimum pH’da farkli sicakliklarda (4-70°C) enzim reaksiyonu
gerceklestirilmis ve enzimin calistigi optimum sicaklik degeri belirlenmistir. Enzimin
termal stabilitesinin lgiilmesi i¢in, enzim reaksiyondan 6nce farkh sicaklik (30-70°C)

ve stirelerde (15, 30 ve 60dak.) inkiibe edilmis ve enzimin kalan aktivitesi 61¢tilmiistiir.

3.2.2.4.  Hidroliz iiriinlerinin tayini

Enzim substrat etkilesimi sonucunda a¢iga c¢ikan hidroliz {iriinleri ince tabaka
kromatografisi (TLC, Thin Layer Chromatography) yontemi ile Reddy vd. (1998)’e
gore modifiye edilerek saptanmistir. Piyasadan hazir satin alinmis 20x20 ebatlarindaki
hazir TLC plakalar1 (Merck 5567) kullanilmistr. Plakalar analizden 6nce 80°C’de 3

saat 1sitilarak aktiflestirilmistir.

TLC tankma ¢dzgen ¢ozeltisi (n-butanol, asetik asit, distile su karigim; 3:1:1)
analizden 30dak. 6nce doldurulmus ve tankmn ¢ozgen buhari ile doymasi saglanmistir.
Hidroliz iirtinleri saptanacak olan reaksiyon karigimi DNS metodunda anlatildigi gibi
hazirlanmis ve gece boyu inkiibe edilmistir. Ornekler plakaya ¢dzgenin 1 cm daha
yikseginde olacak sekilde yliklenmistir. Plaka TLC tankma yerlestirilmistir ve ylriitme
islemi ¢dzgen seviyesi plaka iist sirma 1 cm kalana kadar siirdiiriilmiistiir. Islem

yaklagik 3 saatte tamamlanmistur.

Oda sicakliginda kurutulmus olan plakaya (0.5g difenilamin ve 0.5ml anilinin
50ml aseton i¢inde ¢oziildiikkten sonra kullanilmadan hemen 6nce 10ml fosforik asit
eklenmesi ile hazirlanan) goriintiileme ¢ozeltisi plskiirtiilmiistiir ve 80°C’de 4 saat

inkiibe edilerek iiriinlerin goriiniir hale gelmesi saglanmistir.
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3.2.25.  Toplam protein 6l¢iimii

Hiicre siipernatantlarinin protein igerigi Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo
Scientific, IL, ABD) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu test sirasinda protein
konsantrasyonu, orneklerle birlikte okutulan bir seri BSA standart soliisyonlarmm (125
ug/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml, 2000 pg/ml)
absorbans degerleri referans almarak belirlenmistir. Protein miktarlar1 6lgiilecek olan
hiicre o0ziitleri, reaksiyon aywaci ile 1:15 oraninda karistirilmig, 5 dakika oda
sicakhgmda inkibasyondan sonra UV spektrofotometre cihazinda (Biochrom Libra
S50, Ingiltere) 660 nm dalga boyunda absorbans degerleri &l¢iilmiistiir. Paralel olarak
Olcililen standart serisinden elde edilen absorbans degerleri ile cizilen standart
grafiginden, bilinmeyen 6rnegin protein miktari hesaplanmistir. Deneyler sirasinda elde

edilen standart grafiklerinden biri Sekil 8.2'de 6rnek olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Pullulanaz Uretme Yeteneklerinin Kalitatif Yontemle Taranmasi

Bu projeye altyap1 olusturacak 6n denemeler daha Once tamamlanmis bir
calisma ile stinmiis ekmekten izole edilen Bacillus soylar1 ile yapilmistir. Bu izolatlar,
pullulanaz enzimini liretme potansiyelleri bakimindan kalitatif yontemle taranmistir.
Yontemin esasi, pullulanin etanolle ¢oktiiriilmesine dayanir ve buna bagh olarak hiicre
dis1 pullulanaz iireten hiicrelerin cevresinde berrak zon olusumu gdzlenir. On
denemelerde, 27 izolat taranmus ve K1, K4, K5, N2, N12 ve NI16 izolatlarinin
cevresinde berrak zon olustugu goézlenmistir. Digerlerine gdre daha genis zona sahip
olan N16 susunun gen kaynagi olarak kullanilabilecegi disiiniilmiistiir. Sekil 4.1°de

pullulan agarm etanol ile ¢oktiiriilmesinden sonra N16 izolatinin ¢evresinde gézlenen

zonlar goriilebilmektedir.

Sekil 4.1. Bacillus sp. N16 izolat1 ve pullulanli agarda zon gdriinimii

4.2. Yerel izolatlardan Pullulanaz Genini Klonlama Cahs malari

4.2.1. DNA izolasyonu

Kalitatif test sonucunda plakada ¢evresinde zon gdzlenen dolayisi ile potansiyel
pullulanaz iiretici olabilecegi diisiiniilen bakteri suslarindan (K1, K4, K5, N2, N12 ve
N16) ve analizlerde pozitif kontrol olarak kullanilacak olan Bacillus subtilis PY22 (B.
subtilis 168 mutant1) susundan genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Bakterilerden
elde edilen genomik DNA izolatlarnin jel goriintiisii Sekil 4.2°de verilmistir. Jelde
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kontrol edilen genomik DNA izolatlar1 daha sonraki analizlerde kullanilmak {izere

+4°C’ye kaldirilmigstr.

Sekil 4.2. Bakterilerden izole edilen genomik DNA'larmn jel goriintiisii

4.2.2. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile genin amplifikasyon denemeleri

NCBI GenBank BLAST tarama motoru kullanilarak, yakm Bacillus tiirlerine ait
pullulanaz gen dizilerinin homolog bolgelerine gore farkl primerler tasarlanmistir (Ek
8.2’de de verilen WGF1, WGRI, PrF1, PrR1, PrF2, PrR2) ve gen bulmaya yonelik
caliymalara ilkk olarak PZR denemeleri ile baslanmistir. Kalitatif pullulanaz aktivitesi
testlerinde plakada en genis zon verdigi i¢in, ilk olarak N16 genomik DNA’s1 PZR
denemelerinde kalpp DNA olarak kullanilmistir. N16 izolat1 ile farkli primer ciftleri
kullanilarak farkli primer baglanma sicakliklarinda gerceklestirilen PZR analizlerinin

sonucu elde edilen jel goriintiileri asagida verilmistir. Sekil 4.3’de verilmistir.

PZR analizinde pozitif kontrol olarak kullanilan PY22 genomik DNA’s1 ile tiim
PZR reaksiyonlarinda basarili sekilde gerceklesmisti. WGF1 ve WGRI, pullulanaz
genini tiim gen halinde amplifiye etmek icin denenmis primer ciftidir fakat Sekil
4.3.a’da gorildigi gibi N16 genomik DNA’sindan spesifik olmayan iiriinler

cogalmistir. Geni i¢inden ¢ogaltmak {izere tasarlanmis primerler farkli kombinasyonlar

23



halinde (Sekil 4.3 b, ¢ ve d) denenmis fakat N16 DNA kalib1 ile spesifik iiriin elde

edilememistir.

PY22
{pozitif kontrol)

56°C 60,6°C 63°C 65°C 56°C 60,6°C 63°C 65°C 60°C 65°C 69°C 70°C 60°C 65°C 69°C 70°C

PY22
(pozitif kontrol)

P22
(pozitif kontrol)

55°C  59.4°C 63°C 65'C 55°C  59.4°C 63°C  65°C
55°C 58,2°C 63°C 65°C 55°C 58,2°C 63°C 65°C

c) d)

Sekil 4.3. a) WGF1-WGR1 b) PrF1-PrR2 c)PrF1-PrR1 d)PrF2-PrR1 primer ¢iftleri ile
PY22 (pozitif kontrol) ve N16 genomik DN A’lar1 ile gergeklestirilen
PZR’den elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiileri

Bunun iizerine diger izolatlarm (K1, K4, K5, N2, N12) genomik DNA’lar1 ile
PZR analizlerine devam edilmistir. Sekil 4.4’de bu analizlerin jel goriintiilerinden

bazilar1 verilmistir.

K1, K4, K5, N2 ve NI2 izolatlarmmn genomik DNA’s1 ile hem geni i¢
bolgelerden ¢ogaltmak i¢in tasarlanmis primerler (PrF1, PrR1, PrF2, PrR2) hem de tiim
geni elde etmek i¢in tasarlanmis primerler (WGF1, WGR1) ile PZR gerceklestirilmistir.
K1, K4, K5, N2 ve N12 genomik DNA’lar1 ile igten tasarlanan primerler kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyonlarda PZR iiriinii elde edilememistir ve bu sebeple jel

gorilintiisii verilmemistir.
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b)

Sekil 4.4. a) K1 ve K4 b) K5, N2 ve NI12 izolatlar1 ile WGF1-WGRL1 primerleri
kullanilarak yapilan PZR ile elde edilen iriinlerin agaroz jel elektroforez
goruntusu

Sekil 4.4°de ayni izolatlar ile tiim geni cogaltmak i¢cin yapilan reaksiyon sonucu
elde edilen jel goriintiisii verilmistir. Burada Sekil 4.4a ve 4.4b’de goriilecegi lizere K1,

K4, K5 ve N2’den spesifik {irlin ¢ogalmamistir ancak N12 izolatmin 58°C primer

baglanma sicakliginda gergeklestirilen reaksiyonu sonucunda pozitif kontrolde ¢ogalan

iriin (yaklagik 2200 bg) ile yakin biiyiklikte iiriin cogaldigr goriilmektedir (Sekil

4.4.b). Bu nikleotid uzunlugu pullulanaz geni i¢in beklenen niceliktedir. Fakat

reaksiyon tekrar edildiginde ayni {iriin tekrar elde edilememistir. Olumsuz sonuglanan
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bu PZR denemeleri i¢in jel goriintiileri verilmemistir. Bunun lizerine geni bulmaya

yonelik ¢calismalara Southern blot yontemi ile devam edilmistir.
4.2.3. Southern blot yonte mi ile genin izolasyonu dene meleri

Southern blot analizinde kullanilan prob, B. subtilis PY22 genomik DNA’sindan
PrF1-PrR2 primerleri ile ¢ogaltilan yaklasik olarak 635 bg¢ biiyikligiindeki PZR
tirtiniiniin digoksigenin (DIG) ile etiketlenmesi ile elde edilmistir. Etiketleme islemi igin
DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il (Roche, Almanya)
kullanilmigtir. Etiketlenen probun etkinligi dl¢ililmiistir ve standart DIG probu ile
karsilastirdmistir (Sekil 4.5). Prob, 0.1 pg/ul konsantrasyona kadar tespit edilebilmistir.

Bu sonug tiiretilen probun iyi ¢calistigini gdstermektedir.

10pg/ul 3pg/ul 1pg/ul 0.3pg/ul 0.1pg/ul

-9 @ ®

b) . O O

Sekil 4.5. PY22 pullulanaz geninin i¢ bolgesinden elde edilen probun etkinliginin
Olciilmesia) DIG etiketli DNA standardib) PY22 probu
N2, N12, N16 ve PY22 genomik DN A’lar1, farkh restriksiyon endoniikleazlari
(Sall, Stul, Kpnl ve Xhol) ile kesilerek %0.8’lik agaroz jelde 100V’da 2 saat
yiriitiilmistiir. Jelde ayrimi saglanan DNA’lar Southern blot metoduna uygun olarak
membrana aktarilmis ve PY22 pullulanaz geninin i¢ bdlgesinden hazrlanmis DIG
etiketli prob ile hibridizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Analiz sonucu elde edilen

X-1511 film goriintiisii Sekil 4.6’da verilmistir.
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DIG 1Kb Sall Stul Kpnl Xhol Sall Stul Kpnl Xhol DIG Sall Stul Kpnl Xhol Sall Stul Kpnl Xhol DIG hg.

[]

Sekil 4.6. PY22, N2, N12, N16 genomik DNA’larinin Southern blot-DIG etiketleme
sonucu X-sin1 film goriintiisti

Elde edilen goriintide PY22 genomuna ait kisimda probun serit boyunca
baglanabildigi goriilmekte, bunun da PY22 genomik DNA’s1 ile kesimin tam olarak
gerceklesemedigi i¢cin oldugu diisiintilmektedir. N12 genomik DN A’smin Sall ve Stul
kesimi sonucu, belirgin, molekiiler agrhgi tahmin edilen gen biiyiikliigiinden daha
yiksek ve tek bant halinde olan DNA fragmanlar1 gézlenmistir. N2 ve N16’da ise
gozlenen bantlarin silik ve tahmin edilen gen biiyikligiinden daha diisiik molekiiler
agirlikta olmasi nedeni ile bu suslar lizerinde daha fazla durulmamstur.

N12 genomik DNA’smnm Sall kesimi sonucu elde edilen bandm, DIG etiketli
markira gore 2322-4361 bg bantlar1 arasinda yer aldigi ve biiyiikligliniin yaklasik 3300
b¢ oldugu goriilmektedir. Ayni izolatin Stul kesimi ile elde edilen bandin ise DIG
etiketli markirda bulunan 6557 bg biiytik iigiindeki bant hizasinin biraz iizerinde oldugu

gozlenmistir.

