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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

POLIETILEN TEREFTALAT (PET) TURU PLASTiIGi PARCALAYAN
PETAZ ENZIMININ Escherichia coli’DE BIYOTEKNOLOJIK OLARAK
URETIMI

Begiim Esra AYTAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Sule ARI

Polietilen tereftalat (PET), diinya iizerinde en ¢ok kullanilan ve dolayisiyla en ¢ok ¢evre
kirliligine sebep olan plastik tiirlerinden biridir. PET’in, geri doniistiiriilmesi i¢in kullanilan ve
bir¢cok dezavantaja sahip fiziksel ve kimyasal yontemler ile karsilastirildiginda biyolojik geri
doniistim, plastik materyalin bozunurlugunu artirmayan, toksik etkisi bulunmayan, diisiik
maliyetli ve etkin bir ¢oziim olarak one ¢ikmaktadir. Ideonella sakaiensis bakterisi; salgiladigi
Polietilen tereftalat hidrolaz (PETaz) ve Monoetilen tereftalat hidrolaz (MHETaz) enzimleriyle
PET’i karbon kaynagi olarak kullanmak {izere monomerlerine pargalar. Giiniimiizde fiziksel ve
kimyasal yoOntemlerle geri donistiirilen PET tirii plasti§in biyoteknolojik yontemler
araciliiyla geri doniistiiriilmesi konusu 6zellikle son 10 yildir yogun bir bicimde ¢aligilmakta
olup, diger PET pargalayici enzimlere oranla sahip oldugu yiiksek aktivite ve substrat 6zgulliigii
gibi avantajlar1 nedeniyle PETaz enzimi bu alanda giiglii bir alternatif olugturmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda |. sakaiensis bakterisi tarafindan tiretilen PETaz enziminin, verimli ve etkin
sekilde iiretimi amacina yonelik olarak PETaz geninin biyoinformatik tasarimi ve E. coli’de
biyoteknolojik olarak tiretimi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; biyoinformatik yolla (1)
PETaz geninde kodon optimizasyonun yapilmasi, (2) ekspresyon vektori pET26b’ye
klonabilmesi igin gene, restriksiyon enzim kesim bdlgelerinin eklenmesi, (3) tiretilecek
rekombinant proteini periplazmik alana yonlendiren, plazmite ait pelB sinyal dizisinin
restriksiyon enzimlerinin smirlar1 i¢inde tutulmasi, (4) enzim tretimi sonrasi saflastirma
yapilabilmesi i¢in gene Histidin etiketinin eklenmesi ve biyoinformatik yolla tasarlanmis
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sentetik genin rekombinant DNA teknolojisi ile ekspresyon vektoriinde klonlanmasi, ardindan
da PETaz enziminin hiicre sitoplazmasinda yiiksek aktivitede iiretilmesi amaciyla, lrettigi
DsbC proteini sayesinde disiilfit baglarini sitoplazma igerisinde yapma yetenegindeki E.coli
SHuffle bakterisine aktarilmasi hedeflenmistir.

Belirlenen hedefler dogrultusunda bu tez galismasinda |. sakaiensis’e ait orijinal PETaz
geninin, aktif ve verimli olarak tiretilebilmesi amaciyla, biyoinformatik olarak yeniden tasarimi
gerceklestirildi. Bu kapsamda; kodon optimizasyonu ile, tasarlanan sentetik PETaz geninde GC
icerigi %68,73’ten %56.78’¢ diisiiriiliirken, Kodon Adaptasyon Endeksi (CAI) 0.64’ten 0.80’¢
¢ikarildi. Genin 5” ucuna Ndel, 3’ ucuna Hindlll restriksiyon enzimlerinin tanima bolgeleri ile
gen anlatimi sonrasi liretilen enzimin bakteriden saflastirilabilmesi igin genin 3 ucuna 6’li
Histidin etiketine ait niikleotit dizisi eklendi. Tasarlanan PETaz geni pTZ57R/T plazmiti
igerisinde sentetik olarak elde edildi ve transformasyon yolu ile transformasyon etkinligi:
4,5x102 CFU/ug olacak sekilde E. coli DHSa bakterisinde basariyla ¢ogaltildi. PETaz geni, E.
coli DH5a’dan izole edilen pTZ57R/T-PETaz plazmit DNA’sindan Hindlll ve Ndel
restriksiyon enzimleri ile ¢ikarildi. E. coli DH5a’ya transformasyonla aktarilarak
(transformasyon etkinligi: 3,08x102 CFU/ug) ¢ogaltilmis ve izole edilmis disiilfit bagh
enzimlerin yliksek verimde iiretilmesine olanak veren yiiksek kopya sayili bir ekspresyon
vektorii olan pET26b ekspresyon plazmiti de ayni restriksiyon enzimleri ile kesildi. Agaroz
jelde ayrilip jelden saflastirilmis beklenen boyutlardaki PETaz geni ve pET26b plazmit
omurgasinin T4 DNA Ligaz ile ligasyonu gergeklestirilerek pET26b-PETaz rekombinant
plazmiti elde edildi. Rekombinant plazmit, E. coli DH5a’da ¢ogaltilarak (transformasyon
etkinligi: 1,62x102 CFU/ug), disiilfit bagi tasiyan PETaz enziminin sitoplazmada iiretilebilmesi
icin disiilfit baglarmi yapabilme yetenegindeki E. coli SHuffle bakterisine de 1,24x10° CFU/ug
etkinliginde transformasyon ile aktarildi. Koloni PCR ile rekombinant plazmiti igerdigi
saptanan 4 koloniden kurulan kiltiirlerde 100 mM IPTG ile gen anlatimi indiiklendi. Bu
kiiltiirlerin 3’iinden PETaz enzimi, polihistidin etiketli proteinlerin izolasyonunu saglayan
manyetik saflastirma sistemi ile saflastirildi. Enzim safligit 280 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak absorbans oOlgiimii ve Bradford Yontemi ile analiz edildi.
Rekombinant hiicrelerden yiiksek verimle izole edilen bu 3 Ornekteki saf protein
konsantrasyonlar1 sirastyla 0.935, 0.56 ve 0.59 mg/mL olarak belirlendi. Indiiksiyon sonrasi
toplanarak lizize ugratilan 4. kiiltiire ait homojenattaki toplam protein konsantrasyonu ise
3.9544 mg/mL olarak belirlendi. Protein izolasyonu sonrasi elde edilen en diisiik ve en yiiksek
saf protein konsantrasyonlarinin, Chlamydomonas reinhardtii’den elde edilen saf protein
konsantrasyonlarindanl.44 ile 2.44 kat, total protein miktarinin da E.coli’ye ait en diisiik ve en
yiiksek total protein miktarlarindan 29 ile 60 kat daha fazla oldugu saptandi.

Bu tez calismasinda, PETaz geninin pET26b ekspresyon plazmitinde klonlanarak verimli bir
sekilde cogaltilabilmesi ve sitoplazma igerisinde disiilfit katlanmalarini yapabilen E.coli
SHuffle bakterisinde yiiksek konsantrasyonda enzim fretilip saflastirilabilmesi; PETaz
enziminin biyoinformatik tasarimmin ve uygulanan genetik miihendisligi yaklagimlarinin
basartyla gergeklestigini ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular, PET tiirii plastigin
biyoteknolojik yolla geri doniistiiriilmesinde Onemli bir potansiyele sahip olan PETaz
enziminin biiyiik 6lgekte tiretimi i¢in kullanilabilir.

Subat 2021, 100 sayfa.

Anahtar kelimeler: Biyoteknoloji, Ideonella sakaiensis, Escherichia coli, PET, PETaz,
biyoinformatik, sentetik biyoloji
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Polyethylene terephthalate (PET) is one of the most used plastic types in the world, thus causing
the most environmental pollution. Compared to physical and chemical methods used for
recycling PET, biological recycling stands out as a low-cost and effective solution that does not
increase the degradability of the plastic material and does not have toxic effects. Ideonella
sakaiensis bacterium; degrades PET into its monomers with Polyethylene terephthalate
hydrolase (PETase) and Monoethylene terephthalate hydrolase (MHETase) enzymes it secretes
and uses these monomers as carbon source. The issue of recycling PET type plastic, which can
be recycle by physical and chemical methods at the present time, through biotechnological
methods has been studied intensively for the last decade, and PETase enzyme constitutes a
strong alternative in this field.

In this thesis, it is aimed to bioinformatically design PETase enzyme, which is produced by I.
sakaiensis bacterium and hydrolyzes PET to MHET in an efficient and effective manner, and
biotechnologically produce it in E. coli bacterium. For this goal; by using bioinformatics tools,
(1) codon optimization of PETase gene, (2) addition of restriction enzyme cleavage sites to the
gene for cloning into pET26b expression vector, (3) keeping the pelB signal sequence of
plasmid that directs the recombinant protein to be produced to the periplasmic area within the
boundaries of the restriction enzymes, (4) addition of the Histidine tag to the gene that needed
for purification after the enzyme production, and cloning of the bioinformatically designed
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synthetic gene into expression vector by recombinant DNA technology; then, produce PETase
enzyme with high activity in the cytoplasm of the cell with high activity, it was aimed to be
transferred to E.coli SHuffle bacteria, which is capable of making disulfide bonds in the
cytoplasm, thanks to DsbC protein in it produces.

