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OZET

Bacillus subtilis’den a-AMILAZ GENININ KLONLANMASI ve Pichia pastoris
MAYASINDA EKSPRESYONU

Barcin KARAKAS

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Danmisman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
Mayis 2009, 140 sayfa

Bu c¢alismanin ilk boliimiinde siinmiis ekmekten izole edilmis olan Bacillus
subtilis BKO7 susuna ait a-amilaz genini kodlayan DNA dizisi belirlenmek istenmistir.
Koloni hibridizasyonu, PCR ve kromozom yiiriiyiisii gibi ¢esitli yontemler kullanilarak
ele alinan bu calismalarda genetik dizi biiyiik 6l¢lide belirlenebilmis, ancak genin 5°-
ucundaki boélgenin dizisi belirlenemedigi i¢in gen bir biitiin olarak izole edilememistir.
Elde edilen diziler ancak ileride yapilabilecek kimerik enzim (fiizyon proteini)
tasarimlar1 ve benzeri calismalarda kaynak veri olarak degerlendirilebilecek tiirden

veriler olmustur.

Calismalara baglanirken B. subtilis BKO07 susunun kesin tanilamasi
gerceklestirilmis, optimum ¢ogalma sicakligi gibi bazi 6zellikleri de arastirilmistir. Bu
asamalarda, B. subtilis BKO7 susuna ilaveten, caligmalara kilavuzluk etmeleri
bakimindan ayni tiirden oldugu kesin olarak bilinen B. subtilis PY22, B. subtilis RSK
244 ve B. subtilis RSK 246 gibi bagka bakteriler de analizlerde kullanilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, B. subtilis PY22 susundan a-amilaz geni PCR
yoluyla tasarlanmis primerler kullanilarak ve konukcu hiicre i¢inde, Blunt-II Topo
vektori ile aktarildigi E. coli’de ¢ogaltilarak dizi analizi gergeklestirilmistir. Bu dizi,
metanol tetiklemeli (indiiksiyonlu) protein {iretimini ve proteinin hiicre disina
salgilanmasini saglayan pPICZoA vektorii kullanilarak Pichia pastoris KM71H

konuk¢u susuna aktarilmistir. Elde edilen sec¢ilmis klonlarin amilaz iiretimleri



arastirilmis, tasidiklart vektorlerde bulunan kopya sayilari belirlenmistir. Geni 2 kopya
olarak igeren klonlarin kiiltiir sivilarinda amilaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu ve
salgilama miktariin hiicre dis1 sivida 22 mg/mL gibi oldukga yiiksek miktarlara ulagtigi
gorilmiistiir. Rekombinant amilazin tiretimi SDS-PAGE analizleri ile takip edilmis ve
N-glikozile olmus proteinin EndoH enzimi ile muamelesi salgilanan rekombinant

enzimin 6zgiin molekiiler agirliginin 60 kDa civarinda oldugunu gdstermistir.

Kiiltiir sivisinda tespit edilen o-amilaz aktivitesi bakimindan bir kiyaslama
yapildiginda, B. subtilis PY22 ile yapilan iiretimin 3. giiniinde aktivite degerinin 120
mU/mL civarinda oldugu belirlenirken, P. pastoris ile rekombinant {retimde
indiiksiyonun baslatilmasini takip eden ayni siire i¢inde a-amilaz aktivitesinin 45 U/mL
seviyesine ciktig1 belirlenmistir. Uretici organizmalar, besiyerileri, baslangi¢ hiicre
yogunluklar1 ve {iiretim kosullarindaki farkliliklardan otiirii bire bir kiyaslamanin
yaniltici olabilecegi gergegi de gbz Oniinde bulundurularak, ayni yontemle belirlenen iki

Olclim arasinda yaklagik 370 kat artis oldugu goriilmistiir.

Enzimi en yiiksek miktarda iiretebilen klon belirlendikten sonra 2 kopya sayili
bu klon kullanilarak enzim kiiciik olgekte iiretilmis ve hiicre disina salgilanan enzim
kismi saflastirma isleminden geg¢irilmistir. Yaklasik 32.5 kat saflastirilan enzim
kullanilarak gergeklestirilen calismalar sonucunda rekombinant o-milazin en yiiksek
aktivitesini 60 °C’de ve pH 7’de gosterdigi ve bu ortam kosullarinda 1 saat bekletilmesi
sonrasinda aktivitesini % 78 oraninda korudugu gozlenmistir. Tepkime ortamda Ca'™"

iyonlarinin varlig1 amilaz aktivitesinde % 41 artisa sebep olmustur.

Sonug olarak a-amilaz liretmeyen P. pastoris mayasina bu enzimi kodlayan gen
aktarilmis ve indiiksiyonlu hiicre dis1 salgilama ile yiiksek miktarda rekombinant

protein iiretimi saglanabilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus subtilis, a-amilaz, Pichia pastoris, ekspresyon
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ABSTRACT

STUDIES ON THE ISOLATION OF THE o-AMYLASE GENE FROM Bacillus
subtilis AND a-AMYLASE EXPRESSION IN THE YEAST Pichia pastoris

Barcin KARAKAS

Ph.D. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
May 2009, 140 pages

In the first part of this study the objective was the sequencing of the a-amylase
encoding gene of Bacillus subtilis BKO7 isolated from ropy bread. It was possible to
determine a large portion of the sequence using techniques such as colony
hybridization, PCR and chromosome walking however the gene as a whole could not be
isolated due to not being able to determine the sequence at the 5’- end of the gene. The
sequence information obtained in this part of the study could be used as source data in
future applications involving designing of chimeric enzymes (fusion proteins) and

similar studies.

At the initial stages of the study, the strain B. subtilis BK07 identified and the
optimum growth temperature of the strain was investigated. At this stage of the study,
other strains of known identification such as B. subtilis PY22, B. subtilis RSK 244, B.

subtilis RSK 246 were also included in the analyses.

When comparing the a-amylase activity of culture supernatants, it was observed
that a 3 day fermentation period for B. subtilis PY22 resulted in an activity value of 120
mU/mL whereas recombinant production with P. pastoris reached an activity of 45
U/mL in the culture supernatant at the same fermentation time following induction. It
would be wise to keep in mind that a direct comparison might be misleading given the

great variation in source organisms, culture media, starting cell densities, and

v



production conditions, however, the activity measurements made using the same

method showed an increase in amylase activity of 370-fold.

In the second part of the study, the a-amylase gene from B. subtilis PY22 was
amplified by PCR using degenerate primers and by Blunt-II Topo cloning in host E. coli
followed by sequencing of the gene. The gene fragment was isolated, sequenced and
transferred into the host strain P. pastoris KM71H using the vector pPICZaA enabling
methanol induction and extracellular secreton of the protein when transformed. Selected
transformants were screened for amylase activity and the copy numbers of the gene
were determined. Clones with 2 copy numbers of the gene showed the highest enzyme
activity in culture supernatants and the levels of secretion were determined to be as high
as 22 mg/mL in cell free supernatants. Recombinant amylase production was monitored
by SDS-PAGE analyses and the N-glycosylated protein was treated with EndoH

enzyme to reveal an approximate molecular weight of 60 kDa.

The 2 copy number clone which was determined to be the one with the highest
potential for amylase secretion was propagated in shake flask cultures and the secreted
amylase was partially purified approximately 32.5-fold from the cell free supernatant.
The recombinant amylase showed optimum activity at neutral pH and 60 °C, retaining
78% of its activity when kept at these conditions for 1 hour. The addition of Ca™" ions

into the reaction medium resulted in a 41% increase in enzyme activity.
As a result of this study, a recombinant strain of the yeast P. pastoris was

obtained and production of high levels of the recombinant protein was achieved by

induced extracellular secretion.

KEY WORDS: Bacillus subtilis, a-amylase, Pichia pastoris, expression
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ONSOZ

Biyoteknoloji  giliniimiizde en hizli gelismekte olan sektorlerden biri
durumundadir. Ancak heniiz iilkemizde, gerek yasal diizenlemeler bakimindan, gerek
arastirma potansiyeli ve iiretim hacmi olarak arzu edilen diizeylere ulasilamamistir.
Ulkemizin bu alanda diinya iireticileri ile rekabet edebilmesi igin yerel biyolojik
cesitliligin degerlendirilmesi, genetik tekniklerin uygulanmasi ve bu sayede iiretim

sektorlerine aktarilabilecek teknolojilerin gelistirilmesi amaglanmalidir.

Bu caligma ile endiistriyel olarak en yaygin kullanim alanina sahip olan,
bakteriyel a-amilaz enzimi arastirilmis, bu enzimi kodlayan gen metilotrofik bir maya
hiicresine aktarilarak yliksek iiretim potansiyeline sahip yeni bir sus elde edilmistir.
Arastirma sonuglarinin benzeri ¢aligmalara 11k tutmasmi ve teknolojiye aktarilarak

iilkemiz sanayisine ve dolayisiyla ekonomisine katki saglamasini dilerim.

Bu calismanin gerceklestirilmesinde bana her tiirlii yardim ve destegini
esirgemeyen danigman hocam Sayin Prof. Dr. Muharrem CERTEL’e ve otoritesi altinda
bu galismayr tamamlama firsat1 veren Saym Dog¢. Dr. Mehmet INAN’a ne kadar
tesekkiir etsem azdir. Onlarin yonlendirmesi, tesvik ve destekleri olmaksizin bu

caligmanin gergeklesmesi miimkiin olamazdi.

Ayrica Lincoln, Nebraska, ABD’de gerceklestirdigim laboratuar c¢aligmalarim
sirasinda molekiiler biyoloji yontemlerinin uygulanmasinda bana yardimci olan ve
teknik bilgilerini paylasan Dr. Yogander KASHAya, yardimlarini benden esirgemeyen
teknik personel Sarah PLAUTZ ve Sara CONRAD’a, ve diger caligma arkadaslarima

desteklerinden otiirii tesekkiir ederim.
Tez galismalarimin basindan itibaren Bacillus subtilis BKO7 izolatin1 saglayarak

bana yardimci olan ve manevi destekte bulunan Aras. Gor. Fundagiil EREM’e ve diger

mesai arkadaglarima da ayrica tesekkiir ederim.
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Tez izleme Komitesinde bulundugu siire icerisinde beni ydnlendiren hocalarim
Sayin Prof. Dr. Feramuz OZDEMIR’e ve Saym Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a icten

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismamin gergeklesmesi i¢in yurt disinda bulunmam hususunda gerekli
gorevlendirmenin yapilmasini saglayan kurumum Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii'ne ve yurt dis1 ziyaretimi doktora ogrencilerine yonelik yurtdisi arastirma
bursu ile destekleyerek katkida bulunan TUBITAK-BIDEB’e ayrica tesekkiir ederim.
Bu bursa basvuru i¢in hazirlanan proje metninin gézden gecirilmesindeki desteginden

otiirii Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN hocama tesekkiir ederim.

Benden, gerek maddi gerekse manevi, hicbir destegi esirgemeyen aileme sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler

be baz ¢ifti

d devir

dak dakika

e Euler sabiti (yaklasik degeri 2.71828°dir)
F Faraday

kbg kilo baz ¢ifti

L litre

u biliyiime katsayisi

M mikro (10°)

m mili

M molar

n nano (10”%)

Q ohm

OD optik yogunluk (optical density)

ref goreceli santriiij kuvveti (relative centrifugal force, G)
s saniye

t stire (saat cinsinden)

Tm erime sicaklig1 (melting temperature)

Tp katlanma siiresi

u iinite, enzim tinitesi

X0 baslangig¢ hiicre yogunlugu

X t siiresi sonunda dl¢iilen hiicre yogunlugu
0 sonsuz

# numara
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Kisaltmalar

ABD

amyE
BCA
BMGY

BMMY

BSA
CIP
DIG
DNA
DNSA
ESEM

FDA
GRAS
IPTG

LB
LMP
MA
MCS
MM
MOPS

NMR
PAGE
PCR
rDNA

Amerika Birlesik Devletleri

ampisilin

a-amilaz geni

bisikolinik asit (bicicholinic acid)

tamponlanmis karmasik gliserol besiyeri (buffered glycerol
complex medium)

tamponlanmis karmasik metanol besiyeri (buffered methanol
complex medium)

s1g1r serumu albumini (bovine serum albumen)

buzagi barsak fosfatazi (calf intestinal phosphatase)
digoksijenin (digoxygenin)

deoksiriboniikleik asit

dinitrosalisilik asit (dinitosalicylic acid)

cevresel taramali elektron mikroskobu (environmental scanning
electron microscopy)

ABD Gida ve Ilag Dairesi (Food & Drug Administration)
Genel olarak giivenli kabul edilen (Generally Regarded As Safe)
izopropil B-D-1-1tiyogalaktopiranozid (isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside)

Luria-Bertani

Low Melting Point

molekiil agirlig:

coklu klonama bolgesi (multiple cloning site)

temel metanol (minimal methanol)
3-(N-morfolino)propansiilfonik asit
(3-(N-morpholino)propanesulfonic acid)

niikleer manyetik rezonans

poliakrilamid jel elektroforezi
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1. GIRiS

Enzimler, hiicreler ve organizmalardaki reaksiyonlar1 hizli, segici ve verimli
olarak katalizleyen ve kontrol eden protein yapisinda katalizdrlerdir. Canli hiicre diginda
da, uygun ortam kosullar1 var oldugunda enzimlerin fonksiyonlarini yerine getirdigi
bilinmektedir. Glinlimiiz endiistriyel {retimlerinde canli hiicre fermantasyonlari
kullanilabildigi gibi izole edilmis enzimlerden faydalanan teknolojik iiretim islemleri de

yaygin olarak mevcuttur.

Diinya endiistriyel enzim piyasast hem sektoriin mali geliri hem de iiretim
miktarlar gdze alindiginda stirekli artan bir egilim gostermektedir. Amilazlar, bu sektor
icinde en Onemli olan ve iiretimi en eskilere dayanan enzim gruplarindan biridir.
Piyasada en yiiksek talebe ve en biiyiik paya sahip olan o-amilaz enzimi nigastanin
a-1-4 glikozidik baglarin1 hidrolize eder ve ana kullanim alani nisasta endiistrisinde

olmakla birlikte firin iiriinlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Gupta vd 2003).

Tiirkiye’de gida iiretimlerine uygun saflikta bakteriyel amilaz ve proteaz iirettigi
bilinen ¢ok az sayida sirket mevcuttur. Gergeklestirilen bilimsel aragtirmalar ise agirlikl
olarak tarimsal {riinlerin ve tarim endiistrilerinin atiklarinin degerlendirilmesine veya
iiretilen mikrobiyal enzimlerin kinetik karakterizasyonuna veya sabitlenmesine

(immobilizasyonuna) yonelik calismalar olmustur (Ozcengiz 1996).

Giliniimiizde biyoteknolojik alanda verimliligin saglanabilmesi ve enzim
iiretimlerinde lider durumunda olan bilyiik kuruluslarla rekabet edilebilmesi igin
molekiiler biyolojik yontemlerin kullanilmasi sarttir (Olempska-Beer vd 2006). Bu
yontemler ic¢inde rekombinasyon onemlidir ve rekombinant teknoloji ile {iretilen

enzimlerin pazar paymin 1992 yilinda %50 oldugu bildirilmistir (Buchholtz vd 2005).

Amilazlar hayvansal ve bitkisel kaynaklardan elde edilebiliyor olsa da sanayi
Olcegindeki talepler ancak mikroorganizmalar kullanilarak {iretilen mikrobiyal
amilazlarca karsilanabilmektedir. Son 30 senedir molekiiler biyoloji ve gen

miithendisligi alanindaki gelismeler sayesinde endiistriyel enzim iiretiminde



kullanilabilecek suslarin gelistirilmesi ve tasarlanmis proteinlerin {iretimi icin yeni
firsatlar dogmustur (Kirk vd 2002). Biyoteknolojik iiretimlerde birim maliyetin
diisiiriilmesine yonelik olarak atilabilecek en etkin adim susun gelistirilmesidir ki bunun
da gergeklesmesi ii¢ islemin gerceklestirilmesi sayesinde olur; genetik degisiklik,
fermentasyon ve analiz (Parekh vd 2000). Bu calismalarda gen kaynagi olarak
kullanilacak organizmalar dogrudan dogal ortamlarindan izole edilebildigi gibi ¢esitli

kiltiir koleksiyonlarina dahil edilmis organizmalar da olabilmektedir.

Pichia pastoris de son 20 yil siiresince bu sekilde gelistirilen ve heterolog
protein iiretimi amacli gen aktarimlari icin tercih edilen konak¢1 organizmalardan biri
haline gelen, metanolii karbon kaynagi olarak degerlendirebilen bir maya tiriidiir
(Zhang vd 2005). P. pastoris kullaniminin sagladig1 bazi1 avantajlar sdyle siralanabilir;
(1) verimli ve siki denetim altinda ¢alisan AOX1 promotoriiniin mevcut olusu, (2)
glikozilasyonun genellikle en fazla 20 adet kalint1 ile ve nispeten daha kisa zincirli N-
bagl yiliksek-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 yogunluklu tiretime uygunlugu ve 6l¢ek biiyiitmenin kolay olusu (Demain

2005).

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), 2006 yilinda 6zel bir sirket tarafindan P.
pastoris’de rekombinant olarak tretilen B. subtilis kaynakli bir enzimin GRAS

statiisiinde degerlendirilmesi bagvurusunu olumlu cevaplandirmistir (Anonymous 2006).

Ulkemizde genetigi degistirilmis organizmalara iliskin yasal diizenlemeler heniiz
tamamlanmamistir. Konu, agirlikli olarak Avrupa Birligi’'ne uyum siirecinde
uygulanmas1 disiiniilen ulusal program kapsaminda, genetigi degistirilmis
organizmalarin veya bunlar kullanilarak elde edilen iirlinlerin etiketlenmesi hususunda
degerlendirilmektedir (Anonim 2003). 2007-2013 yillarim1 kapsayan IX. Bes Yillik
Kalkinma planinda da belirtildigi gibi genetigi degistirilmis organizmalarin ve
biyoteknoloji {irlinlerinin kullanimi ve dolagimi konusunda standartlarin olusturulma

ithtiyaci halen devam etmektedir (Anonim 2006).



Bu ¢aligmanin 6ncelikli hedefi sanayinin pek¢ok dalinda yaygin kullanimi olan
a-amilaz enziminini rekombinant olarak yiiksek verimlilikle iiretebilecek ve ileride
ticari olarak degerlendirilebilecek, genetigi degistirilmis bir maya susunun gelistirilmesi
ve boylece diinya ¢apinda gergeklestirilen enzim iiretimi ile rekabet edebilme avantajini
saglanyabilecek bir mikrobiyal kaynagin olusturulmasidir. Ayrica, ¢alismanin
tamamlayict unsuru olarak iretilen rekobinant proteinin karakterize edilmesi

amagclanmistir.

Bu c¢aligmada, gen kaynagi olarak slinmiis ekmekten izole edilen ve Bacillus
subtilis tiriinden oldugu dogrulanan dogal bir bakteri susunun kullanilmasi
disliniilmiistiir. Ancak yogun c¢abalara ragmen bu bakteride o-amilaz proteinini
kodlayan DNA diziliminin proteinin N-terminus ucunu kodlayan bdlgesi
aydinlatilamamistir. Bunun {iizerine ikinci bir asama olarak, ¢alismalarda PCR yoluyla
genin amplifikasyonunda basar1 saglanan B. subtilis PY22 susu kullanilmistir. B.
subtilis PY22’e ait amilaz geni P. pastoris KM71H hiicrelerine aktarilarak konukcu
hiicrede bulunan AOX1 promotdrii ile calisan metanol tetiklemeli (indiiksiyonlu)
ekspresyon sayesinde liretilen a-amilaz hiicre disit ortama salgilanmistir. Elde edilen
rekombinant P. pastoris susu ile enzimin iiretimi gergeklestirilmis ve enzim kismen
saflagtirilarak optimum calisma kosullari, molekiil agirligt ve glikozilasyonu gibi

Ozellikleri arastirilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Bacillus subtilis ve Diger Bacillus Tiirleri

Bacillus cinsi endospor olusturabilen, aerobik ¢ubuk-seklinde pek ¢ok bakteri
tiirinii barindiran kalabalik bir bakteri grubudur. B. amiloliquefaciens, B. atropheus, B.
licheniformis, B. mojavensis, B. pumilus, B. subtilis ssp. subtilis, B. subtilis ssp.
spizizenii, ve B. vallismortis “subtilis” grubuna dahil olan 1 pm’den daha kiigiik ¢ap1
olan, sporanjialart siskin olmayan, elipsoidal sporlar1 olan, prensipte mezofilik ve
notrofilik 6zellikte bakterilerdir. Bu organizmalarin tamamu fizyolojik olarak birbirine

¢ok benzer ve 16 rRNA/DNA 1. grubuna dahil edilmislerdir (Fritze 2002).

Insanoglu ¢ok eskilerden beri Bacillus tiirlerinden istifade etmistir. Bu bakteriler,
metabolik ¢esitliliklerinden faydalanilarak muhtelif endiistriyel uygulamalarda
kullanilmislardir ve bunlar yardimiyla a-amilaz, alkalin proteazlar vb. hidrolitik
enzimlerin, basitrasin, gramisidinler, polimiksinler vb. polipeptit antibiyotiklerin, o-
endotoksinler gibi bocek Oldiiriiclilerin ve D-riboz, piirin niikleotidleri vb. lezzet

gelistiricilerin liretimi gergeklestirilmektedir (Schallmey vd 2004).

B. subtilis 168 genomik karakterizasyon i¢in Oncelikli olarak secilen bir
organizma olmustur ve Avrupali, Japon ve ABD’li arastirma gruplarindan olusan bir
konsorsiyumun projesi kapsaminda 4,100 protein-kodlayan gen iceren genom dizisinin
tamami belirlenmistir. Elde edilen sonuglar 6zet olarak Kunst vd (1997) tarafindan

yayinlanmistir.

B. subtilis’in genetik dizisinin belirlenmesi dncesinde ve sonrasinda yayinlanan,
bu organizma {izerine yazilmis kapsamli kitaplar mevcuttur (Sonenshein vd 2002,

Sonenshein vd 1993).

B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium basta olmak lizere bazi Bacillus

tiirleri ekmekte “siinme” olarak adlandirilan bir kusura sebep oldugu bilinmektedir



(Erem 2007). Siinme, pisirme asamasinda sporlu yapilari sayesinde hayatta kalabilen
bakterilerin uygun sicaklik ve nem ortamini bulduklarinda ¢ogalmasiyla gelisir ve bu
bakterilerin hiicre disina salgiladiklar1 proteolitik ve amilolitik enzimlerle ekmek igi
yapiskan, kotii kokulu bir hale doniistiirerek tiiketilemez hale gelir. Bu olgunun etmeni
olan bakterilerin etkin amilaz ve proteaz enzimlerine sahip olmasi, ve organizmalarin
gelistigi 1liman ortamda bu enzimlerin yiiksek aktivite gostermesi, siinme etmeni
Bacillus tirlerini a-amilaz i¢in gen kaynagi olmaya aday organizmalar olarak karsimiza

¢ikarmistir.

Bacillus tiirlerinin tanilanmasinda DNA dizi homolojisi kiymetli bir kriterdir. B.
subtilis 168 (ATCC 6051), Marburg susu olarak da bilinir ve 1936’da yeni bir B.
subtilis susu olarak tayin edilmis ve bdylece B. cereus ve B. licheniformis arasinda
olusan karmasanin giderilmesi saglanmistir. B. subtilis 168 ile homoloji olarak sirasiyla
%70 ve %85 benzerlik gosteren iki diger sus B. natto ve B. amylosacchariticus’dur. Bu

li¢c bakteriye ait amilazlarin birbirine ¢ok yakin diziye sahip oldugu bilinmektedir (Priest

1993).

2.2. a-Amilaz Enzimi ve Diger Amilazlar

2.2.1. a-Amilaz ile ilgili cahismalarin tarihi gelisimi

Tarihte bir enzimin varlig1 ilk olarak Payen ve Persoz (1833) tarafindan malt
Oziitlinltin alkol ¢okeltisinde bulunan ve 1s1 etkisinde pargalanabilen bir maddenin
nisastayr glikoza parcaladigini gostermeleri ile tespit edilmistir. Bu maddeye
(Yunancada fermentasyon anlamina gelen) “diastaz” adi verilmisti ancak bu enzim

gilinlimiizde amilaz olarak anilmaktadir.

Yarim asir kadar sonrasinda Atkinson geleneksel bir Japon iiriinii iizerine
yazdig1 bir inceleme yazisinda islenmis piring tanelerine kiif sporlar1 asilanarak 4 giin
siiren bir inkiibasyonla tiretilen “koji’nin amilaz aktivitesi {izerine arastirmalarini rapor

etmis, ve lirliniin maltdan farkli bir {irtin olduguna vurgu yapmistir (Atkinson 1881).



1890’lara gelindiginde Takamine mikrobiyal amilaz izolasyonu c¢alismalarina
baslamis ve (gliniimiizde Genecor sirketinin biiyesinde yer alan) Miles Laboratories
sirketini kurmustur (Poulsen ve Bucholz 2002). Bir Japon gé¢meni olan Takamine, koji
iiretiminde oldugu gibi, amilaz1 haslanmis tahila Aspergillus oryzae asilayarak yiizey
fermentasyonu ile iretmis ve 1894 yilinda diastatik enzim diretimi i{izerine, ABD
tarihinde mikrobiyal enzim iiretimi i¢in alinan ilk patenti gelistirmistir. Bu ¢alismayi,
ilerleyen yillarda pek ¢ok patent calismasi izlemistir. Amilaz enzimi Uretimi ile ilgili

alinan ilk patentlerin bir listesi Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Amilaz iiretimi ile ilgili alinan ilk patentler (Neidleman 1991)

Bulus Sahibi Patent Yili  Patent Bashg

J. Takamine 1894 Diastatik enzim iiretim islemi

J. Takamine 1906 Diastatik madde ve {iretim iglemi

J. Takamine 1911 Enzim

J. Takamine 1911 Amilolitik enzim

S. Frankel 1915 Diastaz imalat

I. Pollak 1915 Diastaz preparatlar1 ve iiretim islemi

I. Pollak 1915 Malt 6ziitii ve tiretim islemi

A. Biodin / J. Effront 1917 Amilazimst karigimin muamelesi iglemi

A. Biodin/ J. Effront 1917 Fermantlarin oksidasyonu ile diastazlarin ve toksinlerin iiretimi

Avrupa Patent Biirosu (European Patent Office) web sitesinde
(http://ep.espacenet.com/) diinya patent veritabani kullanilarak gerceklestirilen ve son
20 seneyi kapsayan gilincel bir taramada bashiginda “alfa” ve “amilaz” amilaz

sOzciiklerinin gectigi 1,300’den fazla patent alindig1 goriilmiistiir (Anonymous 2009a).

2.2.2. Yeni enzimlerin bulusu i¢in gelistirilen teknolojiler

Dogal mikroorganizmalar yillardan beridir enzim ¢esitliligini temin eden
vazgecilemez bir kaynak olmustur. Biyoinformatik alanindaki gelismeler ve dizi
verilerinin ulasilabilirligi ilgi duyulan bir genin dogadan izolasyonunu kolaylastirmistir.