N12 genomik DNA’s1 Sall ve Stul enzimleriyle kesilerek ayni sartlarda tekrar
jelde yiiriitiilmiistiir. Southern blot sonucunda bandin gozlendigi pullulanaz genini
icerdigi disiliniilen bdlge jelden kesilerek alimmis ve jel ekstraksiyonu ile icerdikleri

niikleik asitler izole edilmistir. Sekil 4.7°de jelden kesilen bolgeler goriilmektedir.
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Sall restriksiyonu Stul restriksiyonu

Sekil 4.7. N12 genomik DNA’sinin Sall ve Stul kesimi sonrasi yiiriitillen jelden
ekstraksiyon i¢cin gerekli bolgeler alindiktan sonra ¢ekilen goriintii
Jelden ekstrakte edilen Stul ile kesilmis DNA fragmanlari, pJET vektoriine; Sall
ile kesilmis DNA fragmanlar1 ise Sall ile dogrusal hale getirilmis ve defosforile edilerek
ligasyona hazrlanan pUCI18 plazmid vektdriine baglanarak kimyasal transformasyona
yetenekli E. coli hiicrelerine transfer edilmistir. Ampisilin iceren kat1 besiyerinde pJET

transformasyonundan 79 koloni, pUC18 transformasyonundan 14 koloni geligmistir.

4.2.4. Koloni hibridizasyonu

Transformantlar, ampisilin iceren LB miller agar plakaya numaralandirilmis
halde 2 kopya olarak ekilmislerdir. pJET plazmidi igeren E. coli hiicreleri 6-85 ile
numaralandirilmis karelere, pUC18 plazmidi igeren E. coli hiicreleri ise 86-99 ile
numaralandirilmis karelere ¢izilerek ekilmistir. Pozitif kontrol olarak PY22 pullulanaz
genini igeren pJET plazmitini tasiyan E. coli hiicresi 0 nolu kareye. Negatif kontrol
olarak, ampisilin iceren besiyerinde gelisebilecek ancak herhangi bir gen aktarimamig
pUC18 plazmidi igeren E. coli hiicresi 128 nolu kareye ¢izilerek ekilmistir. Gelistirilen
hiicreler, yontemler boliimiinde anlatildigi sekilde koloni hibridizasyonu ile pozitif
yuk i membrana aktarilmis, Southern blot yonteminde belirtildigi gibi hibridizasyon ve
dedeksiyon iglemleri gergeklestirilmistir. Hibridizasyon igsleminde prob olarak daha
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onceki Southern blot analizinde kullanilan, PY22 pullulanazinin i¢ bdlgesinden

cogaltilmis, 635 be. biiylikliiglindeki DIG etiketli PZR {irlinii kullaniimistur.

Dedeksiyon islemi sonucunda elde edilen X-1gm1 film goriintlisii Sekil 4.8°de
verilmistir. Pozitif kontrol ile ayni yogunlukta gozlenen koloniler secilerek saf sivi
kiiltir halinde gelistirilmistir. pJet iceren 23, 34, 46, 47 ve 61 numaral klonlar ile
pUCI18 igceren 86 ve 99 numarali klonlar kopya plakadan, ampisilin igeren 3 mL LB
miller besiyerine inokiile edilmistir ve 37°C’de 18 saat inkiibasyonun ardindan plazmit

izolasyonu gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.8. Koloni hibridizasyonu ile elde edilen membranm X-1smi film goriintiisii

Plazmide giren DNA fragmentini kontrol etmek i¢in, pJET plazmitleri (23,34,
46, 47 ve 61) Bglll, pUCI18 plazmitleri (86 ve 99) Sall enzimi ile kesilmistir. Kesim

sonras1 yiiriitiilen agaroz jelinin goriintlisii Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Plazmitlerin restriksiyon enzimleri ile kontrolii

Elde edilen 23, 34 ve 99 numaral klonlarda plazmit bulunmadig: goriilmektedir.
Igine fragmanmin entegregre oldugu gdzlenen 4 klondan (34, 46, 47 ve 86) plazmit
izolasyonu yapilmis ve plazmit izolatlar1 dizileme merkezine (RefGen, Ankara)
gonderilmistir. Dizileme sonucu elde edilen verilerin NCBI GenBank Blast tarama
motoruna gore, B. amyloliquefaciens mikroorganizmasmna ait farkli gen (pullulanaz
enzimi digmda) bolgelerini kodlayan dizilerle homoloji gosterdigi goriilmiistiir. Koloni
kaldrma analizi sonucu elde edilen veriler, Bacillus sp. kaynakli pullulanaz genini
bulmaya yonelik yanlis pozitif (false positive) sonu¢ vermistir. Bu durum, kullanilan
probun pullulanaz dis1 bolgelerle hibridize olma yetenegi bulunmasindan kaynaklanmig

olabilir.

Bunun tizerine, fakli Bacillus cinslerine ait pullulanaz genleri arasmda homoloji
gosteren bolgelerden yeniden primer tasarlanarak, yerel izolatlarda PZR denemeleri ile
devam edilmistir. Ayrica ayni ¢caligma (Erem 2007) ile elde edilmis olan 5 izolat (BKO07,
N10, K6, K18 ve N19) daha ¢calismalara dahil edilmistir.
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4.2.5. Yeni primerlerle ve diger yerel bakteri izolatlarinda PZR denemeleri

NCBI GenBank BLAST tarama motoru kullanilarak, farkli Bacillus tiirleri
arasindaki homoloji gosteren bolgelerden yeniden primer tasarimi yapimistir. Yeni
primerlerle oncelikle, dnceki izolatlara ait (N2, N12, N16, K1, K4 ve K5) genomik
DNA’larn reaksiyonlar1 ger¢eklestirilmistir.

Yerel izolat N12’de Southern blot analizlerinde de umut verici sonuglar elde
edildiginden PZR analizinde dncelik verilmis ve farkli primer baglanma sicakliklarinda
reaksiyonlar gerceklestirilmigtir. N12 genomik DNA’s1 ve 2F-4R primerleri ile elde
edilen reaksiyon dirtinlerinin yiiritildigi jel gorintiisii 4.10a’da verilmistir. Fakat
sekilden de goriildiigli gibi spesifik iiriin elde edilememistir. Ayni primer ¢ifti ile N2,
N12, K1, K4 ve K5 izolatlarinda da 58°C primer baglanma sicakliginda gerceklestirilen

reaksiyon sonucunda da yine spesifik iiriin elde edileme mistir (Sekil 4.10b).

rrrrrrrrrrrrrrr N PY22

55°C 58,2°C 63°C 65°C 55°C 58,2°C 63°C 65°C

a) b)

Sekil 4.10. Geni iginden g¢ogaltan 2F-4R primerleri kullanilarak a) N12 genomik
DNA’s1 ile b) K1, K4, K5, N2, N16 genomik DN A’lar1 ile yapilan PZR ile
elde edilen iiriinlerin agaroz jel goriintiisii. Pozitif kontrol: PY22

Calismaya sonradan ilave edilen BKO07, N10, K6, K18 ve N19 genomik

DNA’lar1 ve 2F-4R primerleri ile 58°C primer baglanma sicakliginda gerceklestirilen

polimeraz zincir reaksiyonu sonunda, BKO7, N10, K6, K18 izolatlarinda PY22

reaksiyonundan (pozitif kontrol) elde edilen iiriinle ayn1 biiylikliikte (teorik olarak 716

be) iiriin elde edilmistir. N19 izolatinda ise reaksiyon iiriinii gdzlenememistir.
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Sekil 4.11. 2F-4R primerleri kullanilarak BK07, N10, K6, K18 ve N19 genomik
DNA’lar1 ile yapilan PZR ile elde edilen iiriinlerin agaroz jel goriintiisii.
Pozitif kontrol: PY22

Sekil 4.11°de BK07 ve N10 genomik DNA’lar1 ile elde edilen PZR iiriinlerinin
daha konsantre iiretilmis olmas1 nedeni ile daha spesifik bir iiriin oldugu diistiniilmiistiir.
Ardimdan BKO7 ve N10 genomik DNA’lar1 kalip olarak kullanilarak, genin daha biiyik
bir kismini1 elde etmeyi saglayacak olan ve baslangic kodonunu da igeren pulATGF-5R
primerleri ile yeniden PZR gerceklestirilmistir. Farkli primer baglanma sicakliklarinda
gerceklestirilen bu PZR sonunda beklenen iiriin teorik olarak PY22’ye gore yaklasik
2100 bg uzunlugundadir. Bu PZR ile elde edilen iiriinlerin jel goriintiisii sekil 4.12°de

verilmistir.
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61,2°C 64,8°C 67,7°C 58°C 61,2°C 64,8°C 67,7°C

»

2000 bg

Sekil 4.12. pulATGF-5R primerleri kullanilarak BK07 ve N10 genomik DNA’lar1 ile
yapilan PZR sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel goriintiisii

Sekil 4.12°de gorildiigii gibi BK07 genomik DNA’s1 ile gerceklestirilen
reaksiyonlar sonucunda teorik olarak yaklasik 2100 b¢ uzunlugunda olmasi beklenen
DNA pargas1 gozlenmistir. Fakat N10’da yaklasik 2000 b¢ uzunlugunda {iriin
gozlenmistir. Bunun iizerine BK07’de iiretilmis olan yaklasik 2100 b¢ uzunlugundaki
tirlin jelden ekstrakte edilmistir. Elde edilen DN A pargas1 pJET1.2 klonlama vektGriine
baglanarak transformasyona elverigli E.coli XL1 blue hiicrelerine aktarilmustr. Elde
edilen transformantlardan rastgele 7 adedi segilerek, bu hiicrelerden plazmit izolasyonu
yapilmistir. Se¢ilen 7 koloni swrast ile BK21, BK22, BK23, BK24, BK25, BK26 ve
BK27 olarak adlandirilmistir. Sekil 4.13°de bu plazmitlerin Bglll restriksiyon enzimi
ile kesilerek kontrol edildigi agaroz jel goriintiisii verilmistir. Kolonilerden elde edilen

plazmitler asagida sirasi ile 1-7 olarak numaralandrilmigtir.
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Sekil 4.13. BK21-BK27 klonlarindan elde edilen 1-7 plazmitlerin Bglll restriksiyon
enzimi ile kontrolii

Sekil 4.13’te de goriildiigii gibi 1 ve 7°de yaklagik 2100 bg (PZR firiinii) ve 2900
b¢ uzunlugunda DN A pargas1 (pJET1.2 vektorii); 2, 3, 4 ve 6’da ise 500 bg, 1600 bg ve
2900 be (pJET1.2 vektorii); 5 nolu plazmitte ise 1900 b¢ (PZR iiriinii) ve 2900 bg
(pJETI1.2 vektorii) uzunlugunda DNA parcalari elde edilmistir. Kesim sonucunda farkh
tiriinler elde edilen BK24 ve BK27 klonlarina ait swasi ile 4 ve 7 nolu plazmitler
dizileme merkezine gonderilmistir. Dizilemeden gelen sonuca gére BK24 plazmitinde
bulunan DNA pargasinin, B. subtilis PY22 pullulanaz geni ile %75 benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir.

4.2.6. BKO7 ve PY22 pullulanaz genlerininizole edilerek klonlama (pJET1.2) ve
ekspresyon (pPICZaA) vektorlerine ligasyonu

Dizilenen ve pullulanaz genine ait oldugu belirlenen DNA par¢asmin pullulanaz
baslama kodonu bulunmaktadr fakat genin sonlandirma kodonu bulunmamaktadir.
Literatiirde genin son bolgesinde aktiviteden sorumlu bir bolge ya da substrat baglanma
noktasinin olduguna dair herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle farkh
Bacillus tiirlerinin pullulanaz genlerine ait homoloji gdsteren bdlgelerinden

yararlanilarak, dizilemeden gelen sekansin son birka¢g aminoasitini de (5R primerinden

34



gelen) kapsayacak sekilde sonlandirma kodonu iceren yeni bir primer tasarlanmis ve

puladpSTOP olarak adlandirilmistir (Ek 8.3’de sekanslar1 verilmistir).

Kalip DNA olarak pJET-BK24 kullanilarak, XholF ve puladpSTOP primerleri
ile PZR gergeklestirilmis ve teorik olarak 2200 b¢ biiyikligiinde olmasi beklenen,
BKO7 pullulanaz geni (BKpul) elde edilmistir. PZR firiiniiniin agaroz jel goriintiisii
sekil 4.14°de verilmistir. Elde edilen gen pJET1.2 klonlama vektoriine baglanarak
transformasyona elverigli XL1-Blue hiicrelerine aktarilmigtir. Elde edilen plazmit pJET-

BKpul olarak isimlendirilmistir.