In this thesis, the original PETase gene of I. sakaiensis was bioinformatically redesigned in
order to be able to produce actively and efficiently. In this context, with codon optimization of
the designed synthetic PETase gene, the GC content was reduced from 68.73% to 56.78%,
while the Codon Adaptation Index (CAI) was increased from 0.64 to 0.80. The Ndel at the 5'
and Hindlll restriction enzymes recognition sites at the 3' end and the nucleotide sequence of
6X Histidine tag were added to the 3' end of the gene so that the enzyme produced after gene
expression can be purified from bacteria. The designed PETase gene was synthetically obtained
in pTZ57R/T plasmid successfully transferred to E.coli by transformation with a transformation
efficiency of 4.5x102 CFU / pg. The PETase gene was extracted from pTZ57R/T-PETase
plasmid DNA that was amplified and isolated in E.coli DH5a with HindlI1 and Ndel restriction
enzymes. The pET26b expression plasmid, which was previously amplified with transferred
into E. coli DH5a by transformation (transformation efficiency: 3,08x102 CFU/ug) and then
isolated from bacteria, was also cut with the same restriction enzymes. PETase gene and
PET26b plasmid backbone with expected size isolated from agarose gel and put into the ligation
reaction with T4 DNA Ligase enzyme. Thus, the pET26b-PETase recombinant plasmid was
obtained. The obtained pET26b-PETase recombinant plasmid was successfully transformed to
E. coli DHSa bacteria for amplification, with a transformation efficiency: 1.62x102 CFU/ug.
Then, the obtained recombinant plasmid was transferred by transformation to E. coli SHuffle
bacterium, which is capable of making disulfide bonds in the cytoplasm, in order to produce
PETase enzyme in cytoplasm which carries 2 disulfide bonds, transformation efficiency:
1.24x103 CFU/ug. By the colony PCR technique, 4 colonies determined to contain the
recombinant plasmid were selected and gene expression was induced with 100 mM IPTG. After
the induction, PETase enzyme was purified from 3 out of 4 clone cultures by magnetic
purification system that enables isolation of polyhistidine tagged proteins. Enzyme purity was
analyzed spectrophotometrically at 280 nm wavelength by absorbance measurement and
Bradford Assay. Pure protein concentrations of these 3 samples, isolated from recombinant
cells with high yield, were determined as 0.935, 0.56 and 0.59 mg/mL. The homogenate of
fourth culture was used as a protein source. The total protein concentration in this sample was
determined as 3.9544 mg/mL. It was determined that the lowest and highest pure protein
concentrations obtained after protein isolation were 1.44 and 2.44 times higher, respectively,
compared to the lowest and highest pure protein concentrations obtained from Chlamydomonas
reinhardtii. Again, in this study, the total amount of protein obtained from bioinformatically
redesigned and produced PETase gene were 29 and 60 times higher than the lowest and highest
total protein amounts that are obtained from the medium of E. coli in an previous study, which
MalE and LamB signal sequences were used for the production of PETase enzyme in the
periplasm of E.coli.

In this thesis, the ability to reproduce the PETase gene efficiently by cloning in the pET26b
expression plasmid, and produce and purification of high concentration enzyme in E.coli
SHuffle bacterium, which can make disulfide bonds in th cytoplasm reveals that; th codon
optimisation based bioinformatics design of the PETase enzyme and the applied genetic
engineering approaches have been successfully implemented. The findings obtained can be
used for large scale production of PETase enzyme, which has an important potential in
biotechnological recycling of PET type plastic.
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1. GIRIS

Polietilen tereftalat (PET), plastik endiistrisinde en sik kullanilan termoplastiklerden biri olup,
gida, tekstil, imalat sanayi gibi islem hacmi genis sektorler basta olmak iizere, giinliik hayatta
birgok alanda kullanilmaktadir. Dayanikliligi, seffaf gériiniimde olmasi, gaz bariyeri 6zelligine
ve termal kararlilia sahip olmasi gibi fiziksel 6zelliklerinin yaninda; uygun maliyetli olmasinin
da katkisiyla PET, diinyada en ¢ok kullanilan termoplastik polimerdir. (Thompson ve dig.,
2009, Tuly ve dig., 2019). Diinya iizerinde ¢ok fazla miktarda kullanilan PET’in yarattig1
kirlilik ise kiiresel bir sorun haline gelmis olup, PET atiklarinin azaltilmasinin en etkili yolu
geri doniistimdiir. Genis kullanim alan1 ve fiziksel nitelikleri de PET’i geri doniistiiriilebilir
malzemeler arasinda olduk¢a degerli hale getirmistir (Sinha ve dig., 2010; Bartolome, 2012;
Malik ve dig., 2016). Bu nedenle PET’in geri doniisiimii igin gegmisten bu yana bazi fiziksel
ve kimyasal yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler temel olarak birincil, ikincil, tiglinciil ve
dordiinciil geri donlisiim yontemleri olarak gruplara ayrilirlar. Birincil geri doniisiim, PET geri
dontisiimiinde en eski yontemlerden biri olup, tek tip ve baska plastiklerle kirlenmemis PET
atiklarin yeniden ekstriizyon (sekillendirme) islemine sokularak geri donistirildigi
uygulamadir. Kisith ilk iiriin kapasitesi ve diisiik kaliteli son {irlinler vermesi Ssebebiyle
giiniimiizde tercih edilmemektedir. (Al-Salem 2009; Al-Salem ve dig., 2009). Ikincil geri
doniistim, plastiklerin yikanip ayristirildiktan sonra 6giitiilerek 1s1 ile yeniden sekillendirildigi
mekanik bir yontem olup (Aguado ve Serrano, 1999), plastigin bozunma oranini artirmasi ve
renk bozulmalarina yol agmasi nedeniyle son flriin kalitesinin diigmesine sebep olur
(Bartolome, 2012). Ugiinciil geri déniisiim kimyasal yoéntemleri kapsamakta olup, solvoliz veya
piroliz reaksiyonlar1 ile PET’in monomerlerine ya da oligomerlerine kadar ayrigtiritlmasini
saglar. Bu monomerler daha sonra yiiksek kalitede PET iiretmek iizere hammadde olarak
kullanilabilir (Sinha ve dig., 2010). Ancak kullanilan pahali ekipmanlar ve kimyasallar
sebebiyle bu yontem oldukg¢a maliyetlidir. Dordiinciil geri dontisiim ise atik plastik malzemenin
yakilmasi yoluyla enerji elde edilen geri kazanimi yontemidir. Bu yontem de yarattigi koku ve
toksik madde salimimi sebebiyle ekolojik olarak kabul edilemez sonuglar dogurmaktadir

(Bartolome, 2012).

Artan kirlilik ve geri doniisiim yontemlerinin yetersizligi sebebiyle bu yontemlere gore daha

verimli ve ¢evre dostu olan, PET ve diger plastik atiklarin yerinde biyoremediasyonu veya



toplandiktan sonra biyoteknolojik yontemlerle geri donistiiriilmesi, son yillarda 6nem
kazanmistir. Yapilan c¢alismalar, 6zellikle ekonomik olarak kisithh imkanlar s6z konusu
oldugunda biyolojik bozunmanin plastik atik kontroliinde en etkili yontem oldugunu
gostermistir (Nakkabi ve dig., 2015). Bu nedenle bakteriyal ve fungal mikroorganizmalar basta
olmak tizere plastik atiklarin biyoteknolojik araglarla geri doniisiimii i¢in bir¢ok calisma
yapilmistir. Bu biyoteknolojik araglar arasindan bakteriler, enzimatik reaksiyonlar1 yiiksek

etkinlikte ve diisiik maliyetle gergeklestirmeleri sebebiyle 6nemli bir potansiyele sahiptir.

2016 yilinda Yoshida ve dig.’nin yaptig1 ¢alismada ilk kez bildirilen Ideonella sakaiensis
bakterisi, salgiladigi PETaz ve MHETaz enzimleriyle PET tiirii plastigi oligomer ve monomer
diizeyinde parcalayarak karbon kaynagi olarak kullanir. Yine ayni ¢calismada, PETaz enziminin,
simdiye kadar bildirilmis ve kendisine en yakin aktiviteye sahip PET parcalayict enzim olan
leaf-branch compost cutinase (LCC)’ye gore 48 kat daha aktif oldugu bildirilmistir. Bu durum
PETaz enziminin diger PET parcalayicit enzimlere gore PET geri doniisiimiinde ¢ok daha

O6nemli bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, Ideonella sakaiensis bakterisi tarafindan salgilanan ve PET
parcalayict aktiviteye sahip oldugu bilinen PETaz enziminin biyoinformatik olarak yeniden

tasarlanarak E. coli bakterisinin sitoplazmasinda biyoteknolojik olarak {iretimi amaglanmuistir.