1980’lerden itibaren, akilc1 protein miihendisligi ile proteinlerin yapisinda



olusturulabilen degisimler ve dolayis1 ile proteinin biyokimyasal ve biyofiziksel
ozelliklerinin degistirilebilmesi enzim optimizasyonu acisindan 6nemli bir arag
olmustur (Kirk vd 2002). Daha yeni olarak kullanilan teknolojik araglardan biri
yonledirilmis evrimdir (Johannes ve Zhao 2006) ve bu sekilde arpa amilazinin

aktivitesini yiikselten ¢alismalar gerceklestirilmistir (Textor vd 1998, Wong vd 2004).

o-Amilazlarin  pH profillerinin ve termostabilitelerinin  kullanilacaklar
uygulamaya uygun olmasi gereklidir. Dolayisiyla, uygulamalarin ¢esitliligi yeni ve
ozellikleri gelistirilmis a-amilazlar i¢in ihtiyag yaratmaktadir (Sivaramakrishnan vd
2006). Yeni enzimlerin tanilanmasi, klonlanmasi ve endiistriyel Olgekte {iiretme
kabiliyetinin gelistirilmesiyle kimya ve gida endiistrileri i¢in yeni uygulama ve
biyolojik isleme alanlar1 gelistirilmesine olanak saglanmaktadir (Jarnagin ve Ferrari
1992). Nisastaya-etki eden yeni enzimlerin tanilanmasinda kisa zamanda, en yiiksek
sayida gen veya organizma verisi saglayabilecek hassas ve verimli stratejilerin
uygulanmasi1 sarttir. Bunun bir yolu enzim aktivitesinin belirlenmesi seklinde
gergeklestirilen taramalardir. Alternatif ve daha yeni uygulanan bir yontem ise dogadan
organizmalardan ziyade dogrudan kromozomlarin 6rneklenerek dejenere primer ciftleri

yardimuiyla belirli genlerin klonlanmasidir (Butler vd 2004).

2.2.3. Amilaz grubu enzimler

Amilazlar nisasta molekiillerini hidrolize ederek dekstrinleri ve daha diisiik
sayida glikoz biriminden miitesekkil polimerlerin olusmasini saglayan enzimlerdir
(Windish ve Mhatre 1965). a-Amilaz glikoz molekiillerinin olusturdugu polimerleri
belirli 6zgiilliikkte (specificity, spesifisite), a-1-1, a-1-4 ve a-1-6 bag noktalarindan etki
eden ve ortak ozellikleri bulunan ¢esitli enzimlerin ait oldugu bir enzim ailesidir.
Nisastanin hidrolizini saglayabilen enzimlerin ¢ogu aminoasit dizilerine gore
gergeklestirilen siniflandirmaya gore glikozil hidrolaz 13 ailesine iiyedir (Reddy vd
2003). Aile 13’e tiye glikozil hidrolazlar UniProt (The Uniprot Consortium, 2008)
veritaban1 (Anonymous 2009b) kullanilarak Cizelge2.2’de derlenmistir. Bu tabloda da

gorilebildigi tizere bu enzimler en az 21 farkli tipte reaksiyonu katalize edebilmektedir.
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Substrat molekiiliinde kirdig1 baglarin pozisyonuna bagl olarak amilazlar endo
veya ekzo seklinde kategorize edilebilirler. Beta-amilaz bir ekzo-enzimdir ve sadece
nisasta molekiiliiniin u¢ kismimi hedef alarak maltoz birimlerine hidrolize eder
(Whitaker 1996, Wong ve Robertson 2002b). Endoamilazlar amiloz molekiiliinii
rastgele bag noktalarindan hidrolize ederek son {irlin olarak c¢esitli uzunluklarda
maltodekstrinleri olustururlar. a-Amilaz en yaygin bakteri kaynakli endo amilazdir ve
son triinlerin hidroliz noktasindaki glukoz biriminde bulunan 1 numarali karbonu a-
konfigiirasyonunda birakir (Vihinen ve Mantséld 1989). Sekil 2.1°de ¢esitli amilazlarin

nisasta molekiillerine etki ettigi bag noktalar1 ve pargalama iiriinleri gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Nisastanin enzimatik pargalanmasinda gorev alan c¢esitli enzimler (van der

Maarel vd 2002). Agik renk altigen glukoz polimerinin indirgen ucunu
gosterir.

Endoamilazlar, enzimi karakterize etmek amaciyla uygulanan ilk metoda bagh

olarak a-amilaz, izoamilaz, pullulunaz, izopullulunaz, neopullulunaz, oligo-1,4-
glukosidaz, oligo-1,6-glukosidaz veya siklodekstrin glukanotransferaz (CGTaz) olarak
adlandirilmis olabilirler. Dallanmalar1 ¢6zii¢ii enzimler (izoamilazlar ve pullulunazlar)
nisasta ve/veya pullulanda o(1—6) glikozidik baglar1 kirabildikleri gibi kullanilan
enzime, substrata ve tepkime kosullarina bagh olarak a-amilaz gibi davranarak dahili
a(1—4) baglarm1 da hidrolize edebilirler. Tanim olarak, pullulunazlar pullulani
hidrolize edebilirler (izoamilazlar bunu yapamaz); buna karsilik, izopullulunazlar ve

neopullulunazlar sirastyla pullulanda a(1—6) dallanma noktalarinin iki yaninda bulunan



indirgen ve indirgen olmayan o(1—4) baglarim1 kirarlar. CGTazlar da nisastayr a-
amilazlar gibi a(1—4) baglarindan parcaladigi gibi 6nemli miktarlarda siklodekstrini de

iirlin olarak olustururlar (Ferrari vd 1993).

a-Amilaz grubu enzimlerin ortak 6zelikleri Reddy vd (2003) tarafindan sdyle
Ozetlenmistir:

e Bu enzimler, hidroliz aktivitesi gostererek etkili olduklar1 a-glikozidik
baglarin hidrolizini saglayarak o-anomer mono- veya oligosakaritleri
olusturur veya transglikozilasyon aktivitesi gostererek o-1,4 veya o-1,6
glikozidik baglarini kurar veya bu iki aktiviteyi eszamanli olarak gosterebilir.

e Bu enzimlerde katalitik bolge kalintilarini igeren bir (B/a)g veya TIM figisi
(ing: barrel) yapis1 bulunur.

e Primer dizilerinde 4 adet korunmus bolge mevcuttur. Bu korunmus
aminoasitlerden bazilar1 katalitik bolgede bulunur, bazilar1 ise TIM figist

topolojisinin stabilitesinin saglanmasiyla ilgilidir.

2.2.4. o-Amilazin yapisi, etki ve salgilanma mekanizmasi

TIM ficist ilk olarak triozfosfat izomeraz enziminde belirlenmis bir yapidir
(Banner vd 1975), dolayisiyla ismini de bu enzimden alir. Yapisal olarak, o-amilaz
ailesi enzimlerin biitlin liyelerinde bulunan bu yap1 (B/a)s fig1 katlanmasi ile olusur

(Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Triosfosfat izomerazin klasik paralel (B/a)s-figis1 yapis1 (Horvatova vd 2001).
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Katalitik bolgeyi olusturan bu bolge A bolgesi (“domain A”) olarak adlandirilir
(Horvatova vd 2001). Katalizin gergeklestigi yer A bolgesindeki paralel B-figcisinin
sonunda proteinin C-terminal ucu tarafina dogru bulunan bir yuvadir (Matsuura vd

1984).

Fujimoto vd (1998) tarafindan elde edilen B. subtilis a-amilazinin ii¢ boyutlu

goriniimi Sekil 2.3’de verilmistir.

Sekil 2.3. B. subtilis’e ait protein molekiiliiniin kristal yapisi. (a) B-yapraklarindan
olusan TIM figisinin goriiniimi, (b) enzim aktivitesi i¢in gerekli olan 3 adet
kalsiyum iyonunun bulundugu (gri) ve aktif bdlgesinde maltopentaoz
(C30Hs52026) bulunan (kirmizi-gri) molekiill kompleksi goriintiisii (NCBI
Blast veritabani (Fujimoto vd 1998) ve Cn3D goriintiilleme programi
kullanilarak elde edilmistir).

Yakin zamana kadar a-amilazin ¢aligma mekanizmasini agiklayict niikleofilik
yer degistirme, oksikarbonyum iyonu mekanizmasi ve halka agici tepkime gibi birkag

teori mevcut idi (Wong ve Robertson 2002a). Ancak van der Maarel vd (2002) a-amilaz
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enziminin o yapiyr koruyan, cift yer degistirmeli bir tepkime mekanizmasi ile islev
gordliiglini bildirmistir. Mekanizmanin isleyisi i¢in aktif bolgede asit/baz katalizorii
olarak glutamik asit ve niikleofil olarak aspartat kalintilar1 bulunur. Amilazin isleyis

mekanizmasi Sekil 2.4’de sematize edilmistir.

A As W@sp

OH

[#]
gegis fazi w gecis fazi ’g%
—'_ . __-+
- HO HO
O OH . . oR
A R .
sp):o % o I3-=u' o, %
>Glu Asp }é;u

Sekil 2.4. Glikozit bagmin kirilmasi sirasinda gergeklesen katalitik mekanizma (van
der Maarel vd 2002).

Bakterilerde a-amilaz enziminin salgilanmasimin kontrolii (regililasyonu)
birbirinden farkli iki mekanizmanin altinda gergeklesir. Bunlardan ilki genin hidroliz
tirtinlerinin (katabolit) varliginda baskilanmasiyla, digeri ise nihai olarak bakteride
sporlagsmayi tetikleyen maddesel (temporal) bir islem sonucu olusur (Jarnagin ve Ferrari
1992). Katabolit baskilamasi, transkripsiyona dayali olarak, glikoz, gliserol, maltoz gibi
kolay metabolize edilebilir karbon kaynaklarinin besi ortamindaki ¢ok miktarda
bulunmasina tepki gostererek enzim salgilamasinin artmasi seklinde calisan bir
mekanizmadir (Henkin vd 1991). B. subtilis’de logaritmik (vejettatif) fazdan duragan
faza gectikge enzim salgilanmasinda artis olur (Herbort vd 1999). B. subtilis’de amyE
geni ekspresyonu besiyerinde yiiksek oranda karbon kaynagi bulunmasina duyarh
oldugu gibi, sporlagsma islemi de kolay metabolize edilebilir karbon kaynaklarinin
ortamda yetersiz oranda bulunmasina duyarli transkripsiyona dayali bir islem olmasi
bakimindan bu iki mekanizma birbirine benzerlik gosteren ancak birbirinden ayri

islemlerdir (Jarnagin ve Ferrari, 1992).
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2.3. Bacillus a-Amilazlar1 ve Ozellikleri

Cho vd (2000) topraktan izole edilmis B. subtilis SUH4-2 susunun
sitoplazmasinda, muhtemelen karbonhidrat metabolizmasinda gorev aldigim
belirttikleri, maltoz olusturucu (maltojenik) bir amilaz1 izole ederek buna ait gesitli

ozellikleri belirlemistir.

Nagarajan vd (2006) topraktan izole edilmis bir B. subtilis susundan diger
Bacillus tiirlerindeki amilaz iiretimlerinden farkli olarak hidroliz iirlinleriyle (katabolit)
baskilanmayan, 60-70 °C’de ve pH 5-7°de optimum aktivite gosteren, 53 kDa

agirliginda maltojenik bir a-amilazi izole etmislerdir.

Sajedi vd (2005) toprakdan izole ettikleri 18 bakteri susunu kullanarak yaptiklar
bir taramada Bacillus sp. KR-8104 olarak adlandirilan bir susun diisiik pH’da
aktivitesini koruyabilen, kalsiyumdan bagimsiz olarak aktivite gosterebilen bir a-amilaz

tirettigini belirlemislerdir.

Bernhardsdotter vd (2005) sodali golden izole edilmis bakteriler arasindan
sectikleri Bacillus sp. L1711 susunu alkali ortamda yetistirdiklerinde bakterinin ¢esitli
amilazlar1 kiiltiir ortamina salgiladigini belirlemislerdir. Arastirmacilar, bu amilazlar
arasindan sectikleri bir a-amilazin 51 kDa agirliginda oldugunu, alkali ortamda kararh
oldugunu, 40 °C’de optimum aktivite sergiledigini ve diger metal iyonlarinin yan1 sira

kalsiyum varliginin da aktiviteyi olumsuz etkiledigini rapor etmiglerdir.

Zhang vd (1994) kojiden izole edilmis olan Bacillus sp-JF, susunun birbirinden
farkli 3 aktif a-amilaz bilesenini lirettigini belirlemis ve bunlardan 2.’sini karakterize
etmistir. Bu c¢alismada, 70’er kDa agirliginda iki {initeden miitesekkil a-Amilaz II’nin
optimum aktiviteyi pH 5.5°te, 90 °C’de gosterdigi ve molekiil basma 10 adet Ca™"
bagladigi ifade edilmistir.

Hagihara vd (2001) yaptiklar1 tanilama sonucunda Bacillus cinsi yeni bir tiir

oldugunu belirttikleri bir susdan izole ettikleri 55 kDa biiyiikliiglinde bir a-amilazin 55-
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60 °C’de ve pH 8-9.5’da optimum aktivite gosterdigini ve enzimin selatlayict veya

okside edici kimyasal maddelere kars1 direngli oldugunu belirtmisglerdir.

Mc Tigue vd (1995) alkali sever bir Bacillus tiirlinden izole ettikleri sira dis1 bir
a-amilazin en yiiksek aktiviteyi 40 °C’de ve pH 10’da gosterdigini ve bu enzimin en

biiyiik hidroliz {iriiniiniin maltotetraoz oldugunu bildirmislerdir.

Messaoud vd (2004) topraktan izole ettikleri B. subtilis US116 susundan
saflastirdiklar1 bir amilazin da maltoheksaoz ve maltoheptaoz iiriinlerini olusturdugunu
gostermis ve 60 kDa biiyiikliigiindeki enzimin 60 °C’de, pH 6’da opimum aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

Hayashida vd (1988) yeni bir B. subtilis izolatindan elde ettikleri 68 kDa
biiyiikliigiindeki a-amilazin diger bakteriyel amilazlardan farkli olarak ham patates

nisastasini 6-16 glikoz birimli iiriinlere parcalayabildigini rapor etmislerdir.

Mitsuki vd (2005) Japon Fermantasyon Enstitiisiinden temin ettikleri pek ¢ok
Bacillus susundan elde ettikleri a-amilazlar1 ham nisasta hidrolize edebilme
kapasitelerine gore kiyaslamiglardir. B. subtilis tiirii bir bakteriden saflagtirdiklari uzun
ve kisa (65 ve 45 kDa) agirliginda iki a-amilazdan uzun olanin daha yiiksek ham nisasta
baglama ve hidroliz kapasitesinin oldugu ve bunun bir kisminin proteolizi ile kisa

enzimin olustugu belirtilmistir.

Marco vd (1996) E. coli’de klonlayarak iirettikleri bir B. subtilis a-amilazinin
kaynak organizmada bulunan enzimden daha kisa oldugunu, ve optimum aktiviteyi pH
6.5’te ve 50 °C’de gosterdigini belirtmislerdir. Amino asit dizisine gore belirlenen
kaynak organizmaya ait a-amilazin 57.7 kDa, kisa rekombinant proteinin ise 54.1 kDa
agirliginda oldugu hesaplanmistir ancak rekombinant protein SDS page analizinde 48

kDa’da bant vermistir.

Uguru vd (1997) un fabrikas: atigindan izole ettikleri bir B. subtilis susundan
iirettikleri a-amilaz1 saflastirarak 54.78 kDa oldugunu, 80 °C’de pH 5.6’da optimum
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aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Arastirmacilar ayrica, UV 1simaya maruz

biraktiklari suglarda amilaz salgisinda artim oldugunu da bildirmislerdir.

Mishra vd (2005) H,O, ve HOCI ile muamele edilen B. subtilis kiiltiirlerinde a-
amilaz iretimini sirastyla 2.2- ve 1.5 kat arttirdigin1 belirtmislerdir. Bu ¢alismada,
tiretimlerdeki artislarin genetik seviyede regiile edildigi gen ¢ip (mikroarray) teknolojisi

kullanilarak dogrulanmistir.

Huang vd (2003) yaptiklar1 bir modelleme calismasinda G. stearothermophilus
kaynakli amilaz geni tasiyan rekombinant B. subtilis kullanarak gerc¢eklestirdikleri
kesikli ve beslemeli-kesikli (stirekli beslemeli) iiretimlerde, organizmanin bulundugu
hiicre evresine bagli olarak amilaz iiretimlerini gergege uygun olarak tahmin edebilen

bir model olusturmuslardir.

Najafi vd (2005) toprak kaynakli B. subtilis AX20’den elde ettigikleri hiicre dis1
a-amilazi izole etmisler ve 149 kDa agirliginda bir homodimer olan bu enzimin, pH 6

ve 55 °C’de optimum aktivite sergiledigini belirlemislerdir.

Das vd (2004) yerel Hintli kabilelerin alkol iiretiminde kullandiklar1 baslangi¢
kiltlirlerinden izole ettikleri B. subtilis DM-03 susunun 52-55 °C’de optimum iireme
gosterdigini ve iirettigi 42.8 kDa agirligindaki a-amilazin da ayni sicaklikta ve pH 9°da

optimum aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

Asgher vd (2007) orta derecede termofil bir B. subtilis susundan izole ettikleri o-
amilazin pH 8’de ve 70 °C’de ve Ca" varliginda optimum aktivite sergiledigini
belirlemis ve enzimin gida endiistrisinde ve nisasta isleme uygulamalarinda

kullanilabilecegini belirtmistir.

Bakteriyel amilaz iiretimi iizerine lilkemizde de yapilan caligmalar da mevcuttur.
Burhan vd (2003) alkali topraklardan izole ettikleri Bacillus sp.’den lirettikleri a-amilazi
etanol coktliirmesi ile kismen saflagtirarak SDS-PAGE ile 94.5 kDa agirliginda

oldugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar bu enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 10.5’te ve
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80 °C sicaklikta sergiledigini gostermislerdir. Arikan (2008) ise termofil bir Bacillus sp.
izolatindan {tirettigi ve ayn1 yontemle kismen saflagtirdig1 a-amilaz fraksiyonununda iki
amilaz bulundugunu, bunlardan birinin 86 kDa agirliginda olup pH 11°de optimum
aktivite gosterdigini, 60.5 kDa agirliginda olan diger a-amilazin ise pH 8’de optimum

aktivite gosterdigini bildirmistir.

Kiran vd (2005) topraktan izole ettikleri termofil bir Bacillus sp. ile yapilan o-
amilaz iiretimine kiiltiir ortaminda yapilan degisikliklerin etkisini incelemislerdir. Ulger
ve Cirakoglu (2001) B. subtilis ve B. amyloliquefaciens suslar ile yaptiklari a-amilaz

tiretimlerinde kiiltiir ortamina polietilen glikol ilavesinin etkisini arastirmiglardir.

Tanyildiz1 vd (2005) B. subtilis IMG22 ile ¢alkalamali inkiibasyon sartlarinda
yaptiklart o-amilaz iiretimini besin Ogeleri bilesimi bakimindan tepki ylizeyi

metodolojisi uygulayarak besiyeri formiilasyonunu optimize etmislerdir.

Baysal vd (2003) 1lica suyundan izole edilmis bir B. subtilis susu ile kat1 faz
tizerinde yaptiklar1 iiretimler sonucunda a-amilaz {retimi igin kepegin c¢eltik

kabugundan daha verimli oldugu sonucuna ulagsmislardir.

Ozcan (2005) ¢alismasinda B. stearothermophilus’a ait sicakliga direngli bir a-
amilaz genini tagiyan 5.25 kbg biyiikliiglindeki DNA bandi ile olusturulan pC194a
rekombinant vektori ile iki farkli B. subtilis susunda genin ekspresyonunu saglamistir.
Rekombinant enzim iiretimi nigastali agarda yapilan iiretimle ve zymogram analizi ile

dogrulanmistir.

Ozcan ve Altinalan (2001) B. subtilis RSK246’den izole ettikleri 65 kDa’luk bir
a-amilazi kodlayan geni pUCI18 vektorii ile E. coli ve B. subtilis’e klonlamiglardir. Bu
calismada kaynak bakterinin promotdr dizisinin islevi ile yapilan salgilama sonrasinda
her iki konukcuda da ayni biiyiikliikte enzimin salgilandig1 rapor edilmistir. Ozcan
(2002) B. subtilis ORBA97 susundan izole ettigi endiistriyel a-amilaz genini E. coli ve

B. subtilise’e klonlamis ve ekspres etmistir. B. subtilis’te liretilen rekombinant proteinin
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optimum c¢alisma kosullarinin 50 °C ve pH 5 oldugu ve 10 mM CaCl, varliginda

aktivitesinde %23 oraninda artig oldugu bildirilmistir.

2.4. 0-Amilaz Enzimi Substrati - Nisasta

Nisasta biyosferde en yaygin olarak bulunan karbonhidratlardan biridir. Temel
nisastali tarim iiriinlerinden olan muisir, patates, bugday, piring ve kassava gibi bitkilerin
organlarinda biriktirilen depo nisastasi insanlar i¢in onemli bir enerji kaynagidir.
Nisasta, tahillarda kuru maddenin yaklasik %70’ini teskil eder, insan beslenmesinde ise
toplam kalori ihtiyacinin yaklagik %80’ini karsilar (Hannah ve James 2008). Ayrica,
nisasta biyolojik pargalanabilirlik 6zelligi sebebiyle pek ¢ok gida disi uygulamada da
hammadde olarak degerlendirilmektedir. Biyoteknolojik gelismeler in planta olarak
liretim veriminin arttirilmasini, nisasta yapisinin ve fonksiyonelliginin degistirilmesini

saglamistir (Blennow 2004, Slattery vd 2000).

Nisasta bitki hiicrelerinde graniiller halinde depo edilir. Bu graniillerde bulunan
nisasta molekiilleri zincir uzunluklarina, dallanma sekline ve genel molekiil agirliklarina
gore amiloz ve amilopektin olmak {izere iki formda bulunur. Bunlarin kimyasal yapilari
Sekil 2.5’te gosterilmektedir. Genel olarak nisastalarda bitkisel kaynaga bagli olarak
amiloz fraksiyonunun orant % 20-33 araliginda degisim gostermektedir (Stoddard

2004).
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Sekil 2.5. Nisasta molekiillerinin iki ana bileseni olan (a) amiloz ve (b) amilopektinin
kimyasal yapilar1 (BeMiller ve Whistler (1996)’dan uyarlanmistir)
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Graniillerin goézlenen tipik X-15mm1 deseni ve NMR tayflar1 bitisik nizam
amilopektin bileseni dallarinin diizenli sekilde dizilisinden ileri gelir (van der Borght vd
2005). Amiloz molekiillerinden olugan amorf ve amilopektin iceren kristal bogeler
(lameller) elektron mikroskobu ile biiyiime halkalar1 seklinde (Sekil 2.6)
gozlenebilmektedir (Donald 2004).

ekil 2.6. Dondurularak catlatilmig, a-amilaz ile muamele edilmis patates nisastasi
Sekil 2.6. Dondurularak catlatil ilaz il le edilmi i
graniiliiniin ESEM goriintiisii (A. M. DONALD""1n katkisiyla).

Sekil 2.7°de bu halkalarin mikro yapilari, yani molekiiler bazda organizasyonlari
gosterilmistir. Bu sekilde de goriilebilecegi iizere, amilopektin molekiilleri ¢iftli sarmal
yapilar seklinde yaklasik 9 nm genisliginde katmanlar olusturarak nisasta molekiiliiniin

onemli bir boliimiini olusturur (Blennow vd 2003).

Frigard vd (2000) amilopektin fraksiyonunun bakteriyel amilaz ile % 55 verimle

pargalanabildigini gostermislerdir.

12009 yilinda yazili goriisme ile temin edilmistir. (Professor Athene M Donald,
Cavendish Laboratory Sarah Adderley, University of Cambridge, JJ Thomson Avenue
Cambridge CB3 OHE, E-posta:amd3@cam.ac.uk
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Sekil 2.7. Nisasta graniiliinde amiloz ve amilopektinin olusturdugu yapinin cesitli
diizeylerdeki sematik goriiniimii (Gallant vd 1997)

2.5. Endiistriyel Enzim Uygulamalar ve Gida Endiistrisinde a-Amilaz Kullanimi

2002 yili verilerine gore diinya endiistriyel enzim piyasasinin 1.6 milyar ABD
dolar1 oldugu tahmin edilmis ve bunun %29’unun gida enzimlerinden, %]15’inin yem
enzimlerinden ve kalan %56’sinin ise genel teknik enzimlerden olustugu bildirilmistir
(Outtrup ve Jorgensen 1998). Giinlimiiz uluslararast enzim piyasasinin 3.4 milyar Euro

oldugu ve senelik % 6.5-10 oraninda biiylidiigii belirtilmistir (Tramoy 2008).

Bacillus spp. enzimlerinin toplam enzim {iretiminde %350’lik paymnin oldugu
tahmin edilmektedir. Amilazlar Bacillus spp. kaynakli enzimlerin 6nemli bir boliimiinii
olusturur ve endiistride gida, fermantasyon, tekstil ve kagit sanayinde kullanilirlar

(Schallmey vd 2004, Pandey vd 2000).

Gidada amilolitik enzimlerin en fazla kullanildigi alan nisastanin
pargalanmasidir ve bu sayede elde edilen c¢esitli iiriinler mevcuttur. Nisastanin
pargalanmasi ile elde edilen {irlinler arasinda maltodekstrinler, misir surubu, glikoz

surubu, maltoz suruplari, yiiksek fruktozlu misir surubu (HFCS) ve siklodekstrinler
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sayilabilir. Guzman-Maldonado ve Paredes-Lopez (1995) hazirladiklart bir derlemede
nisastadan elde edilen bu iirlinlerin islem akislarini tarif etmistir. Giiniimiizde biyoyakit
tiretiminin ve kullanimin giderek artacagi ongoriisiine bagli olarak, surup tiretiminin de
temel basamaklarindan birisinin nisastanin hidrolizi olmas1 sebebiyle (Wackett 2008),
surup teknolojisinde kullanilan hidroliz teknolojisinin yayginlasacagi ve bu islemler

sirasinda kullanilan bakteriyel amilazlara talebin artacagi tahmin edilmektedir.

Agir endiistriyel uygulamalara daha dayanikli oluglar1 sebebiyle termostabil
enzimlerin kullanimi endiistride giderek artan bir ilgi gormektedir. Nisastanin
stvilagtirilmasinda  genellikle B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, Geobacillus
stearothermophilus gibi asir1 termofil organizmalardan elde edilen termofil amilazlar
kullanilarak islemlerin 90-105 °C gibi yiiksek sicakliklarda gergeklestirilebilmesi
saglanmaktadir (Synowiecki vd 2006, Haki ve Rakhshit 2003).