OU—#uuﬁ-

150

Sekil 4.14. XholF-puladpSTOP primerleri ile pJET-BK24 plazmitinden cogaltilan
pullulanaz geni: BKpul

Histidin etiketlemek i¢in, histidin etiketli BKO7stopht primeri ve XholF primeri
ile BKpul PZR iiriinii kalipp olarak kullanilarak PZR gergeklestirilmistir. Reaksiyon
sonunda elde edilen histidin etiketli pullulanaz geni (BKpul) jelden kesilerek izole
edilmistir (sekil 4.15). Gen, ekspresyon vektorii pPICZaA plazmitine baglanmak tizere
Xhol-Notl endoniikleazlari ile kesilmistir. XhoI-Notl ile kesilmis pPICZaA plazmitine
ligasyon gerceklestirilmistir. Ardindan elde edilen bu plazmit (pPICZoA-BKpulH)
E.coli XL1-Blue hiicrelerine aktarilmistir.
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Sekil 4.15. XholF-BKO7stopht primerleri ile pJET-BKpul plazmitinden ¢ogaltilan
histidin eitketli pullulanaz geni: BKpulH

Daha once dizileme sonuglarma goére BKO7 pullulanaz geninin Sacl kesim
bolgesi (346.b¢) oldugu bilinmektedir. Bu nedenle pPICZaA-BKpulH plazmiti Sacl ile
kontrol edilmistir. Bu kesim sonucunda beklenen DNA pargalar1 teorik olarak 1322 ve
4478 bg. uzunlugundadrr. Sekil 4.16’da bu kesim sonucu elde edilen DNA pargalarinin
yiriitiildigii jel goriintiisti verilmistir. Sonug olarak 1, 3, 4 ve 6 nolu plazmitlerin geni

icerdigi dogrulanmis ve ¢alismalara 1 nolu plazmit ile devam edilmistir.

Sekil 4.16. pPIC ZaA-BKpulH plazmidinin Sacl ile kesilerek kontrol edilmesi

Sonug olarak histidin etiketli BKO7 pullulanaz geni (BKpulH) elde edilmistir ve
ekspresyon vektorii olan pPICZoA vektoriine ligasyonu tamamlanarak, P. pastoris’e

transformasyona hazir hale gelmistir.
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Calismada pozitif kontrol olarak Kullanilan PY22 genomik DNA’s1 ile Xhol
forward ve Notl restriksiyon bolgesi eklenmis reverse primer ¢ifti kullanilarak PY22
pulluluanaz geni (PY22pul olarak adlandirilmigtir) PZR ile amplifiye edilmistir.
Yaklagik 2200 b¢ uzunlugundaki PZR {iriinii olan DNA par¢asinin agaroz jel goriintiisii
sekil 4.17°de verilmistir.

marker (bg)

Sekil 4.17. B. subtilis PY22 pullulanaz geninin yiiriitiildigii agaroz jel goriintiisii

Elde edilen PZR firini, pJET1.2 klonlama vektoriine baglanmis ve
transformasyona yetenekli E. coli DHS5a hiicrelerine aktarilmistr. Segilen 3
transformant ile plazmit izolasyonu gergeklestirilmis ve restriksiyon enzimi ile kesilerek

plazmitlerin kontrolii gerceklestirilmistir.

Izole edilen plazmitler, Xhol ve Notl restiriksiyon enzimleri ile kesilerek
pullulanaz geninin plazmite girip girmedigi; geni 5’- ucundan 390 bg¢ iceriden kesmesi
beklenen Hindl 1l ile kesilerek de genin dogru yonde girip girmedigi kontrol edilmistir.
Sekil 4.18’de restiriksiyon enzimleri ile yapilan kesim {rilinlerinin yiriitiildiigii jel
goriintiisii verilmistir. Sekilde pl ve p1’: pJETPY22pul klonl; p2 ve p2’: pJETPY22pul
klon2; p3 ve p3’: pJETPY22pul klon3’ten izole edilmis plazmitlerdir. Her bir plazmitin
saginda sras1 ile o plazmitin “Xhol-Notl” ve “HindIII” ile kesilmis Ornekleri
yiiklenmistir.
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p1ve p1" pJetPY22pul-kion 1'den izole edilmigtir.
P2 ve p2": pJetPY22pul-kion 2'den izole edilmigtir,
p3ve p3* pJetPY22pul-kion 3'den izole edilmigtir.

Sekil 4.18. PY22 pullulanaz geni iceren pJET1.2 plazmitlerinin restriksiyon sonucu jel
goruntusu

Plazmitlerin, Xhol-Notl enzimleri ile kesilmesi sonucu dogrusallasan pJET1.2
vektoriine ait yaklasik 3000 b¢ uzunlugunda bir bant ve 2200 b¢ uzunlugunda ikinci bir
bant gdzlenmesi genin plazmite entegrasyonun gergeklestigini dogrulamaktadr. Entegre
olan fragmanin biylkligi de PY22 pullulanaz geni i¢in beklenen uzunluktur.
Plazmitlerin, genin iginden kesen HindIII ile kesilmesi sonucu teorik olarak 3109 ve
2022 baz c¢ifti uzunlugundaki fragmanlarin gdzlenmesi genin plazmite dogru yonde
girdigini gostermektedir. Bu sekilde, restiriksiyon enzimleri ile plazmitin kontroliiniin
yapiimasinin ardindan plazmitler dizileme merkezine gonderilerek klonlanan gende,
herhangi bir mutasyon gerceklesmedigi dogrulanmustir ve 3 numarali klon ile
caliymalara devam edilmistir. Dizilemede kullanilan primerler Ek 8.3 te, elde edilen dizi
ve protein translasyonu ise Ek 8.4’te verilmistir.

pJETPY?22pul-klon3 plazmidi, Xhol-Notl enzimleri ile kesilerek jelde
yiriitiilmiis ve yaklagik 2200 baz ¢ifti uzunlugundaki fragman jelden kesilerek, Qiagen
Gel Purifacation Kit ile iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda TE (Tris-EDTA)
tamponu i¢ine Oziitlenmistir. Sekil 4.19°da restirksiyon enzimleri ile kesilmis
pJETPY?22pul-klon 3 plazmitinin yiiriitildiigi jel goriintiisii verilmistir. Sekilde goriinen
jel hazrlanwrken 1 no’lu kuyucuga hic kesilmemis plazmit, 2 no’lu kuyucuga
restiriksiyon enzimleri ile kesilen plazmit yiiklenmistir. Dolayisiyla, 2 no’lu kuyucukta

gozlenen “a” band1 pullulanaz geni, “b” band1 pJet plazmitidir.
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Sekil 4.19. pJETPY22pul plazmitinin restriksiyon sonucu jel goriintiisii

Jel 6ziitleme ile ligasyona hazir hale getirilmis olan PY22 pul geni, pPICZaA
ekspresyon  vektoriine Xhol-Notl restriksiyon bdlgelerinden baglannmis  ve

tranformasyona elverisli E. coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir.

Ayrica pJETPY22pul-klon3 plazmidi, kalip DNA olarak kullanilarak, XhoIF-
Pul22NotIHTR primer ¢ifti ile PZR reaksiyonu gergekletirilerek PY22 pullulanaz geni
histidin etiketli olarak (PY22pulH) ¢ogaltilmis ve Xhol-NotlI restriksiyon bdlgelerinden
pPICZoA vektoriine baglandiktan sonra tranformasyona elverisli E. coli DHS5a

hiicrelerine aktarimistur.

Transformasyon plakalarindan rastgele secilen kolonilerle her iki plazmit igin
izolasyon yapilmig ve plazmitler HindIIl restriksiyon enzimi ile kontrol edilerek
dogrulanmstir. Teorik olarak pPICZaA-PY22pul i¢in beklenen fragmentler 726 ve
5074 bg biyikligindedir. Restriksiyon analizlerinin jel goriintiileri Sekil 4.20°de
verilmistir. Bundan sonra gergeklestirilen klonlama islemlerinde histidin etiketli

pullulanaz geni ile (pPICZaA-PY?22pulH kullanilarak) ¢aligiimistir.
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Sekil 4.20. pPICZaA-pul (a) ve pPICZaA-pulH (b) plazmidinin Hindlll restriksiyon
analizi sonucu (verilen baz biiytik likleri markir bantlar1 i¢indir)

4.2.7. Konukeu Pichia pastoris’e transformasyon ve pul” klonlarin eldesi

Yaygin olarak kullanilan Sacl kesim bdlgesi BKpulH geninin i¢inde oldugundan
pPICZoA-BKpulH plazmitinde ikinci Mssl kesim bdlgesinin olup olmadigi kontrol
edilmistir. Sekil 4.21°de pPICZaA-BKpulH plazmitinin Sacl ve Mssl ile kesimi
sonucunda elde edilen DNA parcalar1 goriilmektedir. Sekilde de goriildiigi gibi Mssl

plazmiti tek yerden keserek dogrusal hale getirmektedir.

Sacl Mssl

Sekil 4.21. pPIC ZaA-BKpulH plazmitinin Sacl ve Mssl restriksiyon enzimleri ile kesim
sonu elde edilen DNA parcalar1

Mssl ile dogrusal hale getirilen pPIC ZaA-BKpulH plazmiti elektroporasyon ile
P .pastoris X33 ve SMDI1168H suslarna aktarilmistir.
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pPICZaA-PY22pulH plazmidi ise Sacl enzimi ile dogrusal hale getirilerek,
elektroporasyon ile P. pastoris X33, SMD1168H ve KM71H hiicrelerine aktariimistir.

4.2.8. Secilen klonlar ile protein iiretimi ve proteinin saflagtinlmasi

Secilen klonlar 1 gece 30°C’de YPD sivi besiyerinde gelistirilmistir ve ardindan
baslangic OD’si 0.1 olacak sekilde BMGY besiyerine (%2 pepton, %1 yeast extract,
%1.34 YNB, %4x107 biotin, 100mM pH 6 fosfat tamponu ve %I gliserol) inokiile
edilmistir. Inkiibbasyonun 18-20. saatinde 12-15 OD’ye gelismeleri saglanmus hiicreler
hasat edilerek (santrifiijlenerek), BMMY besiyerine (%2 pepton, %]l yeast extract,
%1.34 YNB, %4x10° biotin, 100mM pH 6 fosfat tamponu ve %1 metanol)
gecirilmistir. Son metanol konsantrasyonu %1 olacak sekilde 24 saatlik araliklarla
indiiksiyon (tetikleme) yapilmstur.

BKO07 pullulanaz1 i¢in zeocin iceren YPD agardan segilen 4’er koloni, protein
iretme yetenekleri kontrol edilmek tlizere BMGY ve ardindan BMMY besiyerinde
gelistirilmis; Stipernatanlar1 ile SDS-PAGE (sekil 4.22) ve Western blot (sekil 4.23)

analizi yapilarak protein tiretimleri kontrol edilmistir.

SMD-PY22pulH  SMD-BKpulH

Sekil 4.22. SDS-PAGE jel goriintiisii

SDS-PAGE jelinde protein bantlar1 (85-100 kDa DNA standartlar1 arasinda)
gozlenmektedir. Fakat kontrol olarak yiklenmis olan gen aktaridmamis olan
SMDI1168H ve X33 siipernatantlarinda da ayni bant gdzlendigi i¢in, Orneklerdeki

bandm pullulanaza spesifik oldugu kesin olarak sdylenemez. Bunun ilizerine Western
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blot analizi ile devam edilmistir. Sekil 4.23’te, histidin etiketli bu 6rneklerin (anti- his

ile) Western blot analizi sonucunda elde edilen membran goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.23. Western blot membran goriintiisii (yiikklenen 6rnekler 1) X33 kontrol, 2-5)
X33 BKpulH 1-4, 6) SMD1168H kontrol, 7-11) SMD1168H-BkpulH 1-4,
12-15) SMD1168H-PY22pulH 1-3
Western membraninda sadece SMD1168H-PY22pulH 1-3 klonlarinda protein
band1 gbzlenmistir. Elde edilen goriintiide, X33- ve SMD1168H-BKpulH klonlarinda

protein band1 gdzlenmemistir.

X33-BKpulH ve SMD1168H-BKpulH klonlarinda protein  iiretimi
gerceklestirilememistir. Bu klonlar BKpulH geninin plazmit iizerinden ¢o galtilmasi ile
olusturulmustur. Herhangi bir mutasyonun protein tiretimine engel olmus olabilecegi
distiniilerek , yeniden klonlama ¢aligmasinda kullanilacak olan “YBKpulH geni”, BKO7
genomik DNA’s1 kalipp olarak PZR yontemi ile elde edilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonunda pulATGF-puladpSTOP primerleri kullanilarak bu kez tiim gen elde
edilmistir. Reaksiyon {irlinlerinin yiiriitiildiigii agaroz jel goriintlisii sekil 4.24’de

verilmistir. Beklenen DNA band1 jelden ekstrakte edilmistir.
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Sekil 4.24. pulATGF-puladpSTOP primerleri ile BKO7 genomik DNA’s1 kullanilarak
gerceklestirilen PZR firiinlerinin agaroz jel goriintiisii

Histidin etiketleme islemi i¢in, “YBKpul” olarak isimlendirilen PZR {iriinii kalip
olarak kullanilmigtir ve XholF-BKO07stopht primerleri ile PZR’si yapimistir. Bu

reaksiyonun triinlerinin yuriitildiigii agaroz jel gorintiisii sekil 4.25’te verilmistir. Elde

edilen {irlin “YBKpulH” olarak adlandirilmaistir.