E. coli, 1982 yilinda ilk rekombinant iiriin olan insan insiilin hormonunun iiretiminden bu yana
rekombinant protein iiretimi i¢in siklikla kullanilmaktadir. E. coli, genetik ¢alismalar igin
model bir organizma olup, 6zelliklerinin iyi bilinmesi, ireme ve iiretim kapasitesinin yiiksek
olmasi, genetik degisikliklerin yapilabilmesi ve bu degisiklikleri gozlemlemenin kolay olmast,
ayrica enzimlerin biiyiik 6lgekte tiretimine yonelik siireglerin optimize edilmis olmasi nedeniyle

bu ¢aligma kapsaminda da enzim {iretimi ig¢in konak organizma olarak se¢ildi.

Bir proteinin rekombinant DNA teknolojisi ile iiretiminde basariy1 saglayan DNA diizeyindeki
en Onemli iki faktér GC igerigi ve CAI (Kodon Adaptasyon Endeksi)’dir. GC igeriginin
%40’tan az olmast DNA nin stabilitesini olumsuz yonde etkilerken, %60°tan fazla olmasi da
konak mikroorganizmada toksisiteye ve 6liime yol agabilir. CAl, bir DNA dizisindeki her bir
kodonun kullanim egilimine (CUB: Codon Usage Bias) gore hesaplanir ve dizinin konak
organizmada proteine doniisme kapasitesini ifade eder. CAI degerinin artirilmasi, hedef

proteinin anlatim diizeyinin artmasini saglar. Bu nedenle rekombinant iiretimi hedeflenen



proteine ait genin GC igeriginin %40-60 araliginda olmasi ve CAI’nin ise genin tasarim dncesi
sahip oldugu degere gore artirilmasi gen anlatiminin bagar1 oranini artirir (Levin ve Van Sickle
1976; Sharp ve Li, 1987; Yakovchuk, 2006). . sakaiensis’in orijinal PETaz genine ait GC
icerigi %68,73 ve CAIl 0.64 iken; bu ¢aligma kapsaminda gergeklestirilen biyoinformatik kodon
optimizasyonu islemi sonrasinda GC igerigi %56.78¢ diisiirtiliirken, CAl ise 0.80’e ¢ikarildi.
Biyoinformatik tasarim ¢alismalar1 ile ayni zamanda, vektére klonlama yapabilmek ig¢in
optimize gen dizisinin disiilfit bagli enzimlerin yiiksek verimde iretilmesine olanak veren
yiiksek kopya sayili bir ekspresyon vektorii olan pET26b vektoriinde de kesim bolgeleri
bulunan restriksiyon enzimlerinden Ndel kesim bolgesi genin 5” ucuna, Hindll1 kesim bolgesi
ise 3’ ucuna eklendikten sonra, daha sonraki ¢aligmalarda farkli restriksiyon enzimleri ya da
farkl1 vektorler ile calisma gerekliligi duyulmasi halinde kullanilmasi amaciyla her iki ugta bu
enzimlerin disinda kalacak sekilde Stul enzimi kesim bolgesi eklendi. Yine, enzimin E.coli’de
iiretimi ve izolasyonu sonrasi saflastirilabilmesi icin PETaz geninin sifreleme yapan DNA
dizisinin bitimini takiben 3’ ucuna 6’l1 Histidin etiketine ait niikleotit dizisi eklendi. PETaz
enziminin ve pET26b plazmitinin Hindlll ve Ndel enzimleriyle kesilmesi biyoinformatik
ortamda simiile edilerek enzim kesimi Sonrasi agaroz jelde elde edilmesi beklenen DNA
fragmentleri gorsellestirildi. Yine biyoinformatik ortamda PETaz genine ve pET26b plazmit
omurgasina ait DNA fragmentleri segilerek bu fragmentlerin ligasyon islemi igin uygunlugu
analiz edildi. Basarili ligasyon islemi sonrasinda elde edilmesi hedeflenen pET26b-PETaz
rekombinant plazmiti biyoinformatik ortamda gorsellestirildi. Bu islemlerin sonucunda
PET26b-PETaz rekombinant plazmitinin biiyiikligii, tizerinde yer alacak bolgeler ve PETaz

geninin plazmit tizerindeki konumu gibi parametreler belirlendi.

Biyoinformatik yollarla tasarlanan PETaz geni pTZ57R/T plazmiti igerisinde Sentetik olarak
elde edildi. pET26b ve pTZ57R/T-PETaz plazmitleri E.coli DH5a. bakterisine transformasyon
ile aktarilarak ¢ogaltildi ve izole edildi. Rekombinant plazmiti elde etmek amaciyla PETaz geni,
pTZ57R/T-PETaz plazmitinden Hindlll ve Ndel restriksiyon enzimleri ile kesilip agaroz jelden
izole edildikten sonra; ayni restriksiyon enzimleri ile kesilerek agaroz jelden izole edilen
PET26b plazmit omurgas: ile ligasyon islemine sokuldu. Ligasyon islemi sonrasinda elde
edilmesi hedeflenen pET26b-PETaz plazmitlerinin ¢ogaltim1 amaciyla ligasyon reaksiyonu
trtinleri E.coli DH5a’ya transformasyonla aktarildi. Tranformasyon sonrasi kanamisin
antibiyotigi iceren secici besiyerinde transformant bakteri kolonileri elde edildi. Bu koloniler

arasindan rekombinant pET26b-PETaz plazmitini tasiyanlarin segimi i¢in, koloni PCR



uygulandi. Koloni PCR islemi sirasinda plazmite ait T7 promotor ve terminatdr dizileri arasinda
bulunan PETaz genini ¢ogaltmak ve rekombinant kolonileri belirlemek amaciyla T7 primerleri
kullanildi. Koloni PCR sonrasi rekombinant plazmiti tagidigi belirlenen 4 adet koloni ile
calismalara devam edildi. E.coli DH5a’dan izole edilen rekombinant plazmitler, E. coli SHuffle
bakterisine transformasyon ile aktarildi ve IPTG ile gen anlatimi indiiklendi. Enzim iiretimi
icin, irettigi DsbC proteini sayesinde sitoplazmada disiilfit bagli proteinleri iiretme
yetenegindeki E.coli SHuffle bakterisinin kullanilmasiyla, 2 adet disiilfit bag: tasiyan PETaz
enziminin E.coli’de uygun ii¢ boyutlu yapida ve aktif bir sekilde tiretimi gergeklestirildi. Enzim
tiretimi sonrasinda Histidin etiketi tasiyan PETaz enzimi; Histidin etiketine baglanma 6zelligi
tastyan Nikel pargaciklarinin kullanildigi manyetik saflastirma sistemi ile saflastirildi,
Saflastirilan enzim Orneklerii absorbans 6l¢iimii ve Bradford Yontemi ile spektrofotometrik

olarak analiz edildi.

Elde edilen bulgular, E. coli’nin, PETaz enzimi iiretimi i¢in uygun bir konak organizma
oldugunu; bakterinin sitoplazmasi igerisinde PETaz enziminin uygun ii¢ boyutlu yapida ve
verimli sekilde tretilebilecegini gostermistir. Enzimin aktif ve verimli sekilde tiretilmesinde
uygun ekspresyon vektorii ve konak organizma sec¢iminin, kiiltiir kosullar1 optimizasyonunun,
genetik optimizasyon ve manipiilasyonlarin nemli 6lgiide etkisi bulunmaktadir. Ideonella
sakaiensis organizmasindaki dogal formunda ekstraseliiler olarak iiretilen PETaz enzimi, bu
calismada hiicre disina ya da periplazmaya yonlendirilmek yerine; sitoplazmada disiilfit
baglarin1 yapabilme yetenegindeki E.coli SHuffle bakterisinde hiicre igi tretimi
gergeklestirildikten sonra izole edilmistir. Béylece enzimin iiretim verimi ve disiilfit baglarinin
olusma etkinligi artirtlmistir. Bu tez ¢alismasinda uygulanan biyoinformatik tasarim ve genetik
miithendisligi yaklagimlarinin enzimin aktivitesini, stabilitesini, tiretim verimini artirdigi ve
enzim saflastirilmasinda basarili bir bicimde kullanilabilecegi gosterilmistir. Elde edilen bu
sonuglarin endiistriyel PET geri doniisiimiinde kullanilmak tizere PETaz enziminin E. coli

bakterisinde biiyiik 6lgekli liretimine temel olusturacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BIYOTEKNOLOJi

Biyoteknoloji, yeni bir iiriin elde etmek ya da var olan iiriinlerin 6zelliklerini, bitki ve hayvanlari
gelistirmek, insan yagamini iyilestirmek i¢in canli organizmalar1 veya organizmalara ait farkli
sistem, siire¢ ve kisimlart kullanan biyolojik teknolojiler olarak tanimlanir (Mosier ve Ladisch
2008; Adamu ve dig., 2016).

Insan hayatinda biyoteknolojinin yeri oldukca eski tarihlere dayanmaktadir. Biyoteknolojinin
tarihi Siimer, Neolitik ve Babil toplumlarinin sarap ve bira {iretmek i¢in liziim ve tahillarin
fermentasyonunu kullanmasi ile baslar ve glinlimiizden yaklasik 9000 y1l 6ncesine dayanir. Bu
gelismeyi maya fermentasyonunu kullanarak ekmek tiretimini gerceklestiren Misirlilar takip
etmistir. Biyoteknolojinin tip alaninda kullanildig: ilk 6rnekler ise orta kulak hastaliginin
tedavisi icin sirke iiretip kullanan Asurlular (M.O. 3500) ile Hipokrat’a (M.0O. 400) dayanir
(Mustafa ve dig., 2018). Fermentasyon endiistrisi ise asil olarak, Pasteur’iin 1857°de alkol
fermentasyonuna mayalarin neden oldugunu bilimsel olarak kanitlamasindan sonraki 100 y1l

icerisinde oldukga hizli bir sekilde geligsmistir (Bucholz & Collins, 2013).