Ulkemiz gibi yar1 kurak iilkelerde yetistirilen bugdaylarda o-amilaz aktivitesi
genelde yetersizdir. Iyi bir gaz iiretim giiciine erisebilmek i¢in hamurda yeterli diizeyde
a-amilaz aktivitesinin bulunmas1 gerekir. Bu da unlara arpa veya bugday malt unu ya da
ticari enzim preparatlar1 katilarak saglanir. Fungal veya bakteriyel kaynakli olabilen
ticari amilaz preparatlarmin kullaniminin giderek yayginlastign bilinmektedir (Ozkaya

ve Ozkaya 2005).

Firin  drlinleri  sektorii  amilazlarin  kullanimimin - yogun oldugu {iretim
alanlarindan biridir. Amilazlarin firin {rtinlerinde kullanimi iki farkli amaca hizmet
eder. Birinci amag, zedelenmis nisastanin parcalanmasi ve dolayisiyla mayanin
kullanabilecegi sekerlerin hamurda olusmasini saglamaktir (Elgiin ve Ertugay 2002).
Hamur sisteminde etkili olan a-amilaz katkisi ekmegin hacmini, sertligini, kabuk
kalinligini, kabuk rengini vb. 6zellikleri olumlu yonde gelistirir (Lagrain vd 2008). Bu
amacla kullanilabilecek bir amilazda 1s1l direng 6zelligi aranmaz. Amilaz kullaniminin
ikinci amaci bayatlamanin geciktirilmesi ve dolayisiyla ekmek raf Omriiniin
uzatilmasidir. Bu amilaz ekmek i¢inde diisiik molekiil agirlikli dekstrinlerin olusumunu
saglayarak nigasta ve nigasta-protein agin1 zayiflatir, boylece daha bir esnek bir yap1

olusur (Drapron ve Godon 1987).
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Farkli kaynaklardan elde edilen amilazlarin bayatlamay: geciktirici etkileri de
farkl1 derecelerde olugmaktadir (Palacios vd 2004). Fungal amilazin ekmekte baslangi¢
yumusakligin daha fazla olmasinmi sagladigi ancak bayatlama ile gelisen sertlesmenin
engellenmesine yonelik etkisinin olmadigi bildirilmistir (Every vd 1992). Yiiksek
termostabilitesi olan bakteriyel enzimlerde dozajlama problemi sebebiyle istenmeyen
derecede yumusamis, yapiskan tekstiir de goriilebilmektedir (Drapron ve Godon 1987,
Decock ve Capelle 2005). Isil dayanimlar1 orta seviyede olan bakteriyel kaynakli a-
amilazlar, firin kosullarinda tamamen inaktive olmayarak yeterli seviyede enzim
aktivitesini saglayabilmeleri sayesinde ekmekte bayatlamay1 geciktirme amacina uygun

oldugu belirtilmistir (Gray ve Bemiller 2003).

Bira ve alkollii icecek {liretiminde maysenin islenmesinde fermantasyon
gelisimini hizlandirmak ve hazirlik sekeri (“priming sugar”) ilave etmek yerine
bakteriyel kaynakli ¢esitli a-amilaz enzimleri ile muamele uygulanabilmektedir. Bu
amacla kullanilan B. subtilis’e ait amilazin pH optimumunun 6.0-7.5 aralifinda
olmasina ragmen nisastaca zengin ortamda enzimin stabilizasyonu sayesinde, pH’s1 5-6

civarinda bulunan maysede de kullanima elverisli oldugu belirtilmistir (Briggs 2004).

2.6. Konuk¢u Sus Olarak Pichia pastoris

P. pastoris’in ilk kullanilist 1970’1lerde Philips Petroleum Company tarafindan
metanoliin tek hiicre proteini liretiminde kullanilmas1 amaciyla olmustur (Tschopp ve
Cregg 1991, Wegner 1983). Metilotrofik bir maya olan P. pastoris’in rekombinant
proteinlerin ekspresyonunda konukgu olarak kullanimi1 son yillarda giderek artan bir ilgi

gormustur.

Mikrobiyal oOkaryotik konukcu sistemi olarak P. pastoris, hem karmasik
olmayan besiyerinde iiretildiginde yiliksek hiicre yogunluklarina ulasilabilmesi
bakimindan, hem de metanol kullanimi i¢in gerekli olan (alkol oksidaz gibi) enzimlere

duydugu yiiksek gereksinim sebebiyle ¢ok kuvvetli ve kati denetimde bulunan
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promotdrlere sahip oldugu i¢in rekombinant protein liretiminde avantaj saglamaktadir
(Porro vd 2005). Cos vd (2006) yaygin olarak kullanilan bu organizmanin endiistriyel
iiretimde kullanilabilecek fenotiplerinin, promotorlerin, kiiltiir besiyerinin ve isletim

stratejilerinin degerlendirildigi bir derleme hazirlamistir.

Metilotrofik mayalarin kullaniminda temel genetik ve molekiiler biyoloji bilgi
eksikligi ve genomun ¢6ziilmemis olusu karsilagilan bir engel olarak degerlendirilmistir
(Porro vd 2005), ancak ¢ok kisa bir siire 6nce 9.4 milyon baz dizisinden olusan ve 6,000
tanimlanmis agik okuma c¢ercevesi bulunan P. pastoris mayasi genomu Integrated
Genomics firmasinca ¢oziilerek satisa  sunulmustur  (sirketin = web  adresi:

http://www.integratedgenomics.com/pichia.html).

Yabanci bir genin P. pastoris’de ekspresyonu 3 asamada gergeklesir: (a) genin
ekspresyon vektoriine yerlestirilmesi, (b) vektoriin P. pastoris genomuna entegrasyonu,
ve (c) elde edilen potansiyel ekspresyon suslarinin yabanci iiriin iiretimi bakimindan
taranmast (Cereghino vd 2001). Bu sekilde genetik olarak kararli yapida
transformantlarin eldesi icin ekspresyon kaseti belirli bir noktadan (lokus) kromozoma

entegre edilmis olur.

P. pastoris hiicreleri metanol varliginda metanol metabolizmasinda kullanacagi
alkol oksidaz enzimini, bu enzimin (oksidatif) bozulmaya meyilli olusu sebebiyle ¢ok
yiiksek miktarlarda salgilamaya baslar (Daly ve Hearn 2005, Cereghino ve Cregg 2000).
AOX1 promotdriiniin glici metanol varliginda olusan bu kuvvetli tetiklemeden

kaynaklanir. P. pastoris metanol metabolizmasinda izlenen yol Sekil 2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8. P. pastoris’in metanol metabolizmasi igin gergeklestirdigi biyokimyasal
tepkimeler (Cereghino ve Cregg 2000).

2.6.1 Pichia pastoris ile rekombinant a-amilaz iiretim ¢alismalari

Rydberg vd (1999) insan pankreatik oa-amilazini ve nokta mutasyonu ile aktif
bolgede amino asit degisimi sagladiklar1 iki mutasyon lriinlinii P. pastoris ile ekspres
etmislerdir. Rekombinant enzimlerin glikozilasyon 6zelliklerini tespit ettikleri

calismada ayrica kristal yap1 ve aktivite analizleri de gergeklestirmislerdir.

Salgilanan veya hiicre duvarina yoOnlendirilen proteinlerin  N-baglantili
glikozilasyonu Okaryotlarda yaygin olarak gergeklesen translasyon sonrasi
modifikasynlardan biridir ve genel olarak 6zgiin hallerinde glikozile olmamis (dogal)
proteinlerin glikozile olmus hallerinin daha kararli yapida olduklari, 1s1ya direnglerinin
daha yiiksek oldugu bilinir (Daly ve Hearn 2005). Ancak, Tull vd (2001) P. pastoris’de
ekspres ettikleri alkalofilik bir Bacillus a-amilazinin termoaktiviteside ufak bir artig

gozlerken enzimin termostabilitesinde iyilestirme saglamadigini tespit etmislerdir.

Lee vd (2003) kimerik bir amilaz geni klonlanmis P. pastoris susunu

kullandiklar1 sistemde siirekli besleme ile veya ¢Oziinmiis oksijen seviyesine bagl
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olarak yaptiklart kontrollii beslemenin rekombinant protein iiretimine etkisini
incelemiglerdir. Ayni1 arastirma gurubunun yaptigi diger bir caligmada (Nakano vd
2006), ayn1 rekombinant organizma kullanilarak ayni iki besleme yonteminin stirekli

fermentasyonla kimerik a-amilaz iiretimine etkisi incelenmistir.

Kurokawa vd (2002) kimerik bir amilazi klonladiklar1 Saccharomyces cerevisiae
ve P. pastoris suslart ile yaptiklar1 iiretimlerde rekombinant enzimin C-ucundan
proteolitik enzimlerin etkisi ile kisaldigini saflastirma agamasinda C-ucuna spesifik anti-
peptid antikoru kullanarak tespit etmislerdir. Ayni calismada P. pastoris ile
gerceklestirilen 72 saatlik indiiksiyonlu tiretim ve ayni siirede S. cerevisiae ile yapilan
iretim kiyaslandiginda, P. pastoris kiltliriinde tespit edilen amilaz aktivitesinin

digerinden 40 misli fazla oldugu belirtilmistir.

Kato vd (2001) fare tikrik a-amilazi iiretimi i¢in diger konukgu-vektor
sistemlerinden {istlin oldugunu belirttikleri P. pastoris’e klonlayarak c¢alkalamali
inkiibasyon ile tretimi optimize ederek, iirettikleri enzimi saflastirip karakterize
etmiglerdir. Aragtirmacilar bu ¢aligmada rekombinant protein iiretiminin P. pastoris’de
S. cerevisiae’dan 90 misli daha verimli bir sekilde saglandigini ve P. pastoris’de

tiretilen enzimin sadece %20’sinin glikozile oldugunu gosterislerdir.

Paifer vd (1994) P. pastoris’de B. licheniformis a-amilazini bakterinin kendisine
ait olan ve olmayan 2 farkli sinyal dizisi kullanarak ekspres etmislerdir ve kiiltiir
ortaminda sirastyla 0.9 g/L ve 2.5 g/L gibi yliksek verimlilikte salgilama oldugunu rapor

etmislerdir.

Junior vd (2006) olgunlasmakta olan muzda bulunan 416 amino asitlik a-amilazi
P. pastoris’de heterolog olarak ekspres etmistir. Sinyal dizisi iceren bu enzimin
muhtemelen nisasta devingenliginde (mobility) rol oynayan fonksiyonel bir amilaz

oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismalarda kullanilan bakteri ve maya suslari

3.1.1.1. Bacillus subtilis BK07 izolasyonu ve on tanilama calismalari

Ekmeklerde rope olusumunun (stinmenin) kontrollii olarak gergeklestirildigi
onceki bir calismada (Erem 2007) yiizeysel maya ve kiif olusumu engellenen ekmekler
37 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra siinmiis ekmek icinden izole edilen bakteriler
icinden nisasta ilaveli kati1 besiyerinde iyot varliginda en genis berrak alan olusturan
bakteri, yapilacak ¢aligmalara kaynak olmasi diistiniilerek saf kiiltiir halinde muhafaza

edilmistir.

Calismanin ilk boliimiinde siinmiis ekmekten izole edilen bir dogal sus olan B.
subtilis BKO7 kesin olarak tanilanmistir. Bu hiicrenin ekmekte siinme (rope) etmeni
oldugu ve proteinin yani sira nisastanin da par¢alanmasina sebep olacak enzimleri
salgiladig1 diisiintilerek bu bakterinin a-amilaz enziminin bir konukg¢uda klonlanarak

arastirilmasi diistinilmistir.

Calismada gen kaynagi olarak kullanilmasi diisiiniilen dogal B. subtilis BKO7
susu Akdeniz Universitesi Gida Miihendisligi Béliimiinde gergeklestirilen bir calismada
siinmiis ekmek i¢inden izole edilmistir (Erem 2007). Bu izolasyon sirasinda susun
secimi amilaz aktivitesinin kabaca belirlendigi bir plaka ekim yontemiyle yapilmistir.
Bu yonteme gore, tek kolonilerin % 0.4 ¢oziinebilir nisasta ilaveli nutrient agarda
gelisimi saglanan plakalara Lugol ¢ozeltisi dokiilerek koloniler etrafinda berrak alan
olusumu gozlenmistir. Koloni etrafinda genis berrak alan olusumuna neden olan ve
nisastali kat1 besiyerinde diger bakterilerden daha iyi gelistigi gozlenen bir sus BK07
olarak kodlanarak tanilanmak {izere secilmistir. Bir gece 37 °C’de gelistirilen bakteri

kiltiirii kullanilarak Gram boyama ile yapilan mikroskobik incelemede Gram (+) ¢cubuk
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tipi bakteri oldugu belirlenen BK07 susunun yiiksek olasilikla Bacillus tiirinden oldugu
diistiniilmiistir. Bakteri 16S RNA diziliminin belirlenmesiyle gerceklestirilecek kesin
tanimlamalar yapilincaya kadar nutrient agar {izerinde gelistirilerek 4 °C’de

korunmustur.

3.1.1.2. Bacillus subtilis RSK-244, B. subtilis RSK-246 ve B. subtilis PY22

B. subtilis BKO7 susundan a-amilaz geninin izolasyonunda sorunlarin
yasanabilecegi ihtimali gbz Oniine alinarak ve kiyaslamali ¢alismalar yiiriitmenin daha
uygun olacag diisiincesiyle bu asamada Nebraska Universitesi, Gida Bilimi ve
Teknolojisi Bolimii’nde gorevli Prof. Dr. Andrew Benson tarafindan saglanan B.
subtilis PY22 susunun da kullanilmasi ve bu susdan da kromozom izolasyonu
gergeklestirilmesi kararlastirilmistir. Ayrica, caligmalarda karsilastirma yapilabilmesi
amaciyla Refik Saydam Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilen B. subtilis RSK-244 ve

B. subtilis RSK-246 suslarindan da kromozom izolasyonu yapilmistir.

3.1.1.3. Konukcu suslar ve tasiyic1 plazmidler

Calismalarda plazmidlerin ¢ogaltilmas1 amaciyla konuk¢u sus kimyasal
transformasyona elverisli E. coli suslar1 olan One Shot® Top10, DH5a (Invitrogen, CA,
ABD) ve NEB Turbo (New England Biolabs, MA, ABD) kullanilmistir. a-Amilaz
(amyE) geni klonlama caligmalar1 i¢in P. pastoris KM71H (Invitrogen, CA, ABD) susu
kullantlmigtir.  PCR {irlinlerinin  klonlanmasinda kiit u¢lu DNA parcalarinin
baglanmasina elverisli Blunt II Topo (Invitrogen, CA, ABD) vektor-enzim kompleksi
kullanilmistir. Diger bazi klonlama c¢alismalarinda pUC19 (Fermentas, MD, ABD)

vektor plazmidi kullanilmistir.
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3.1.2. Kimyasallar ve enzimler

Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin tampon ¢6zeltileri
New England Biolabs’den (MA, ABD) temin edilmistir. Cesitli endoniikleazlarin
kullanim1 i¢in Tretici firmanin talimatlari uygulanmistir (Ek 1). Farkli sekilde
belirtilmedigi takdirde kullanilan kimyasallarin tamami Sigma-Aldrich (MO, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Temel Molekiiler Biyoloji Yontemleri

Temel molekiiler biyoloji yOntemlerinin uygulanmasinda kaynak olarak
Sambrook ve Russel’a (2001) bagvurulmustur. Buna ek olarak, ozellikle de P.

pastoris’de klonlama c¢alismalarinda Inan vd (2007) kaynak olarak kullanilmistir.

3.2.1.1. DNA izolasyonu

PCR ve Southern Blot uygulamalarinda kullanilacak genomik DNA
izolasyonunda bakteriler i¢in MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit ve
mayalar i¢cinse MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre® Biotechnologies,
WI, ABD) kullanilmistir. Bakteriyel izolasyonlar i¢in Luria Bertani (LB) Lennox agar
tizerinde gelistirilen saf kiiltiirdeki tek koloniden alinarak ekim yapilan ve bir gece 10
mL LB Lennox sivi besiyerinde gelistirilen kiiltiirler kullanilmistir. Calkalamali
inkiibatorde (Innova 4000 ve Innova 4400, New Brunswick Scientific, NJ, ABD)
tiiplerde veya engelli (baffled) erlenlerde gelistirilen kiiltiir sivisinin santrifiijlenmesiyle
elde edilen hiicre peleti uygun kit kullanilarak hiicre parcalayict enzimle muamele
edilmistir. ilave edilen bir ¢ozelti ile proteinleri ¢oktiiriilerek uzaklastirilan ve
peletlenen DNA yikanarak TE tamponunda ¢ozlilmiistiir. Bu asamalarda iiretici
firmanin sagladig: talimatlara uygun sekilde ¢alisiimis ve islemler sirasinda >10,000 rcf

kapasiteli Centrifuge 4515 D (Eppendorf, Almanya) ve sogutmali Sorvall Legend RT
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Plus (Thermo Scientific, MA, ABD) santrifiij ekipmanlar1 kullanilmistir. Elde edilen

DNA izolatlar1 denemelerde kullanilmak iizere 4 °C’de saklanmustir.

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

PCR i¢in TGradient® (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya)
thermocycler (1s1 dongii cihazi) ve PFU Hotstart Ultra (Strategene, CA, ABD) enzim
kiti kullanilmistir. Kullanilan PCR 1s1 dongii cihazinda tepkimede kullanilacak primer
baglanma sicaklik aralig1 primer ¢iftinin erime sicakliklari (Ty,) ortalamas1 5 °C olarak
programlanmistir. PCR 0Oncesinde tiiplerin siirekli buz iistlinde tutulmasina 6zen

gosterilmistir.

Yiiriitiilen calismada PCR analizlerinde kullanilan primerler ve bunlara ait bazi

ozellikler Ek 2°de verilmistir.

PCR cihazinda dizilerin uzamasi basamagi icin verilen asgari siire (elongation)
olugmast beklenen parcanin kb¢ cinsinden biiylikliigli kadar dakika olarak
belirlenmistir. Kapak sicakligi tepkime siiresince 105 °C, tepkimeler sonrasinda tiiplerin
bekletilecegi sicaklik ise 4 °C olarak ayarlanmistir. PCR denemelerinde temelde 2 tip 1s1
dongii programi kullanilmistir. Bunlardan ilki sadece 1 kere 32 dongii igeren diiz
program olmustur. Ikincisi ise 3 adet 151 déngiisii igeren, {i¢ farkli uzama sicakhiginda
sirasiyla 4, 7 ve 32 dongiilii PCR programi olmustur ve daha c¢ok ters PCR ve
kromozom yiirliyiisii denemelerinde uygulanmistir. Cizelge 3.1°de uygulanan iki tip 1s1

dongiisii programina 6rnekler verilmistir.

Gerekli goriildiigi hallerde PCR f{iriinleri MinElute PCR Purification Kit
(Quiagen, CA, ABD) yardimiyla veya jelde yiriitiiliip amplikon bandi kesilerek
QIAquick Gel Extraction Kit (Quigen, CA, ABD) ile jel ortamindan uygun tampon

icine Ozlitlenmistir.
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Cizelge 3.1. PCR 1s1 dongii programlari

Normal Isi Dénglsu Programi 3 Dongulliu Program

Sira Sicaklik Sire  Komut Sira Sicakhk Sire  Komut

# (°C) (s) # (°C) (s)

1 94 180 1 94 180

2 94 60 2 94 30 <_I

3 Tmt5 60 3 72 180 4 kere #2'ye don

4 72 180 32 kere #2'ye don 4 94 30

5 72 600 5 65 10 4_I

6 4 0 6 72 180 7 kere #4’ye don
7 94 30
8 57 10
9 72 180
10 72 600 32 kere #7’ye don
11 4 ]

3.2.1.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Jel Goriintiileme

Total genomik DNA izolasyonlarinin kalitesi, PCR iriinlerinin varhigi,
restriksiyon endoniikleazlarinin etkisi gibi aragtirmalarda Ornekler agaroz jel
elektroforezi ile ayristirilmistir. Jel hazirlanirken, 1X TAE tampon ¢ozeltisine (Tris-
Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, 1 mM EDTA) %1 oraninda agaroz
(SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilerek mikrodalga firin yardimiyla
isitilarak ¢ozlindiiriilmiistiir. Bu ¢ozeltiye 1 pL/50 mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi (10
mg/mL, Invitrogen, CA, ABD) ilave edilerek, uygun ebatta ve sekilde secilen kaliplara
(jel kasedine) dokiilmesiyle jel elde edilmistir. Jel kuyularina ytliklenecek 6rnekler, aksi
belirtilmedigi takdirde, 1 pL 6rnegin ve 1 pL 10X Blue Juice® (Invitrogen, CA, ABD)
jel yiikleme tamponunun ultra saf su ile seyreltilmesiyle toplam 10 pL hacimde
hazirlanmigtir. Jel 1X TAE tampon i¢inde tutularak 6rnekler kuyulara yiiklenmistir ve

elektroforez uygulamasi ile 6rnekler jel i¢inde yiiriitiilmiistiir. Bu elektroforez 120 V
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dogru akim altinda, 40-120 dak siireyle yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel iginde molekiil
agirhiklarindaki farka gore bantlara ayrilan DNA molekiilleri etidiyum bromiir
varliginda UV 1ginlan altinda turuncu 1s1ma verdigi i¢in kurulan dijital kamera sistemi

ile goriintiilenebilmistir.

3.2.1.4. Ligasyon ve transformasyon

Kimyasal transformasyona uygun bakteri hiicrelerine yapilan transformasyonda
buz iistiinde tutulan hiicrelere 6-10 pL ligasyon karigimi dogrudan ilave edilmis ve
hiicreler ani olarak 42 °C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 35 sn tutulup, tekrar buz iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra iiretici firma tarafindan hiicrelerle birlikte temin edilen sivi
SOC besiyerinden (2% tripton, 0.5% maya 6ziitii, 10mM NaCl, 10mM MgSO,4 10mM
MgCl,) 250 pL ilave edilerek tiip 1 saat siireyle 37 °C’de calkalamali inkiibatdrde
bekletilmistir. Hiicre sivisi, steril kosullarin saglanmasina 6zen gosterilerek, ekimden 1
saat once 37 °C’de inkiibatore birakilarak ilitilan 100 pg/mL Zeocin iceren LB Miller
agar petrilerine yayma yontemle ekilmistir. Petriler bir gece 37 °C’de iiremeye

birakilmistir.

Maya hiicrelerine yapilan elektrokimyasal transformasyonda hiicreler buz
iistiinde bekletilerek c¢oziindiiriilmiis ve buz iistiinde bekletilen elektroporasyon
kiivetlerine aktarilmistir. Transforme edilecek Sacl ile kesilmis plazmid karigimindan
hava kabarciklarin olusmamasina 6zen gosterilerek 10 uL ilave edilmistir. Her bir
kiivet 2.0 V gerilimde, 25 pF kapasitans, 300 Q rezistans degerinde, 5 ms silireyle Gene
Pulser ® II ve Pulse Controller Plus (Bio-Rad, CA, ABD) yardimiyla darbeli akimla
muamele edilmistir. Derhal buz iizerine alinarak 1 mL soguk 1 M sorbitol ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Temiz mikrofiij tiiplerine alinan karigim 1 saat 30 °C’de inkiibe edildikten
sonra 100-500 pg/mL Zeocin ilaveli YSD plakalarina yayma ekim yapilmis ve

transformasyon petrileri kolonilerin gelismesi i¢in 2 giin 30 °C’de bekletilmistir.
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3.2.1.5. Dizi analizleri

Dizi analizleri aragtirmanin gergeklestirildigi tiniversitenin Genomik Merkez
Aragtirma Kurumunda bulunan DNA dizi analiz merkezince (DNA Sequencing,
Genomics Core Research Facility, UNL, Lincoln, NE, ABD) ger¢eklestirilmistir. Bu
merkeze 200ng/pL konsantrasyonda gonderilen 6rneklerde dizi tespiti Beckman-Coulter
CEQB8000 8-kapilerli, didioksi zincir terminasyon prensibiyle ¢alisan DNA dizi analizi
cihazinda konuk¢u plazmide uygun dizi analiz primer ciftiyle gergeklestirilmistir.
GenBank veritabaninin bulundugu BLAST tarama motoru (Anonymous 2009c)
kullanilarak (Altschul vd 1997) elde edilen dizi verileri homolog dizilimlerle
kiyaslamali olarak arastirilmistir. Ayrica dizilim verilerinin incelenmesi icin DNAMAN
5.2.2 versiyonu (Lynnon Corporation, Quebec, Kanada) bilgisayar programindan

faydalanilmistir.

3.2.1.6. Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu yapilacak bakteriler uygun sivi besiyerinde 37 °C’del6 saat
gelistirilmistir. 2-4 mL kiiltlir o6rnegi santrifiijjlenerek pelet olarak ayrilan
organizmalardan Strataprep® Miniprep Kiti (Stratagene, CA, ABD) ile plazmid
izolasyonu gerceklestirilmistir. Plazmid izolasyonlarinin kalitesi agaroz jelde yiiriitiilen

orneklerin gozlenmesi ile kontrol edilmis ve DNA miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.1.7. Jel Oziitleme Teknigi ile Saflastirma

B. subtilis BKO7 kromozomu kalip olarak kullanilarak elde edilen ve genin orta
bolgesinde teorik olarak 887 b¢ uzunlugundaki bolgeyi kapsayan PCR iiriinleri %10
oraninda Blue Juice ile karistirilarak %1°lik diisiik erime noktali (LMP) agaroz jelde
yiriitiilmiistlir. Bu jelden kesilerek alinan uygun bg biiytikliigiindeki bant QIAquick Gel

Extraction Kit (Quigen, CA, ABD) ile jel ortamindan uygun tampon i¢ine dziitlenmistir.
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3.2.1.8. SDS-PAGE Analizi

SDS-PAGE jelinde yiiriitiilecek 6rnekler 40 pL toplam hacimde, 32.5 puL 6rnek
(supernatant veya protein ¢ozeltisi), 12.5 pL Nupage ® LDS tampon ¢ozeltisi (4X), 5
uL Nupage ® indirgeme ¢ozeltisi (10X) ile karistirilarak 70 °C’de 20 dak bekletilmesi
suretiyle denatiire edilmistir. Derhal analiz edilmeyecek 6rnekler -20 °C’de bekletilmis
ve kullanimlar1 6ncesinde 5 pL indirgeme ¢Ozeltisinden ilave edilerek tekrar 70 °C’de
10 dak denaturasyon yapilmistir. XCell-Surelock™ Mini-Cell (Invitrogen, CA, ABD)
jel yliriitme haznesine (Sekil 3.1) uygun sekilde hazirlanarak yerlestirilen %10 Bis-Tris
akrilamid icerikli veya % 4-12 Bis-Tris akrilamid katmanli Nupage® kullanima hazir
jel kaseti yerlestirilmistir ve haznenin bosluklari uygun MOP’s tamponu ile
doldurulmustur. Jel kuyularina 18’er pL 6rnek karigimi ilave edilerek 200 V dogru akim
altinda 55 dak elektroforeze tabi tutulmustur. Molekiiler standart olarak 10 pL
Seeblue® Plus 2 (Invitrogen, CA, ABD) kullanilmistir. Orneklerle birlikte standart
amilaz 6rnegi (Sigma 6380) ile hazirlanan ¢ozeltiden de toplam 500 ng protein olacak

sekilde yiikleme yapilarak yuriitiilmustiir.

merkez tampon
haznesi

I:_L
ON _g"-‘r 1

—levye

- =
hazir jel kaseti hazir jel kaseti jélkasnag
veya tampon
bariyeri

Sekil 3.1. SDS-PAGE analizlerinde kullanilan Mini-Cell yiiriitme haznesi kesit
goruntisti.
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Yiriitilen jeller hazneden ve plastik kasetten ¢ikarilmis ve kenarlar
temizlendikten sonra c¢alkalamali olarak 30 dak sabitleme ¢ozeltisinde (%40 methanol,
10% asetik asit, %50 ultra saf su), 1 saat Comassie mavisi ¢ozeltisinde (%0.1 Comassie
mavisi, %40 metanol, %10 asetik asit, %50 ultra saf su), 2-4 saat boya ¢oziicli ¢ozeltide

(%50 metanol, 10% asetik asit, %40 ultra saf su) ¢ozeltisinde bekletilmistir.