YBKpulH

Sekil 4.25. XholF-BK07stopht primerleri ile YBKpul PZR iiriinii kullanilarak ¢ogaltilan
histidin etiketli BKO7 pullulanaz geni: YBKpulH

YBKpulH (elde edilen histidin etiketli yeni BK pullulanaz geni, PZR iiriini)
Xhol-Notl ile kesilerek, bu restriksiyon bolgelerinden kesilerek lineer hale getirilmis
pPICZaA ekspresyon vektoriine baglanmistir ve transformasyona elverisli E.coli XL1-
Blue hiicrelerine aktarilmistir. Segilen 6 transformant hiicreden plazmit izolasyonu
yapilmistrr. Sekil 4.26’da elde edilen plazmitlerin (pPICZaA-YBKpulH) dogrulanmasi
icin Sacl enzimi ile kesildikten sonra yiiriitiildiigii agaroz jel goriintiisti verilmistir. Bu
kesim sonucunda teorik olarak beklenen tiriinler 1322 bg ve 4478 bg. uzunlugundadir.
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Jelden goriilen sonuca gore, 2, 3 ve 5 nolu plazmitler dondurulmus kiiltiir olarak
saklanmis; 2 nolu plazmit dizileme merkezine gonderilmistir. Dizileme merkezinden
gelen sonuca gore BKpul ile PY22pul’a ait aminoasit dizisinin %80 (Bkz. Ek 8.4);
fark i kaynaklardan izole edilen pullulanaz enzimlerinin aminoasit dizilerinin %66 (Bkz.

Ek 8.5) homoloji gosterdigi goriilmiistiir.

Sekil 4.26. pPIC ZaA-YBKpulH plazmidinin Sacl enzimi ile kesilerek dogrulanmasi

Dizilenen ve dogrulanan pPICZaA-YBKpulH plazmiti Mssl restriksiyon enzimi
ile lineer hale getirilerek transformasyona elverisli P. pastoris X33 ve KM71H suslarina
aktarilmistir. Elde edilen transformantlarin protein iiretme yetenekleri Western blot
analizi ile arastirilmustir. Sekil 4.27°de bu analiz sonucunda elde edilen membran
goriintiisti verilmistir. Teorik olarak 85-100 kDa biiytklikleri arasinda bir protein band1
beklenmektedir. Sonuca gére KM71H klonlarinda proteinin iiretildigi fakat degrade

oldugu, X33 klonlarinda ise protein liretiminin gergeklesmedigi goriilmektedir.
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Sekil 4.27. X33-YBKpulH (1-5) ve KM71H-YBKpulH (1-5) stipernatantlari ile yapilan

Western blot analizi membran goriintlisii

Bunun iizerine proteaz aktivitesine bagl degradasyon oldugu diisiiniilerek,
pPICZaA-BKpulH plazmiti proteaz inaktif P. pastoris susu olan SMDI168H’ye
aktarilmistir. SMD1168H klonlarmin stipernatantlar: ile yapilan Western blot analizi
membran goriintlisii Sekil 4.28’de verilmistir. Fakat sekilde de gorilldigi gibi
degradasyon problemi SMD1186H susu ile de devam etmistir.
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Sekil 4.28. SMD1168H-YBKpulH klonlarinin siipernantlari ile yapilan Western blot
analizi membran goriintiisii

Bunun iizerine, P. pastoris KM71H-YBKpulH ve SMD1168H-YBKpulH

transformantlarindan 1 nolu klonlar alinarak farkli pH degerlerinde (P.pastoris’in

gelisebildigi pH araligt g6z Oniinde bulundurularak pH 3-8’de) protein liretimi

denenmistir. Tampon sistemi olarak tek bir sistemin (disodyum hidrojen fosfat-sitrik

asit) farkli pH’larda hazirlanmis ¢ozeltileri kullanilmistir. Bu tiretimlerden 12, 24, 36 ve

48. saatlerde 6rnek alinarak bu 6rnekler ile Western blot analizi gergeklestirilmistir.

Sekil 4.29°da SMD1168H-YBKpulH klonunun pH 3-8 araligindan 12. ve
24 .saatte alman Ornekleri ile Western blot analizi membran goriintiisii verilmistir. Fakat

sekilde de goriildiigli gibi degradasyon problemi devam etmistir.
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12.saat

Sekil 4.29. SMD1168H-YBKpulH ile farkli pH’larda, 12. Ve 24. Saatte alman

orneklerle yapilan Western blot analizi sonucu elde edilen membran
goruntust

Sekil 4.30°da KM71H-YBKpulH klonunun pH 3-8 araligindan 12. ve 24.saatte

alinan 6rnekleri ile Western blot analizi membran goriintiisii verilmistir.

12.saat

Sekil 4.30. KM71H-YBKQpulH ile farkli pH’larda, 12. ve 24. saatte alman 6rneklerle
yapilan Western blot analizi sonucu elde edilen membran goriintiisii
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Sekil 4.30’da da goriildiigii gibi, elde edilen sonuca gore hem 12. saat hem de
24 saatte alman Orneklerde pH 5-7 arasinda teorik olarak beklenen biiyiklikte (85-
100kDa) protein gozlenmistir fakat keskin bir bant halinde degildir. Ayrica bir mik tar
degradasyonun devam ettigi anlasilmaktadir. Daha iyi sonu¢ elde edilebilmek igin
KM71H-YBKpulH ile pH 6°da (disodyum hidrojen fosfat-sitrik asit tamponunda)
16°C’de protein iretimi gergeklestirilmistir ve HisPur Ni-NTA Purification Kit ile
histidin etiketli proteini saflagtirma analizi yapilmistir. Saflagtirma asamalarmda aliman

orneklerin yuritildigi SDS-PAGE  jeli goriintiisii sekil 4.31°de

verilmistir.

Sekil 4.31. KM71H-YBKpulH klonu ile 16°C yapilan protein iiretiminden elde edilen
stipernatantin histidin etiketli proteinini saflastirilma asamalarmi gosteren
SDS-PAGE jel goriintiisii (1: KM71H konuk¢u, 2: KM71H-YBKpulH
stipernatanty, 3: Recineye baglanmayan siiziintii (FT), 4: . Yikama, 5: Il.
Yikama, 6:11I. Yikama, 7: I. Eliisyon, 8: II. Eliisyon, 9: III. Eliisyon

Sekil 4.31°de orneklerin isimleri seklin altinda verilmistir. Jel goriintiisiinde de
goriildiigii gibi, 1. eliisyon 6rneginde (7 nolu kuyucukta) ve beklenilen biiyiikliikkte (85-
100 kDa) protein band1 gbzlenmistir ve bu 6rnegin diyalizi ile analize devam edilmistir.

Ardindan saflagtirma asamalarindaki orneklerin (IL.eliisyon yerine diyalizden sonraki
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omek) yiklendigi Western blot analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen membran

goriintiisii sekil 4.32°de verilmistir.

Sekil 4.32. Histidin etiketli proteinin saflagtirma asamalarinda elde edilen 6rneklerin
Western blot analizi (1: KM71H konukgu, 2: KM71H-YBKpulH
stipernatanty, 3: Recineye baglanmayan siiziintii (FT), ), 4: 1. Yikama, 5: 11.
Yikama, 6: III. Yikama, 7: I. Eliisyon (diyaliz edildikten sonra, yaklagik
200 ng protein yiiklenmistir), 8: I1. Eliisyon, 9: III. Eliisyon

Western blot membran goriintiistinde de goriildiigii gibi diyalizden sonra
yaklasik 81 kDa oldugu tahmin edilen protein bandinin BKO7 pullulanazina spesifik
oldugu belirlenmistir. Protein bandi, 6rnekte keskin bir bant olarak gdzlenememistir,
buna proteinin glikozile olmasi neden olmus olabilir fakat diyalizden sonra elde edilen

bant keskin ve tek bir banttir.

PY22 pullulanaz enzimi iretimi de KM71H klonlar1 ile yapilmistir. Protein
iretimini gosteren SDS-PAGE jeli goriintiisii sekil 4.33’de verilmistir.
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Sekil 4.33. KM71H-PY22pul klonlarmnin pullulanaz {iretim yeteneklerini gosteren
SDS-PAGE goriintiisi. M:protein markiriy, (1-7): Klonlar, NK: KM71H

konukc¢u
Yiriitiilen seritlerde teorik biiyiikliik olarak 81 kDa civarinda bir protein band1
goriinmesi beklenmistir. Klon oOrneklerinde protein bandi beklenen biiyikliikte
gozlenmis ancak konukg¢u kontrolde de yaklagik ayn1 biiyiiklikte ve daha ince bir bant
goriilmiistir. SDS-PAGE ile klonlar ve kontrol arasinda yeterli ayrimin yapilamamasi
nedeniyle Western blot teknigi kullanilarak proteinin pululanaz olup olmadigi

arastirilmistir.

Membran gorintiisii Sekil 4.34’de verilmistir. Sekilde de goriildigi gibi
klonlarda protein band1 gozlenmistir fakat gen aktarilmamig KM71H klonunda, SDS-
PAGE’de gozlenen bant Western Blot sonucunda gbzlenmemistir. Boylece iki bandin
(pullulanaz ve konuk¢unun hiicre dis1 proteininin) birbirine ¢ok yakin biiyiiklikte
oldugundan SDS-PAGE’de ayrilamadigmi ancak bantlardan birinin pullulanaz enzimine

spesifik oldugu kanitlanmugtir.
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Sekil 4.34. Western blot analizi sonucu membran goriintiisii. K: Western kontrolii i¢cin
histidin etiketli kontrol protein, (1-7): Klonlar, NK: Negatif kontrol, (M):
Protein standard1

HisPur Ni-NTA Purification Kit ile histidin etiketli PY22 pullulanaz proteinini

saflagtirma analizi yapilmistir. Saflastirma asamalarinda alman 6rneklerin yiritildigi

SDS-PAGE jeli goriintiisii sekil 4.35°te verilmistir.

Sekil 4.35. Histidin etiketli PY22 pullulanazinin siipernatanttan saflastirilmasi
asamalarmi gosteren SDS-PAGE jeli goriintiisii (1: KM71H-PY22pulH
slipernatanti, 2: Recineye baglanmayan siiziintli (FT), 3: 1. Yikama, 4: II.
Yikama, 5: 11l. Yikama, 6: I. Eliisyon, 7: II. Eliisyon, 8: I1I. Eliisyon

SDS-PAGE analizinde saflastirilan proteinin molekiiler agrligmm protein

standardinda gozlenen 85-100 kDa bantlar1 arasinda bulundugu goriilmekte ve 90 kDa
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oldugu tahmin edilmektedir. Normalde niikleotid dizisinden 81 kDa civarinda
biiyiikliige sahip olmasi1 beklenen proteinin daha biiyik molekiil agirhigina sahip olarak

ekspres edilmesi maya sisteminde ekspresyon swasmda glikozile olmus olmasi ile
acgiklanabilir.

4.2.9. Enzim iiretimi i¢in optimum indiiksiyon siiresinin belirlenmesi

Protein iiretiminde optimum indiksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in daha dnce de
anlatildig1 gibi 1 gece YPD besiyerinde gelistirilen kiiltirden, 20ml BMGY besiyerine
baslangic OD’si 0.1 olacak sekilde inokiilasyon yapilmustir. Inkiibasyonun (28°C’de)
18-20. saatinde 12-15 OD’ye gelisimleri saglanmis olan hiicreler hasat edilerek BMMY
besiyerine gecirilmistir. BK0O7 pullulanaz enziminin tiretimi 16°C’de, PY22 pullulanaz
enziminin tretimi 28°C’ Her 24 saatin sonunda 6rnek alinmis ve kalan kiiltiire son

konsantrasyon %1 olacak sekilde %100 metanol ile indiiksiyon yapilmistur.

Her 24 saatte bir 6rnek alinarak, enzim aktivitesi ve protein miktar ¢l¢iilmiistiir.
Ayrica indiiksiyon boyunca hiicrelerin OD’si de takip edilmistir. Elde edilen veriler
BKO07 pullulanazi i¢in g¢izelge 4.1’de, PY22 pullulanaz1 igin ¢izelge 4.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. BKO7 pullulanazinin farkh indiiksiyon siirelerinde elde edilen verileri

24sa 48sa 72sa 96.sa 120.sa

Hiicre OD degeri 34 45 46 49,2 51,5
Enzim aktivitesi (U/ml) 5,75 8,46 7,63 2,83 3,56
Protein miktar1 (pg/ml) 56,5 58,7 63,1 65,4 67,6
Spesifik enzim aktivitesi (U/mg) 101 144 121 43 52

BKO07 pullulanaz enzimi i¢in elde edilen veriler en yiksek enzim aktivitesinin
48.saat orneginde oldugunu gostermistir. Enzim aktivitesi, hiicre yogunlugunun 34
OD’den 45 OD’ye ciktig1 48.saatte yaklasik 1.5 kat artis gostermistir. Hiicreler 48-
72.saatler arasinda 1 OD artarken enzim aktivitesinde 48.saate gore %10 oraninda

azalma tespit edilmistir. OD artis oranindaki diistis hiicrelerin duragan faza girdigini
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gostermekte ve durumun enzim aktivitesini de etkiledigi goriilmektedir. Enzim
aktivitesi 96.saatte ise, 48.saate gore %70 oraninda dligmiistiir. Enzim aktivitesindekibu
diisiis, hiicre ¢cogalma hizinin diismesi, ortamda metabolitlerin artmasi ve duraganda
fazda parcalanan hiicrelerin hiicre i¢i proteaz enzimlerinin siipernatanta gegerek protein

degradasyonuna neden olmasi ile agiklanabilir.