Ozellikle DNA’nin kesfinden sonra, 20. yy’in ortalarindan itibaren yenilenebilir biyoyakit
eldesi ve tarim tirlinlerinin gelistirilmesi i¢in kullanilan biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli
gelismeler olmustur (Houghton ve dig., 2006). Bugiin gelinen noktada modern biyoteknoloji,
multidisipliner ¢alismanin bir {iriinii olarak insan hayatinda bir¢ok alana dokunan dev bir sektor
haline gelmistir. Giinlimiizde biyoteknoloji endiistrisi gida triinleri, icecekler, ¢oziiciiler gibi
onemli triinleri elde etmek i¢in mikrobiyal fermentasyon siire¢lerinin manipiilasyonundan;
antibiyotik ve terapotik degeri olan maddelerin iiretimine kadar ¢ok cesitli uygulamalar

icermektedir (Demain ve dig., 2016).

Hiicrenin kesfinden bu yana modern biyoteknolojinin gelisiminde meydana gelen 6nemli

olaylar Sekil 2.1’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1: Modern biyoteknolojinin tarihsel geligimi.

2.1.1. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA Teknolojisi, genellikle farkli tiirdeki organizmalara ait olan DNA
molekiillerinin genetik miihendisligi tekniklerinden yararlanarak bir araya getirilmesini ve
olusan rekombinant DNA molekiiliiniin gen {iriinlerinin iiretilebilecegi uygun bir konak
organizmaya klonlanmasini kapsayan bir teknolojidir. Rekombinant DNA teknolojisi ile
meydana getirilen degisikliklerin dogada kendiliginden gergeklesmesi miimkiin degildir. Bu
teknolojinin uygulanmasindaki amag; hedef DNA’y1 istenen yonde manipiile ederek yeni bir
genetik kombinasyon meydana getirmek ve boylece farkli amaglara hizmet eden iiriinlerin bol
miktarda tretimini mimkin kilmaktir. Rekombinant DNA teknolojisi, bu teknolojinin
trtinlerinin, arastirma, saglik, c¢evre, gida, tarim ve biyomiihendislik alanlarinda siklikla

kullanildig1 temel molekiiler biyolojik bir tekniktir.

Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimindeki en onemli kesif, bakterilerin yabanci viral
DNA molekiillerini pargalamas: sirasinda kullandigi restriksiyon endoniikleazlart olmustur
(Mertz ve Davis, 1972). Bu kesif sayesinde genetik bilimi ile ugrasan bilim insanlart DNA’y1
“kesme” ve “yapistirma” yoluyla manipiile edebileceklerini disiinmiislerdir. 1972 yilinda ise
Stanley Cohen ve Herbert Boyer rekombinant DNA teknolojisini gelistirmislerdir (Cohen ve

dig., 1973). Rekombinant DNA teknolojisinin agamalar1 Sekil 2.2’de verilmistir.
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Sekil 2.2: Rekombinant DNA teknolojisinin asamalart.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak tretilen ilk biyoteknoloji {irinii insan insiilin
hormonudur. Insan insiilin geni bakteriyal plazmite restriksiyon enzimleri araciligiyla
klonlanmig ve olusan rekombinant DNA molekiilii E. coli organizmasina transforme edilmistir
(Cohen ve dig.,1973). Boylece insan insiilin hormonunun E. coli’de rekombinant {iretimi
saglanmigtir. Rekombinant DNA teknolojisini kullanarak iiretilen ve 1982 yilinda FDA
tarafindan onaylanan ilk lisansli ila¢ da Boyer ve Cohen’in kuruculari oldugu Genentech firmasi
tarafindan tiretilen ve Eli Lilly firmasi tarafindan lisanslanan insan insiilini (humulin) olmustur

(Johnson, 1983).
2.1.2. Mikrobiyal Enzim Uretimi

Enzimler, canli organizmalarda tim metabolik asamalarda ve biyokimyasal reaksiyonlarda
onemli iglevlere sahip biyolojik katalizorlerdir. Birgok enzim, etki ettigi substrat veya etki
mekanizmas1 sebebiyle endiistriyel uygulamalar igin ticari dneme sahiptir. Bu nedenle de
enzimlerin izolasyonu, karakterizasyonu ve tiretimi gibi konular 20. yy baslarindan itibaren
onem kazanmistir ve gliniimiizde halen biyoteknolojinin en yaygin calisma alanlar1 arasinda
yer alirlar (Nigam, 2013; Thakur ve dig., 2020). Bakteriler ve funguslarin dogal ve gelistirilmis

formlari; enzimlerin endiistriyel iiretimine en uygun mikroorganizmalar olup, gliniimiizde



birgok farkli endistride yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida enzimin iiretiminde
kullanilmaktadir (Patel ve dig., 2017). Mikroorganizmalara fermentasyon siireglerinin
uygulanmasiyla, istenen son iiriin olan enzimleri elde etmek igin belirli parametrelerden
yararlanarak mikroorganizmalar ¢ogaltilir (Vittaladevaram, 2017). Daha sonra iiretilen
enzimler ilgili alanlarda kullanilmak tizere, iretilen enzim ve iiretim sirasinda Kullanilan

organizmaya uygun yontemlerle saflastirilir.

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan ve bu nedenle de endiistriyel 6nem tasiyan enzimlerin birgogu
mikrobiyal kokenlidir. Bu da endiistriyel enzimlerin {iretiminde mikroorganizmalarin
kullanimini artiran 6nemli etkenlerden biridir. Endiistriyel agidan 6nemli mikrobiyal enzimlerin
birgogu, bu ¢aligmada iiretimi hedeflenen PETaz enzimi gibi hidrolazlar sinifina girmektedir.
Hidrolazlarin biiyiik bir ¢ogunlugu ekstraseliilerdir ve molekiil agirligi bakimindan yiiksek olan

substratlarla tepkimeye girerler (Akkaya ve Pazarlioglu, 2012).

Bir enzimin ticari basariyt vaat eden Olglide TUretimi i¢in temel olarak; konak
mikroorganizmanin ucuz besiortaminda hizli iiremesi ve {iriin vermesi, hedef enzimi yiiksek
konsantrasyonda tiretmesi, fermentasyon ortamindaki kontaminant diizeyinin en aza
indirgenmesi, enzimin fermentasyon ortamindan izolasyonunun ucuz ve kolay olmasi,
fermentasyon siirecinin biyolojik bir tehlike olusturmamasi gerekmektedir. Tiim bu sartlarin
saglanmasi i¢in ise mikrobiyal tiiriin optimizasyonu ekonomik bir ¢oziimdiir (Volesky ve dig.,
1984). Mikrobiyal enzim firetimi i¢in en ¢ok kullanilan mikroorganizmalardan biri bu
calismada da enzim tiretimi i¢in kullanilan gram-negatif E. coli bakterisidir. E. coli’nin
mikrobiyal enzim iretiminde ¢ok tercih edilmesinin en 6nemli sebeplerinden biri ise birgok
laboratuvarda bulunmasi ve Ozelliklerinin ¢ok iyi bilinmesidir. Ayn1 zamanda bu
mikroorganizmanin biiylik 6l¢ekte tiretim i¢in kullanimu ile ilgili sistemler de optimize edilmis

ve iyi tanimlanmistir (Terpe, 2006).
2.1.3. Atiklarin Mikrobiyal Biyoremediasyonu

Bitkiler ve toprak solucanlari gibi organizmalarin ya da fungus, alg ve bakteri gibi
mikroorganizmalarin, ¢evre kirliligine sebep olan toksik maddeleri daha az toksik ya da toksik
olmayan yeni maddelere doniistiirmesi i¢in kullanildig1 proseslere biyoremediasyon (biyolojik
temizleme) denir (Das ve Dash, 2014; Vural ve dig., 2018). Biyoremediasyon; zararsiz, uygun

maliyetli, etkin ve bazi durumlarda lojistik olarak da uygun bir temizleme teknolojisi olup;



besin maddeleri, pH, ortamdaki oksijen miktari, ortamdaki kirleticilerin yapisal karakteristigi,
ve calisilan bolgenin kirlilik gegmisi gibi siirlayici faktorlerin de optimizasyonu ile toprak ve
suda biriken Kirletici maddelerin biyolojik olarak yikilmalarini hizlandirmaya hizmet
etmektedir (Allard ve Neilson 1997; Alexander, 1999; Margesin ve Schinner, 2001).