3.2.1.9 DNA ve plazmidlerin temizlenmesi ve DNA miktarinin tayini

Elde edilen kromozom izolatlarindaki ¢ift sarmal DNA yogunlugu (miktari)
PicoGreen tepken karisimi (Molecular Probes®, Invitrogen, CA, ABD) yardimiyla TD-
700 Fluorometer (Turner Designs Inc., CA, ABD) kullanilarak fluorometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. Fluorometrede 485 nm uyarilma ve 528 nm emisyon filtreleri
kullanilmistir. Standart olarak 500 ng/uL Lambda DNA seri diliisyonlart kullanilarak
hazirlanan standart kurve ile miktar tayinin otomatik olarak gerceklestirilmistir. Standart
ve ornek diliisyonlar1 1X TE (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 7.5) tampon ¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanmastir.

3.2.1.10 Souhern blot (emdirimi)

Southern analizinde kullanilmak {izere enzimle kesilmis DNA izolatlar1 veya
plazmidlerle yiiklenmis agaroz jel elektroforezini takiben jel, 45 dakika denatiirasyon
cozeltisi (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) ve 30 dakika nétralizasyon ¢ozeltisi (1.5 M NaCl,
0.5M Tris-HCI1 (pH 7.2), 1 mM EDTA) i¢inde ¢alkalamali tabla iizeride muamele
edilmistir. Uygun ebatta kesilen ve 20X SSC blotlama tamponuyla (3 M NaCl, 0.3 M
sodyum sitrat, 1 mM EDTA) islatilan Zeta Probe® (Bio-Rad, CA, ABD) naylon
membran, jelin alt yiizii ile temas edecek sekilde Southern blot diizenegine yerlestirilir.
Bu diizenek (Sekil 3.2), dikdortgen bir cam kap i¢gine sirasiyla seliiloz siinger, Whatman
kagidi, elektroforezle elde edilen jel (iist ylizii asagiya gelecek sekilde), naylon
membran, Whatman kagidi, kagit havlu istifi ve diiz yiizeyli agirliktan ibarettir. Cam

kap i¢ine bol miktarda tampon ilave edilerek kapiler akisla bu sivinin iist katmanlardaki
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kagit havlu istifine emdirilmesi i¢in diizenek gece boyu bekletilmistir. Blotlama
tamponunun buharlasma yoluyla kaybini en aza indirmek amaciyla istif ebatlarinda
pencere acilmis strec filimle kenardaki sivi yiizeyinin iistli kapatilmistir. Alkali tampon,
kapiler akis sayesinde kagit havlu istifine dogru hareket ederek jelin icinden gecer ve
bdylece, denatiire edilmis ve tek iplikcik halinde bulunan negatif yiikli DNA
molekiillerinin taginmasi ve pozitif yiikli membrana tutunmasi saglanmis olur. Kisa
siireligine kurumasi igin kagit havlu iizerinde bekletilen membran, ultraviyole ¢apraz
baglayic1 (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP, CA, ABD) i¢inde 6 dakika muamele

edilmesiyle DNA molekiilleri membran iizerine sabitlenmistir.

agirhik

cam tabla

kagit havlu istifi
Whatman kagidi
membran

jel

Whatman kagidi
stinger
P ——stre¢ film

/—blotlama tamponu

f —cam tepsi

)

Sekil 3.2. Agaroz jelde bulunan DNA iplik¢iklerinin naylon membrana aktarilmasi i¢in
uygulanan Southern emdirim analizi diizeneginin kesit goriintiist.

Uzerinde DNA iplikgiklerini  tastyan membran Hybaid melezleme
(hibridizasyon) firininda (Thermo Electron Corp., MA, ABD) doner cam silindirlerde,
yaklasik 25 mL DIG Easy Hyb (Roche, Almanya) 6n-hibridizasyon ¢6zeltisi iginde 40
°C’de 2-4 saat siireyle On-hibridizasyona birakilmistir. Daha sonra On-hibridizasyon

cozeltisi dokiilerek yerine (DIG) etiketli probu ihtiva eden ¢ozelti ilave edilmistir. Firin
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sicakligi probun denaturasyonunun saglanabilmesi amaciyla 10 dakikaligina 68 °C’de
tutulmus ve 40 °C’ye disiiriilerek hibridizasyonun gece boyunca gerceklesmesi
saglanmstir. Ertesi giin, ikiser defa olmak iizere 5’er dak siireyle, oda sicakliginda
yikama ¢ozeltisi I (2X SSC, 0.1 % SDS) ve 15’er dak siireyle 68 °C’de yikama ¢ozeltisi
IT (0.5X SSC, 0.1 % SDS) ile yikama yapilmistir. Membranin bu agsamalar sirasinda
kurumamasina ve yiizeyinin tahris olmamasina 6zen gosterilerek immiinolojik tayin

basamaklari ile analize devam edilmistir.

Immiinolojik dedeksiyon i¢in membran uygun kap icinde cesitli ¢ozeltilerle
karigtirici tabla {izerinde dondiiriilerek muamele edilmistir. Bu ¢ozeltiler ve uygulanan
stireler sirastyla yikama tamponunda (0.1 M maleik asit, 0.15 M NaCl, pH 7.5, 0.3%
(v/v) Tween 20) 5 dak, bloklama ¢dzeltisinde 2 saat, antikor cozeltisinde 30 dak,
yikama tamponunda 2 kere 15 dak ve dedeksiyon tamponunda 5 dak olarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra membran uygun ebatta kesilen bir plastik zarf igine
yerlestirilerek iizerine birka¢ damla CSPD® (alkali fosfataz ile kimyevi 1s1ma yapan
kullanima hazir substrat) c¢ozeltisi damlatilmistir. Zarf, igindeki hava bosluklar
cikartilarak karanlik odada, celik kaset iginde X-151m1 filmiyle birlestirilerek 15 dak
bekletilmistir. Siire sonunda elde edilen X-is1mn1 filmi karanlik odada Kodak film

gelistirme ¢ozeltileriyle muamele edilerek gelistirilmistir.

3.2.1.11. Hiicre yogunlugunun belirlenmesi

Hiicre yogunluklar1 saf su ile seyreltilen sivi kiiltiir 6rneklerinin 600 nm

dalgaboyunda absorbanslarinin Olglilmesiyle spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Tek kullanimlik spektrofotometre kiivetleri ile Du530 UV-VIS spektrofotometresinde
(Beckman ,CA, USA) okuma yapilmistir.
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3.2.2. Diger biyokimyasal analizler

3.2.2.1. Amilaz aktivitesi tayinleri

Kiiltiir stipernatantlarinin amilaz aktivitesi EnzCheck (Invitrogen, CA, ABD)

veya DNSA reaktifi yontemleri ile gerceklestirilmistir.

[k yontemde kit ile birlikte saglanan fluoresan etiketle isaretlenmis 6zel nisasta
substrat olarak kullanilmistir ve {retici tarafindan saglanan talimatlara gore
gerceklestirilen analizde uyarilma maksimumu 505 nm, emisyon maksimumu 512 nm
civarinda olan hidroliz iirlinlerinin tayini TD-700 Fluorometresi (Turner Designs Inc.,
CA, ABD) ile gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore 1 enzim {initesi pH 6.9’da 20 °C’de
enzimin 3 dakikada agiga ¢ikardigi 1.0 mg maltoz olarak tanimlanmistir EnzCheck
yonteminde standart olarak bakteriyel amilaz kullanilmistir (Sigma 6380) ve elde edilen

tipik standart egriye bir 6rnek Ek 3’de verilmistir.

Kolorimetrik bir yontem olan DNSA yontemi Bernfeld (1955) tarafindan
gelistirilen yonteme gore yapilmistir. Bu analiz yontemi uygulanirken kullanilan
cozeltiler; 20 °C’de pH 6.9 olacak sekilde ayarlanan 6.7 mM NaCl igerikli 20 mM
sodyum fosfat igeren ¢ozelti A, toplam 25 mL hacimde %1 ’lik ¢6ziilebilir nisasta olacak
sekilde 15 dakika kaynatilmasiyla hazirlanan ¢6zelti B, 12 g sodyum potasyum tartratin
8 mL 2 M NaOH i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanan ¢ozelti C, 3,5-dinitrosalisilik asitle 20
mL hacimde 96 mM konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti D, ¢ozelti C’nin yavasca
cozelti D’ye ilave edilmesiyle ve saf su ile 40 mL hacme tamamlanmasiyla hazirlanan
cozelti E, % 0.2 (a/h) saf maltoz iceren cozelti F ve hazirlanan uygun sekilde
seyreltilerek hazirlanan a-amilaz iceren 6rnek ¢ozeltisi olmustur. Yonteme gore her bir
analiz 6rnegi icin 200’er pL ¢ozelti B ve O6rnek cozeltisi igeren karisim (aksi sekilde
belirtilmediyse 20 °C’de) tam olarak 3 dak inkiibe edilmistir. Hidroliz, siire bitiminde
200 pL ¢ozelti E ilave edilerek sonlandirilmistir. Bu karisim, rengin gelismesi igin 15
dak 95 °C’de inkiibe edilmistir. Sogutulan 6rneklere 1800 pL saf su ilave edilerek tek
kullanimlik spektrofotometre kiivetleri ile Du530 UV-VIS spektrofotometresinde
(Beckman, CA, USA) 540 nm dalgaboyunda absorbans Olgiilmiistiir. Hem Ornek
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analizleri i¢in, hem de standart maltoz analizleri i¢in birer okuma da ¢6zelti E’den sonra
ornek ¢ozeltisinin veya standart maltoz ¢ozeltisinin ilave edildigi, diger islemlerin ayn
oldugu kor deneme hazirlanmis ve okutulmustur. Ornek veya standardin absorbans
degeri, kor denemede elde edilen absorbans degerinin ¢ikarilmasi ile diizeltilmistir. Bir
enzim tnitesi enzimin 3 dakikada aciga ¢ikardigr 1.0 mg maltoz olarak tanimlanmuistir.
Analizlerde Ek 4’de bu yonteme gore ¢ozelti F’nin seyreltilmesi ile hazirlanan standart

maltoz ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen standart egriye bir 6rnek verilmistir.

Bakteriyel amilaz liretimlerinin belirlenmesi amaciyla gelistirilen siv1 kiiltiirlerde
besiyeri olarak nisastali-Bacillus besi yeri (1% KH,PO4, 1% ¢o6ziilebilir nigasta, 0.25%
Na;HPO,, 0.2% soytone 0.1% NaCl, 0.2% (NH4)>SO4, 0.005% MgSO,4 7H,0, 0.005%
CaCly) kullanilmustir.

3.2.2.2. Protein Analizi

Hiicre siipernatantlarinin protein icerigi bisikolinik asit (BCA) protein tayin kiti
(Pierce Biotechnology, Thermo Fisher Inc., IL, USA) yardimiyla gergeklestirilmistir.
Bu test sirasinda standart protein olarak BSA kullanilmig ve 0-250 pg/mL araliginda

hazirlanan standart egrisine bir 6rnek Ek 5’de verilmistir.

3.2.3. Dogal B. subtilis BK07 susunun kesin tanilamasi ve a-amilaz genininin

izolasyonu ¢alismalari

3.2.3.1. B. subtilis BKO7 16SRNA diziliminin ve izolatlarda AmyEF/R korunmus
bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi

B. subtilis BKO7 total genomik DNA izolat1 iizerinden PCR yoluyla 16S RNA
diziliminin kopyalar1 16SF (5’-GCT TGC TCC CTG ATG TTA GC-3’) ve 16SR (5’-
TTG CTC CGT CAG ACT TTC G-3’) primer c¢ifti (Integrated DNA Technologies, IA,
ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir.
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NCBI GenBank veritabaniin bulundugu BLAST tarama motoru (Anonymous
2009c¢) yardimiyla birbirine yakin Bacillus tiirlerine ait amilaz gen dizileri elde edilmis
ve bunlarin holomolog bolgeleri karsilastirilmistr. a-Amilaz geninin i¢ bdlgesinden
dizilimler arasinda farkliligin en az oldugu yaklasik 900 bg’lik bir bolge belirlenmistir.
B. subtilis 168 susuda bu bolgeye ait diziliminden faydalanilarak, bu boliimiin PCR
yoluyla ¢ogaltilmasinda kullanilacak AmyEF (5’- GCC ATT CAG ACA TCT CCG -
3’)ve AmyER (5’- CAA ATA AAG CAC TCC CGC -3’) primer ¢ifti tasarlanmistir. Bu
islem icin DNAMAN programi (DNAMAN 5.2.2, Lynnon Corporation, Quebec,
Kanada) kullanilmistir. Bu bolgenin ¢ogaltimasi denemesi B. subtilis BKO7 kromozom
preparatini kalip olarak kullanan ve 12SF ve 12SR primer ¢ifti ile gergeklestirilen PCR

denemesiyle ayni anda ve ayni kosullar altinda gergeklestirilmistir.

3.2.3.2. PCR iiriinlerinin E. coli’de klonlanarak cogaltilmasi ve dizi analizi

PCR yoluyla c¢ogaltilan segmentleri temizlemek ve ligasyona hazirlamak
amactyla MinElute PCR Purification Kit (Quiagen, CA, ABD) kullanlilmistir. DNA
segmentleri, T4 DNA ligaz enzimi yardimiyla gerceklestirilen tepkime ile Topo II-Blunt
(Invitrogen, CA, ABD) plazmid vektoriine baglanmistir. Bunun i¢in, oda sicakliginda 5
dakikalik bir tepkime ile Topoll Blunt Isomerase enzim kompleksi sayesinde kiit u¢lu
DNA molekiillerinin birbirine baglanmasini (ligasyonu) saglayan Quick Ligation Kit
(New England Biolabs, MA, ABD) kullanilmigtir. Elde edilen ligasyon iiriinii
plazmidler kimyasal transformasyona uyumlu One Shot® ToplO (Invitrogen, CA,

ABD) E. coli hiicrelerine transforme edilmistir.
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Sekil 3.3. Kiit uglu PCR firiinlerinin klonlanmasinda kullanilan Blunt II Topo vektor
kompleksi.

Transformasyonla elde edilen kolonilerden rastgele dorder adet secilerek 50
pg/mL Kanamycin igeren 15 mL LB Miller sivi besiyerine asilama yapilmis ve

kiiltiirlerin iiremesi i¢in engelli (baffled) erlenler 24 saat siireyle ¢alkalamali inkiibatore

birakilmistir.

Bir sonraki giin gelisen Top 10 klonlarindan plazmid izolasyonu
gerceklestirilmistir. Plazmid izolasyonu StrataPrep® (Strategene, CA, ABD) plazmid
miniprep kiti yardimiyla gerceklestirilmistir. Plazmidler, i¢erdikleri DNA segmentlerini
diisiirmek amaciyla, 6zel tampon ¢ozeltisi icinde EcoRI enzimiyle sindirilmistir. Bu
ornekler jelde yiiriitiilerek her bir dizi tayinine kullanilacak plazmid izolatlar1 se¢ilmis
ve bunlarin analizi i¢in T7 ve SP6 dizi analiz primer ¢ifti kullamilmistir. B. subtilis
BKO7 i¢in daha kesin bir tanilama gergeklestirmek amaciyla 16S RNA dizilimi
aydinlatilarak elde edilen niikleotid dizilimi BLAST tarama motoru kullanilarak
homolog dizilimlerle kiyaslamali olarak arastirilmistir. Ayrica, internet veritabanindan

faydalanilarak yiiksek benzerlik tasiyan diger Bacillus suglarina ait olan ve bu ¢alismada
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kullanilan bakterilere ait 16S rDNA dizileri hizalanarak degerlendirilmistir ve bu sayede

bakteri suslar1 arasindaki genetik uzakligi gosteren filogenetik aga¢ olusturulmustur.

3.2.3.3. AmyEF/R amplikonu ile amilaz genine duyarh etiketleme ve tespit

B. subtilis BKO7 a-amilaz geninin orta bdlgesindeki korunmus dizilimden
cogaltilarak saflastirilan DNA fragmanlar1 steroid bir hapten molekiilii olan DIG
yardimiyla, hibridizasyonda kullanilacak olan ve tespiti kimyasal 1s1ma sayesinde enzim
immunoassay yontemiyle gerceklesecek probun hazirlanmasinda kullanilmistir. Bu
islem DIG High Prime DNA Detection and Starter Kit II (Roche, Almanya) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hazirlanan AmyEF/R probun caligma verimliligi, Zeta Probe®
(Bio-Rad, CA, ABD) naylon membran iizerine 1’er pL seri diliisyonlart damlatilmig
DIG etiketli kontrol standardinin ve B. subtilis BKO7 DNA ¢06zeltisinin {iretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda AmyEF/R probu kullanilarak muamelesi ile kontrol edilmistir.
Seri diliisyonlarda konsantrasyonu sirastyla 1ng/uL, 10 pg/uL, 3 pg/uL, 1 pg/uL, 0.3
pg/uL, 0.1 pg/uL, 0.03 pg/uL, 0.001 pg/uL ve 0 pg/uL olacak sekilde ayarlanmistir.

Hazirlanan prob tekrar kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3.4. Bacillus subtilis BK07 ve B. subtilis PY22 kromozomlarinda amyE genini

disardan keserek ayirmamizi saglayacak enzimlerin belirlenmesi

B. subtilis BKO7 ve B. subtilis PY22 kromozom izolatlar1 Genbank veritabani
kullanilarak gergeklestirilen bir Ontarama ile belirlenen 9 adet aday restriksiyon
endoniikleaziyla kesilmis ve %]1°lik agaroz jelde yiiriitilmistir. DNA’nin
par¢alanmasinda BamHI, Bglll, Hindlll, Kpnl, Notl, Sacl, Stul, Xbal, Xhol (New
England Biolabs, MA, ABD) restriksiyon enzimleri uygun tampon ¢ozeltileri ile birlikte
kullanilmis, par¢alama islemi gece boyu siirdiiriilmiistiir. Yiiriitiilen jelde belirte¢ olarak
1 kb¢’lik DNA molekiil agirlik standardi yani1 sira DIG etiketli standardi da
kullanilmistir. Elde edilen jelin Southern Blot analiz yontemine uygun sekilde

islenmesiyle elde edilen X-11n1 filminin goriintiisti ¢ekilmistir.

40



3.2.3.5. DNA mini-kiitiiphanesinin olusturulmasi

DNA Southern Blot anaizi (bakiniz boliim 3.2.3.4.) ile belirlenen restriksiyon
enzimi (Hindlll) kullanilarak B. subtilis BK07’e ait yaklagik 12 pg genomik DNA
parcalanmis ve yine ayni analizde aranan fragmanin bulunma olasiliginin en yiiksek
oldugu bolge (4.5-5.5 kbg) jel eliisyonu ile saflagtirilmistir. Benzer sekilde, klonlamada
kullanilacak pUC19 (Fermentas, MD, ABD) plazmid vektorii (NewEngland Biolabs,
MA, ABD) de HindlIll ile sindirilmis ve CIP ile defosforile edilerek jel eliisyonu ile
arindirilmistir.  Sekil 3.4’te pUC vektor plazmidinin haritast verilmistir. DNA
fragmanlar1 mini-kiitiiphanenin olusturulabilmesi amaciyla ligasyon ile hazirlanan
vektore baglanarak, yiiksek verimli NEB Turbo (NewEngland Biolabs, MA, ABD) veya

OneShot® Top 10 E. coli hiicrelerine transforme edilmistir.

Eco01091 2674 Pfol 46 FBsta'tPI 179
Aatll 2617 \ / Ndel 183
Sspl 2301 | Ehel 235

__BsaXl 659
Sapl 683

Al Psel &o6

Gsul 1784
Cirol 1779
Ecodll 1765

Eam11051 1694 Bse¥l 1110

\Cail 1217

§ chial
EoRl e pcces  Ecosar o Pstl
WASIPUC saquaneing prmer 205, 17-mer % Yapl Sacl Kpnl Smal EamHl Xbal Xmil Bel sdal Fael Hindin_%2
5 G TTG TAA BAC GAC GEC CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAG AGT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT TGG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 3¢
3* © ARC RTT TTG CTG Co8 6TC ACT TARA GCT CGR GCC ATG GGC CCC TAG GAG ATC TCA GCT GGA CGT CCG TAC GTT CGA ACC GOA TTA GTA CCA GTA TOG ACA MAG GAC 5¢
LacZ +— Leu Val Val Ala Lew Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Glu Lew Thr Ser Arg Cys Ala His Leu Ser Pro Thr lle Met T!H‘ Met

1A1EAE Eversa seauenci rimat 261, 17 mhar

Sekil 3.4. pUC19 klonlama vektorii.
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Transformantlarda  mavi-beyaz  elemesinin ~ (Blue-White  Screening)
gerceklestirilebilmesi igin ekim Oncesinde ampisilinli (100 pg/mL) LB agar plakalarina
yiizeyden 80 pL X-Gal (50 mg/mL) N-N-dimethylformamide ve 10 pL 1M IPTG
¢oOzeltisi uygulanmis ve yayilmistir. IPTG tarafindan tetiklenen lacZ geni sayesinde
besiyerinde bulunan X-Gal maddesi sindirilir ve bunu yapabilen koloniler mavi renk
alir. Ancak klonlama bolgesi lacZ geni ortasinda bulundugu igin vektore DNA
baglanmasi olmasi halinde bu genin faaliyeti durur ve klonlamada fragman iceren
koloniler beyaz olarak gozlenir. Bu sekilde transformasyon plakalarinda mavi koloniler
elenmigtir, iireyen biitiin beyaz koloniler ise ikiser adet LB-Amp plakalarina ¢izgi
ekimle aktarilmigtir. Her plakada 50 civari transformant ile birlikte, (-) kontrol olarak
kesilmemis pUCI19 vektorii transforme edilmis koloniden, (+) kontrol olarak da B.
subtilis BKO7 c¢izilmistir. Bir gece gelistirilen plakalardan biri kaynak olarak 4 °C’de
saklanmis, digeri ise koloni hibridizasyon teknigi ile arastirilmak tizere kullanilana

degin 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Koloni hibridizasyonunda, gelistirilen kolonilerin dogrudan naylon membrana
tutunmast saglanarak DIG’li immiinolojik tayin gerceklestirilmistir. Bunun igin plaka
yiizeyi ¢apinda dairesel kesilen membran konum isaretlemesi yapilarak dogrudan
kolonilerin iizerine birakilmistir (Sekil 3.5). Diizgiin sekilde kaldirilan membranin
kurumasi beklendikten sonra 3 dak % 10 SDS c¢ozeltisi ile doyurulmus Whatman kagdi
yigim lzerine birakilmistir. Membran kurumaya birakildiktan sonra ayni i1slatma
diizenegi ile 5’er dak Southern emdiriminde kullanilan denatiirasyon ve nétralizasyon
cozeltileri ile 1slatilmistir ve iki kere 5’er dak SSC tampon ¢ozeltisi ile (150 mM NacCl,
15x10° mM trisodyum sitrat) ile muamele edilmistir. Membran daha sora bir kap
igerisinde yeterli miktarda SSC tamponu ig¢ine birakilarak 10 dak calkalama tablasinda
bekletilmistir. Havlu kagit {izerinde kurutulan membran, Southern emdirim analizinde
oldugu sekilde hibridizasyona tabi tutulmustur. Hibridizasyon sonrasinda AmyEF/R

probu ile immiinolojik olarak isaretlenerek X-Isin1 filminin goriintiisii elde edilmistir.
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Transformasyon Petrisi

- 4 °C'de

saklanir
Koloni Hibridizasyon Petrisi / \ Stok Kiiltiir Petrisi

Kolonilerin tzerine yapistigi naylon
membran, cesitli gbzeltilerle muamaele
edildikten sonra membranin bagladigi
DNA DIG etiketli prob ile eslestirilerek
Isima olup olmadigi (proba karsilik
gelen dizinin varhgi) x-isini filmi
alinarak belirlenir..

Sekil 3.5. Koloni kaldirma yonteminin ilk basamagi olarak uygulanan kolonileri
membrana aktarma teknigi.

3.2.3.6. Kromozom yiiriiyiisii (chromosome walking)

Kromozom yiirliyiisii, diger bir deyisle adaptor aracilikli PCR (adaptor mediated
PCR) denemeleri icin olusturulacak adaptor pargasi biri 49 bg digeri ise 13 bg
uzunlugunda olan ve bir araya geldiklerinde birbirine yapisacak sekilde tasarlanan 2
primer ile olusturulmustur. Bu primerlerden kisa olan1 5’ ucundan fosforile edilmis, 3’
amino ucundan amidizasyon ile modifiye edilmistir. Fosforilizasyon ileri asamalarda
ligasyonu tesvik ederken amidize edilen ucun ise ligasyona direngli olmasi
hedeflenmistir. Adaptér pimerlerini 1’er mMol iceren ADP1 ve ADP2 karisim PCR
cihazinda 5 dakika 95 °C’de bekletildikten sonra yavas yavas sogutularak iki primerin

birbirine yapismasi (annealing) saglanmistir.
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Elde edilen adaptor daha oOnce HindlIll ile kesilmis ve 4.5 — 5.5 kbg
bliyiikliiglinde olanlar1 saflastirilmis 1 pg B. subtilis BKO7 kromozom DNA'’larina
ligasyon tepkimesi ile baglanmistir (Sekil 3.6).

Hind Ill GWSPF Hind Il

5. N
N 5

Sekil 3.6. Hindlll endoniikleaz1 ile kesilmis DNA pargalarina baglanan adaptorlerin
sematik gosterimi. Denemelerde kullanilan primer ¢iftlerinden sadece
GWSPF ve AP1’in yonleri 6rnek olarak gosterilmistir.

Elde edilen adaptér baglanmis parcalar kalip olarak kullanilarak dizisi
bilinmeyen DNA pargalarin1 ¢ogaltmak amaciyla PCR denemeleri yapilmistir. Bu
denemelerde AP1 — GWSPF, AP1 — GWSPR, AP2 — GWSPR, AP1 — INVF1 ve AP1 —
INVRI1 primer giftleri ile denemeler yapilmaistir.