Cizelge 4.2. PY22 pullulanazinin farkl indikksiyon stirelerinde elde edilen verileri

24sa 48sa 72sa 96.sa 120.sa

Hiicre OD degeri 30,32 48 54,2 45,4 40,3
Enzim Aktivitesi (Unit/ml) 252 295 0 0
Protein miktar: (pg/ml) 55 97,5 82 136 131
Spesifik enzim aktivitesi (U/mg) 46 51 43 0 0

BKO07 pullulanaz enzimi i¢cin elde edilen veriler en yiksek enzim aktivitesinin
U/ml olarak 72.saat 6rneginde oldugunu gostermistir. Fakat spesifik aktivite bazinda
(U/mg) distiniildiigiinde en yiiksek aktivite 48.saatte gbzlenmistir. 72.saatteki protein
artiy oranindaki yiikselme hiicrenin duragan faza girmis olmasi nedeni ile par¢alanan
hiicrelerin hiicre i¢i proteinlerinden kaynaklaniyor olabilir. 72.saatten sonra 96.saatte
alman orneklerde hiicrelerin yogunlugunda diisiis gozlenmistir. Protein miktarindaki
yiiksek artig orani ve enzim aktivitesinin gézlenmemesi bunun sebebinin par¢alanan

hiicrelerin proteazlarindan kaynakl degradasyonu olarak degerlendirilebilir.

4.2.10. Enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi

Uretilen rekombinant pullulanaz enzimlerinin optimum pH de gerinin saptanmasi
icin sodyum-asetat (pH 3-6); sodyum-fosfat (pH 7-8) ve glisin-NaOH (pH 9-10) tampon
sistemleri kullanilmistir. Sabit sicaklik (37°C) ve farklh pH’larda yapilan enzim
reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen veriler Bkpul i¢in sekil 4.36’da, PY22pul i¢in sekil
4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.36. Farkli pH degerlerinde BKO7pul enziminin sergiledigi aktivite

BKO07 pullulanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi PH araliginin pH 7-9

arasinda oldugu tespit edilmistir. Enzim optimum aktivtesi pH 8’de gosterirken, pH

7°de % 82, pH 9°da %74 aktivite sergilemistir.
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Sekil 4.37. Farkli pH degerlerinde PY22pul enziminin sergiledigi aktivite
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PY22 pullulanaz enzimin optimum aktivite gosterdigi pH araligi agirlikli olarak

pH 5-6 arasinda yer almistir. Enzim optimum aktivitesini pH 6°da gosterirken, pH 5°’te

%94 aktivite gbzlenmistir.

4.2.11. Enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakhk degerinin belirlenmesi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in, BKpul
icin pH 8’de (optimum pH), PY22pul i¢cin pH 6°da (optimum pH) 4-70°C arasinda
farkl sicakliklarda enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Elde edilen veriler BKpul igin sekil
4.38’de, PY22pul i¢in sekil 4.39°da verilmistir.
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Sekil 4.38. Farkli sicaklik degerlerinde BK07pul enziminin sergiledigi aktivite
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Sekil 4.39. Farkli sicaklik degerlerinde PY22pul enziminin sergiledigi aktivite
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BKpul, optimum pH’s1 olan pH 8’de en yiiksek aktiviteyi 40°C’de gdstermistir.

Elde edilen sonuglar enzimin 20°C’de optimum aktivitenin %40°’1, 30°C’de %78’],

50°C’de %811 diizeyinde bagil aktivite ile ¢alistigini gostermistir. PY22pul, optimum

pH’s1olan pH 6°da en yiiksek aktiviteyi 40°C’de gdstermistir. Enzim 20°C’de optimum

aktivitenin %70°i kadar aktivite gosterirken, sicaklik 30°C’ye yiikseldiginde aktivite

%094 diizeyine ¢ikmis, 50°C’de ise %71 aktivite tespit edilmistir.

4.2.12. Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin termal stabilitesini saptamak i¢in 30-70°C sicakhk araliginda 30 ve 60

dakika siire ile 6n inkiibasyonu gergeklestirilmis, ardindan enzimin kalan aktivitesi

Olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglar BKpul i¢in sekil 4.40°da, PY22pul i¢in sekil 4.41°de

verilmistir.
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Sekil 4.40. BKO7 Pullulanaz enziminin termal stabilite sonuglari
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Sonuglar degerlendirilirken aktivite bagil olarak hesaplanmistir. On inkiibasyona

tabi tutulmamis 6rnegin aktivitesi %100 aktivite olarak kabul edilmis ve bu deger BK07

pullulanazi i¢in 5,7 U/ml’dir. BKpullulanaz enzimin termal stabilitesinin en yiiksek

56



oldugu deger 40°C olarak tespit edilmistir ve bu sonu¢ enzimin optimum aktivite

gosterdigi sicaklik degeri ile uyum gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde 30 ve 50°C’deki termal stabilite degerleri,
40°C’ye gore daha diisiiktir fakat ilk 30 dakika bu fark cok yiiksek degildir. 30
dakikanm sonunda 30°C’de ve 50°C’de ¢alisan enzimler %62; 40°C’deki enzim ise
%68 diizeyinde aktivite ile g¢alismaktadir. Enzim 60°C’de 15 dakika siiren 6n
inkibbasyon sonunda aktivitesinin ancak %20’sini koruyabilmistir. On inkiibasyon
sicakhigr 70°C’ye yikseldiginde ise 15 dakikada enzimin tiim aktivitesini kaybettigi
tespit edilmistir.

80

70 A

60

50
47 W 15 dak

O 30dak

40 A
28 O 60 dak

30

Bagil Pulluanaz Aktivitesi (33)

20 - s

9
10 A 5
0o
|:|' T T T T

30°C 40°C s0°C g0°C 70°C

on inkitbasyon sicakhk degerleri

Sekil 4.41. PY22 Pullulanaz enziminin termal stabilite sonuglar1

PY22’nin 6n inkiibasyona tabi tutulmamis 6rneginin aktivitesi (%100 aktivite)
ise 2,35 U/ml olarak olgiilmistiir. PY22 pullulanaz enziminin, 30 ve 40°C’de 1 saat
slirenin sonunda aktivitesinin yaklagik olarak %350’sini korudugu gozlenmistir.
Enzimin, 30 ve 40°C’deki termal stabilitesine ait elde edilen veriler birbirlerine oldukca
yakindr ve bu iki sicaklik enzimin termal stabilitesinin en yiiksek oldugu sicaklik
degerleridir. Enzim aktivitesi, 50°C sicaklikta 15 dakika sire sonunda optimum
kosullardaki aktivitesinin %50’si diizeyine diiserken, 1 saatin sonunda %:20’sine

dismiistiir. Enzimin 60°C’de 15 dakika inkiibasyonu aktivitesinde %85 oraninda
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kayiba neden olurken, 70°C’de 15 dakika siire sonunda enzim tiim aktivitesini

kaybetmektedir.

4.2.13. Pullulanaz Aktivitesi Tayini

Nicel pullulanaz aktivitesi tayini metot kisminda anlatildigt  gibi
gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi 6l¢timleri, optimum kosullar yani BKpul i¢in pH
8’de ve 40°C’de, PY22pul i¢cin pH 6°’da 40°C’de gergeklestirilmistir. Calismanmn bu
asamasinda protein saflastrma isleminin ve CaCl, ile EDTA ilavesinin enzim aktivitesi
lizerinde etkisi arastirimistur.

Histidin etiketli proteinlerin piirifikasyonu (Histag piirifikasyon) islemi ile BK07
pulllulanazini iceren siipernatant 10 kat konsantre edilmistir. Fakat siipernatantta 4.3
U/ml olarak 6lgiilen enzim aktivitesi, 0,458 U/ml diizeylerine diismiistiir. Bu diisiisiin
sebebi proteinin histidin etiketi kisminda gerceklesmis olabilecek bir degradasyon
sonucu, proteinin etiketini kaybetmesi ve piirifikasyon isleminde proteinin nikel kolona
baglanamayarak kayb1 olabilecegi gibi gibi, saflastirma asamalarmda da protein ve/veya
aktivite kayb1 gerceklesmis olabilir. Bunun {izerine enzimin optimum ¢aligma
kosullarmin belirlenmesinde, CaCl, ve EDTA ilavesinin enzim aktivitesi tizerindeki

etkilerinin arastirilmasinda siipernatant ile caligilmigtir.

Yapilan ¢alismalar BKpul enzim aktivitesinin, 2mM CaCly ilavesi ile %73

oraninda arttigini, 2mM EDTA ilavesi ile ise %8 oraninda diistliglinii gdstermistir.

Histidin etiketli proteinlerin piirifikasyonu (Histag piirifikasyon) islemi ile PY22
pullulanazini iceren siipernatant 11 kat konsantre edilmistir ve 2mM CaCl, varhgmda
aktivitesi, stipernatant aktivitesinin (2.063 U/ml) yaklasik 2,5 katina ¢ikarak 4,985 U/ml
olarak kaydedilmistir. Enzimin optimum c¢alisma kosullarinin belirlenmesi ve CaCl, ve
EDTA ilavesinin enzim aktivitesi iizerinde arastirilmasi saflastirilmis ve diyaliz edilmis
ornekler gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler 2mM CaCl, ilavesinin enzim
aktivitesini %89 oraninda artirdigini, 2mM EDTA ilavesinin ise enzim aktivitesinin

tamamen inhibe ettigini géstermistir.

58



4.2.14. Rekombinant pullulanaz enziminin hidroliz iiriinlerinin belirlenmesi

Rekombinant enzimin hidroliz iiriinlerinin belirlenmesi i¢in, baglangigta HPLC
analizi distinilmistir ancak HPLC’de (Shimadzu SPD-M20A, Japonya) RID
dedektorii kullanilarak elimizde meveut bulunan amin (Inertsil NHy) ve C18 (Nucleosil
5) kolonlar1 ve uygun tasiyict fazlar ile denemeler yapilmistwr. Ancak, kolonlar ile
standart seyreltileriyle yiiriitiillen denemelerde pullulanaza 6zgii hidroliz iriinii olan

maltotrioz standardi i¢in pik gdzlenememistir.

Bunun iizerine daha hizli ve pratik bir metot olan TLC yOnteminden
faydalanilmigtr. Saflastirilmis PY22 pullulanaz enzimi ¢ozeltisi ile gergeklestirilen
enzim reaksiyonu sonucunda elde edilen TLC plaka goriintiisii Sekil 4.42°de verilmistir.
Enzim aktivitesi diigiik saptandigindan, reaksiyon f{irlinlerinin TLC plakasinda
saptanabilir olabilmesi i¢cin reaksiyon sona erdiginde reaksiyon ¢ozeltisi 60°C’de 45
dakika siireyle konsantre edilmistir (Eppendorf Concentrator Plus, Almanya). Bu
nedenle elde edilen TLC plaka goriintiisiinde, orneklerde ((1) ve (2)) pullulan
konsantrasyonu daha yiiksek gozlenmistir. Enzim aktivitesi diisiik oldugu i¢in substrat
biiylik Ol¢tide hidrolize ugramadan kalmis ve hidroliz {irlinii (maltotrioz) band1 DP3

standard1 ile ayni seviyede, ancak ¢ok solgun sekilde gézlenebilmistir.
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Sekil 4.42. Saflastirilmis enzimin reaksiyon iiriinlerini gésteren TLC plakasit. DP1-DP7:
10’ar pg 1-7 monomer {initeden olusan seker standartlar1 (Sigma-Aldrich);
pullulan (Sigma-Aldrich); 1 ve 2 enzim reaksiyonu ¢ézeltisidir

BKO7 pullulanaz enzimi ile gergeklestirilen reaksiyonlar, piirifikasyonda
yasanilan problem nedeni ile siipernatant ¢ozeltisi ile ger¢eklestirilmistir. Enzim
aktivitesinin diisik olmasmin yanmnda siipernatanttan gelen kirlilik de hidroliz
tirtinlerinin TLC analizi tespit edilebilmesini giiclestirmis ve bu nedenlerden dolayi
TLC plakasinda spesifik hidroliz iiriinleri net bir sekilde goriintillenememistir (TLC

plaka goriintlisii verilmemistir).
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5. TARTISMA

Yapilan ¢alisma ile yerel izolat olan ve daha once yapilan bir ¢alismada B.
subtilis dogrulanan BKO07 izolatindan pullulanaz enzimini kodlayan gen izole edilmistir
ve dizisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar BKO7 ve PY22 pullulanaz enzimini
kodlayan genlerin hem aminoasit hem de nikleotit bazinda %80 oraninda ayni
oldugunu gostermistir. BKO07 wve PY22 pullulanazlarmin aminoasit bazinda
karsilastirilmast Ek 8.6’da, niikleotit dizisi bazindan karsilagtirilmasi Ek 8.8°de

verilmistir.