Biyoremediasyon uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalarin metabolik
aktiviteleri biyosferdeki her tiirlii kosulda canli kalmalarina olanak tanimaktadir. Beslenme
parametrelerinin  ¢esitliligi de mikroorganizmalar1 biyoremediasyonda elverisli hale
getirmektedir (Abatenh ve dig., 2017). Mikroorganizmalarin biyoremediasyonda kullanimi ile
ilgili temel yaklasimlar; in situ (yerinde) biyoremediasyon, ex situ (uzaktan) biyoremediasyon,
biyoreaktor kullanimi, genetik manipiilasyonla tiir gelistirme ve mikrobiyal konsorsiyum

kurulumu iizerine yogunlagmuistir.

Mikroorganizmalar arasindan bakteriler, diger mikroorganizmalarla karsilastirildiginda hem
ekonomik hem de cevresel agidan 6nemli bir biyoremediasyon potansiyeline sahiptir. Bu
uygulamalarda biyoremediasyonun hedefi, mikroorganizmalarin ¢alisilan alandaki kirleticileri
zararsiz hale getirmeleri amaciyla metabolizmalari i¢in esansiyel olan besin ve kimyasal
maddeler ile uyarilmasidir (Das ve Dash, 2014). Bakterilerin biyoremediasyonda temel olarak
kullanildig1 alanlar; agir metallerin, poliaromatik hidrokarbon ve diger inat¢1 kirleticilerin
ortadan kaldirilmasi, petrol ve biyodizelin biyodegredasyonu ile plastigin degredasyonu olarak

siralanabilir.

2.2. POLIETILEN TEREFTALAT (PET) TURU PLASTIK

PET poliester ailesine ait bir polimer olup, kimyasal yapis1 C10HgO4 olan etilen tereftalat
monomerinin tekrarlanmasindan olusur. Termoplastik bir regine olan PET’in seffaf yapida,
yiiksek dirence sahip, tamamen geri donistiiriilebilir olmasi, gaz ve nem bariyeri gorevi
tagimasi gibi Ozellikleri; basta gazli icecek sisesi olmak {izere gida ve diger bir¢ok sektorde
oldukga fazla kullanilmaktadir (Ji, 2013; Crippa ve Morico, 2019). Oldukga genis bir kullanim
ve uygulama yelpazesine sahip oldugundan PET, geri doniistiiriilebilir malzemeler arasinda en

degerli olanlardan biridir (Sinha ve dig., 2010; Bartolome, 2012; Malik ve dig., 2016).
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PET’in monomerik ham maddeleri mono etilen glikol (MEG) ile tereftalik asit (TPA) olup, bu
bilesenler petrol rafinerilerinin yan trtinlerinden tiiretilmektedir. TPA ve MEG monomerleri
arasinda meydana gelen polimerizasyon tepkimesi sonucunda PET monomeri elde edilir (Sekil

2.3). Tekrarlayan PET monomerleri bir araya gelerek PET polimerini olusturur.

OH  tereftalik asit etilen glikol 7 PET
J

Sekil 2.3: TPA ve MEG molekiillerinin polimerizasyon tepkimesi ve PET olusumu (Kaynak: Fawzy ve
dig., 2018).

2.2.1. Plastik Sektoriinde PET

Plastikler kullanim alanlar1 itibariyle bugiin diinyada ¢ok 6nemli bir yere sahiptir, dyle ki
plastiklerin veya sentetik organik polimerlerin var olmadigi bir diinya diisiiniilemez hale
gelmistir. Oysa bu triinlerin biiyilik 6lgekte tiretimi ve kullanimi 1950°1li yillar gibi ¢ok yakin
tarihlere dayanmaktadir. 20. yy baslarinda bakalit gibi sentetik plastikler ortaya ¢ikmis olsa da,
bu ve benzeri plastik maddelerin askeriye disinda yaygin kullanimi ancak II. Diinya Savasi

sonrasinda baglamistir (Geyer ve dig., 2017).

Plastiklerin giinliik hayatin her yerinde kullanilir hale gelmesinin sonucunda plastik endiistrisi
355 milyar Euro ciro ve 1,5 milyodan fazla personel istthdami ile Avrupa’nin en 6nemli 7.
sektorii haline gelmistir (Plastics Europe, 2018). Plastiklerin pazardaki en biiyiik pay1 ambalaj
sektoriine aittir. Ambalaj sektorii tek kullanimlik kaplara kiiresel bir ge¢is sonucu oldukga hizli
bir biiyiime gostermistir. 1960 yilinda kat1 atiklar i¢erisinde plastiklerin kiitlece oran1 %1 iken;
orta ve yiiksek gelirli tilkelerde bu oran 2005 yilinda %10’un tizerine ¢ikmistir (Jambeck ve
dig., 2015). 2015 yilina gelindiginde diinyadaki en 6nemli sektdrlerden birini olusturan ambalaj
tirtinleri 261 milyar dolarlik ihracat hacmine ulagirken, 2019 yilina gelindiginde ise bu rakam
300 milyar dolara ulasmistir (Thracat Genel Miidiirliigii: Maden, Metal ve Orman Uriinleri Daire
Bagkanlig1, 2020).

PET en ¢ok sise tiretiminde kullanilmaktadir. Global PET sise pazar1 2019 yilinda 12,7 milyon
ton kapasitelik iiretim hacmine ulagmistir. Polipropilen (PP), yiiksek yogunluklu polietilen
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(HDPE) ve polivinil Kloriir (PVC) gibi plastik tiirlerinden {iretilen siselere kiyasla PET’ten
tretilmis siseler ¢ok daha dayanikli, hafif ve uygun maliyetli olup; seffaf olmasi, reaktif
olmamasi ve termal kararliliga sahip olmasi gibi 6zellikleri sebebiyle tercih edilmektedirler.
Geri doniistiiriilebilir olmasi ve tekrar tekrar kullanilabilmesi sebebiyle PET iiriinlerin tiretim

maliyetleri daha da diismektedir (IMARC, 2019).

Diinya genelinde oldukca sik kullanilan PET tiirli plastigin sektorlere gore kullanim oranlari

Sekil 2.4’teki grafikte verilmistir.

SEKTORE GORE KURESEL PET KULLANIMI

Gida Harici Uriin
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Diger icecekler

19% Gida

9%

Film & Levha
14%

Sise Su
26%

Gazh Alkolsiiz
icecek
26%

Sekil 2.4: Farkli sektorlere gore PET tiirii plastik tiikketiminin dagilimi. Yil: 2016, toplam tiiketim: 23.5
milyon ton (Plastics insight, 2018).

2.2.2. PET Geri Doniisiim Yontemleri

PET’in kullanim miktar1 1990’11 yillarin sonlarinda 14 milyon ton iken, gecen 20 yil igerisinde
biiytik bir artis gostererek 2011 yilinda 60 milyon tona (Pazsun ve Spychaj, 1997; Lepoittevin
ve Roger, 2011), 2016 yilina gelindiginde ise 422 milyon tona ulasmistir (PAGEV, 2017). Bu
nedenle bu kadar ¢ok kullanilan bir maddenin olusturdugu atik orani da son derece yiiksek
diizeylere ulagsmistir. Bu atiklarin ¢evre i¢in olusturdugu tehdit ve mali kayiplar gz Oniine
alindiginda, PET’in uygun yontemlerle geri doniisiimiiniin saglanmasi kagmilmaz hale

gelmistir. PET’in geri dontstiiriilerek yeniden kullanilmasinin CO2 emisyonunu azalttigi ve
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enerji dengesi lizerinde olumlu etkilerinin oldugunun bilinmesi de PET’ten {iretilen
materyallerin geri doniistliriilmesi konusunu olduk¢a énemli hale getirmistir (Chilton ve dig.,
2010; Farmer, 2013; Intini ve Kiihtz, 2011; Amienyo ve dig., 2012; Almeida ve dig., 2010). Bu
nedenle, PET’in etkin ve ekonomik sekilde geri doniisiimiinii saglamak amaciyla bazi fiziksel

ve kimyasal yontemler gelistirilmistir (Sekil 2.5).

PET Geri
Doniistim
Yontemleri
B — T 1
i Enerji
Fiziksel Y St
(Ugtinciil) (Dérdiinciil)
|
1 1 1 ‘ 1
Re-ekstriizyon Mekanik . L
L . Solvoliz Piroliz
(Birincil) (Ikincil)

Sekil 2.5: PET geri doniigiimiinde kullanilan yontemler.

Birincil Geri Doniisiim (Re-ekstriizyon): Temiz ve bagka atiklarla kontamine olmamus, tek
tip plastik atiklarin yeniden sekillendirme (re-ekstriizyon) dongiisiine sokularak geri
dontistirildiigi prosestir (Al-Salem ve dig., 2009). Bu islem igin, orjinal ham maddeler ile ¢ok
benzer Ozellikler tasiyan hurda plastikler kullanilir (Al-Salem, 2009). Yeniden sekillendirme
islemi sonrasinda ortaya ¢ikan maddenin ham plastikle karistirilarak veya ikinci sinif ham
madde olarak kullani1ldig1 bu yontem, temiz baslangic materyali gereksinimi sebebiyle ¢ok sik

tercih edilmemektedir (Barlow, 2007).

ikincil (Mekanik) Geri Déniisiim: Plastik maddenin kirleticilerden ayrilarak graniiller haline
getirildigi prosestir. Bu islem sirasinda plastik madde diger atiklardan ayristirildiktan sonra
kiiciik pargalara ayrilir ve eritildikten sonra yeniden sekillendirilir (Sinha ve dig., 2010). Bu
uygulamalar esnasinda plastigin polimer yapisinda herhangi bir degisiklik meydana gelmez.
Ancak ikincil geri donilisiim prosesi sirasinda uygulanan her islem sonrasinda plastik iiriinde

bozulmalar meydana gelir. Bu nedenle ikincil geri doniisiim sonrasi ortaya ¢ikan plastik
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maddeler gida ile temas eden iiriinlerin tretiminde kullanilamamaktadir (Food and Drug

Administration, 2006).