3.2.3.7. Ters PCR (inverse PCR)

Ters PCR igin 4.5 — 5.5 kbg biiylikliiglinde olan Hindlll ile kesilmis B. subtilis
BKO07 kromozom DNA’s1 ligasyon ile kendi iizerine baglanarak kalip olarak
kullanilmistir. Bu denemelerde primer cifti olarak INVF1 — INVRI1 ve INVF2 — INVR2
primer giftleri kullanilmistir. Ters PCR denemesinde uygulanan asamalar Sekil 3.7’te

sematize edilmistir.
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DNA’nin kesimi ve jelde yiiriterek saflagstirma

<Hind Il 5<Hind Il
v v

(= !

Hind Il ile kesilmis 4.5 - 5.5 kb¢
blyikliginde DNA fragmanlari elde edilir.

KENDINE LIGASYON

s

& Bilinen diziden faydalanilarak tasarlanan
PCR primerleri ile PCR gerceklestirilir ve
fragmanin tamami ¢ogaltilir.

Sekil 3.7. Ters PCR denemesindeki agamalarin sematik gosterimi.
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3.2.4. Bacillus subtilis PY22’den amyE geni izolasyonu, dizi analizi ve Pichia

pastoris’de ekspresyonu

3.2.4.1. Bacillus subtilis PY22’den amyE geni izolasyonu ve dizi analizi

B. subtilis PY22 susunun amilaz geni PCR ile gen uglarina Pml/l ve Kpnl kesim
dizilerini ilave edecek dejenere AmyFPmll ve AmyRKpnl primer ¢ifti yardimiyla
gergeklestirilmistir. Bu PCR denemesinde uygulanan PCR programi Cizelge 3.2°de
verilmigtir. Elde edilen PCR {irlinii agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildikten sonra
Topoll-Blunt vektoriine baglanarak E. coli DH5a hiicrelerinde ¢ogaltilmistir. Segilen 10
adet klonun plazmid izolatlar1 EcoRI ile kesilerek agaroz jeli elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Bu sekilde dogru parcayr tasidigi diisiiniilen 2 adet plazmid izolat1 dizi

analizine gonderilmistir.

Cizelge 3.2. B. subtilis’in a-amilaz geninin ¢ogaltilmasi i¢cin PCR denemesinde
kullanilan 1s1 dongii programi.

Swra#  Sicaklik (°C)  Siire (dak) Komut

1 94 3

2 94 1

3 45+5 1

4 72 3 32 kere #2’ye don
5 72 10

6 4 00

3.2.4.2. amyE geninin Pichia pastoris’e aktarimi

Topoll-Blunt vektoriinde c¢ogaltilan ve uclarina Pmll ve Kpnl kesim dizileri
ilave edilmis B. subtilis PY22 amilaz geni iceren plazmid bol miktarda izole edilmistir.
Yaklasik 13 pg civarinda plazmid 6nce HindIll ve Xhol enzimleriyle kesilmis,
sonrasinda agaroz jelde yiiriitilerek 2 kb civarinda gozlenen bant kesilerek

saflastirilmistir. Daha sonra elde edilen fragmanlarin tekrar Pmil ve Kpnl ciftiyle
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kesilmis ve PCR iirlinlerini saflastirmada kullanilan yonteme gore saf fragmanlarin

eldesi saglanmaistir.

Bu sekilde transformasyon i¢in hazirlanan amyE genini igeren fragmanlar ayni
sekilde Pmll ve Kpnl enzimleri ile kesilerek ve saflastirilarak hazirlanan pPicZoA
(Invitrogen, CA, ABD) vektoriine ligasyon ile baglanmistir. Elde edilen yeni plazmid
cesitli endoniikleazlarla (Ndel, Xhol, EcoRl / Xbal) kesilerek olusan jel goriintiisi
incelenmis ve ikinci bir dogrulama PCR ile (AmyEF — AmyER ve AmyEF — AmyER
primerleri kullanilarak) yapilmistir. Plazmidler nihai bir dizi analizi i¢in dizi analizinin

yapildig1 merkeze gonderilmistir.

Plazmid dizisi belirlendikten sonra Sacl ile kesilen plazmid karigimi PCR
yonteminde  belirtildigi  sekilde  saflastirilmistir.  Dogrusallastirilan  plazmid
elektrokimyasal olarak P. pastoris KM71H hiicrelerine transforme edilerek elde edilen
koloniler arasindan 8 muhtemel klon amilaz aktivitesi varligmni test etmek {lizere

se¢ilmistir.

3.2.4.3. Pichia pastoris’de ekspresyon

Amilaz salgilamasiin bir 6n-kontrolii olarak secilen 8 klon ile yapilan sivi saf
kiiltiir iretimlerinden ekim yapilarak nisasta ilaveli MM agarda (%0.34 maya azot bazi,
%4x10" biotin, %0.5 metanol, %1.5 agar, %0.4 ¢oziilebilir nisasta) gelisimi saglanan
koloniler Lugol ¢ozeltisi dokiilerek etraflarinda berrak alan olusumu olup olmadigi
gozlenmistir. MM-Nisasta agarinda gelistirme 2 giin siirdiiriilmiis ve indiiksiyonun

saglanmasi i¢in 24. vw 46. saatte petri kapagia 100 pL kadar metanol yayilmistir.

Maya klonlarinda amilaz {iretiminin izlenmesi sivi Kkiiltiirlerde indiiksiyonlu
iretimle gergeklestirilmistir. Bunun icin tek koloniden 5 mL hacimde YSD sivi
besiyerine ekim yapilarak optik yogunlugun 5’in iizerine ¢ikmasi amaciyla 30 °C’de, 15
mL’lik kapakl tiiplerde, 250 d/dak ¢alkalamali olarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Bu kiiltiirler inokulum olarak kullanilmis ve 0.02 OD olacak sekilde 100 mL hacimli
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engelli erlenlerde 15 mL BMGY sivi besiyerine (%1 (w/v) maya ozitl, %2 (w/v)
pepton, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.0), %1.34 (w/v) maya azot bazi,
%4x10-5 (w/v) biotin, %1 (v/v) gliserol) asilama yapilmistir. Bu kiiltiirler de 30 °C’de
250 d/dak calkalamali olarak inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin, fermantasyonun 18.
saatinde kiilltiirler steril santriflij viallerine aktarilarak Sorvall Legend RT Plus (Thermo
Scientific, MA, ABD) ile 10 °C’de, 3,250 rcf’de 10 dak siireyle santrifiijlenmistir.
Stipernatant uzaklastirilarak toplam 15 mL olacak sekilde taze BMMY s1vi1 besiyeri (%1
(w/v) maya o6ziitl, %2 (w/v) pepton, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.0), %
1.34 (w/v) maya azot bazi, %4x10” (w/v) biotin, %0.5 (v/v) metanol) ilave edilmis,
Vortex Genie II (Scientific Industries, NY, ABD) vorteks karistirict yardimiyla tekrar
homojenize edilen hiicre Kkiiltiirleri ayni1 kosullarda c¢alkalamali fermantasyona
birakilmistir. Bu 6rneklerde 0., 12., 24., 36., 48., ve 72. saatlerde 6rnekler alinarak OD
belirlenmis, kiiltiire (0. saat hari¢) hacimce % 1 oraninda metanol ilave edilmis ve
santrifiijlenerek elde edilen kiiltiir supernatantlart daha sonra analiz edilmek iizere 4

°C’de saklamaya alinmistir.

Uretilen siv1 kiiltiirlerden alman indiiksiyonu takip eden 12. ve 24. saat

stipernatant drnekleri ile SDS-PAGE analizi ger¢eklestirilmistir.

3.2.5. Secilen klonlarda amyE kopya sayillarinin belirlenmesi

Secilen klonlarda gen kopya sayilarinn belirlenmesi Inan vd (2006) tarafindan
yapilan ¢aligmada oldugu gibi ger¢eklestirilmistir. Bunun igin, klonlarin DNA’lar1 izole
edilerek 1 pg/10 puL olacak sekilde konsantrasyonlar1 ayarlanmis ve toplam 30 pL
hacimde BstEIl endoniikleazi ile kesilmistir. Southern emdirim analizinde oldugu
sekilde kontrol P. pastoris KM71H XrDNA'’s1, DIG ve 1 kb molekiil agirlik standartlar
ile birlikte agaroz jelde yiiriitiilen 6rnekler nylon membrana aktarilmistir. Membranda
bulunan DNA iplik¢iklerinin gézlenebilmesi i¢in hibridizasyon ve DIG - AOX1 probu
ile isaretleme gerceklestirilmistir. Membranin X-1s1m1 filmi alinarak gézlenen bantlarin
konumlar1 agirlik standardiyla kiyaslanmasiyla klonlarda mevcut rekombinant gen

sayis1 belirlenmistir.
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3.2.6. Secilen Pichia pastoris susunun salgilladigi rekombinant enzimin

saflagtirilmasi ve karakterizasyonu

3.2.6.1. Rekombinant protein iiretimi, saflasgtirmasi ve proteinin analizi

a-Amilaz liretimi icin segilen klon ile ¢alkalamali inkiibatdrde 2L hacimli engelli
erlende 200 mL sivi besiyerinde metanol indiiksiyonlu iiretim gergeklestirilmistir. 96
saat siirdiiriilen bu iretim sirasinda 12., 24., 48., 72., ve 96. saatlerde alinan Ornekler
SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Ayrica, elde edilen son kiiltiir amilazin daha saf ve
konsantre halde elde edilmesi amaciyla gesitli iglemlere tabi tutulmustur. Bu islemlerin

tamami 4 °C’de gergeklestirilmistir.

Kiiltiir sivist1 100°’er mL olarak alindiklar: steril santrifiij kavanozlarinda 15
dakika stireyle 4 °C’de 3,250 rcf’de santrifiijlenmis, elde edilen berrak siipernatant kalan
hiicrelerin uzaklastirilmasi amaciyla, protein baglayiciligi diisiik olan 0.2 um delik ¢ap1
olan Supor® siringa filtrelerinden (Pall Life Sciences, NY, ABD) gecirilmistir. Elde
edilen siiziintiiye, 4 °C’de siirekli karigtirma altinda, amonyum siilfat eklenerek tuzun
tamamen ¢Oziiniir hale gegmesi saglanmistir. Bu asamada bulanik bir goriintii alan %80
doygunluktaki ¢ozelti 50’ser mL hacimli tiiplere alinarak proteinlerin ¢oktiiriilmesi igin
9,500 rcf santrifiij kuvvetinde 25 dak santrifiijlenmistir. Siipernatant 4 °C’de saklamaya
alindiktan sonra peletler toplam 12 mL hacimde MOPS tamponu (100 mM, pH 6.9)
icinde ¢Oziindiiriilmistiir. 15 mL hacim kapasiteli, 3,500 molekiil agirligmma kadar
gecirgenligi olan Slide-a-Lyzer® diyaliz kasetine siringa edilen 6rnek aynit MOPS
tamponu i¢inde 2 saat 4 °C’de karistirma altinda bekletilmistir. Elde edilen dializat
50,000 molekiil agirliginda ayirma saglayabilen santrifiigal membran filtre (Centriplus®
YM-50, Millipore) kullanilarak 5 asamali olarak 30’ar dakika 3,000 rcf’de santrifiij
edilmistir. Bu santrifiij islemi aralarinda filtre iistiinde kalan bdliime 4’er ml MOPS
tampon c¢ozeltisi (0.1 M; pH 6.9) ilave edilmistir. Filtratlar ve saflastirilmis amilaz
igerdigi distiniilen filtre istii sivi izleyen analizleri gerceklestirmek iizere siringa
filtreden (0.2 pm delik ¢apli, Whatman®) gecirilerek 4 °C’de steril tiiplerde muhafaza

edilmistir.
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Kismi saflastirma islemlerinden elde edilen gesitli fraksiyonlar %10 akrilamid
icerikli, 10 kuyulu jel kullanilarak SDS-PAGE analizine tabi tutulmustur. Saflagtirma
asamalarinda elde edilen fraksiyonlarin protein igerikleri belirlenmistir ve islem igin

verim hesaplar1 yapilmaistir.

3.2.6.2. EndoH ile deglikozilasyon

Glikozilasyonun dogrulanmasi ve rekombinant proteinin gercek molekiil
agirliginin tesbiti i¢in protein denatiire edildikten sonra uygun tampon ¢ozelti karigimi
icinde EndoH enzimi ile 60 °C’de 90 dak muamele edilmis ve 6rnekler SDS-PAGE

analizi ile inelenmistir.

3.2.6.3. Enzimin optimum ¢alisma kosullarinin belirlenmesi

Kismen saflastirilmis amilaz ¢ozeltisi pH 5-9 araliginda (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,
7.5, 8.0, 8.5, 9.0) ayarlanmis fosfat tamponu ile 40 kat seyreltilmis ve bu sekilde
hazirlanan diliisyonlarin amilaz aktiviteleri DNSA reaktifi yardimiyla spektrofotometrik

olarak belirlenmistir.

Optimum sicakligin belirlenmesi i¢in belirlenen optimum pH’ya ayarlanmis
fosfat tamponu ile 40 kat seyreltilen amilaz ¢ozeltilerinin amilaz aktiviteleri yine DNSA
reaktifi kullanilarak tayin edilmistir. Bu asamalarda tepkimeler onceden sicakliklari
ayarlanmig MultiBlok® 1siticilar (LabLine, ABD) i¢inde 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80
°C’de gerceklestirilmistir. Stabilite tayinleri i¢in seyreltiler ayni sicakliklarda 1 saat

bekletildikten sonra amilaz aktivitesi ayn1 yontemle 20 °C’de gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bakterilerin Optimum Cogalma Sicakliklarinin Tespiti

Stinme olusmus ekmek i¢inden izole edilen ve mikroskobik inceleme ile gram
pozitif, sporlu, cubuk bakteri oldugu belirlenmis olan (Erem 2007) Bacillus subtilis
BKO07 susunun ve B. subtilis tiirlinden oldugu kesin olarak bilinen B. subtilis PY22
susunun optimum ¢ogalma sicakliklar1 35-55 °C arasinda inkiibasyonla sivi besiyerinde
gelistirilen bakterilerin sik araliklarla optik yogunluklarinin belirlenmesi suretiyle

gerceklestirilmistir.

Incelenen bakteri suslarinin bilyiime egrileri Sekil 4.1°de gdsterilmektedir.
Logaritmik bliylime bolgesi belirlenmis, bu bolgeye ait veriler kullanilarak biiyiime

katsayilar1 ve katlanma siireleri hesaplanmustir.

Elde edilen verilerden logaritmik ¢ogalmanin oldugu bolge belirlenerek spesifik
biiylime katsayis1 (¢) ve ortalama toplu katlanma siiresi (Tp) hesaplanmistir. Logaritmik
cogalma bolgesinde elde edilen verilerin Denklem 4.1°e¢ uyumlu olarak regresyonu
sonucu spesifik biiylime katsayisi ve Denklem 4.2 ile Tp hesaplanmigtir. Denklem
4.1°de xo, baslangi¢ hiicre yogunlugu, x,, ise ¢ siiresinde Ol¢iilen hiicre yogunlugunu

gostermektedir.

X X0 € e Denklem 4.1

To=IN2/ i Denklem 4.2
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Sekil 4.1. B. subtilis BKO7 (a) ve B. subtilis PY22 (b) suslarina ait bliyiime egrileri

Hesaplanan x4 ve Tp degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu ¢izelgeden de
anlagilabilecegi iizere her iki bakterinin de en hizli 50 °C’de cogaldig1 goriilmiistiir.
Termofil organizmalar tipik olarak 40-70 °C’de gelisebilen ancak 45-60 °C arasinda
optimum c¢ogalma gosteren organizmalardir (Wubbolts vd 2000). Amelunxen ve
Murdock’a (1978) gore optimum biiylime sicakligr 50-65 °C arasinda olan ancak 30 °C
altinda da gelisebilen organizmalar fakiiltatif termofil olarak smiflandirilir. Bu
siniflandirma kapsaminda calismada incelenen B. subtilis BKO7 ve B. subtilis PY22

suslarinin fakdiltatif termofil olduklari sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.1. B. subtilis BKO7 ve B. subtilis PY22 suslarina ait biiyiime fonksiyonlar1 ve

katlanma stireleri

.subtilis BKO7 Biiylime fonksiyonu

Uyumluluk  Spesifik ¢ogalma Ortalama toplu katlanma

Sicaklik (°C) (logaritmik faz) %’si (R%) katsayis (1) siiresi (Tp, dak)
35 y = 0.006e"""% 1 0.0194 35.5
40 y =0.0145¢"5% 0.9904 0.0239 29.0
45 y=0.0137e"% 0.9982 0.0259 26.8
50 y = 0.009¢" "> 0.998 0.0295 23.5
55 y = 0.0278¢" %™ 0.8911 0.0061 113.6

.subtilis PY22 Biiylime fonksiyonu

Uyumluluk  Spesifik ¢ogalma Ortalama toplu katlanma

Sicaklik (°C (logaritmik faz) %’si (R%) katsayis1 (u) siiresi (Tp, dak)
35 y=0.0116e"""* 1 0.017 40.8
40 y = 0.0209¢" % 0.9999 0.0223 31.1
45 y =0.0162&" %" 0.9974 0.0245 28.3
50 y=0.0095¢" "™ 0.9925 0.0314 22.1
55 y = 0.0201"7%% 0.9993 0.0208 33.3

4.2. Bakterilerin Amilaz Uretme Potansiyelinin Kontrolii

Calismada kullanilan Bacillus suslarinin nisastali agarda gelisirken hiicre disina

amilaz salgilayip salgilamadiklarinin kontrolii bu ortamda gelisen koloniler i{izerine

Lugol ¢ozeltisi dokiilmesi ve berrak zon olusumunun kontrolii ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen goriintiiler Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.2. Saf kiiltiirlerle asilanan nisastali agar plakalarinin Lugol g:ozeltlsl ile
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boyanmis goriintiileri (a): B. subtilis BKO7; (b): B. subtilis PY22; (c) B.
subtilis RSK244; (d) B. subtilis RSK246; (e) E. coli NEB Turbo



Calismada kullanilan biitiin Bacillus suslar1 kolonileri etrafinda berrak zon
gozlenmesi bu bakterilerin amilaz salgilama yeteneklerini dogrulamistir. Kontrol
amaciyla aymi besiyerinde iiretilen E. coli NEB Turbo hiicrelerinde berrak bdolge
olusmamis, ancak kolonilerin altina Lugol ¢ozeltisi ulasamadigi icin koloni sinirina

kadar mavi renk olusumu goézlenmistir.

4.3. Klonlama Cahismalar

4.3.1. DNA izolasyonu

Calismalarda ilk olarak kalip olarak kullanilacak bakteri DNA’lar1 izole edilerek
bunlarin yogunluklar1 (miktarlari) ve kaliteleri belirlenmistir (Sekil 4.3).

Omek | DNA (ng/uL)
@ 533.1
(b) 539.0
© 2973
(d) 832.4
© 416.2

Sekil 4.3. Elde edilen bakteriyel genom DNA’s1 izolatlarinin jel goriintiileri ve 1 pL
ornekle yiiklenen DNA miktarlari, (a): B. subtilis RSK244; (b): B. subtilis
RSK?246; (c) B. subtilis BKO07; (d-e) B. subtilis PY22
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4.3.2. PCR ile AmyEF/R ve 16S rDNA bdélgelerinin izolasyonu ve

degerlendirmeleri

Bu DNA izolatlar1 kalip olarak kullanilarak ilgi duyulan amyE geninin orta
bolgesinde yaklagik 900 bg¢’lik bir bolim ve B. subtilis BKO7 susu i¢in 16S rDNA
spacer (yeredici) dizisi cogaltilmistir (Sekil 4.4).

y
| !

10 kb—|

B. subtilis « B. subtilis _B. subtilis B. subtilis
RSK244 RSK246 BKO07 PY22 BKO07

AmyEF/R AmyEF/R AmyEF/R AmyEF/R 16SF/R
—r— ——

G D O O T T S T T T T . . . .

B. subtilis
[

00 €@

1 kb—

Sekil 4.4. PCR iiriinlerinin kontrolii

B. subtilis BKO7 ve PY22 suslarindan elde edilen amplikonlar klonlanarak E.
coli’de ¢ogaltilmistir. Bu plazmidlerin dizi analizi sonucu her iki susda AmyEF/R
segmentinin ve B. subtilis BK07’de 16S rDNA spacer bolgelerinin niikleotit dizilimi
belirlenmistir (Sekil 4.5).

BKO7.16SrDNA

Uzunluk: 535 bc

Bilesim: 134 A (%25.0); 127 C (%23.7); 171 G (%32.0); 103 T (%19.3)
Molekiil agirligi:ssDNA(tek iplikgik) :166.22;dsDNA(¢ift sarmal) :329.86
ORIJIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481

TGGAGAGTTT
AGCGGACAGA
TAACCTGCCT
TGAACCGCAT
GCGCATTAGC
GAGGGTGATC
AGGGAATCTT
TTTCGGATCG
CTTGACGGTA

GATCCTGGCT
TGGGAGCTTG
GTAAGACTGG
GGTTCAAACA
TAGTTGGTGA
GGCCACACTG
CCGCAATGGA
TAAAGCTCTG
CCTAACCAGA

CAGGACGAAC
CTCCCTGATG
GATAACTCCG
TAAAAGGTGG
GGTAATGGCT
GGACTGAGAC
CGAAAGTCTG
TTGTTAGGGA
AAGCCACGGC

GCTGGCGGCG
TTAGCGGCGG
GGAAACCGGG
CTTCGGCTAC
CACCAAGGCA
ACGGCCCAGA
ACGGAGCAAC
AGAACAAGTA
TAACTACGTG

TGCCTAATAC
ACGGGTGAGT
GCTAATACCG
CACTTACAGA
ACGATGCGTA
CTCCTACGGG
GCCGCGTGAG
CCGTTCGAAT
CCAGCAGCCG

ATGCAAGTCG
AACACGTGGG
GATGCTTGTT
TGGACCCGCG
GCCGACCTGA
AGGCAGCAGT
TGATGAAGGT
AGGGCGGTAC
CGGTA

Sekil 4.5. B. subtilis BKO7 susuna ait 16S rDNA spacer bolgesine ait baz1 6zellikler ve
niikleotid dizisi
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B. subtilis BKO7’in tanilamasi, elde edilen 535 bg¢’lik 16S rDNA spacer
bolgesine ait niikleotid diziliminin veritaban1 degerlendirmesiyle dogrulanmistir. B.
subtilis BKO7 susu ile B. subtilis PY22 susuna ait olan ve zaten benzer olabilecegi
diistiniilen AmyEF/R bolgelerinin her ikisinin 886 b¢ uzunlugunda ve birbiriyle %89.84
oraninda 6zdes oldugu belirlenmistir. Iki susa ait AmyEF/R dizileri sirastyla BKO7-
AmyEF/R ve PY22-AmyEF/R olarak isimlendirilmis ve bunlara ait dizi analizi
sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.6°da ve Sekil 4.7°de verilmistir. NCBI-BLAST tarama
motorunda niikleotid veritabani1 kullanilarak gerceklestirilen ve B. subtilis BKO7-
AmyEF/R dizi verisi kullanilarak yapilan eslestirmede % 100’lik kapsama alani ile
Bacillus sp. K8104 a-amilaz geni seklinde tanimlanmis (lokus:EU717848) girisin %98
oraninda 6zdes diziye sahip oldugu, %100 kapsama alanma sahip B. subtilis kismi
amilaz geni seklinde tanimlanan (lokus: AJ973635) girisinin %90 oraninda 6zdes diziye

sahip oldugu goriilmiistiir.

BKO07-AmyEF/R
Uzunluk: 886 bcg
Bilesim: 265 A
Molekil agirlaiga
ORIJIN

(%29.9);
(kDa) :

176 C
ssDNA

(%$19.9); 224 G
(tek iplikcik):

(%25.3); 221 T
274.69 dsDNA:

(%24.9)
546.18

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

GCCATTCAGA
GGGAACTGGT
TCCGAGGAAG
GTCGATGCCG
AGTATATCAA
GTCACGCAGA
TCCTATCTGA
GATGCCGCCA
AATATCACGA
AGAGATGCAG
AGGTCCGCTT
GTGTCAGCCG
GAGGAGTCTA
CGCTCAGGCA
TTCCCGGGGA

CATCTCCTAT
ACTGGCTTTA
AGTTTAAAGA
TCATCAATCA
ATTGGACGCA
ATTCATTGCT
AACGTTTCTT
AGCATATAGA
ATACATCTGC
CATATGCGAA
TAAAGAATCG
ACAAGTTAGT
CATGGATGAG
GTACGCCTCT
AAACCCAAAT

TAATCAAGTA
CCAGCCGACC
AATGTGTGCC
CACAACCAGT
TGGAAACACA
CGGGCTGTAT
AGAAAGAGCA
GCTTCCCGAT
CGAGTTCCAA
TTATATGAAT
TAATCTGAGC
CACGTGGGTG
CGATGACGAT
CTTTTTTTCA
AGGCGATCGC

AAGGAAGGAA
TCTTACCAGA
GCGGCTGAAG
GACTATGCTG
CAAATTAAAA
GATTGGAATA
TTGAATGATG
GATGGGAATT
TACGGAGAAA
GTGACAGCAT
GTGTCGAATA
GAATCGCATG
ATCCGCTTAG
AGGCCTGAGG
GGGAGTGCTT

ATAATGGAGA
TTGGCAACAG
AATATGGTGT
CGATTTCAAA
ACTGGTCCGA
CACAAAATAC
GGGCAGACGG
ACGGCAGCCA
TCCTGCAAGA
CTAACTATGG
TTTCCCATTA
ATACGTATGC
GCTGGGCAGT
GCGGCGGAAA
TATTTG

TAAAAGCATG
GTACCTGGGT
GAAGGTTATT
TGAAATTAAA
TCGATGGGAT
ACAAGTACAG
ATTTCGCTAT
ATTTTGGCCG
CAGTGCCTCC
ACATTCCATA
TGCATCTGAT
AAATGATGAT
GATTGCTTCT
TGGTGTGAGA

Sekil 4.6. B. subtilis BK0O7 susuna ait amilaz geninin orta bolgelerinde PCR yoluyla
cogaltilan AmyEF/R bdlgesine ait baz1 6zellikler ve niikleotid dizisi
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PY22-AmyEF/R

Uzunluk:
Bilesim:
Molekiil agirlaiga

261 A

ORIJIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

GCCATTCAGA
TCGAACTGGT
ACTGAACAAG
GTTGACGCGG
AGTATTCCAA
GTCACGCAGA
TCCTATCTGA
GATGCCGCCA
AATATCACAA
AGAGATGCTG
AGGTCCGCTT
GTGTCTGCGG
GAAGAGTCGA
CGTTCAGGCA
TTCCCGGGGA

886 bc¢

(%29.5);
(kDa) :

CATCTCCGAT
ACTGGCTGTA
AATTTAAAGA
TCATCAATCA
ACTGGACACA
ATTCATTGCT
AACGGTTCTT
AACATATAGA
ATACATCTGC
CATATGCGAA
TAAAGAATCG
ACAAGCTAGT
CATGGATGAG
GTACGCCTCT
AAAGCCAAAT

176 C
ssDNA

TAACCAAGTA
TCAGCCGACA
AATGTGTGCA
TACCACCAGT
TGGAAACACA
CGGGCTGTAT
AGACAGGGCA
GCTTCCAGAT
AGAGTTCCAA
TTATATGGAT
TAATCTGGGC
GACATGGGTA
CGATGATGAT
TTTCTTTTCC
AGGCGATCGC

(%$19.9);
(tek iplikgik):

228 G

AAGGAAGGGA
TCGTATCAAA
GCCGCTGAAG
GATTATGCCG
CAAATTAAAA
GACTGGAATA
TTGAATGACG
GATGGCAGTT
TACGGAGAAA
GTGACAGCGT
GTGTCGAATA
GAGTCGCATG
ATCCGTTTAG
AGACCTGAGG
GGGAGTGCTT

($25.7);
274.75 dsDNA:

221 T

ATCAAGGAGA
TTGGCAACCG
AATATGGCAT
CGATTTCCAA
ACTGGTCTGA
CACAAAATAC
GGGCAGACGG
ACGGCAGTCA
TCCTGCAGGA
CTAACTATGG
TCTCCCACTA
ATACGTATGC
GCTGGGCGGT
GAGGCGGAAA
TATTTG

(%24.9)
546.18

TAAAAGCATG
TTACTTAGGT
AAAGGTCATT
TGAGGTTAAG
TCGATGGGAT
ACAAGTACAG
TTTTCGATTT
ATTTTGGCCG
TAGTGCCTCC
GCATTCCATA
TGCATCTGAT
CAATGATGAT
GATAGCTTCT
TGGTGTGAGG

Sekil 4.7. B. subtilis PY22 susuna ait amilaz geninin orta bdlgelerinde PCR yoluyla
cogaltilan AmyEF/R bdlgesine ait bazi1 6zellikler ve niikleotid dizisi

Cesitli Bacillus tirii bakterilerin 16S rDNA bolgelerine ait niikleotit dizilimleri
kiyaslanarak bakteri tiirlerinin birbirlerine olan genetik uzakliklar1 filogenetik agac
seklinde gosterilmistir (Sekil 4.8). Bu incelemede kullanilan B. subtilis RSK244 ve B.
subtilis RSK246 suslarina ait dizileri arastirmanin baslamasi Oncesinde ©zel bir
laboratuar (Accugenix, DE, ABD) araciligiyla elde edilen 16S rDNA dizileridir. Ayrica
bu yakinlik analizi Cizelge 4.2°de yiizdesel olarak karsilagtirilmistir.