BKO7 pullulanaz enzimini kodlayan gen dizisi, farkli kaynaklardan izole edilen
diger pullulanaz enzimleri ile protein bazinda %66, nikleotit bazinda %67 aynilik
gostermektedir. BKO7 pullulanazmin diger pullulanazlarla aminoasit bazinda
kargilagtirlmast Ek 8.7’de, niikleotit dizisi bazindan karsilastiriimas:1 Ek 8.9°da

verilmistir.

Farkli kaynaklardan izole edilen pullulanazlarin homoloji agact ise Sekil 5.1°de
verilmistir.

100% 20% 30% T0% 60% 0% 40%

Bac._licheniformis.seq

Bac._sub._spirizenii ATCCH633.5eq 04

Bacillus_vallismortis.seq —| 5% e

Bacillus_subtilis PY22.seq

68% 33%

BKpul _— —

Bacillus_atrophaeus.seq

Geobacillus_kaustophilus.seq 49%

Bacillus_bataviensis.seq 519

Bacillus_methanolicus seq

Bacillus_cereus ATCC_10987.seq 084

Bacillus_thunngiensis.seq

Baeillus_weihenstephanensis seq

Sekil 5.1. Farkli kaynaklarda izole edilen pullulanaz enzimlerinin homolojiagact
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Sekilde de goriildiigli gibi BKO7 pulllulanazinin protein olarak en yakm oldugu
gen kaynaklar1 B. subtilis spizizenii ATCC6633, B.vallismortis ve B. subtilis PY22

oldugu belirlenmistir.

Bu c¢alisma ile BKO7 ve PY22 izolatlarmin pullulanaz enzimlerinin
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen sonuglar iki enziminde optimumum calistigi
sicakhik degerinin 40°C oldugunu, PY22’nin optimum c¢ahsma pH’sinmn 6 iken
BK07’nin pH 8 oldugu tespit edilmistir. Iki enzimin termal stabilitesi {izerine yapilan
caligmalarin sonucu ise 40°C’de 1 saat inkiibasyon siiresi sonunda, BKO7 pullulanaz
aktvitesinin %89, PY22 pullulanaz aktivitesinin ise %68 seviyesine distligiinii
gostermistir. Bu sonu¢ BKO07’nin termostabilitesinin PY22’ye nazaran daha yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Yapilan ¢alismalar BKpul enzim aktivitesinin, 2mM CaCl, ilavesi ile %73
oraninda arttigini, 2mM EDTA ilavesi ile ise %8 oraninda diigtiiglinii gdstermistir.
PY22 pullulanazindan alinan sonuglar ise 2mM CaCl; ilavesinin enzim aktivitesini %89
oraninda artirdigmi, 2mM EDTA ilavesinin ise enzim aktivitesini tamamen inhibe

ettigini gostermistir.

Bu sonuglar CaCl’nin her iki enzimin de aktivitesini artirdigmi gostemistir. Bu
bulgular Ling vd (2009) tarafindan yapilan ¢alismada 2mM CaCl varhgmda pullulanaz
aktivitesinde %70 artis kaydetmeleriyle benzerlik gdstermektedir.

EDTA’nin ise BKO7 pullulanaz aktivitesi lizerine Onemli diizeyde etki
etmezken, PY22 pullulanazinin aktivitesini tamamen inhibe ettigini tespit edilmistir.
Buradan BKO07’nin ¢alismast i¢in 2 degerlikli metal iyonlarina ihtiyag duymazken,
PY22’nin enzim aktivitesi i¢in 2 degerlikli metal iyonlarma ihtiya¢ duydugu sonucuna

varilabilir.
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iki enzim icin de en yiiksek enzim aktivitesi 48.saat sonunda hasat edilen
hiicrelerde belirlenmigtir. Aktivite degeri BKO7 pullulanazinda 8,46 U/ml, PY22
pullulanazinda 2,95 U/ml olarak tespit edilmistir.

Literatiirde, ¢alkalamali inkiibatdrde yapilan enzim iretimlerinde, Samah vd
(2008), B. flavothermus KWF1 pullulanaz ile baslangigta 0.791 U/ml, optimize edilmis
kosullarda 3.498 U/ml aktivite kaydetmislerdir. Salleh vd. (2006), Exiguobacterium sp.
MAAC-1 pullulanazmin baslangi¢ aktivitesini 0.126 U/ml bulurken, optimize edilmis
kosullarda 1.208 U/ml olarak tespit etmislerdir. Igbal (1994), yerel Bacillus sp.
izolatlarmdan elde edilen pullulanaz aktivitelerini 6l¢miistiir. izolatlarm pullulanaz
aktivitesi agirhkl olarak 1.11-6.00 U/ml olarak gozlenmistir, en yliksek aktivite ise
19.50 U/ml olarak bildirilmistir.

Ling (2006), Raoultella planticola DSMZ 4617 pullulanazinin ¢alkalamal
inkibasyon ile 500 ml hacimde firetiminde 0.32 U/ml, optimize edilmis besiyeri

kompozisyonu ile fermentorde 2L hacimde iiretiminde 2.22 U/ml aktivite kaydetmistir.

Abdel-Naby vd (2011), B. licheniformis NRC22 pullulanazinin aktivitesinin,
kesikli ve siirekli fermentasyon tiretimlerinde incelemislerdir. Kesikli fermentasyon ile
18 U/ml enzim aktivitesi elde ederken, siirekli fermentasyon ile 14.8 U/ml enzim
aktivitesi elde etmislerdir. Immobilize edilmis hiicrelerden, siirekli fermentasyon

tiretimi ile elde edilen aktivite ise 16.8 U/ml olarak saptanmustir.

Bertoldo vd (2004), “YNWGYDP” olmak iizere yedi aminoasitten olusan
bolgenin korunmus bélge oldugunu ve tiim pullulanaz tip I enzimlerinde bulundugunu
ve pullulanaz tip II enzimlerinin bu korunmus bdlgeyi icermedigini bildirmistir.
Yamashita vd (1997), bu korunmus bdlgenin a-1,6 glikozidik baglarmm
degradasyonunda veya enzimin substrata baglanmasindan sorumlu olabilecegini 6ne
stirmiislerdir. Bu calisma ile elde edilen, PY22 ve BKO07 pullulanazina ait aminoasit
dizilerinde (siras1 ile Ek 8.4 ve Ek 8.5) bu bélgenin (YNWGYDP) bulundugu
gorlilmektedir ve bu sonug elde edilen rekombinant enzimlerin pullulanaz tip I sinifina
girdigini gdstermektedir. Bu durumda pullulan substratinin o-1,6 glikozidik baglarmmn

hidrolizi ile beklenen hidroliz tirtinii de maltotriozdur.
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Bertoldo ve Antranikian (2002), pullulanaz tip I enziminin pullulanda ve
dallanms oligosakkaritlerde a-1,6 baglarini spesifik olarak hidrolize ederek yikimlanma

tirtinleri olarak maltotrioz ve lineer oligosakkaritleri olugturdugunu belirtmislerdir.
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6. SONUC

1.

Bu projede ¢cahsmaya temel olusturan Bacillus soylar1 Akdeniz Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii’nde tamamlanmis olan bir ¢calisma ile siinmiis ekmek i¢cinden
izole edilmistir (Erem 2007). Bu baglamda potansiyel pullulanaz iireticisi
olabilecegi disiiniilen yerel olarak izolale edilen bakteri suslarinda (K1, K4, K5,
N2, N12 ve N16) pullulanaz geni arastirilmustr. Tim analizlere pozitif kontrol

olarak Bacillus subtilis PY22 (B. subtilis 168 mutanti) susu dahil edilmistir.

Yerel izolatlardan BKO7’den ve pozitif kontrol olarak calismada yer verilen
PY22’den tiim gen halinde pullulanaz geni izole edilerek gen dizisi belirlemistir.

Sonug bu ki proteinin birbiri ile %80 oraninda ayni oldugunu gostermistir.

BKO07 ve PY22 pullulanaz genlerine PZR yolu ile histidin etiketleme yapilmis ve
pPICZoA vektoriine baglanarak P. pastoris’te aktarilmis ve calkalamal

inkiibatorde erlende protein tiretimleri ger¢eklestirilmistir.

Hiicredisinda {iretilen proteinlerin tespit edilmesi icin SDS-PAGE ve Western
analizleri yapilmistir ve elde edilen veriler, BK07 pullulanazinin yaklasik 81 kDa,

PY22 pullulanazinin ise yaklagik 90 kDa oldugunu gostermistir.

Enzim aktivitesi 48.saat sonunda hasat edilen 6rneklerde en yiiksek seviyede tespit
edilmistir. Bu 6rneklerde BKO7 pullulanaz aktivitesi 8,46 U/ml, PY22 pullulanaz
aktivitesi 2,95 U/ml olarak tespit edilmistir. Toplam protein miktarna gore
hesaplanan spesifik enzim aktiviteleri ise siras1 ile 144 U/mg ve 51 U/mg olarak

saptanmistir.

P. pastoris’te iiretilen BK07 ve PY22 pullulanaz enzimlerinin optimum g¢alisma
kosullar1 (optimum pH ve optimum sicaklik) arastirilmistir. En yiiksek aktiviteyi
BKO07 pullulanaz1 40°C sicaklikta pH 8’de gosterirken; PY22 pullulanaz1 40°C
sicaklikta pH 6’da gdstermistir.
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10.

BKO7pul ve PY22pul enzimlerinin farkli sicaklik ve siirelerde 6n inkiibasyonu
yapildiktan sonra kalan aktiviteleri dlgiilerek, termal stabiliteleri tespit edilmistir.
Iki enzim igin de termal stabilitenin en iyi oldugu, en yiksek sicaklik degeri 40°C
olarak saptanmistr ve bu sonu¢ enzimin optimum sicakhk degeri ile uyum
gostermistir. Elde edilen verilere gore, BKO7 pullulanaz aktivitesi, 40°C’de (pH
8’de) 1 saat inkiibasyon sonunda %89; PY22 pullulanaz aktivitesi ise 40°C’de (pH

6’da) 1 saat inkiibasyon sonunda %68 seviyesinde korunmustur.

Enzim aktivitesi lizerinde +2 degerlikli metal iyonlarinin etkisinin olup olmadig: ve
CaCl, varliginin enzim aktivitesi lizerindeki etkisi arastirilmigtr. Enzim reaksiyon
cozeltisinde 2mM CaCl, varligi BKO7 pullulanazinin aktivitesini %73 oraninda
artirrken, PY22 pullulanazinin aktivitesini %89 oranmda artrmustir. 2mM EDTA
BKO7 pullulanazinin aktivitesini etkilemezken, PY22 pullulanazinin aktivitesini
inhibe etmistir. Bu sonug, BKO7 pullulanazinin aktivite gdsterebilmesi i¢in +2
degerlikli iyonlara gerek duymadigmi fakat PY22 pullulanazmnmn aktivitesinde +2

degerlikli iyonlarin roliiniin oldugunu gostermektedir.

Bertoldo vd. (2004), “YNWGYDP” olmak iizere yedi aminoasitten olusan bolgenin
korunmus bolge oldugunu ve tiim pullulanaz tip I enzimlerinde bulundugunu ve
pullulanaz tip IT enzimlerinin bu korunmus bdlgeyi icermedigini bildirmistir. Swras1
ile EK 8.4 ve EK 8.5’te goriildiigii gibi PY22 ve BK07 pullulanazina ait aminoasit
dizilerinde bu bolgenin bulunmasi her iki enzimin de pullulanaz tip I smifina

girdigini igaret etmektedir.

Bertoldo vd. (2004), pullulanin o-1,6 baglarmi hidroliz eden pullulanaz tip |
enzimlerinin beklenen hidroliz iiriinliniin maltotrioz oldugunu belirtmistir. TLC
yontemine gore gerceklestirilen hidroliz iriinleri analizinde enzim aktivitesinin
testin duyarhligma gore diisik kalmasi sebebiyle enzimin son {irlinii olmasi
beklenen maltotrioz bandi PY22 pullulanaz enzimi ile solgun sekilde
gozlenebilmistir. BKO7 pullulanaz enzimi ile gerceklestirilen reaksiyonlar,
purifikasyonda yasanilan problem nedeni ile siipernatant c¢ozeltisi ile
gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesinin diisik olmasinin yaninda siipernatanttan
gelen kirlilik de hidroliz tiriinlerinin TLC analizi tespit edilebilmesini gii¢lestirmis
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ve bu nedenlerden dolay1 TLC plakasinda spesifik hidroliz {iriinleri net bir sekilde

goriintiilenememistir

Bu caligma ile elde edilen P. pastoris KM71H-PY22pul ve P. pastoris KM71H-
BKO7pul suslar1 kullanilarak pullulanaz enziminin {iretim veriminin Ve enzim
aktivitesinin arttrilmasi {izerine c¢alisilabilir. Bunun i¢in fermentérde {iretimi ve
optimizasyonu; ve ayrica hiicredis1 sivinin daha verimli sekilde (6rnegin histidin
saflagtirmada kullanilan farkli tekniklerden faydalanilarak) saflagtirilmas: i¢in farkli
teknikler denenebilir.