Uciinciil (Kimyasal) Geri Doniisiim: Uciinciil (kimyasal) geri doniisiim, PET’in polimer
formunun bozularak monomerik ya da oligomerik ham maddelerine ayrildig1 depolimerizasyon
stireglerinden olusur. Bu depolimerizasyon stiregleri solvoliz (¢oziictiler yardimiyla bozunma)
veya piroliz (oksijen, hava veya vakumsuz ortamda 1s1 ile bozunma) ile gergeklestirilir (Sinha
ve dig., 2010). Kimyasal geri donilisiimde plastik malzeme monomerlerine (tam pargalama)

veya oligomerlerine (kismi pargalama) kadar pargalanabilir (Malik ve dig., 2016).

Dérdiinciil (Enerji) Geri Doniisiim: Plastik atiklarin yakilmasi yoluyla enerji igeriginin geri
kazanildig1 yontemdir. Dordiinciil geri doniisiim; toplanmasi ve ayristirilmasi zor, yiiksek
maliyetli ya da tehlikeli olan plastik atiklarda depolanan kimyasal enerjinin termal enerjiye
donistiirtilmesi islemidir. Bu islem sonucunda plastik atiklardan 1s1 enerjisi elde edilmektedir
(Tayyar ve Ustiin, 2010). Ancak bu yontemin temeli olan yakma islemi sirasinda agiga ¢ikan
kotii koku rahatsiz edicidir ve genellikle toksiktir. Bu nedenle insan ve ¢evre sagligi i¢in zararl

olabilecek sonuglar dogurur.

Birincil, ikincil, li¢iinciil ve dordiinciil geri doniisiimiin baslangi¢ materyalleri ve son iiriinleri

Sekil 2.6°da verilmistir.

ikincil
Malzeme
. e e o
Ugiincll Geri Donisim top
Sekil
MONOMER ‘ POLIMER SON URUN ‘ ATIK ‘ ENERJI

Dérdiincil Geri
Birincil Geri Déniisiim (Mekanik) Déniisim

Ikincil Geri Dénisim (Mekanik)

2.6: Plastik geri doniisiim yontemleri sonrast olusan son iiriinler (Tasdelen ve Oran, 2017).
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2.3. PLASTiK PARCALAYICI BAKTERIYAL VE FUNGAL ENZIMLER

Polimer yapilar insan eliyle optimum malzeme O6zelliklerine ulasmak {izere tasarlandigi igin
oldukga dayaniklidir ve bunun bir sonucu olarak bir¢ok plastik tiirii mikroorganizmalar yoluyla
parcalanamaz. Evrimsel siirecte, insan eliyle iretilmis bu malzemeleri depolimerize edecek
uygunlukta biyolojik araglar gelismemistir. Bunun bir sonucu olarak da genellikle birgok
plastik biyolojik yontemlerle geri doniistiiriilemez ve dogada etkin sekilde bozunmaya

ugramasi oldukga zordur (Miiller ve dig., 2005).

Ancak bununla birlikte, genellikle yaglardaki esterleri pargaladigi bilinen ekstraseliiler
enzimler olan bazi lipazlarin, alifatik poliesterlerin bazilarinda yer alan ester baglarina etki

ederek bu tiir malzemeleri depolimerize edebildigi bildirilmistir (Tokiwa ve Suzuki, 1977).

PET’in geri doniistimii i¢in ise 2.2.2°de anlatildigi tizere fiziksel ve kimyasal uygulamalarin yer
aldig1 birkag farkli yontem gelistirilmis olmakla birlikte, bu yontemler arasinda &zellikle
tigtinciil (kimyasal) geri doniisiim monomer diizeyinde geri doniisiimiin miimkiin oldugu bir
uygulama olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte kimyasal geri doniisiim, ¢ok biiyiik 6lcekli
ve ¢ok asamali par¢alama siiregleri gerektiren; yiiksek sicaklik uygulamalari ile fazla miktarda
enerji tiiketen yliksek maliyetli bir yontem olarak goze ¢arpmaktadir (Miiller ve dig., 2001;
Grause, 2003).

Ancak kimyasal iglemlerin aksine, PET’in enzimatik yolla monomer ya da oligomer diizeyinde
hidrolizi daha diisiik sicaklik ve daha optimal pH kosullarinda gergeklesebilir. Bu nedenle de
biyolojik kaynaklardan elde edilen enzimlerle yapilan par¢calamada, kimyasal PET hidrolizine
gore ¢cok daha az enerji ve ek kimyasal tiikketimi s6z konusudur (Miiller ve dig., 2005). PET’in
enzimatik yolla hidrolizi, diger yontemlerdeki eritme temelli yaklagimin aksine PET malzeme
ylzeyinde meydana gelen erozyon olarak siireci olarak tanimlanir (Figueroa ve dig., 2006;
Herzog ve dig., 2006). Erozyon siireci ise, enzimin PET iizerindeki baglara etki ederek

malzemenin yiizeyinden monomer ve oligomerleri koparmasi olarak tanimlanabilir.

Bugiine kadar birka¢ organizmada PET parcalayici aktiviteye sahip enzimlerin salgilandigi
bildirilmistir. Miiller ve dig., 2005 yilinda Thermobifida fusca’da bulunan TfH (Thermobifida
fusca hidrolaz) enzimi ile ilk kez PET’in bir enzim ile parcalanabilecegini gostermistir. TfH
enziminin 55°C’de bir hafta boyunca PET ile muamelesi sonucunda %50°lik bir par¢alama

verimi gézlenmistir. Bu gelismeden sonra PET parcalanmasinda ytiksek aktiviteye sahip enzim
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arayis1 diger Thermobifida tiirleri tizerinde de yogunlasmis ve birka¢ PET pargalayici enzimin
daha varlig1 saptanmistir (Herrero Acero ve dig., 2011; Ribitsch ve dig. 2012); ancak yapilan
caligmalar sonucunda bu enzimlerin TfH kadar etkin olmadigi gézlenmistir. 2014 yilina
gelindiginde ise Sulaiman ve dig.’nin yaptigi c¢alismada yaprak dali kompostu
metagenomundan elde edilen ve TfH’a %57.4 dizi benzerligi gosteren LCC (LC-kiitinaz)
enziminin varhigi gosterilmistir. LCC, 70°C’de 24 saat boyunca PET ile inkiibasyon sonrasinda
%25’lik bir parcalama verimi gostermistir. Kawai ve dig.’nin 2014 yilinda yaptig1 ¢calismada
ise Saccharomonospora viridis organizmasindan elde edilen bir kiitinaz olan Cut190 (kiitinaz-
benzeri enzim) ile PET’in 63°C’de inkiibasyonu sonucunda %27’ye varan pargalama verimi
oldugu bildirilmistir. PETaz enziminin katalitik aktivitesinin Tablo 2.1°de yer alan ve PET
tizerindeki yiiksek hidroliz aktivitesi ile bilinen enzimlerden TfH’a gore 380, LC-kiitinaz
(LCC)’a gore ise 48 kat daha fazla oldugu belirtilmistir (Yoshida ve dig., 2016). Simdiye kadar
tanimlanmis olan PET hidrolize edici bakteriyal ve fungal enzimlerden bazilar1 Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1: PET’i hidroliz edebilen enzimler ve tiretildikleri mikroorganizmalar.

Enzim Mikroorganizma Kaynag GenBank No Referans
TfH Thermobifida fusca AJ810119.1 Miiller ve dig., 2005; Kleeberg ve
dig., 2005
Thc_Cutl Thermobifida cellulosilytica ADV92526.1 Herrero Acero ve dig., 2011
Thh_Est Thermobifida halotolerans AFA45122.1 Ribitsch ve dig., 2012
Tcurl278 Thermomonospora curvata ACY96861.1 Chertkov ve dig., 2011; Wei ve
dig., 2014
Tcur0390 Thermomonospora curvata CDNG67545.1 Wei ve dig., 2012
Cut190 Saccharomonospora viridis AB728484 Kawai ve dig., 2014
LC-kiitinaz Yaprak dali kompostu AEV21261.1 Sulaiman ve dig., 2014
metagenomu

PETaz Ideonella sakaiensis GAP38373.1 Yoshida ve dig., 2016
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2.3.1. PETaz Enzimi

Yoshida ve dig., 2016 yilinda PET atiklar iizerinde yaptiklari ¢alismalar sonucunda PET'i
hidroliz edebilme yetenegindeki Ideonella sakaiensis organizmasini tanimlanmiglardir.
Ideonella sakaiensis; sadece PET’i tek karbon kaynagi olarak kullanan gram-negatif bir bakteri
turtidiir. (Yoshida ve dig., 2016). Yapilan bu ¢calismada Ideonella sakaiensis bakterisi tarafindan
salgilanan ve daha once literatiirde bildirilmemis iki adet yeni enzim varlig: kesfedilmistir: PET
hidrolaz (PETaz 3.1.1.101) ve MHET hidrolaz (MHETaz 3.1.1.102) I. sakaiensis tarafindan
salgilanan her iki enzimin de PET tiirii plastigin parcalanmasinda asamali ve sinerjistik olarak
aktivite gosteren enzimler oldugu gosterilmistir. Bu iki enzim birlikte ¢alisarak PET’1 TPA
(Tereftalik asit) ve MEG (monoetilen glikol) gibi toksik olmayan petrol tiirevli monomerik ham

maddelerine kadar indirgemektedir (Yoshida ve dig. 2016; Austin ve dig., 2018).