B amyloliquefaciens rDNA (0.0040)

B pumilus rDNA (0.0504)

B licheniformis rDNA (0.0186)
B subtilis C10-1 rDNA (0.0000)

BKO7 16S rDNA (0.0000)

B subtilis 168 rDNA (0.0000)

RSK244 16S rDNA (0.0000)

RSK246 16S rDNA (0.0000)

Sekil 4.8. Bakterilerin birbiri ile yakinligin1 gosteren filogenetik agag
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Cizelge 4.2. Calismada kullanilan bakteriyel suslarin birbirlerine yakinliklarinin
yiizdesel olarak karsilastirmasi

B. pumilus B. licheniformis  B. subtilis BKO7  B. subtilis 168

B. amyloliquefaciens 94 97 99 99
B. pumilus 93 94 94
B. licheniformis 98 98
B. subtilis BKO7 100

4.3.3. DIG Etiketli probun kontrolii ve Southern emdirim denemesi

Yapilan ¢alisma verimliligi analizi AmyEF/R pargasi ile olusturulan DIG etiketli
probun oldukgea iyi ¢alistigini gostermistir (Sekil 4.9).

10 paful 3 pogil Tpaful  O03pgul  O1pgul 003 pgul 01 pgul O pgiul
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L J v L3 °
e e “ . & - o

Sekil 4.9. DIG etiketli AmyEF/R probunun verimlilik testi (a) DIG etiketli AmyE/F
probu (b) standart DIG probu

AmyEF/R bolgesini igeren ve amyE genini igerecek bir parcayr disaridan
keserek ayirmamizi saglayacak enzimin tespiti i¢in yiiriitiilen jel (Sekil 4.10) Southern
emdirim yontemi ile bu prob kullanilarak etiketlenmistir. Hibridizasyon sonrasinda elde
edilen filmden (Sekil 4.11) B. subtilis BKO7 kromozomunda HindlIIl enziminin 4.5-5.5
kbg biiyiikliiglinde bir parcada kesilebildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. Southern emdirim analizinde kullanilmak iizere, c¢esitli

endoniikleazlar1 ile parcalanmis B. subtilis BKO7 ve B. subtilis BKO7

igii agaroz jeli goriintiisti

larmin yiirtitilda

b

kromozom DNA
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BKO7 PY22
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Sekil 4.11. B. subtilis BKO7 ve B. subtilis PY22 kromozom DNA’lariin cesitli
restriksiyon endoniikleazlar1 ile pargalanarak gerceklestirildigi Southern
emdirimi - DIG etiketleme sonucu

4.3.4. Bacillus subtilis BK07 a-amilaz genini klonlama calismalari

B. subtilis BKO7’e ait amilaz genini kodlayan genetik dizinin belirlenebilmesi
amaciyla koloni hibridizasyon teknigi denenmistir, ancak bu uygulamalardan beklenen
sonuglarin elde edilememesi iizerine asamal1 olarak PCR yoluyla gen amplifikasyonu,

kromozom vyiiriiyiisii ve ters PCR gibi teknikler uygulanmistir.

4.3.4.1. Koloni hibridizasyon teknigi
B. subtilis BKO7 kromozom DNA’s1 Hindlll enzimi ile kesilerek 4.5-5.5 kbg

araligindaki parcalar jel ekstraksiyonu ile izole edilmistir. Elde edilen fragmanlar,

kesilmis fosforile edilmis ve saflagtirilmis pUC19 vektoriine baglanarak (ligasyon) E.
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coli (NEB Turbo) hiicrelerine transforme edilmistir. Sekil 4.12°de elde edilen ¢ok

sayida transformasyon petrisine bir 6rnek goriilebilmektedir.

Sekil 4.12. Mavi-beyaz koloni olusumu ile ligasyon transformasyon verimliliginin
gozlenebildigi plakalardan bir 6rnek

Beyaz koloniler genetik kiitliphanenin olusturulmasinda kullanilmigtir. Bu
sekilde elde edilen yaklagik 2000 klon ¢izgi ekimle petri plakalarina ikiserli olarak, (+)
ve (-) kontrol hiicreleri ile birlikte aktarilmistir. Sekil 4.13’de olusturulan ¢izgi ekim
plakalarina bir ornek ile birlike, bu plakalardan koloni hibridizasyonu ile elde edilen
film goriintlisiine bir drnek goriilebilir. Elde edilen filimlerin tamaminda B. subtilis
BKO7 (+) kontroliin (DIG isaretli antikor baglanmasi sonucu) beklenebilecegi iizere
koyu renkli, (-) kontroliin ise berrak oldugu goriilmiistiir. Ancak (+) kontrol drnegine

yakin diizeyde koyu renk veren bir klona denemelerden hicbirinde rastlanamamastir.
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Sekil 4.13. Transformasyon sonrast amyE probu kullanilarak yapilan taramada elde
edilen kolonilerin aktarildig: ¢izgi ekim plakasi ve aymi plakadan elde
edilen koloni hibridizasyon filmi goriintiisii

Buna ragmen, goreceli olarak koyu goriintii verdigi sayilabilecek dokuz klonda
plazmid izolasyonu gercgeklestirilerek AmyEF/R primerlerinin kullanildigi PCR
dogrulamasi yapilmistir. Bu PCR denemesi i¢in yiiriitiilen jelde 900 bg civarinda bant
gbézlenmemesi ve spesifik olmayan pek ¢ok bandin varligi olumsuz sonu¢ olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.14). Daha sonra, plazmid izolatlar1 ve AmyEF-AmyER

primer ¢ifti ile tekrar edilen PCR denemesi de olumlu sonu¢lanmamaistir (Sekil 4.15).

aday klon
d e 'f

aday klon
d e f

([ Cll&

Sekil 4.14. Kiitiiphane plakalarindan belirlenen 9 adet klonun AmyEF/R fragmaninin
varlig1 i¢in PCR denemesi sonucu. Ikili tiiplerde gerceklestirilen denemede
beklenen ~900 bg¢’lik bant gozlenememistir.
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Sekil 4.15. Kiitiiphane plakalarindan belirlenen 9 adet klonun AmyEF/R fragmaninin
varligi icin PCR denemesi sonucu. Ikili tiiplerde gerceklestirilen denemede
beklenen ~900 bg¢’lik bant gozlenememistir.

Koloni  hibridizasyon teknigi kullanilarak 3  ligaston-transformasyon
denemesinden elde edilen yaklasik 2000 koloni AmyE/F probu ile taranmistir. Basarili
sonug elde edilememesine muhtemel bir sebep olarak B. subtilis BK07 nin amilaz geni
dolaylarinda bulunan dizilimlerin E. coli’de toksik etki gostermesi olabilecegi
diisiiniilmistlir. Emori vd (1990) ve Yang vd (1983) yaptiklar1 B. subtilis amilazin1 E.
coli’de klonlama c¢alismalarinda, klonlama sonuglarinin beklenenden ¢ok daha diisiik
oranda veya tamamen olumsuz gerceklesmesini geninin 5’ ucunun veya amilaz geninin

yukar1 bolgelerinin E. coli’de oliimciil etki gosterebilmesine baglamislardir.

4.3.4.2. PCR yoluyla gen amplifikasyon denemeleri

Kalip DNA olarak B. subtilis PY22 ve B. subtilis BK0O7 kromozom DNA’s1 ve
Hindlll ile kesilmis ve saflastirilmisg 4.5-5.5 kbg parcalar1 igeren B. subtilis BKO7
DNA’s1 kullanilarak amilaz geninin PCR ile amplifikasyonu denenmistir. Bunun i¢in
AmyFATG ve AmyRSTOP primer ¢ifti kullanilmig ve PCR tepkimeleri 40-60 °C’lik
aralig1 kapsayan 12’ser adet tiip i¢inde gerceklestirilmistir. PCR tepkimesinin sonucu
tiiplerden agaroz jele S5’er pL yiliklenerek goriintilenmistir (Sekil 4.16). Bu jel
gorlntiisiinden PCR ile biitiin haliyle amilaz geninin amplifikasyonunun B. subtilis

PY22 i¢in biitiin tiiplerde iyi seviyede gerceklestigi goriilmiis. B. subtilis BKO07
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kromozom DNA’s1 kalib1 kullanildiginda ise ancak ilk iki tiipte (BK07-b1 ve BK07-b2)

zayif bantlar gozlenmistir.
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Sekil 4.16. AmyFATG ve AmyRSTOP primer ¢ifti ile PCR denemesi. Her bir PCR
karigiminin 12 tiipte gergeklestirildigi denemede (a) B. subtilis PY22 ve (b)
B. subtilis BKO7 kromozom DNA’s1 ve (c) HindlIll ile kesilmis ve
saflagtirilmis 4.5-5.5 kbg parcalart iceren B. subtilis BKO7 DNA’s1 kalip
olarak kullanilmistir. Jelde bulunan diger kulvarlara sirasiyla (d) lineer
Pucl9 vektorii (e) Hindlll ile kesilmis ve saflastirilmis 4.5-5.5 kbg pargalari
(f) B. subtilis BKO7 kromozom DNA’st (g) Topo II Blunt — AmyEF/R
vektor plazmidi ve M, 1 kb¢ MA standardi yiiklenmistir.

PCR denemesi sonucu BK07-bl ve BK07-b2 tiiplerinde iz miktarlarda da olsa

amilaz geninin ¢ogaltilmis olmas1 ihtimali g6z oniine alinarak AmyEF-AmyER primer
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cifti ile bu PCR iirtinlerinin kalip olarak kullanildig1 bir PCR denemesinin sonuglar1 da
Sekil 4.17°de goriilebilmektedir. Bu denemede (bl) ile ifade edilen tiipte AmyEF/R
fragmanimnin amplifikasyonunun gerceklestigi diisiiniilerek, ayni kalip ile biitiin gen
primerlerinin kullanildigi bir PCR denemesi daha gergeklestirilmistir. Sekil 4.18’de bu
denemeye ait agaroz jel elektroforezi goriintiisiinden denemenin basarili olamadigi

gorilmistir.

M

(P) (T) (b1 (bZ)E () (T)  (b1)Tb2)
bt
st
e

-

Sekil 4.17. AmyEF-AmyER primer ¢ifti ile PCR denemesi. Her bir PCR karigiminin 2
tiipte gerceklestirildigi denemede (P) B. subtilis PY22 ve (T) TopolIlBlunt-
AmyEF/R vektor plazmidi (b1,b2) AmyFATG-AmyRSTOP primer c¢ifti ve
B. subtilis BKO7 kromozom DNA'’s1 kalib1 ile elde edilen PCR firiinlerinin
(BKO7-b1 ve BK07-b2) kalip olarak kullanildig: tepkimeler

BKO07-b1 ; BK07-b2

~nt4uh-4'—ds
o 4@

Sekil 4.18. Biitiin almaz geninin amplifikasyonu i¢cin PCR denemesi. Burada kalip DNA
olarak BKO07-bl ve BKO07-b2, primer c¢ifti olarak da AmyFATG ve
AmyRSTOP kullanilmistir. M; 1 kbg’lik MA standardi, P; Sekil 5.14 (a)’da
goriilen cogaltilmis B. subtilis PY?22 biitiin amilaz geni
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4.3.4.3. Kromozom yiiriiyiisii (chromosome walking) uygulamasi

HindIll ile kesilmis 4.5-5.5 kb¢ biiyiikliigiinde B. subtilis BK07 kromozom
DNA’simin uglarina ligasyon yoluyla adaptdr parcalari baglanarak kalip olarak
kromozom yiirliyiisii i¢in 6zel tasarlanan GWSPF ve GWSPR primerleri ile adaptor
ucundan baglanarak calisan AP1 primeri kullanilarak PCR gerceklestirilmistir. Bu PCR
denemesi sonucu tiip igeriklerinden yiiriitiilen 5’er pL’lik 6rnekler Sekil 4.19°daki
goriintiiyli vermistir. Buradan GWSPF-AP1 primer ¢ifti kullanildiginda 1.0-1.5 kbg
biiyiikliigiinde bir bandin olustugu goriilmiistiir.

Kalip: BKO7 XrDNA HindIII digest ligated with adaptor
Primerler: AP1 ve GWSPF (~1.3 kb iirtin Primerler: AP1 ve GWSPR (iiriin yok

[ C [&T
[ (06

Sekil 4.19. Kromozom yiiriiylisii i¢in gerceklestirilen PCR denemesi sonrasinda
yiiriitiillen agaroz jelinin goriintiisii. Kalip olarak adaptor ilaveli HindllI ile
kesilmis 4.5-5.5 kbc¢ biiylikliiglinde B. subtilis BKO7 kromozom DNA’s1,
primer giftleri olarak da (a) GWSPF ve APl ve (b) GWSPR ve API
kullanilmuastir.

GWSPF ve AP1 primerleri ile elde edilen yaklagik 1.3 kbg biiyiikliiglindeki bant
6 PCR tiipii igerikleri birlestirilip jelde yiiriitiilmiis (Sekil 4.20a) ve jelden ayristirilarak
izole edilmistir. Topo II Blunt vektoriine ligasyonla baglanan kiit uclu fragmanlar E.
coli NEB Turbo hiicrelerine kimyasal olarak transforme edilerek elde edilen klonlardan
izole edilen plazmidler EcoRI ile kesilerek dogrulanmistir (Sekil 4.20b). Bu klonlar ile
P1-1 ve P1-2 plazmidleri ¢ogaltilmistir.
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Topoll Bunt

1.5 kb (3.5 kbg)

1.0 kbg

Sekil 4.20. Kromozom yiiriiylisii i¢in tasarlanan primerlerle elde edilen ~1.3 kbg
biiyiikliigiinde PCR f{iriinii i¢in (a) yiiriitiillen ve par¢anin alindig1 agaroz jeli
ve (b) Topoll Blunt vektorii ile klonlanarak elde edilen 3 transformantin
plazmid izolatlarinin EcoRlI ile kesilerek yiiriitiilmiis jel goriintiileri

Cogaltilan plazmidlerden dizi analizine gonderilen iki 6rnekte (P1-1 ve P1-2) de
vektore ligasyonla baglanmig parganin amilaz geninin 3’ ucunda, stop kodonunu da
kapsayan 411 b¢’lik dizi vektére uygun olarak secilen SP6 dizi analizi primeri
kullanilarak belirlenmistir. Ayni dizi analizinde M13 dizi primeri ile AmyEF/R
fragmaninin orta bolgesinde baslayan 606 bg’lik dizi belirlenmistir.

B. subtilis BKO7 susuna ait amyE geni i¢in belirlenebilen niikleotid dizileri ve bu
bogelerin kodladigi aminoasit dizileri Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de verilmistir. Sekil
4.22°de uygun acik okuma penceresinin se¢imi diger B. subtilis amilazlar ile
karsilastirilarak homoloji uygunlugu gosteren pencerenin se¢imi ile gergeklestirilmistir.
Ayrica bu okuma penceresi ayni zamanda elde edilen 3 okuma penceresi icinde stop
kodonu icermeyen tek okuma penceresi olmustur. Kodon/amino asit terciimesini

gosteren tablo Ek 6’da verilmistir.
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B. subtilis BKO7 amyE geninin orta bdlimiinde belirlenen dizi ve
tercimesi (1-1089; Toplam aminoasit sayisi: 363; Protein MA=40087 Da

61
21

121
41

181
61
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81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181
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201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

1081
361

GCCATTCAGACATCTCCTATTAATCAAGTAAAGGAAGGAAATAATGGAGATAAAAGCATG
A I o9 T s p I N @ V K E G N N G D K S M

GGGAACTGGTACTGGCTTTACCAGCCGACCTCTTACCAGATTGGCAACAGGTACCTGGGT
G N W Y W L ¥ O P T S Y 0 I G N R Y L G

TCCGAGGAAGAGTTTAAAGAAATGTGTGCCGCGGCTGAAGAATATGGTGTGAAGGTTATT
s E E E F K EM C A A A E E Y G V K V I

GTCGATGCCGTCATCAATCACACAACCAGTGACTATGCTGCGATTTCAAATGAAATTAAA
v b AV I N H T T S D Y A A I S N E I K

AGTATATCAAATTGGACGCATGGAAACACACAAATTAAAAACTGGTCCGATCGATGGGAT
s I s N W T H G N T O I K N W S D R W D

oECO RIg
GTCACGCAGAATTCATTGCTCGGGCTGTATGATTGGAATACACAAAATACACAAGTACAG

v T ¢ N S L L G L Y D W N T O N T Q V Q

TCCTATCTGAAACGTTTCTTAGAAAGAGCATTGAATGATGGGGCAGACGGATTTCGCTAT
s ¥y L KX R F L E R A L N D G A D G F R Y

GATGCCGCCAAGCATATAGAGCTTCCCGATGATGGGAATTACGGCAGCCAATTTTGGCCG
b A A K H I E L P DD G DN Y G S Q F W P

AATATCACGAATACATCTGCCGAGTTCCAATACGGAGAAATCCTGCAAGACAGTGCCTCC
N I T N T S A E F O Y G E I L O D S A S

AGAGATGCAGCATATGCGAATTATATGAATGTGACAGCATCTAACTATGGACATTCCATA
R DA A Y A NY MNV T A S N Y G H S I

AGGTCCGCTTTAAAGAATCGTAATCTGAGCGTGTCGAATATTTCCCATTATGCATCTGAT
R s A L K NRNL s V S N I S H Y A S D

GTGTCAGCCGACAAGTTAGTCACGTGGGTGGAATCGCATGATACGTATGCAAATGATGAT
v s A D K L v T W V E S H D T Y A N D D

GAGGAGTCTACATGGATGAGCGATGACGATATCCGCTTAGGCTGGGCAGTGATTGCTTCT
E E S T wM s D D D I R L G W A V I A S

CGCTCAGGCAGTACGCCTCTCTTTTTTTCAAGGCCTGAGGGCGGCGGAAATGGTGTGAGA
R s 6 s T p L F F S R P E G G G N G V R

TTCCCGGGGAAAACCCAAATAGGCGATCGCGGGAGTGCTTTATTTGAGGATCAGGCTATC
F P G K T 0 I G DR G S A L F E D O A I

GTTGCGGTCAATACGTTTCACAATGTAATGGCTGGACAGCCTGAGGAGCTATCGAATCCG
v AV N T F H N V M A G Q P E E L S N P

AATGGAAACAATCAAATATTTATGAATCAGCGCGGCTCAAAAGGTGTTGTGTTGGCAAAT
N G NN O I F M N QO R G S K G V V L A N

GCAGGTTCCTCTTCTGTCAGCATCAATGCTTCAACGAAATTACCTGATGGCAGCTATGAT
A G S s s v s I N A S T K L P D G S Y D

AATAAAGCC
N K A

Sekil 4.21. B. subtilis BKO7 amyE geni orta bdlgesinde belirlenen baz dizisi ve

kodladig1 aminoasit dizisi
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B. subtilis BKO7 amyE geninin 3’ ucuna ait dizi ve tercimesi
(1-414) Toplam amino asit sayisi: 136, Protein MA=14525 Da

1 ATCGGAAAAGGAGACCCATTTGGCACAACATACGACATCACGTTAACAGGAACGAACAGT
1 l1 6 K 6 D P F 6 T T Yy D I T L T G T N S

61 GATGGTGTAACGAGGGCCCAAGAGTACAGCTTTGTAAAAAGAGACCCGTCTGCGGCCAAA
21 b 6 v T R A Q E Y S F V K R D P S A A K

121 ACAATTGGCTATCAAAATCCGAATCATTGGGGACATGTAAATGCTTATATCTATAAACAT
41 T I 6 Y ¢ N P N H W G H V N A Y I Y K H

181 GATGGAGGCCGGGCAATCGAATTGACCGGGTCTTGGCCAGGTAAAGCAATGACTAAGAAT
61 b 6 G R A I EL T G S W P G K A M T K N

241 GCAGATGGAATTTACACACTGACGCTGCCGGCGGATACGGATACAACCAACGCCAAAGTG
81 A D G I vy T L T L P A D T D T T N A K V

301 ATTTTTAATAATGGCAGTGCCCAAGTGCCCGGCCAGAATCAGCCTGGCTTTGATTATGTG
101 I F NN G S A Q V P G QO N O P G F D Y V

361 CAAAATGGTTTATATAACAACTCTGGATTAAGCGGTTCTCTTCCTCAGTGA

121 N G L ¥ NN S G L S G s L P Q *

Sekil 4.22. B. subtilis BKO7 amyE 3’- ug¢ bolgesi i¢in belirlenen baz ve kodladig
aminoasit dizisi.

B. subtilis BKO7 a-amilaz genine ait belirlenebilen diziler Sekil 4.23’de sematik

olarak gosterilmistir.

B.subtilis168_AmyE_1983bp

1954

BKO7 AmyE,_386hp
BKO7 AmyE,_606hp

BKO7AmyE_411hp

Sekil 4.23. B. subtilis BKO7 susuna ait amilaz genine ait belirlenen niikleotid dizisinin
B. subtilis 168 susuna ait amilaz geni dizisi ile eslestirilmesinin sematik
gosterimi

Bu sekilde, arastirilan genin yaklasik %75’lik  bir bdoliimiiniin  dizisi
belirlenmistir. Ilerleyen boliimlerde B. subtilis BK07 susunun diger amilazlarla olan

homolojisi gosterilmistir (Sekil 4.31).
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4.3.4.4. Ters (inverse) PCR denemesi

Kromozom yiiriiyiisii tekniginin kullanimiyla da genin 5’-ucu diziliminin
belirlenmesi miimkiin olamadigi i¢in son bir uygulama olarak uygun tasarlanan

primerlerle ters PCR yontemi uygulanmistir.

Ters PCR ile uyumlu Hindlll ile kesilmis uglardan kendi kendine halka seklini
almis 4.5 — 5.5 kbe biiyiikliigiinde kaliplar kullanilmigs olup, PCR sonrasinda elde
edilecek bantlarin da bu aralikta olmasi beklenmistir. Ancak, her iki ters PCR primer
cifti ile gerceklestirilen PCR denemesi sonrasinda yliriitiilen jelde bu aralikta herhangi

bir bant gdzlenmemistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. Ters PCR denemesi i¢in gerceklestirilen, kalip olarak adaptor ilaveli kendi
lizerine baglanmis olan Hindlll ile kesilmis 4.5-5.5 kb¢ biiyiikliigiinde B.
subtilis BKO7 kromozom DNA’s1, primer ciftleri olarak da (a) INVFI ile
INVRI ve (b) INVF2 ile INVR2’nin kullanildigi PCR denemesi igin
yiiriitiilen agaroz jeli goriintiisi

Uygulanan farkli deneme stratejilerine ragmen, B. subtilis BK0O7 susunda amilaz

enzimini kodlayan genin 5’-ucunun dizilimi belirlenmemistir.
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Elde edilen dizi verileri kullanilarak tasarlanacak primer ciftleri yardimiyla o-
amilaz geninin 3’-ucu dahil %90’ 1 kapsayan kesintisiz bir bolgenin PCR yoluyla
cogaltilmast miimkiindiir. Boylesi bir PCR f{iriinii elde edildigi takdirde, ileride
yapilacak klonlama calismalarinda aktivite varligi arastirilabilecegi gibi bu fragman

kimerik enzim (fiizyon proteini) ¢alismalarinda da degerlendirilebilecektir.

4.3.5. Bacillus subtilis PY22 a-amilaz geninin klonlanmasi

Calismanin ilerleyen boliimlerinde gerceklestirilen a-amilaz  klonlama

caligmalarinda gen kaynagi organizma olarak B. subtilis PY22 kullanilmistir.

4.3.5.1. Bacillus subtilis PY22 a-amilaz geninin PCR yoluyla amplifikasyonu

B. subtilis PY22 kromozom ekstrakt1 kalip olarak kullanan ve hem AmyFATG-

AmyRSTOP hem de AmyFPml-AmyRKpn primer giftleriyle gergeklestirilen PCR

denemesinde tepkimenin biitiin tiiplerde gergeklestigi, kontrol ig¢in tiipten alinan

orneklerin agaroz jelde yiiriitiilmesiyle anlagilmistir (Sekil 4.25).