Rekombinant enzimin termal stabilitesinin arttirilmasi yada optimum g¢alisma

kosullarinin degistirilmesi gibi, enzimin Jzelliklerini gelistirecek ve degistirecek

calismalar da protein mithendisligi teknikleri ile miimkiindir.
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8. EKLER

Ek 8.1. DNS Analizi icin Glikoz Kalibarasyon Egrisi
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Ek 8.2. Toplam Protein Miktarimin Hesaplanmasinda Kullanilan Standart Protein

(BSA) Kurvesi

BSA Standart Kurvesi
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Ek 8.3.

PZR Cahs malarin Kullamlan Primerler ve Sekanslan

Primer Sekans

WGF1 ATGGTCAGCATCCGCCGCAGC

WGR1 CCGTTCCGATGCCGTTTACTGC
PrF1 CTCCAAATTGGCGCGGTCATCCGGACG
PrF2 ATGCATACAATTGGGGATATAACCCGCTTCA
Prk2 TGAAGCGGGTTATATCCCCAATTGTATGCAT
PrR1 ATCATTGCCAACGCCGGTGCC

XholF CTCTCGAGAAGAGAATGGTCAGCATCCGCCG
NotIR GCGGCCGCTCAAGCAAAACTCTTAAGATCTGATG

Pul22NotIHTR

TTGCGGCCGCTCAATGATGATGATGATGAT
GAGCAAAACTCTTAAGATCTGATG

168pul-520F TGGATGGAAACAGTTGACC
168pul-551R GCCTTGGCATACTGGTCAA
168pul-991F CGAGTCATTCTGGATGTTGT
168pul-1180R AATAGACCACGCAATCCG
168pul-1507F GGATGGAAGGCATTAGCAC
168pul-158R AAAGGTGTGATTGTCGTGTG
410F ACCAATCCAGTGACAGCATC
461R ATAAACGGAACTCCCTGGG
A46F ACACGCTTCAAATGACACG
504R ATCTCCAGCCACTGTAACG
PUIATGF ATGGTCAGCATCCGCCGCAGCTTCGAAG
1F TTCTCCATCCATGAAAACAGCGG
oF AAT TGG GGA TAT AAC CCG CTT CAT TT
2R AAATGA AGC GGG TTA TAT CCC CAATT
3F ACG GCA CCG GCG TTG GCA ATG A
4R CATTTTATCCCAAAAGGTGTGATTGTCGTG
5R TATAAGATAACCGTTCCGATGCCGTT
TCAAGCAAAACTCTTAAGATCTGATGCTAAA
puladpSTOP TATAAGAT AACCGTTCCGATGCCGTT
T TTGCGGCCGCTCAATGATGATGATGATGAT
GAGCAAAACTCTTAAGATCTG
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Ek 8.4. pJET-PY22pul Plazmidi ile Elde Edilen Pullulanaz Geni Niikleotid Dizisi

ve Genin Kodladig1 Rekombinat Proteininin Amino Asit Dizisi

718 AA (2154 bases), MW=80967

61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

ATGGTCAGCATCCGCCGCAGCTTCGAAGCGTATGTCGATGACATGAATATCATTACTGTT
M Vv s I R R S F E A Y V D D M N I I T V

CTGATTCCTGCTGAACAAAAGGAAATCATGACACCGCCGTTTCGGCTTGAGACAGAAATA
L T p A E Q K E I M T P P F R L E T E I

ACAGATTTTCCTCTGGCTGTCAGGGAGGAATACTCCCTTGAAGCAAAATACAAGTACGTC
T b F P L A V R E E Y S L E A K Y K Y V

TGCGTATCCGACCATCCTGTGACATTTGGAAAAATCCATTGCGTCAGAGCATCCAGCGGC
c v s D H P V T F G K I HCV R A S S G

CACAAAACGGATCTCCAAATTGGCGCGGTCATCCGGACGGCAGCGTTTGATGACGAATTT
A K T D L © I G A V I R T A A F D D E F

TATTATGACGGAGAGCTGGGCGCCGTTTATACCGCGGATCATACCGTATTTAAAGTATGG
Yy Yy b G E L G AV Y T A DH T V F K V W

GCGCCTGCTGCAACCTCAGCTGCTGTCAAGCTTTCACACCCCAATAAAAGCGGGCGCACA
A P A A T S A A V K L S H P N K S G R T

TTCCAAATGACTCGCTTGGAAAAAGGCGTCTATGCCGTTACGGTCACAGGTGACCTTCAC
F O M TR L E K G V Y A V T V T G D L H

GGATATGAGTATTTGTTTTGCATCTGCAACAATTCAGAATGGATGGAAACAGTTGACCAG
G Yy &Yy L F C I C N N S E W M E T V D Q

TATGCCAAGGCTGTGACTGTAAATGGAGAGAAGGGCGTCGTCTTGCGCCCGGATCAAATG
Yy A K AV T V N G E K G V V L R P D QO M

AAATGGACTGCTCCTCTTAAACCATTCTCACACCCTGTGGATGCCGTCATCTATGAGACG
K w T™-A P L K P F S H P V D A V I Y E T

CATCTTCGCGACTTCTCCATCCATGAAAACAGCGGCATGATAAACAAGGGAAAATACTTA
H L R D F S I H E N S G M I N K G K Y L

GCGCTGACGGAAACTGATACACAAACCGCAAATGGCAGTTCTTCGGGATTAGCGTATGTA
A L T E T D T ©Q T A N G S S S G L A Y V

AAAGAGCTTGGTGTGACACATGTGGAGCTTCTGCCGGTGAATGATTTTGCCGGAGTTGAT
K ¢ L G VvV T H V E L L P V N D F A G V D

GAAGAGAAGCCGCTTGATGCATACAATTGGGGATATAACCCGCTTCATTTCTTTGCCCCG
E E K P L DAY N W G Y N P L H F F A P
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901
301

961
321

1021
341

1081
361

1141

381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861

GAGGGAAGCTATGCCTCAAATCCTCATGATCCTCAAACGAGAAAAACAGAGCTGAAACAA
E G S Yy A S N P H D P Q T R K T E L K O

ATGATCAATACCCTGCATCAGCACGGTCTGCGAGTCATTCTGGATGTTGTTTTTAACCAT
M I N T L H Q H G L R V I L D V V F N H

GTGTATAAGAGGGAGAATTCCCCCTTTGAAAAGACAGTGCCCGGTTATTTTTTCCGGCAC
v ¥y K R E N S P F E K T V P G Y F F R H

GACGAATGTGGGATGCCATCAAACGGCACCGGCGTTGGCAATGATATTGCATCAGAAAGA
b g ¢C G M P S N G T GG V G N D I A S E R

AGGATGGCAAGAAAATTCATTGCGGATTGCGTGGTCTATTGGCTTGAAGAATACAATGTT

R M A R K F I A D C V V Y W L E E Y N V

GACGGCTTCCGCTTTGATCTCCTCGGGATTTTAGATATTGACACCGTGCTTTATATGAAA
b 6 Fr R F DL L G I L D I D T V L Y M K

GAGAAAGCAACTAAGGCAAAGCCCGGAATCCTGCTTTTTGGAGAAGGGTGGGACCTGGCT
E K A T K A K P G I L L F G E G W D L A

ACACCGCTGCCGCATGAACAGAAAGCTGCTTTGGCGAACGCGCCAAGAATGCCGGGCATC
T P L P H E Q K A A L A N A P R M P G I

GGCTTTTTTAATGATATGTTTCGTGACGCTGTAAAAGGGAACACCTTTCACCTTAAGGCA
G ¥F F N D M F R DAV K G N T F H L K A

ACAGGGTTTGCGCTCGGCAACGGTGAATCAGCACAAGCTGTGATGCATGGAATTGCCGGG
T 6 ¥F AL G N G E S A Q A V M H G I A G

TCTTCCGGATGGAAGGCATTAGCACCGATTGTTCCGGAACCAAGCCAGTCCATCAATTAT
s s G W K A L A P I V P E P S§ Q S I N Y

GTCGAATCACACGACAATCACACCTTTTGGGATAAAATGAGCTTTGCGCTTCCTCAAGAA
v B S H D N H T F W D K M S F A L P Q E

AATGACAGCCGAAAGCGAAGCAGGCAAAGGCTTGCAGCCGCGATTATTTTGCTTGCCCAA
N D S R K R S R 0 R L A A A I I L L A Q

GGGGTGCCGTTTATTCACAGCGGCCAGGAATTTTTCCGGACGAAGCAGGGAGTGGAAAAC
G v p F I H S G Q E F F R T K Q G V E N

AGCTATCAATCCAGTGACAGCATCAACCAGCTCGACTGGGATCGCCGTGAAACATTCAAA
s Yy g s s bD S I N L D W D R R E T F K

GAAGATGTTCACTATATCCGCAGGCTGATCTCGCTGAGAAAAGCGCATCCTGCATTCCGT
E b Vv H ¥ I R R L I S L R K A H P A F R

CTTAGGTCCGCTGCAGACATCCAGCGCCATCTTGAATGCTTGACGCTAAAAGAACACCTT
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621 L R S A A D I Q9 R H L E C L T L K E H L

1921 ATCGCATACAGGCTTTATGATCTTGACGAGGTTGACGAATGGAAAGATATCATTGTTATC
641 I A Y R L Yy DL D E V D E W K D I I V I
1981 CATCACGCGAGTCCAGACTCCGTCGAGTGGAGGCTGCCAAACGACATACCTTATCGGCTT
661 H H A S Pp D S V E W R L P N D I P Y R L
2041 TTATGTGATCCATCAGGATTTCAGGAAGACCCAACAGAAATCAAGAAAACGGTTGCAGTA
681 L ¢ b p sS G F Q E D P T E I K K T V A V
2101 AACGGCATCGGAACGGTTATCTTATATTTAGCATCAGATCTTAAGAGTTTTGCTTGA
701 N GG I G T v I L Y L A S D L K S F A *
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Ek 8.5. pPICZoA-YBKpulH Plazmidi ile Elde Edilen Pullulanaz Geni Niikleotid

Dizisi ve Genin Kodladig1 Rekombinat Proteininin Amino Asit Dizisi

BKpulH

(1-2175)

Universal code
Total amino acid number: 724, MW=80770
Max ORF starts at AA pos 1 (may be DNA pos 1) for 724 RAA (2172 bases), MW=80770

121
41

241
81

361
121

481
161

601
201

721
241

841
281

961
321

1081
361

1201
401

1321
441

1441
481

1561
521

1681
561

1801
601

1921
641

2041
681

2161
721

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
ATGGTCAGCAT CCGCCGCAGCTT CGAAGCGTAT GC CGATGAAATGAAT AT TAT TACGG TT CTGAT TCC TGCTGAT CAAAAAGATACCT TTACGCCGCCTT TT CAGCT TGAGACAGATACA
M v s I R R S F EA Y AD EMNTITI TV L I P ADOQI KD TF TP P F QL E T D T

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GCGGAAAT TCC TC TGACAGTCAGTC AGGAATGG CAAAT AGAAG GGAAATGCAAGTATG TATGT GT AGC TGAACAGCCGGT GACTT TCGGAAAAAC GCATCAT GTCAAAGC AT CCG GCGGC
A E I P L T V S Q E W Q I E G K C K Yy v ¢c vV A E Q P V T F G K T H H V K A s G G

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
GGAAAAACGGATC TCCAAATCGGGGCGGTT GTCAGGACGGATGCGTTTGATGC TGCAT TT TAT TATGACGGAGAGCTC GGAGC TG TTTACACT TC GGATTATACT GAATT TAAGG TATGG
G K T D L Q I G A V V R T DA F DA AUFY YD G E L G A V Y T S D Y T E F K VoW

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
GCGCCT GC TGC GACGT CAGCT GC CG TCAAGCTG TCACATC CCGAGAAAAG CGGGCACACGCTT CAAAT GACAC GAATG GAAAA TG GAG TATAC GC CG TTACAGTGGC TGGAGATC TGCAC
A P A AT S A A V K L S H P E K S G H T L ¢ M T R M E N G vY A VvV T V A G D L H

490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
GGTTATGAGTATGTGTACCGGAT TT GCAACAAT TT AGAAT GGA CAGAAAC GGT TGATC CG TAT GC AAAAG CTG TGACG GT CAACG GAGAGAAGGG TG TTG TG CTGCGCCC TGATC AAGCA
G Y EyYy Vv Yy R I ¢CNNLE WTETV DPYAZ K AUV TV N GEK G V VL R P D Q A

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
AATTCGGCTCCTTCGC TT GCACCAT TTT CAGAT CC CGT TGATGCCATT AT TTATGAGA TGCACAT CCGAGACT TC TCCAT TCATGAAAACAGC GG TA TGAAGAACAA GGG GAAAT AT GCG
N s AP S L AP F S D©PV DATITI Y EMUHTI RDT FS I HENDNSGMIEKNIE KG K Y A