Ozellikle son on yilda, PET'i depolimerize eden enzimlerin varligindan ve ¢alisma
mekanizmasindan bahseden ¢ok sayida temel ¢alisma yapilmistir (Zheng, ve dig., 2005; Miiller
ve dig., 2005; Sharon C. ve Sharon M, 2017). Ancak yapilan bu ¢alismalardan da hareketle,
bilindigi kadariyla ldeonella sakaiensis bakterisinin kesfine kadar, PET’in hiicre disinda
enzimatik olarak ham maddelerine ayristirilmasinin  tek bir organizma tarafindan

gergeklestirildigi daha 6nce saptanmamistir (Austin ve dig. 2018).

PETaz enziminin PET {izerindeki hidroliz aktivitesi sonucunda MHET (mono-etilen tereftalat)
ve eser miktarda da TPA a¢iga ¢ikmaktadir. MHETaz enzimi ise bu reaksiyon sonrasinda agiga
¢ikan MHET’i TPA ve MEG’e doniistiirmektedir. ldeonella sakaiensis organizmasi tarafindan
salgilanan ve sinerjistik olarak ¢alisan (Austin ve dig., 2018) PETaz ve MHETaz enzimlerinin

PET tiirli plastik iizerindeki hidroliz etkisi Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7: ldeonella sakaiensis tarafindan salgilanan PETaz ve MHETaz enzimlerinin PET
depolimerizasyon mekanizmasi (Kaynak: Taniguchi ve dig., 2019’dan diizenlenmistir).

Ideonella sakaiensis tarafindan iiretilen dogal PETaz enzimi, 290 aminoasit uzunlugunda,
30,247 kDa molekiiler agirliga sahip esterazlar sinifina giren iiretildikten sonra hiicre digina
salgilanan (ekstraseliiler) hidrolitik bir enzimdir. Yapilan galismalarda PETaz enziminin
optimum ¢aligma sicaklig1 40°C, optimum ¢aligsma pH’1ise 9.0 olarak bildirilmistir (Liu ve dig.,
2019).

PETaz enziminin diger PET pargalayici enzimlerden farkli olarak 2 adet disiilfit bag1 icerdigi
bilinmektedir. Bu iki disiilfit bag1 sayesinde PETaz enziminin daha kararli yapida oldugu ve
buna bagli olarak diger PET pargalayici enzimlerden daha yiiksek etkinlige sahip oldugu
bilinmektedir (Joo ve dig., 2018). PETaz enziminin tasidig1 disiilfit baglari: Cys273 - Cys289
ve Cys203 - Cys239 aminoasitleri arasinda yer alir. Enzimde bulunan disiilfit baglar1 ve bu

baglarin enzimin 3 boyutlu yapisindaki yerleri Sekil 2 .8’de verilmistir.

CYS 273

CYS 289

Sekil 2.8: PETaz enziminin 3 boyutlu yapisi tizerinde disiilfit baglarinin yeri.
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PETaz enziminin PET ile gergeklestirdigi hidroliz reaksiyonu:

(etilen tereftalat), + HoO == (etilen tereftalat),.. + MHET seklindedir (Sekil 2.9)

H

N L \ . +

PET_ H,0 MHET H

Sekil 2.9: PETaz enziminin PET {izerindeki enzimatik aktivitesi. PETaz enziminin potansiyel hidroliz
bolgeleri ok ile isaretlenmistir (Chen ve dig., 2018), (Kaynak: UniProt AOAOK8P6T7’dan
diizenlenmistir.).

2.3.2. PETaz Enziminin Rekombinant Uretimi Calismalar1

PETaz enziminin verimli ve etkin bir sekilde rekombinant yolla iiretimine yonelik ¢aligmalar
bulunmakla birlikte bunlarin sayisi olduk¢a azdir. Ideonella sakaiensis endiistriyel 6lg¢ekte
PETaz enzimi lretimine uygun olmadigindan, farkli stratejiler ile rekombinant iiretim

calismalar1 gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismalardan, endiistriyel enzim iiretimi i¢in siklikla tercih edilen konak organizmalardan
olan E.coli’de PETaz enzimi iiretimi i¢in farkli sinyal dizilerinin denendigi, Seo ve dig.’nin
2018’de yayinladig1 calismada olduk¢a 6nemli sonuglar elde edilmistir. Bu ¢calismada PETaz
enziminin E.coli’de verimli sekilde tiretimi igin farkli sinyal peptitleri ile PETaz enzimi iiretimi
icin deneyler gergeklestirilmistir. Bunun igin E.coli’de iiretilen proteinin hiicre disina
salgilanmasini sagladigi1 bilinen PelB, MalE, LamB, SurA, DsbA ve TolB sinyal dizilerinin ayr1
ayri PETaz genine eklenmesi ile olusturulan genetik tasarimlar ile denemeler yapilmistir.
Protein izolasyonlarinin 1 L’lik hiicre kiiltiirlerinden yapildig1 ¢alismada en iyi tiretim verimi,
PETaz genine MalE (3.0 mg toplam protein) ve LamB (6.2 mg toplam protein) sinyal dizilerinin
eklendigi kiiltiirlerden elde edilmistir. Ayn1 ¢alismada yapilan sitosolik enzim {iretiminden elde

edilen protein miktarinin ise 4.0 mg oldugu belirtilmistir.

E.coli gibi, rekombinant protein iiretiminde dnemli bir konak organizma olan ve irettigi
proteinleri besiyerine salgilama mekanizmasi sebebiyle Onemli bir endiistriyel iiretim
potansiyeli tastyan Bacillus tiirleri ile de PETaz enzimi tiretim denemeleri gergeklestirilmistir.

Huang ve dig.’nin 2018’de yayinladigi calismada, PETaz enzimi Bacillus subtilis 168
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organizmasinda rekombinant olarak tretilmistir. Enzimin iretildikten sonra hiicre disina
salgilanmasi igin SPyvbn, SPphop, SPamye, SPepr V& SPsacs olmak iizere, Bacillus irkina ait 5
farkli sinyal dizisi kullanilarak denemeler yapilmistir. Ayn1 zamanda PETaz enziminin orijinal
sinyal dizisi kullanilarak da iiretim denemesi yapilmis ve bu sinyal dizisi SPpetase Olarak
adlandirilmistir. 20 mL’lik hiicre kiiltiirlerinden izole edilen enzimlerle yapilan ¢alismalar
sonucunda en iyi verimin 15 mg/L ile SPpeTase sinyal peptidinin kullanildig1 enzime ait oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar; farkli bir bakteri tiiriine ait oldugu halde
PETaz geninin orijinal sinyal dizisinin, Bacillus irkina ait sinyal dizilerine kiyasla daha yiiksek

izolasyon verimine sahip oldugunu géstermektedir.

Bakterilere ek olarak, ¢cevre dostu mikroorganizmalar gelistirmek ve yerinde biyoremediasyon
uygulamalarinda kullanmak tizere oldukga sik kullanilan algler de rekombinant PETaz enzimi
tiretimi i¢in kullanilmigtir. Bu ¢aligmalara ilk 6rnek olarak Moog ve dig.’nin 2019°da yaptigi
calismada, PETaz enzimi Phaeodactylum tricornutum’da rekombinant olarak iiretilmistir. Tek
hiicreli bir 6karyot olan diatom P. tricornutum, tuzlu su bazli ortamlarda CO3 tiiketerek hizli
sekilde iireyebilmesi ve rekombinant DNA ¢alismalarina uygunlugu nedeniyle bu ¢alismada
aragtirmacilar tarafindan tercih edilmistir. P. tricornutum un genomuna genlerin kolaylikla
eklenebilmesi ve uygun kosullar altinda indiikleme yapilarak yiiksek miktarda gen iiriinii elde
edilebilmesinin (Daboussi F. ve dig., 2014; Nymark M. ve dig., 2016; Hempel F. ve Maier UG.,
2016) de bu ¢alismada kullanilan konak organizmanin sahip oldugu diger bir avantaj olarak
belirtilmistir. Yapilan calismalar sonucunda 5 g’lik PET substratinin, PETaz geninin
klonlandig1 rekombinant P. tricornutum hiicrelerinin bulundugu 50 mL’lik kiltir ile
inkiibasyonunun 10. giliniinde tamamen parcalandigir bildirilmistir. Bu calisma, PETaz
enziminin endistriyel kullanima ydnelik olarak iiretimi yerine, ¢evre dostu ve degisen ortam
kosullarina dayanikli mikroorganizmalar kullanilarak yerinde atik yonetimi i¢in kullanilmasi

adina 6nemli sonuglar icermektedir.