Primerler: Amy FATG/Amy RSTOP

Primerler: AmyFPml/AmyRKpn

g i

e — — e — — Lo S S —

Sekil 4.25. B. subtilis PY22 amilaz geninin PCR yoluyla ¢ogaltildig1 deneme sonrasinda
yiiriitiilen agaroz jelde beklendigi gibi 2 kbg civarinda goriilen temel bantlar
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4.3.5.2. PCR yoluyla cogaltilan Bacillus subtilis PY22 a-amilaz geninin

saflastirilmasi ve klonlanmasi

AmyFPml ve AmyRKpn primer ¢iftiyle cogaltilan B. subtilis PY22 amilaz geni
kullanilan primerlerle genin 5°- ve 3’- ucuna sirasiyla Pmll ve Kpnl enzimlerinin
kesebilecegi diziler yerlestirildigi i¢in klonlama caligmalarinda bu amplikon (PY22-
AmyE) kullanilmistir. Bu fragmani igeren biitiin PCR tiiplerinin igerikleri birlestirilmis
ve jelde yiiriitiilerek saflastirilmistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. B. subtilis PY22 amilazinin AmyFPml ve AmyRKpn primerleri ile
cogaltildig1 parcanin (PY22-AmyE) saflastirilmasi i¢in yiiriitilen jelin
gorlintsli (a) ve bu jelden 2 kbe biiyiikliiglindeki bant kesildikten sonraki
goruntusu

Jel eksraksiyonu islemi ile saflastirma islemi tamamlanan PY22-AmyE fragmani
Blunt I Topo vektdriine ligasyonla baglanarak E. coli DHS5a hiicrelerine transforme
edilmistir. Elde edilen transformasyon plakasindan secilen 10 adet klon sivi ortamda
gelistirilmis, boylece vektdr plazmidleri cogaltilmistir. Izole edilen plazmidler kontrol

amacli olarak EcoRI enzimi ile kesilerek jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. PY22AmyE fragmanint tasidigi diisliniilen plazmidlerin kontrolii igin
yiiriitiilen agaroz jelinin goriintiisii

Bu jelde EcoRI enziminin 3 noktadan kestigi goriilmiistir. Blunt II Topo
vektoriiniin beklendigi gibi 3.5 kbg’lik bant olarak gozlenmesi ve kalan 2 bandin da
toplam biiytikliiklerinin 2 kbg civarinda olusu sebebiyle secilen ve Sekil 4.27°de “2” ve

“9” olarak isaretlenmis vektor plazmidleri dizi analizine génderilmistir.

Blunt II Topo—PY22AmyE plazmidleri kisaca sirasiyla TopoPY2 ve TopoPY9
olarak isimlendirilmigtir. DNAMAN programi kullanilarak plazmidin halka semasi
olusturulmus ve bu semada kullanilan enzimlerin kesim yerleri isaretlenmistir (Sekil

4.28).

Pmil EcoRI

Pmil TopolIBlunt-PY22AmyE plazmidi

PY22AmyE

5517bp

EcoRI

Sekil 4.28. PY22AmyE fragmanini tastyan Blunt II Topo vektorii ve iizerindeki EcoRI,
Pmll ve Kpnl endoniikleaz kesim yerleri
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Dizi analizi i¢in secgilen klonlardan elde edilen TopoPY2 ve TopoPY9
plazmidleri ayrica EcoRI ve Pmlil / Kpnl endoniikleaz enzimleriyle kesilerek jel deseni

incelenmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29. Topoll Blunt PY22-AmyE plazmidinin endoniikleaz enzimleriyle kesilmesi
sonucu olusan jel deseni. Kulvarlar: (a ve h) sirasiyla TopoPY2 ve TopoPY9
(5517 bg) halka plazmidleri (b ve g) 1 kb¢’lik molekiil agirlik standardi (c ve
d) sirasiyla TopoPY2 ve TopoPY9un EcoRI kesimleri (e ve f) sirasiyla
TopoPY2 ve TopoPY9’un Pmll / Kpnl kesimleri, mevcut olan ancak zor
gorlinen bazi bantlar dikdortgenlerle belirtilmistir.

4.3.5.3. Bacillus subtilis PY22 amyE genine ait niikleotid dizisi

Dizi analizi 6zel olarak, B. subtilis 168 niikleotid dizisinden faydalanilarak ve 2
kb¢’lik amyE geninin tamamini kapsayacak sekilde tasarlanmis 4 ¢ift dizi analiz
primerleriyle ve Topo II Blunt-PY22AmyE plazmidi (Sekil 4.28) kalip olarak
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu dizi analizinin sonucunda elde edilen diziler bir
araya getirilerek B. subtilis PY22 amyE genini tagiyan ve iki ucuna Pmll ve Kpnl kesim
bolgelerinin  eklendigi PY22-AmyE parcasinin  (PY22-PK) niikleotid dizisi
belirlenmistir. PY22-PK parcasinin baz dizisi ve sifreledigi amino asit dizisi Sekil
4.30’da verilmistir. TopoPY2 ve TopoPY9 plazmidleri ile elde edilen amyE dizileri

birbirini dogrulamstir.
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Bacillus subtilis PY22 amyE DNA dizisi (toplam 1980 baz)ve kodladig
proteinin amino asit dizisi (a¢ik okuma c¢ergevesi toplam 659 amino

asit);

1
1

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

901
301

AmyE molekiil agirligi=72280 Da

ATGTTTGCAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTGCCGTTATTCGCTGGATTTTTATTGCTG
M F A K R F K T S L L P L F A G F L L L

TTTCATTTGGTTCTGGCAGGACCGGCGGCTGCGAGTGCTGAAACGGCGAACAAATCGAAT
F H L VvV L A G P A A A S A E T A N K S N

GAGCTTACAGCACCGTCGATCAAAAGCGGAACCATTCTTCATGCATGGAATTGGTCGTTC
E gL T A P.,S I K S G T I L H A W N W S F
&5 gun protein > —
AATACGTTAAAACACAATATGAAGGATATTCATGATGCAGGATATACAGCCATTCAGACA
N T L K H N M K D I H D A G Y T A I Q T

TCTCCGATTAACCAAGTAAAGGAAGGGAATCAAGGAGATAAAAGCATGTCGAACTGGTAC
s p I N Q V K E G N O G D K S M S N W Y

TGGCTGTATCAGCCGACATCGTATCAAATTGGCAACCGTTACTTAGGTACTGAACAAGAA
w L ¥y o p T S Y 0 I G N R Y L G T E QO E

TTTAAAGAAATGTGTGCAGCCGCTGAAGAATATGGCATAAAGGTCATTGTTGACGCGGTC
F K EM CA A A E E Y G I K V I V D A V

ATCAATCATACCACCAGTGATTATGCCGCGATTTCCAATGAGGTTAAGAGTATTCCAAAC
I N B T T S D Y A A I S N E V K S I P N

TGGACACATGGAAACACACAAATTAAAAACTGGTCTGATCGATGGGATGTCACGCAGAAT
W T H G N T 9 I K NW S D R W D V T Q N

TCATTGCTCGGGCTGTATGACTGGAATACACAAAATACACAAGTACAGTCCTATCTGAAA
s L. L 6 L Y D W N T O N T Q V Q S Y L K

CGGTTCTTAGACAGGGCATTGAATGACGGGGCAGACGGTTTTCGATTTGATGCCGCCAAA
R F L D R AL N DG A D G F R F D A A K

CATATAGAGCTTCCAGATGATGGCAGTTACGGCAGTCAATTTTGGCCGAATATCACAAAT
H I E L P DDG S Y G S Q F W P N I T N

ACATCTGCAGAGTTCCAATACGGAGAAATCCTGCAGGATAGTGCCTCCAGAGATGCTGCA
T S A E F Q ¥ G E I L Q D S A S R D A A

TATGCGAATTATATGGATGTGACAGCGTCTAACTATGGGCATTCCATAAGGTCCGCTTTA
Yy A N Y M D V T A S N Y G H S I R S A L

AAGAATCGTAATCTGGGCGTGTCGAATATCTCCCACTATGCATCTGATGTGTCTGCGGAC
K N R N L GV S N I S H Y A S D V s A D

AAGCTAGTGACATGGGTAGAGTCGCATGATACGTATGCCAATGATGATGAAGAGTCGACA
K L.vT WV E S H D T Y A N D D E E S T

Sekil 4.30." PY22-AmyE fragmanimin niikleotid dizisi ve kodladigi amino asit dizisi.
Amino asit dizisinde potansiyel N-glikozilasyon bdlgeleri kalinlastirilarak

belirtilmistir. (‘devami bir sonraki sayfadir)
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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
621

1921
641

TGGATGAGCGATGATGATATCCGTTTAGGCTGGGCGGTGATAGCTTCTCGTTCAGGCAGT
w ™M s D D D I R L G W A V I A S R S G S

ACGCCTCTTTTCTTTTCCAGACCTGAGGGAGGCGGAAATGGTGTGAGGTTCCCGGGGAAA
T p L ¥F F S R P E G G G N G V R F P G K

AGCCAAATAGGCGATCGCGGGAGTGCTTTATTTGAAGATCAGGCTATCACTGCGGTCAAT
s ¢ I 6 bR G S A L F E D QA I T A V N

AGATTTCACAATGTGATGGCTGGACAGCCTGAGGAACTCTCGAACCCGAATGGAAACAAC
R F H NV M A G Q P E E L S N P N G N N

CAGATATTTATGAATCAGCGCGGCTCACATGGCGTTGTGCTGGCAAATGCAGGTTCATCC
c I P M N QO R G S H G V VvV L A N A G S S

TCTGTCTCTATCAATACGGCAACAAAATTGCCTGATGGCAGGTATGACAATAAAGCTGGA
s v s I N T A T K L P D G R Y D N K A G

GCGGGTTCATTTCAAGTGAACGATGGTAAACTGACAGGCACGATCAATGCCAGGTCTGTA
A G S F 0 VN D G K L T GG T I N A R S V

GCTGTGCTTTATCCTGATGATATTGCAAAAGCGCCTCATGTTTTCCTTGAGAATTACAAA
AV L. Yy p D DI A KA P H V F L E N Y K

ACAGGTGTAACACATTCTTTCAATGATCAACTGACGATTACCTTGCGTGCAGATGCGAAT
T G v T H §S F N D OQ L T I T L R A D A N

ACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGACCAGAGACGGCGTTTAAGGATGGAGAT
T T K A V Y ¢ I N N G P E T A F K D G D

CAATTCACAATCGGAAAAGGAGATCCATTTGGCAAAACATACACCATCATGTTAAAAGGA
P T I G K G D P F G K T Y T I M L K G

ACGAACAGTGATGGTGTAACGAGGACCGAGAAATACAGTTTTGTTAAAAGAGATCCAGCG
T N s b G Vv T R T E K Y S F Vv K R D P A

TCGGCCAAAACCATCGGCTATCAAAATCCGAATCATTGGAGCCAGGTAAATGCTTATATC
s A K T I G Y Q N P N H W S Q V N A Y I

TATAAACATGATGGGAGCCGAGTAATTGAATTGACCGGATCTTGGCCTGGAAAACCAATG
Yy K H D G s R Vv I E L T G S W P G K P M

ACTAAAAATGCAGACGGAATTTACACGCTGACGCTGCCTGCGGACACGGATACAACCAAC
T K N A D G I ¥ T L T L P A D T D T T N

GCAAAAGTGATTTTTAATAATGGCAGCGCCCAAGTGCCCGGTCAGAATCAGCCTGGCTTT
A K VvV I F N NG S A Q V P G Q N Q P G F

GATTACGTGCTAAATGGTTTATATAATGACTCGGGCTTAAGCGGTTCTCTTCCCCATTGA
by v L NG L ¥ ND S G L S G S L P H *

Sekil 4.30. (devam) PY22-AmyE fragmaninin niikleotid dizisi ve kodladigr amino asit
dizisi. Amino asit dizisinde potansiyel N-glikozilasyon bolgeleri

kalinlastirilarak belirtilmistir.
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B. subtilis tarafindan salgilanan a-amilazin NH-ucundan 41 amino asitlik 6ncii
dizinin kesilmesiyle olgunlagsmig protein haline getirildigi bildirilmistir (Takase vd
1988, Sasamoto vd 1989). B. subtilis PY22 a-amilazinin olgun protein dizisinin bu
kaynaklarda da belirtildigi gibi 16sin (42), treonin (43), alanin (44) ve prolin (45) amino

asitleri ile basladig1 goriilmiistiir.

Elde edilen dizi veritabani kiyaslamalarinda en yakin benzerlik gosterdigi B.
subtilis 168’de a-amilaz1 kodlayan (amyE geni) dizisi ile kiyaslanmistir. Burada, genin
i¢ bolgesinde, B. subtilis 168’de 1538-1541’inci konumda bulunan ve tirozin amino
asidini kodlayan GAC dizisi yerine B. subtilis PY22 susunda arjinini kodlayan CGA
dizisinin geldigi goriilmiistiir. Ayrica, PY22 susunda bu dizi bitisiginde 46 baz ¢ifti
arayla sirasiyla 2 ve 1 baz ¢ifti eksigi bulundugu goriilmiistiir. Bu fark, ardisik 17 amino
asiti ilgilendiren bir kodlamada farkina ve 1 amino asidin de eksilmesine sebep
olmustur. B. subtilis PY22’nin amyE niikleotid ve AmyE protein dizisinin B. subtilis

168’inki ile kiyaslamal1 gosterimi Cizelge 4.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3. B. subtilis PY22 ve B. subtilis 168 suslarinda amyE niikleotid dizileri ve
kodladiklar1 AmyE proteinlerinde amino asit dizileri arasinda farklilik
gosteren bolgenin kiyaslamasi.

Sus / Gen Konum DNA dizisi (5> — 3°)
B. subtilis 168 / amyE 1531 GGACCAGACGACAGGCGTTTAAGGATGGAGATCAA
1566 TTCACAATCGGAAAAGGAGATCCAATTTGGCAAAA
B. subtilis PY22 / amyE 1531 GGACCAGAGAC. .GGCGTTTAAGGATGGAGATCAA
1566 TTCACAATCGGAAAAGGAGATCC . ATTTGGCAAAA
Sus / Protein Konum Ac¢ik okuma cercevesi (5° — 3°)
B. subtilis 168 / AmyE 501 TTKAVYQINNGPDDRRLRMEINSQSEKEIQFGKTYTIMLK
B cubiiis Y22/ AmyE 501 TTKAVYOINNGPETAFKDGDQFTIGKGDE. FCKTYTINLK

Sekil 4.31°de B. subtilis 168 susu ile birlikte B. subtilis PY22 susuna ait amino
asit dizisi ve B. subtilis BKO7 susu i¢in belirlenebilen dizi ile homoloji kiyaslamasi

yapilmustir.
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4.3.54. PY22-AmyE fragmanimmin PPicZoA vektoriine baglanmasi, vektoriin

kontrolii

PPicZoA vektorii Pmll ve Kpnl enzim cifti ile kesilerek jel ekstraksiyonu ile
saflastirilmis ve DNA igerigi 65.47 ng/uL olarak belirlenmistir.

TopoPY2 ve TopoPY9 plazmidlerinin Pmil ve Kpnl enzimleri ile duble
kesilmesi sonucu elde edilecek parcalarin 1992, 1888, 1190 ve 393 b¢ olacagi, ve
biiyiikliikleri 1992 bg olan PY22-AmyE fragmani ile 1888 bg olan diger bir fragmanin
jel ekstraksyonu asamasinda ayristirilamayacagi diistintilerek TopoPY2 plazmidi
oncelikle PY22-AmyE fragmanini icerden kesmeyecek sekilde segilen Hindlll ve Xhol
enzim ¢ifti ile kesilmistir. Yiiriitiilen jelde beklendigi lizere 3419 bg ve 2098 bg bantlar
gozlenmis, bunlardan PY22-AmyE parcasini barindiran PY2-HX olarak isimlendirilen
2098 be fragman saflastirilmigtir (Sekil 4.32).

Sekil 4.32. Topoll Blunt PY22-AmyE plazmidinin HindIll ve Xhol ile kesimi sonrasi
yiiriitiilen jel ve 2098 bg biiyiikliiglindeki bandin jelden alinmig hali

PY2-HX fragmani Pml/l ve Kpnl endonkleazlar ile kesilerek saflagtirilmistir ve
T4 ligaz enzimi varlifinda hazirlanan lineer PPicZaA vektoriine birbirine uyumlu

uclardan baglanmistir. Elde edilen plazmide pPicZaAmyE kodu verilmistir.
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pPicZoAmyE plazmidi bir ara asama olarak E. coli DHS5a hiicrelerine
transforme edilmistir. Plakada gelisen koloniler arasindan belirlenen 4 tanesi ¢esitli
endoniikleazlarla kesilerek plazmid izolatlar1 kontrol edilmistir. Bunun i¢in ilk olarak
Pmlil ve Kpnl enzimleriyle kesim yapilmistir (Sekil 4.33). Bu sekilde klonlardan iki
tanesinde 5-6 kbg biiylikliigiinde tek bant gézlenmistir. Burada enzimlerin ayn1 ¢ozelti
icinde kullanilmasi kesim yeteneklerini etkilemis olabilecegi diislincesiyle enzimlerden
birinin ¢alistigt ve =zaten 5.5 kbg¢ biiyiikliigiinde olmasi beklenen plazmidin
dogrusallastigi fikri olugsmustur.

Pml I/ Kpn I kesimi M
e e

| PR T—

Sekil 4.33. pPicZaAmyE plazmidi i¢in elde edilen transformasyon plakasindan segilen 4
koloniden elde edilen plazmid izolatlarinin ve bunlarin Pmil ve Kpnl
enzimleri ile kesiminin jel elektroforez goriintiisii

Ileri bir dogrulama igin bu iki plazmid izolat1 kesim desenlerinin incelenmesi
icin Xhol ve EcoRI / Xbal enzimleriyle kesilmistir (Sekil 4.34). Hesaplanan kesim
desenine gore yiiriitiilen jelde Ndel enziminin tek noktada kesecegi, X#ol ile kesimde
3531 ve 2024 bg biiyiikliigiinde, EcoRI1 / Xbal ikili kesiminde ise 3530, 1477 ve 548 bg
bliyiikliiglinde bantlarin gozlenecegi Ongoriilmiistiir. Yiiriitilen jelde olusan kesim
deseni Ndel ve Xhol kesimleri plazmidi dogrulamistir ancak EcoRI / Xbal ikili

kesiminde 3 bant yerine 4-5 ve 1.5 civarinda iki bant gozlenmistir.
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Sekil 4.34. pPicZaAmyE plazmidi i¢in elde edilen transformasyon plakasindan segilen 2
klondan elde edilen plazmid izolatlarinin Ndel, Xhol ve EcoRI / Xbal
enzimleriyle kesiminin jel elektroforez goriintlisii. P: halka plazmid, M;
molekiil agirlik standardi

Son bir degerlendirme amaciyla pPicZoaAmyE(1)’in kalip olarak kullanildig1 ve
sirastyla 2 ve 0.9 kb¢ biyikliginde fragmanlar olusturmasi beklenen
AmyEFPmI/AmyERKpn ve AmyEF/AmyER primer ¢iftleri ile PCR denemesi
gerceklestirilmistir. Bu denemede beklenen biiyiikliikte fragmanlar olusmustur (Sekil
4.35).

M \Y |

, Primerler: AmyFPmlI/AmyRKpn keasd Primerler: AmyEF/AmyER
e . . e
o, faeer]

!

Sekil 4.35. pPicZaAmyE(1) plazmidi i¢in genin tamamimi ve i¢inden AmyEFR
bolgesini amplifiye etmek i¢in yapilmis PCR sonrasi yiiriitiilen agaroz jeli
gorlntiisii. M: Molekiiler agirlik standardi, P: halka pPicZoaAmyE (1)
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pPicZaAmyE(1) halka plazmidi PPicZaA vektoriinde bulunan 3-AOX1fo ve 5-
AOXlre primerleriyle dizi analizine gonderilmistir. Bu dizi analizi ligasyonun
gerceklestigi noktada, genin 5°- ucunun eklendigi yerden 5 baz ¢ifti 6ncesinde bulunan
Pmll enziminin kesim bolgesinde 6 baz ciftinin (5’-CAC TTA-3’) kayba ugradigini
gostermistir. Bu kaybin Pmll enziminin zaman zaman hatali kesim yapmasiyla
olusabilecek bir kisalmadan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu noktada olusan baz cifti
kayb1 sadece EcoRI kesim bdlgelerinden biri ile cakistigr icin bu notada EcoRI ile
kesim olanagi kalmamistir. Ancak, eksilme 3’iin kat1 seklinde olustugu i¢in agik okuma
penceresinde kayma olmamis ve genin kodlamasinda bir degisiklik olusmamistir. Bu
eksilme, ancak dizi belirlendikten sonra anlagilabilmis olup ayni zamanda EcoRI
enziminin kullanildig1 kesimlerde kesim deseninin eksik bant sayis1 ile olusmasi

durumuna agiklik getirmistir.

4.3.5.5. Konukcu Pichia pastorise’e transformasyonu ve amyE’ rekombinant

klonlarin eldesi

pPicZoaAmyE(1) halka plazmid Sacl enzimi yardimiyla tekrar linearize edilerek
saflastirilmistir.  Elektroporasyon  yoluyla P. pastoris KM71H hiicrelerine
transformasyon sonrasinda elde edilen plakalarda iireyen kolonilerden rastgele olarak 8
adedi secilmistir (Sekil 4.36).

&)
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Sekil 4.36. pPicZoaAmyE vektori ile transforme edilen P. pastoris KM71H hiicreleri
icin elde edilen plakalar.
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Klonlarin amilaz salgilama yeteneklerinin belirlenmesi

Saf ve stok Kkiiltliirleri olusturulan bu hiicrelerde amilaz salgilamasi olup
olmadig1 nisastali agarda iiretim yapilarak arastirilmistir (Sekil 4.37). Bu plakada 1, 4,
5, 6, 7 ve 8 numarali klonlar etrafinda berrak zon olustugu gézlenmistir. Sadece 2 ve 3
numarali transformantlarin ve kontrol olarak kullanilan transforme edilmemis P.

pastoris KM71H’nin amilaz negatif oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.37. Segilen P. pastoris KM71H transformantlarinin amilaz salgilama yetenegini
dogrulama amaciyla nisatali agarda iiretilen 8 koloni ve transforme
edilmemis kontrol susu. Lugol ¢ozeltisi ile muamele sonrasinda koloni
etrafinda olusan berrak zon amilaz aktivitesi varligini1 gosterir.

Secilen klonlar 1 gece inkiibasyonla YSD sivi besiyerinde gelistirildikten sonra
BMGY sivi besiyerine OD’leri 0.02 civarinda olacak sekilde asilanmis ve ertesi giin
optik yogunluklar1 5’in {izerine cikacak sekilde gelistirilmistir. Ureyen kiiltiirlerdeki
hiicreler BMMY besiyerine gegirilerek metanol indiiksiyonu baglatilmistir. Bu kiiltiirler

gelistirilerek 12. ve 24. saatlerde OD 6lgiimleri gergeklestirilmistir (Cizelge 4.4).
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BMGY besiyerinde 12 ve 24 saat gelistirilen hiicre kiiltiirlerinin
slipernatantlartyla hazirlanan Orneklerin yiiriitiildiigli SDS-PAGE jelinde salgi
proteinleri bantlar halinde birbirinden ayrilmistir (Sekil 4.38 ve Sekil 4.39). Klon 1, 4,
5, 6, 7 ve 8’in molekiiler agirlig1 70 kDa civarinda olan rekombinant amilazi iirettigi

gozlenmistir. Klon 2, 3 ve kontrol KM71H susglarinda bu bant bulunmamaktadir.

Sekil 4.38. Elde edilen P. pastoris klonlarinin 12 saatlik kiiltlir siipernatantlar1 ile
hazirlanan 6rneklerin yiiriitiildiigi % 4-12’lik Bis-Tris SDS-PAGE jeli. (1-
8): transformantlar; M: Seeblue® molekiil airlik standardi; S; Transforme
edilmemis konukcu susa ait ornek; A: 500 ng standart bakteriyel amilaz
(Sigma 6380).
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Sekil 4.39. Elde edilen P. pastoris klonlarinin 24 ssatlik kiiltiir siipernatantlari ile
hazirlanan 6rneklerin trtitiildigi % 4-12°1lik Bis-Tris SDS-PAGE jeli. (1-8):
transformantlar, M: Seeblue® molekiil agirlik standardi; S; Transforme
edilmemis konukg¢u susa ait 6rnek; A: 500 ng standart bakteriyel amilaz
(Sigma 6380).

Klonlarin amilaz geni kopya sayilarinin belirlenmesi

Secilmis 8 transformant susun kromozomlar1 izole edilerek BsfEIl endoniikleazi
ile kesilmistir. Bu drnekler 1kb ve DIG molekiiler agirlik standarlart ile birlikte agaroz
jelde yliriitiilmiis ve sonrasinda AOX1 probu ile Southern analizi gergeklestirilmistir
(Sekil 4.40). Bu analiz sonucunda kontrol konakg¢i susun yani sira, klon #2 ve #3
numarali klonlarda da gen ilavesinin olmadigi dogrulanmistir. Ayrica, transfer edilen
geni iceren klonlarda entegrasyonun AOX1 lokusundan, ¢oklu kopya iceren klonlarda
eklentilerin ardisik baglanti halinde gergeklestigi anlasilmigtir. Sekil 4.40°dan
anlasilacagi gibi klon #1’in bir kopya, klon #4 ve #5’in ikiser kopya, klon # 6’nin
iickopya, klon #7 ve #8’in ise dorder kopya amyE geni igermektedir.
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M C # #2 #3 #4 # #6 #1 # M

23,130 9 /v' _ .
19,178 bg (3 kopya)
24,755 bg (4 kopya)

LA

13,601 bg¢ (2 kopya)

9416 e -
o
8,024 b¢ (1 k
6557 FUESEvR) -
1361

2,447 bg (0 kopya)

2322

Sekil 4.40. Se¢ilmis 8 klonda amyE geni kopya sayilarin1 belirlemek ig¢in
gergeklestirilen Southern analizi ile elde edilen film goriintiisii. M: DIG
molekiil agirlik standardi, C; Kontrol 6rnegi olarak konukc¢u P. pastoris
KM71H; #1-8: transformasyon plakalarindan segilen § klon.
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4.3.5.6. Rekombinant amilaz iiretimi ve kaynak susun salgilama potansiyeli ile

kiyaslama

Secilen pozitif klonlarin amilaz {iretimleri fermantasyon siiresince alinan hiicre
dist sivisi Orneklerinde amilaz aktivitesi fluorometrik yontemle tayin edilerek
izlenmistir (Sekil 4.41). Ug giin siirdiiriilen fermentasyon sonunda en yiiksek amilaz
aktivitesine 2 kopya gen barindiran klon 4 ve klon 5 ile ulasildigi ve aktivitenin
ortalama 43,170 mU/mL diizeyinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.42). Standart amilaz
kullanilarak gerceklestirilen hesaplama ile amilaz miktarinin 21.95 mg/L seviyesinde

oldugu belirlenmistir.