730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830 840
GCGCTTGC TGAAACGGACACCAAAACGAAAAAT GGCAGTTCTACAGGACT TTCTTATT TAAARAGAGCT TGGCG TTACACATATAGAACTT TTACCGT TAAACGAT TATGC CGGAG TT GAT
A L A E T D TXK T XK NG S s T G L s Y L K E L GV TH I E L L P L N D Y A G V D

850 860 870 880 890 900 910 920 930 940 950 960
GAAGAAAACCCAC TTGCCGCC TACAATT GGGGC TATAATC CGC TT CAT TT TTT CG CCC CG GAG GGAAGCT ATG CC TCCAATCC TCACGACCCT CAGACAAGAAACACAGAAG TAA AACAA
E E N P L A A Y N W G Y N P L H F F A P E G S Y A S N P H D P Q T R N T E vV K Q

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
ATGATTCACACCCTGCAT CAGCATGGCCTGCGT GT CAT TC TGGAT GTT GT TTATAACCAT GTA TACCAAAGAGAGCACTCGCCCT TTGAARAAAC GG TGC CCGGT TATTT CT TCC GG CAT
M I H T L HQH G L RV I L DV VY NHV Y Q REUHS P F EI KT V P G Y F F R H

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
GATCAATT CGGGATGCCT TCAAATGGCACC GGC GTAGGGAATGACATC GCCTCAGAAAGGCGGAT GGCAAGAAAATTCAT TACGGATT GCGTTAT GT A TT GGGTGAAGGAAT ACGAT GTC
D o F G M P SN GT GV GG NDTIAS ER I RMARIKY FTIT D CVM Y WV K E Y D Vv

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1320
GACGGCTTCCGCT TTGATCTGCTCGGCATT TTAGATAT TGAAACGGTTCT TCATATGAAAGAAAAAGCAT CTGAGGTAAAGCCCGGRATCCTT CTCT TTGGGGRAGGCTGGGATT TGGCA
b G F R F DL L GG I L DI E T V L H M K E KA S E V K P G I L L F G E G W D L A

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
ACACCGCTGCCGCCTGAACAGAAAGCGACATTGGC GAATGCAT CGAAAAT GCCGGGCGTCGGT TT TTT TAATGAT TCGTT TCGTGACGCT GTT AAAG GGAATACC TT TCATATCGCGGCG
T P L P P E Q K A T L A N A S K M P G VvV G F F N D S F R D A V K G N T F H I A A

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
GCGGGT TT TGCCC TTGGGAACGGCGAACAAACGGAAACAGTCATGCGC GGGAT TGCCGGA TCT TCAGGAT GGAAAGAGACAGCCCCGCTT GTG TC TGCGC CGAGC CAGTC CATCA AT TAT
A G FA L GNG E QT ETVMURGTI AGS S G WK ETA AP L V S A P S Q S I N Y

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
GTCGAGTCGCATGACAACCACACAT TTT GGGATAAAAT GAACC TCGCGCT TCCACAAGAAAGT GACAGCCGAAAGAGAAGCCGGCAAAAGCTGGCGACTGCAATCAT TCT GC TGGCCCAG
VvV E S H DN H T F WD X MNT1LATLP Q E s D S R KR S R Q KL A T AT TI L L A Q

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
GGAGTTCCGTT TATTCACAGCGGACAGGAATTT TT CCGGA CGAAG CAG GG GGT GGAARAACAGC TACCAAT CCAGT GACAGCAT CAACCAGCTGGACT GGT CGCGG TG TGAAACAT TCAAG
G v p F I H S G Q E F F R T K OQ GV EN S Y Q S S D s I NQUL D W S R CE T F K

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
CAGGATGT TAACTATGTTCACAGGC TGATT TCGCT CAGAAAAGCGCATCCGGCAT TCCGT CTTACGTCAT CAGCCGATAT TCAGCGCT GC CTT GAAT GTC TGGCT CT CARAGAGCACCTT
Q D V N Y vV H R L I S L R K A H P A F R L T S S A D I Q R C L E cC L A L K E H L

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
ATTGTATACCGGCTGT TTAACCT CGGCGCAGTC GACGAAT GGGAAGAAAT CAT TG TCATC CAT CATGC CAGCCCT GAT TC TGT TACAT GG CAGCT GC CGAAAGAT AAGGC TTACC GCCTT
I VvyYy R L FNL GAV DE W EE I I V I HHA S P DSV T W QL P KD KA Y R L

2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
CTATGTGATAC TGACGGGTTTCGTGCTGAT TCT GGAGAAATCAAGAAAGC GGT TGCTGTAAACGGCAT CGGAACGGTTAT CTTATATT TAGCATCAGATC TT AAGAGTTT TGCTCAT CAT
L ¢ b T D GF R A D S G E I K K AV AVNGTI G TV I L Y L A S DL K S F A H_ H

2170
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Ek 8.6. BK0O7 Pullulanaz Geni ile PY22 Pullulanaz Geninin Aminoasit Dizilerinin

Karsilastinlmasi

Bacillus subtilis
BKpul
Consensus

Bacillus subtilis
BKpul
Consensus

Bacillus subtilis
BKpul
Consensus

Bacillus subtilis
BKpul
Consensus

Bacillus subtilis
BKpul
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Bacillus subtilis
BKpul
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Bacillus subtilis
BKpul
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Bacillus subtilis
BKpul
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Bacillus subtilis
BKpul
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Bacillus subtilis
BKpul
Consensus

Bacillus subtilis
BKpul
Consensus

Bacillus subtilis
BKpul
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PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22

PY22
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Ek 8.7. BK07 Pullulanazzmin Farkh Kaynaklardan izole Edilmis Diger Pullulanaz

Enzimleri ile Aminoasit Dizilerinin Karsilastirilmasi

Bac. licheniformis.seq

Bac. sub. spizizenii ATCC6633.seq
Bacillus atrophaeus.seq
Bacillus bataviensis.seqg
Bacillus cereus ATCC 10987.seq
Bacillus methanolicus.seq
Bacillus subtilis PY22.seq
Bacillus thuringiensis.seq
Bacillus vallismortis.seq
Bacillus weihenstephanensis.seq
Geobacillus_kaustophilus.seq
BKpul

Consensus

Bac. licheniformis.seq

Bac. sub. spizizenii ATCC6633.seq
Bacillus_atrophaeus.seq
Bacillus_bataviensis.seq
Bacillus_cereus ATCC_10987.seq
Bacillus_methanolicus.seq
Bacillus_subtilis PY22.seq
Bacillus_thuringiensis.seq
Bacillus vallismortis.seq
Bacillus weihenstephanensis.seq
Geobacillus_kaustophilus.seq
BKpul

Consensus

Bac. licheniformis.seq

Bac. sub. spizizenii ATCC6633.seq
Bacillus atrophaeus.seq
Bacillus bataviensis.seq
Bacillus cereus ATCC 10987.seq
Bacillus methanolicus.seq
Bacillus subtilis PY22.seq
Bacillus thuringiensis.seq
Bacillus vallismortis.seq
Bacillus_weihenstephanensis.seq
Geobacillus_kaustophilus.seq
BKpul

Consensus

Bac. licheniformis.seq

Bac. sub. spizizenii ATCC6633.seq
Bacillus atrophaeus.seq
Bacillus bataviensis.seqg
Bacillus cereus ATCC 10987.seq
Bacillus methanolicus.seq
Bacillus subtilis PY22.seq
Bacillus thuringiensis.seq
Bacillus vallismortis.seq
Bacillus weihenstephanensis.seq
Geobacillus_kaustophilus.seq
BKpul

Consensus

fnd fr

kg tf

LSTIV
\AATT

IMAF'CS . EEDACTKRLRQ:
IMGE'VLSQETDSRKRSRQ:
IMOYALPHETDSAKRSRO:

1 qg pf h gqef rtk g nsy
I OKEEEVNEHLSFMS . GTGEVTAYKLKNIAAFDPWNEIIVVHCPSA
IINLNSSVDIQSHLECLT . LREHLTAYRLYDLNGIDQWEDIIVIHHASP
I¥NLKRAAEVVRHLDFLE . VRGHLTIAYRLFDLETMDEWKEIIIVHHSSP

IKGLIQIPKTFS IINTRTSKEIHSQIHPLS . FTAPVLGYLEKKDHEE. . . .. VITIIINPSN
IILONADLIKKHMTFLQ . TSPEVLAYHLEHVESFGPWKEIVVLENSSL

AINFHRADLIRKHIRFLP . YPKPLIGCFYEDVQEFGHWKTILVVLNPLR
IINLRSAADIORHLECLT . LKEHLIAYRLYDLDEVDEWKDIIVIHHASP
ILONADLIKKHMTFLQ . TSPEVLAYHLEHVESFGPWKEIVVLENSSL

D LRSAADIKRHLECLT . LNELLIAYRLFDLGEVDEWEDIIVIHHASP

Bl DOKEKEME TIYN| IKGLIAIPKGHG INLONVDLIKKHMTFLO . TSTEVLAYHLEHVELFGPWKEIVVLEFNSGL

BYERKSRYED QGL RAHG LATEAEVLRHFTFLEPLPPSVIAYRLHDAAVYGPWEDIIVVHHNEE

b SRCETFKQ KAHP LTSSADIQRCLECLA.LKEHLIVYRLFNLGAVDEWEEIIVIHHASP

dw

KKETLEMEAQKQYLLHCDPFTFENGKV . . QAEKRLRLNGIGTY

DSVTWOIREKDKAYRLLCDTDGFRADSG. . EIKKAVAVNGIGTVIYLASDLKSFA
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Ek 8.8. BKO07 Pullulanaz Geni ile PY22 Pullulanaz Geninin Niikleotid Dizilerinin

Karsilastinlmasi
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PY22 pullulanase
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BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
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PY22 pullulanase
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PY22 pullulanase
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BKpul
PY22 pullulanase
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PY22 pullulanase
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BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

BKpul
PY22 pullulanase
Consensus

aggaat t gaag aaat caagta gt

ac ccgcc tttc gcttgagacaga a a c ga

B8

ttcctctg ¢ gtcag

tc ggacgg

gcgtttgatg g attttattatgacggagagct gg gc gttta ac cggat atac g atttaa gtatgg

tcaca ccc a aaaagcgggc cac t caaatgac cg tggaaaa gg gt

ta gccgttac gt c gg ga ct cacgg tatgagtat tgt g at tgcaacaatt agaatgga gaaac gttga c g

tatgc aa gctgtgac gt aa ggagagaaggg gt gt tgcgccc gatcaa aa t g ct ct c ctt accatt tca

qatgcc t at tatgaga gca t cg gacttctccat catgaaaacagcgg atga aacaagqg aaata

c tat taaaagagcttgg gt acacat t ga ctt

gcgct

TEINE

t ccg t aa gatt tgccggagttgatgaaga aa cc cttg

c gaaac ga ac aaac aaatggcagttct ¢ gga t

gc tacaattgggg tataa ccgcttcattt tt gccccg

gagggaagctatgcctc aatcctca ga cctca ac agaaa acaga t aaacaaatgat a accctgcatcagca

a ag gag a tc ccctttgaaaa ac gtgcccggttattt ttccggca

cg gtcattctggatgttgttt taaccatgt ta

ga aaagca ct agg aaagcccggaatcct ct tttgg gaagg tggga tggc acaccgctgccgce tgaacagaaagc

c a aatgccgggc tcgg ttttttaatgat gtttcgtgacgctgt aaagggaa acctttca

AL ETE

a c aa c gt atgc

ttggcgaa gc

i A
gg attgccgg tcttc ggatggaa g

a tgacagccgaaag gaagc ggcaaa gct gc c gc at att tgct gccca gg gt ccgtttattcacagcgg caggaa

tttttccggacgaagcsggg gtggaaaacagcta csatccagtgacagcatcaaccsgct gactgg

iEfER

gatgtt actat t ¢ caggctgat tcgct agaaaagcgcatcc gcattccgtctta gtc ¢ ge

BT EIE

tg ¢ ct aaaga caccttat g atac ggct t t a ct g cg gt gacgaatgg aaga atcattgt atc

TGAC]
C®ATC.

ctta cg ctt tatgtgat c

cg gtgsaacattcaa

cttgaatg

tgg gctgcc aa ga a
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Ek 8.9. BK07 Pullulanazzmn Farkh Kaynaklardan Izole Edilmis Diger Pullulanaz

iikleotid Bazznda Karsilastinnlmasi

Enzimleri
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OZGECMIS

Fidan ERDEN, 1987 yiinda Kdz Eregli'de dogdu. Ikogretim ve liseyi Kdz
Eregli"de tamamladi. 2005 yilinda Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimii’nde lisans dgrenimine basladi 2010 yilinda Miihendislik Fakiiltesi ikincisi ve
onur O0grencisi olarak Gida Miihendisi linvani ile mezun oldu. Ayni yil Akdeniz
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim Dal’nda Yiksek
Lisans 6 grenimine basladi. Halen bu kurumda 6 grenimine devam etmektedir.