—o— Klon #1
—a— Klon #4
—a— Klon #5
—x— Klon #6
—x— Klon #7
—e— Klon #8
—— Konukgu kontrol

Amilaz Aktivitesi (U/mL)

0 f f T f ‘ f
0 12 24 36 48 60 72

Siire (saat)

Sekil 4.41. amyE genini i¢eren klonlarin amilaz {iretimleri.
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Amiaz Uretimi (U/mL)
N
[6)]

20
15
10
5
0
1 2 3 4

amyE geni kopya saysi

Sekil 4.42. amyE genini iceren klonlarin gen kopya sayilar1 ve 3. giin itibariyle amilaz
tiretimlerinin kiyaslamasi.

Ekspresyon kasetindeki gen kopya sayisinin artmasi genel olarak protein {liretim
miktarin1 arttiran bir faktor olarak bilinse de kaynak yetersizligine bagli olarak
transkripsyon ve translasyonda olusabilecek darbogazlarin olusabildigi ve gen kopya
sayisinin artmasina karsilik ekspresyon diizeylerinde diisiisiin goriildiigii durumlar
literatiirde mevcuttur (Macaulay-Patrick vd 2005). Inan vd (2006) calismalarinda, P.
patoris’e yaptiklart gen (Na-ASP1) aktarimi ile elde ettikleri 1-4 adet gen kopyasi
iceren klonlar1 incelediklerinde, kopya sayisi ile hiicre disina salgilamanin dogru orantili
olmadigini1 géstermis, bu durumun salgilama mekanizmasinin doygunluga ulasmasindan

kaynaklandigini belirtmislerdir.

Bacillus tiirlerinde 3 giinliik calkalamali fermantasyon siiresince hiicre disi
stvilarmin amilaz aktiviteleri de belirlenmistir (Sekil 4.43). Ugiincii giin itibariyle B.
subtilis PY22’in hiicre dis1 sivisinda amilaz aktivitesinin 120 mU/mL diizeyinde oldugu

belirlenmistir.

Kiiltiir sivisinda tespit edilen a-amilaz aktivitesi bakimindan bir kiyaslama
yapildiginda, B. subtilis PY22 ile yapilan iiretimin 3. giliniinde aktivite degerinin 120
mU/mL civarinda oldugu ve P. pastoris ile rekombinant iiretimde indiiksiyonun

baslatilmasini takip eden aym siire i¢inde a-amilaz aktivitesinin 45 U/mL seviyesine
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¢ikt1g1 belirlenmistir. Uretici organizmalar, besiyerileri, baslangi¢ hiicre yogunluklari ve
tiretim kosullarindaki farkliliklardan oOtiirii bire bir kiyaslamanin yaniltict olabilecegi
gercegi de goz oOnlinde bulundurularak, aynmi yontemle belirlenen iki 6l¢lim arasinda

yaklasik 370 kat artis oldugu goriilmiistiir.

500

—e— B. subtilis PY22
—m— B. subtilis BKO7
—a— B. subtilis RSK244
—x— B. subtilis RSK246

Amilaz Aktivitesi (mU/mL)

Siire (saat)

Sekil 4.43. Bacillus suslart ile gergeklestirilen 3 giinlilk fermantasyonda hiicre dist
sivida tayin edilen amilaz aktiviteleri.

Indiiksiyonlu ve ¢alkalamali inkiibasyon ile pozitif klonlarla yapilan
iiretimlerden elde edilen 24. 48. ve 72. saat hiicre dis1 kiiltiir sivis1 6rnekleri SDS-PAGE
ile analiz edilmistir (Sekil 4.44). Bu sekilde, dizi analizi ile teorik olarak 67,909 Da
civarinda olmast beklenen amilaz bandi gézlenmis ve fermantasyon siiresi ilerledikce
bandin daha belirgin olarak ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu jel goriintiilerinde de 4 ve 5
numarali klonlarin digerler klonlara kiyasla daha kalin amilaz bantlar1 olusturdugu
gorilebilmektedir. Bu agsamada ileride yapilacak saflagtirma asamalari i¢in 4 numaral
klonun kullanilmast karar1 verilmistir. Ayrica, konuk¢u P. pastoris’e has protein
bantlar1 bakimindan 60-70 kDa civarinda yogunluk olmadigi goriilmiistiir. Bu durumun
molekiil agirhigina baglh olarak gergeklestirilebilecek saflastirma asamalarinda kolaylik

saglayacak bir avantaj olarak degerlendirilebilecektir.
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Sekil 4.44. amyE genini igeren klonlarin sirasiyla 24. 48. ve 72. saat fermantasyon
orneklerinin SDS-PAGE analizi ile elde edilen jel goriintiileri. M: protein
molekiiler agirlik standardi; , C; Kontrol 6rnegi olarak konukgu P. pastoris
KM71H; #1, #4-8: amyE genini igeren klonlar; A: 500 ng standart bakteriyel
amilaz (Sigma 6380).
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4.3.5.7. Rekombinant enzimin saflastirilmasi

Iki kopya amyE geni iceren 4 numarali klon kullanilarak 200 mL sivi
besiyerinde metanol indiiksiyonlu iiretim gerceklestirilmistir. Indiiksiyon baslangicini
takip eden 96. saatte elde edilen kiiltiir santrifiijlenerek siipernatant amonyum stilfat ile
coktiirme, diyaliz ve membran filtrasyonu islemlerinden gegirilerek iiretilen

rekombinant amilaz kismen saflastirilmis ve konsantre edilmistir.

Kiiltiir silipernatantinin ve kismi saflagtirma islemi sonrasi elde edilen
fraksiyonun protein miktarlari ve amilaz aktivitelerinin belirlenmesi suretiyle islemin

verim tablosu olusturulmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Rekombinant amilazi kismen saflastirmak i¢in uygulanan islemlerden elde
edilen bazi degerler.

Amilaz Protein Spesifik Toplam

H(f‘n"ir)” Aktivitesi Miktar! Aktivite  Aktivite V(‘i/”;“

(U/mL) (mg/mL) (U/mg) (U) °

- Kaltr 5 8.93 15.39 0.58 1786 100

Upernatanti

Saflagtinlmis = 26.38 14 18.84  197.85 11
Ornek

Kismi saflastirma islemlerinden elde edilen gesitli fraksiyonlar %10 akrilamid
icerikli, 10 kuyulu jel kullanilarak SDS-PAGE analizine tabi tutulmustur (Sekil 4.45).
Bu jelden anlasildig1 kadariyla, filtrat fraksiyonlara yiiksek MA’l1 proteinlerin gegisi
olmamistir. Kismi saflagtirma islemi sirasinda verimin nisbeten diisiik oranda (%11)
gerceklesmesine biiyilkk olasilikla amonyum stilfat ¢oktiirme islemi sirasinda
coktiirilemedigi i¢in proteinlerin  bir kisminin yitirilmesinin  sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak, diisiik saflagtirma verimine ragmen, 32.48 kat saflastirilmanin

saglanabildigi bu kismi saflastirma isleminin amacina ulastig1 goriilmektedir.

Ayrica, santrifiij isleminde 50,000 Da molekiil agirhiginin altinda olan
proteinlerde goreceli bir azalma goriilmekle birlikte filtre alt1 siviya gecen amilaz
olmamas1 sebebiyle de kismi saflastirma isleminin genel olarak basarili oldugu

sOylenebilir.
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S Rp Csns R1% RS9 R4.5 F1 F2 A

97 kDa—

64 kDa— ‘1

51 kDa—

39 kDa—

28 kDa—

19 kDa—

Sekil 4.45. Saflagtirma islemlerinin ¢esitli asamalarindan alinan orneklerin SDS-PAGE
(NuPAGE®, 10% Bis-Tris Gel) goriintiisii. Bu jelde goriilen kulvarlar: S,
hiicre kiiltlir siipernatanti; Rp, daha Onceki saflastirma denemesinde elde
edilen filtre iistii sivi; Csns, amonyum siilfat ¢okeltmesi sonra santrifiijlenen
stvinin slipernatanti; R/8, R9 ve R4.5, saflastirma sonunda elde edilen filtre
iistii sivisindan sirasiyla 18ul, 9 pl ve 4,5 pl hacimlerde 6rnek yliklemeleri;
F1 ve F2, sirastyla ilk ve son Centriplus® santrifijjlii filtrasyondan elde
edilen filtre alt1 sivisindan Ornekler; 4, 500 ng standart amilaz proteini
(Sigma 6380).

4.3.5.8. Rekombinant enzimin karakterizasyonu

Gergeklestirilen SDS-PAGE analizlerine ait jel goriintiilerinde rekombinant
amilaz proteinine ait bantlarin ¢ogul bantlar halinde bulundugu goézlenmektedir. Bu
durum proteinin glikozilasyona ugradigin1 ve maya hiicresinin kendisine ait salgilama

dongiisiinden gecerek hiicre disina salgilandigin1 gostermektedir.
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Prokaryotlarda glikozilasyon ¢ok nadir gergeklesir ve Eubacteria grubunda
bulunan bakteriler tarafindan glikozile edildigi bilinen ¢ok sinirli sayida protein
mevcuttur (Benz ve Schmidt 2002). Buna karsilik, dkaryotlarin geliskin glikozilasyon
mekanizmalarinin oldugu ve bunun 6zellikle de rekombinant protein iiretiminde avantaj
olarak goriildiigii de bilinmektedir (Cereghino ve Cregg 2000). Uretilen rekombinat a-
amilaz i¢in Sekil 4.30°da verilen aminoasit dizisinde de belirtildigi lizere bu proteinin
maya hiicresinde N-glikozilasyona ugrayabilecegi 11 konum teorik olarak mevcuttur.
Protein bu noktalarda Once asparajin amino asidine (GlcsManygGlcNAc,) baglanarak
“cekirdek” glikozilasyona tabi tutulur, daha sonra endoplazmik retikulumda veya Golgi
aparatinda bu tetradekasakarit yapida eklemeler veya kisaltmalar yapilarak terminal (ug)
bolge olusturulur. Uretilen her protein molekiilii ayn1 mekanizma ile glikozile ediliyor
olsa da glikozilasyon uzantilarinin ug¢ bdlgeleri sentezlenen protein ayni olsa dahi bir

molekiilden digerine farklilik gosterebilir ve heterojenlik olusturur (EI-Rubeai 2002).

Glikozilasyonun dogrulanmasi ve rekombinant proteinin ger¢ek molekiil
agirliginin tespiti i¢in protein denatiire edildikten sonra uygun tampon ¢ozelti karigimi
icinde EndoH enzimi ile muamele edilmistir. Daha sonra gercgeklestirilen SDS-PAGE
analizi sayesinde deglikozile olmus proteine ait bandin 64 kDa’nun biraz altinda oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.46).

Teorik olarak 41 amino asitten olustugu diisiiniilen (Sasamoto vd 1989) sinyal
peptidi kesildikten sonra 67,909 Da molekiil agirliginda olacagi hesaplanan proteinin
deglikozilasyon sonrasinda daha diisiik bir molekiil agirliginda bant (yaklasik 60 kbg)
olarak g6zlenmesi, Onciil proteinin translasyon sonrasi proteoliz ile mofiye edilmis veya
hiicre duvarindan salgilama (translokasyon) asamasinda proteinin tahmin edilenden
daha uzun bir kisminin kesilmis (cleaved) olabilecegi diisiincesini dogurmustur.
Nitekim, mayada ekspres edilen proteinler i¢in proteolitik isleme ile istem ve kontrol

dis1 olarak kesilme olabilecegi literatiirde belirtilmistir (Romanos vd 1992).
B. subtilis tarafindan salgilanan amilaz proteinleri kaynak organizmaya bagl

olarak farklilik gosterebilmektedir. Ornegin Yamane vd (1984) bir B. subtilis susunun

477 amino asit okuma penceresi olan 53 kDa molekiil agirliginda bir amilazin yani sira
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karboksil ucundan kisaltilmis bir diger amilaz1 da genetik kod olarak tasidigini ve
trettigini gostermislerdir. Daha yakin tarihli bir g¢aligmada Ohdan vd (1999)
arastirdiklar1 bir B. subtilis susunu kullanarak, biri karboksil ucu tarafindan digerinden
%28 daha kisa olan iki amilaz iiretmis ve saflagtirmislardir. Bu amilazlarin her ikisinin
de ayn1 aktivite 6zelliklerini tasidig1 belirtilmistir. Molekiil agirliginin aktivite tizerinde
farklilik yaratici bir faktér olmadigini gosteren calismalar bir yana, glikozilasyonun
aktivite tlizerinde, Ozellikle stabilitenin arttirilmasi iizerinde oldukca etkili oldugunu

gosteren ¢alismalar mevcuttur (Srimathi ve Jayaraman 2005).

96h U1 Eh u2 F A Rp

97 kDa

64 kDa

¥ -l v G1kDa

i

¥~ EndoH enzimi

£ .
T o e y 4
i e i

Sekil 4.46. Saflagtirma islemlerinin ¢esitli asamalarindan alinan 6rneklerin ve EndoH
enzimi ile muamele edilen kismi saflastirilmis amilazin SDS-PAGE
(NuPAGE®, 10% Bis-Tris Gel) goriintiisii. Bu jelde goriilen kulvarlar: 964,
hiicre kiiltiir siipernatanti; Ul ve U2, saflastirma sonunda elde edilen filtre
Ustli sivi; Eh, EndoH enzimi ile deglikozilasyonu saglanmis kismen
saflagtirilmis amilaz; Rp, saflagtirma sonunda elde edilen filtre iistii sivist; F,
Centriplus® santrifiijlii filtrasyondan elde edilen filtre alt1 sivisindan 6rnek;
A, 500 ng standart amilaz proteini (Sigma 6380).
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Kismen saflastirilmig amilaz ¢ozeltisi ¢esitli pH’lara ayarlanmis fosfat tamponu
ile 40 kat seyreltilmis ve bu sekilde hazirlanan diliisyonlarin amilaz aktiviteleri DNSA
reaktifi yardimiyla spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Elde elden veriler Sekil
4.47°da verilen grafik ile gosterilmistir. Bu grafikte iiretilen rekombinant enzimin

optimum aktivitesini pH 7 civarinda sergiledigi goriilmektedir.

30

25
i P ¥
15

10

Amilaz Aktivitesi (U/mL)

Sekil 4.47. Rekombinant olarak {iiretilerek kismen saflagtirilan amilazin ¢esitli pH’larda
gosterdigi aktivite degerleri.

Buna bagli olarak pH 6.9’a ayarlanmig MOPS tamponu igerisinde 40 kat
seyreltilerek hazirlanan rekombinant amilaz ¢6zeltileri kullanilarak gesitli sicakliklarda
gerceklestirilen amilaz aktivitesi analizlerine ait sonuglar Sekil 4.48’de verilmektedir.
Rekombinant amilazin 50-70 °C’de yiiksek aktivite sergiledigi ve en yiiksek aktiviteyi
60 °C’de gosterdigi goriilmiistiir. Bakteriler icin amilazlarinin en aktif oldugu sicaklik
genellikle optimum gelisme gosterdikleri sicakliga karsilik gelmektedir (Doyle 2000).
Bu ¢alismada rekombinant olarak iiretilen a-amilaz kaynak bakterinin optimum gelisme
sicakligi olan 50 °C’den yaklagik 10 °C daha yiiksek sicaklikta en yiiksek aktiviteyi

sergilemistir.
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Sekil 4.48. Rekombinant olarak {iretilerek kismen saflastirillan amilazin  ¢esitli
sicakliklarda gosterdigi aktivite degerleri.

Sekil 4.49°de verilen grafik, degisik sicakliklarda 1 saat bekletilen amilaz
cozeltilerinin oda sicakliginda gergeklestirilen aktivite analizleri sonucu elde edilen
kararlilk degerlerini  gostermektedir. Rekombinant amilazin optimum aktivite
gosterdigi 60 °C’de 1 saat bekletilmesi sonrasinda aktivitesini %80 oraninda korudugu

goriilmektedir.

pH 6.9’a ayarlanmis MOPS tamponu igerisinde 40 kat seyreltilerek hazirlanan
rekombinant amilaz ¢ozeltisine 0.1 M CaCl, ilave edilmesi halinde enzim aktivitesinde

%41 artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.49. Rekombinant olarak fiiretilerek kismen saflastirilan amilazin pH 7°de ve
degisen sicaklik kosullarinda sergiledigi 1s1l kararlilik degerleri.

N w w B
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Sekil 4.50. Rekombinant amilazin pH’s1 6.9’a ayarlanmis olan 0.1 M MOPS
cozeltisinde ve ayn1 ¢ozeltide 0.1 M Ca™ varliginda aktivite degisimi.
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Nagarajan vd (2006) baska bir B. subtilis susunun lrettigi benzer amino asit
dizisine sahip ancak karboksil ucundan %28 oraninda daha kisa bir amilazin benzer
aktivite ve stabilite dzellikleri sergiledigini, ancak Ca"" varliginda aktivitesinde degisme
olmadigini rapor etmislerdir. Ancak, genel olarak a-amilaz molekiil bagina 1-10 adet
Ca'" ile kararli yaprya kavusan bir metallo enzim olarak bilinir (Vihinen ve Mintsils,
1989). Kararl1 yapinin saglanmasinda genellikle 1 adet Ca'™" yeterli olmaktadir (Gupta
vd 2003). Ornegin, Messaoud vd (2004) de saflastirdiklar1 bir B. subtilis amilazinin
Ca"" varhigina duyarli oldugunu gostermis ve Ca' varliginda amilazin daha yiiksek

derecede optimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Bu calismada kullanilan Ca™ konsantrasyonunun enzim yapisinin karaliligmin
temini igin yeterli oldugu diisiiniilmekle birlikte optimum Ca™ konsantrasyonunun
belirlenmesine yonelik bir ¢alisma gergeklestirilmemistir. Ayrica, optimum sicaklik ve
pH belirlemeleri Ca™ ilavesi olmaksizin gergeklestirilmistir. Ileride bu enzimin
kullanilacag1 arastirmalarda veya endiistriyel iiretime uyarlama ¢alismalarinda Ca™

varliginda optimum sicaklik ve pH degerlerinin belirlenmesi uygun olacaktir.
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5. SONUC

1-

Bu ¢alismanin sonucu olarak:

Bacillus subtilis BKO7 susuna ait amilaz geninin orta bolgesinden 1089 ve 3’-
ucunu da kapsayan 411 bg’lik dizi belirlenmistir. Genin tamami, 6zellikle de 5’
ucundaki dizi belirlenemedigi i¢in bu genin klonlama ¢alismalarina devam
edilememistir. Dizi verileri ancak ileride yapilabilecek calismalara altyapi
olusturabilecek tiirden veriler olmustur.

B. subtilis PY22 susundan amyE geni uygun kesim bolgelerini de genin iki
ucuna ekleyecek primerler yardimiyla PCR ile cogaltilmistir. Cogaltilan ve
yaklasik 2 kbg biiyiikliiglinde olan genin dizisi belirlenmis ve bu dizinin B.
subtilis 168 susununkine ¢ok yakin benzerlik tagidigr anlagilmistir.

B. subtilis PY22 susundan elde edilen gen uygun sekilde ¢ogaltilarak ve izole
edilerek P. pastoris KM71H mayasina aktarilmistir. Elde edilen klonlarda gen
kopya sayilar1 belirlenerek en yiiksek amilaz iiretimini saglayan 2 kopya gen
bulunduran klon iiretim denemelerinde kullanilmak {izere seg¢ilmistir. Klonlarin
amilaz iiretimleri hem fluorometrik bir yontemle incelenmis, hem de hiicre disi
stvinin SDS-PAGE analizi ile izlenmistir. Rekobinant enzim iiretiminin 22 g/L
seviyelerine ¢ikabildigi goriilmiistiir.

Secilmis klon ile yapilan calkalamali fermentasyon ile elde edilen siv1 kiiltiir
santrifiijleme, amonyum siilfat ile ¢oktiirme, diyaliz ve filtrasyon gibi ¢esitli
islemlere tabi tutularak kismen saflastirilmistir. Bu saflagtirma isleminde 32.48
kat saflagtirma saglanmistir.

Kismen saflagtirma sonucu elde edilen karisim kullanilarak enzimin
glikozilasyon, optimum ¢alisma sicaklig1 ve pH’s1, kalsiyum iyonlarinin aktivite
tizerine etkisi gibi Ozellikleri belirlenmistir. Buna goére rekombinant enzim
konuk¢u sus tarafindan iiretilirken glikozile edilmekte olup, optimum
aktivitesini pH 7-8 arasinda nétral pH civarinda, termofil sayilabilecek 50-70 °C
araliginda 60 °C’de pik maksimum aktiviteye ulasarak gostermektedir. Enzimin

70 °C’de satbilitesinin zayifladigi, ancak 60 °C’de 1 saat siireyle aktivitesini
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%80 oraninda korudugu belirlenmistir. Enzimin 0.1 M Ca"" iyonu varliginda
aktivitesinde %40 artis oldugu belirlenmistir.

Bu calismanin nihai sonucu olarak, gerek gida alaninda gerekse o-amilaz
enziminin kullanildig1 diger alanlarda degerlendirilebilecek 6zelliklere sahip bir
rekombinat o-amilazi metanol tetiklemesi sayesinde yiiksek verimlilikle
tiretebilen ve hiicre disi siviya salgilayabilen yeni bir P. pastoris susu

gelistirilmistir.
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7. EKLER

Ek-1. Caligmalarda kullanilan c¢esitli endoniikleaz enzimleri ve bunlar igin iiretici
firmanin tavsiye ettigi tepkime kosullari.

Endoniikleaz Kesim bolgesi Tampon ¢ozelti® BSAilavesi® Tepkime sicakhg
Byl g::TgTA'ArCl:g: Tampon 3 yok 37°C
BstEll g:g%g:g Tampon 3 var 60 °C
Clal g:¢ A8G¢X:g Tampon 4 var 37°C
o SMTCS Eamewwn o g
Hindlll s Tampon 2 yok 37 °C
Kpnl g: CSZ"? Cg:g Tampon 1 var 37°C
Ndel g:gT;A;g:g Tampon 4 veya 2 yok 37°C

5-GCGGCCGC-3 o
Notl 3.CGCCGACG-5 Tampon 3 var 37°C

5-CACGTG-3

Pmll 3-GTGCAC-5 Tampon 1 var 37°C
Sacl gGAgg Ag:g Tampon 1 veya 4 var 37°C
Xbal g: AgLAI'G'#g Tampon 4 veya 2 var 37°C
oo SScmes Tamedes . g

2 Tampon 1 (10 mM Bis-Tris-Propane-HCl; 10 mM MgCl,; 1 mM Dithiothreitol; 25 °C’de pH 7.0),
Tampon 2 (10 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM Dithiothreitol; 25 °C’de pH 7.9),
Tampon 3 (50 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 1 mM Dithiothreitol; 25 °C’de pH 7.9),
Tampon 4 (20 mM Tris-acetate; 50 mM potassium acetate; 10 mM Magnesium Acetate;

1 mM Dithiothreitol; 25 °C’de pH 7.9), EcoRI tamponu (100 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl;

10 mM MgCly; 0.025 % Triton X-100; 25 °C’de pH 7.5)

BSA i¢in konsantrasyon 100 pg/mL.
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Ek-2. Tez g¢alismasi siiresince ¢esitli PCR denemeleri i¢in kullanilan primerler ve

ozellikleri.

Adi Primer dizisi Bazsayiss Tm(°C) %GC MA
GWSPF 5-GAATGTGACAGCATCTAACTATGGAC-3 26 55.4 42.3 8,003
GWSPR 5-GAATGTCCATAGTTAGATGCTGTCAC-3’ 26 55.4 42.3 7,985
AP1 5-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3' 22 51.9 454 6,743
AP2 5-ACAATAGGGCACGCGTGGT-3' 19 59.8 57.8 5,878
AmyEF 5-GCCATTCAGACATCTCCG-3 18 53.1 55.5 5,420
AmyER 5-CAAATAAAGCACTCCCGC-3 18 51.6 50.0 5,422
16SF 5-GCTTGCTCCCTGATGTTAGC-3' 20 56.2 55.0 6,075
16SR 5-TTGCTCCGTCAGACTTTCG-3 19 55.0 52.6 5,746
INVF1 5-CGAGTTCCAATACGGAGAAATCCTGC-3 26 59.3 50.0 7,964
INVR1 5-CAATCTGGTAAGAGGTCGGCTGGTAAAG-3 28 60.4 50.0 8,718
INVF2 5-TCACGAATACATCTGCCG-3' 18 52.0 50.0 5,444
INVR2 5-GCCAATCTGGTAAGAGGTC-3 19 52.6 52.6 5,853
AmyRSTOP 5-TCAATGGGGAAGAGAACC-3’ 19 54.4 52.6 5,911
AmyFATG 5-ATGTTTGCAAAACGATTCAAAACC-3' 24 53.7 33.3 7,329
PYF1 5-GCGGTCATCAATCATACCACC-3 21 55.9 52.3 6,335
PYF2 5-ATCGTAATCTGGGCGTGTCG-3' 20 57.2 55.0 6,164
PYF3 5-GCAGGTTCATCCTCTGTCTCT-3' 21 56.3 52.3 6,339
PYF4 5-ACGAGGACCGAGAAATACAGTT-3' 22 55.7 454 6,802
PYR1 5-GCGGCATAATCACTGGTGGT-3 20 58.0 55.0 6,173
PYR2 5'-GACACGCCCAGATTACGATTC-3' 21 55.8 523  6,3752
PYR3 5-CTTGAAATGAACCCGCTCCAG-3' 21 56.3 52.3 6,375
PYR4 5-TTTACCTGGCTCCAATGATTCG-3' 22 55.2 454 6,676
AmyFPrI 5-TCACGTGGATGTTTGCAAAAC 31 603 187 0527

GATTCAAAAC-3
AmyRKpn1 5'- AGGTACCTCAATGGGGAAGAGAACC -3’ 25 59.9 52.0 7,749
APCOMP1 5-CATTATGCTGAGTGATATCCCG-3' 22 53.0 454 6,725
APCOMP2 5-TGTTATCCCGTGCGCACCA-3’ 19 59.8 57.8 5,740
AmyEMATF 5-TGGAATTGGTCGTTCAATACG-3' 21 53.1 42.8 6,476
AmyEMATR 5-TCACTGAGGAAGAGAACCGCT-3' 21 57.9 52.3 6,464
ADP 5-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGC 49 729 612 15164
GTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTA-3
ADP2 5'-IPhos/AGCTTACCAGCCC/3AmM/-3' 13 46.6 61.5 4,139

114



Ek-3. EnzCheck enzimatik analiz kiti ile gerceklestirilen fluorometrik amilaz aktivitesi
analizi i¢in elde edilen standart egriye bir 6rnek.
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y = 3.5823x - 2.2943
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Ek-4. DNSA yontemine uygun olarak gerceklestirilen spektrofotometrik amilaz
aktivitesi tayinleri i¢in farkli derisimlerde maltoz ¢ozeltileri ile hazirlanan
standart egriye bir 6rnek (a) ve okumanin gergeklestirildigi analiz ¢ozeltilerinin
goriintiisii (b).

0.5

0.45 (a)
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Ek-5. BCA protein tayini i¢in kullanilan standart egri i¢in bir 6rnek (a) ve okumanin
gerceklestirildigi analiz ¢ozeltilerinin goriintiisii (b).
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