P. tricornutum’da yapilan c¢aligmalarin ardindan C. reinhardtii ile PETaz enziminin
rekombinant {iretimi gergeklestirilmistir. Kim ve dig.’nin 2020 yilinda yayiladigi ¢alismada,
PETaz enzimi yesil bir mikroalg olan Chlamydomonas reinhardtii’ye aktarilmis ve
rekombinant olarak iiretilmistir. Arastirmacilar, tek hiicreli fotosentetik bir mikroorganizma
olan C. reinhardtii’yi (Harris EH., 2009); GRAS (Generally Recognized as Safe — Genel Olarak

Glivenilir) olarak kabul edilmesi ve bu nedenle ¢evre dostu biyoremediasyon c¢aligmalari i¢in
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uygun olmasi sebebiyle tercih ettiklerini belirtmislerdir. C. reindhardtii ile karsilastirildiginda
Moog ve dig.’nin 2019’da PETaz iiretimi i¢in kullandig1 P. tricornutum’un biiyiime hizinin
diisiik olmasi, yiiksek tuzluluk ve diisiik sicaklik gerektiren ortamlarda iiremesi ve besin olarak
silika kullanmasinin dezavantaj oldugu belirtilmistir. PETaz geninin aktarildigi C.
reinhardtii’ye ait her 10 mL hiicre kiiltiiriinden izole edilen total protein miktarinin 1.6 ila 2.75
mg arasinda degiskenlik gosterdigi (kiiltiir kosullar1 ve kiiltliirleme siiresine gore) belirtilmistir.
Fakat calismada PET parcalama deneyleri i¢in saf enzim kullanilmamis olup, toz ve film
formundaki farkli PET substratlart dogrudan hiicre kiiltiirleri ile muamele edilerek enzim
etkinliginin analizi yapilmistir. Elde edilen reaksiyonlardan PET film substratlarinin analizi i¢in
SEM (Scannig Electron Microscopy), toz PET substratlarinin analizi i¢in ise HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) yontemleri kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda
PETaz enziminin aktarildig1 C. reinhardtii’nin, PET substratlar tizerinde pargalayici aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir. Daha 6nce P. tricornutum ile yapilan ¢alismada ayni miktarda
PET’in 10 giinde tamamen pargalandig1 belirtilirken, C. reinhardtii ile yapilan bu ¢alismada

ayni reaksiyonun tamamlanmasi 4 hafta stirmiistiir.

Son olarak, Wang ve dig.’nin 2020°de yaptig1 calismada ise PETaz geni Bacillus subtilis
WB600 bakterisinde rekombinant olarak tiretilmistir. Hiicre disina salgilanan enzim verimini
artirmak i¢in bu ¢alismada Bacillus irkina ait SPapre, SPapr, SPBpra, SPsacc Ve SPamy olmak tizere
5 farkli sinyal peptidi ile enzim iiretimi denemeleri yapilmis, ek olarak PETaz enziminin orijinal
sinyal dizisini (SPpeTase) tasiyan PETaz geni ile de enzim iiretimi gerceklestirilmistir. Her
kiiltiiriin besiyerine salgiladigi enzim miktart Western Blot deneylerinde elde edilen bantlara
gore yorumlanmistir. Bunun sonucunda en yiiksek enzim konsantrasyonunun SPamy sinyal
peptidi tasiyan genin aktarildigi kiiltiirde; en diisiik konsantrasyonun ise SPpeTase Sinyal dizisini
tasiyan genin aktarildigi kiiltiirde oldugu belirtilmistir. Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen protein
miktarlar1 bu ¢alismada belirtilmemis olup, SPamy sinyal peptidini tagsiyan PETaz enziminin p-
nitrofenil palmitat substrati iizerindeki enzimatik aktivitesinin 3104 U/mL oldugu

gosterilmistir.

Yukaridaki calismalardan da anlagilacagi gibi, yerinde biyoremediasyon icin degisken
kosullara adapte olabilen farkli mikroorganizmalar iizerinde rekombinant iiretim denemeleri
yapilmis olsa da, PETaz enziminin endiistriyel tiretiminin hedeflendigi ¢alismalarda bakteriyal

konak organizmalarin daha ¢ok tercih edildigi goriilmektedir. Bakteriyal konak organizmalar
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arasindan E.coli, PETaz enzimi gibi ticari oneme sahip ¢ok sayida enzimin tretimi igin
kullanilan bir model organizma olup, bu ¢alismada da PETaz enziminin {iretimi i¢in konak

organizma olarak sec¢ilmistir.
2.4. BIYOINFORMATIK

Biyoinformatik; terim olarak kez Paulien Hogeweg ve Ben Hesper tarafindan 1970 yilinda
kullanilan (Hesper ve Paulien, 1970), biyolojik verilerin anlasilmasi ve islenmesi amaciyla
yontemler ve yazilim araglari gelistirmek i¢in bilgisayar bilimi, matematik, istatistik ve

miihendislik bilimlerinden yararlanan multidisipliner bir bilim dalidir (Devi B., 2015).

Biyoinformatigin kullanim amaclari1 asagidaki temel hedefler dogrultusunda gruplanir (Biharee

ve dig., 2018):

1- Arastirmacilarin mevcut bilgilere ulasabilmesi icin veritabanlar1 saglamak ve yine

arastirmacilarin bu veritabanlarina bilgi girigi yapabilmesine olanak vermek.

2- Niikleotid ve amino asit dizileri, proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari gibi 6nemli biyoinformatik

verilerin analizini ve tanimlanmasini miimkiin kilan bioyinformatik araglar sunmak.

3- Biyoinformatik araglar yardimiyla elde edilen yeni verileri analiz ederek, deneysel uygulama
oncesinde biyolojik olarak anlamli sonuglar elde edecek sekilde yorumlamak ve deneysel

tahminler yapmak.

Rekombinant proteinlerin deneysel yontemlerle degerlendirilmesi hem zaman hem de maliyet
alicidir (Childers ve Daggett, 2017; Saadi ve dig., 2017). Bu nedenle, rekombinant tiretimi
hedeflenen proteini sentezlenmeden Once proteinin; primer (birincil), sekonder (ikincil) ve
tersiyer (lglinciil) yapisi, ¢ozinirliigli, fiziksel ve kimyasal ozellikleri gibi o6zellikleri
biyoinformatik ydntemlerden yararlanilarak analiz edilmelidir. Uretimi hedeflenen protein
dizisi lizerinde yapilacak tiim degisiklikleri deneysel ortamda ayr1 ayr1 analiz etmek hem ytiiksek
maliyetli hem de pratik olarak miimkiin olmadigindan; biyoinformatik analiz asamasinda
proteinin stabilitesi, 6zgilligii, belirli bir maddeye kars1 afinitesi ya da deneysel olarak
istenmeyen baska bir 6zelliginin iyilestirilmesi amaciyla biyoinformatik araglarla bir veya

birden fazla degisiklik yapilir ve ardindan yapilan bu degisiklikler deneysel ortamda analiz
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edilir (Rezaie ve dig., 2019). Deneysel calismalarin basariya ulagsmasi i¢in yapilan

biyoinformatik analizler asagidaki gibi siniflandirilabilir (Biharee ve dig., 2018).

e Yap: Analizleri: Niikleik asit ve protein yapi tahmini, proteinlerin yapisal olarak
siniflandirilmasi ve protein yapi karsilagtirmalari.

e Dizi Analizleri: Genom karsilastirma, dizi veritabani tarama, hizalama.

e Islev Analizleri: Metabolik yolaklarin modellenmesi, protein etkilesimi tahminleri ve

proteinlerin hiicre i¢i konumlari.

Biyoinformatik analizlerde siklikla bagvurulan biyoinformatik veritabanlarindan bazilar

asagidaki tabloda verilmistir (Luscombe ve dig., 2001).

Tablo 2.2: En ¢ok kullanilan biyoinformatik veri tabanlari.

Veritabam URL
Protein Dizisi:
SWISS-PROT www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html
PIR-International www.mips.biochem.mpg.de/proj/protseqdb
Makromolekiiler Yapi:
Protein Data Bank (PDB) www.rcsh.org/pdb
Nucleic Acids Database (NDB) ndbserver.rutgers.edu/
Niikleotit Dizileri:
GenBank www.nchi.nlm.nih.gov/Genbank

EMBL www.ebi.ac.uk/embl


http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html
http://www.rcsb.org/pdb
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BAKTERI IRKLARI

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda 2 farkli Escherichia coli bakterisi kullanildi. Bunlar E.
coli DH5a ve E.coli SHuffle (NEB, C3029J) irklaridir. E.coli DH5a bakterisi Istanbul
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde bulunan Maya Genetigi,
Teknolojisi ve Genomik Arastirmalar Laboratuvari’ndan Eyliil 2018’de temin edildi. E. coli
DH50 1rki; PETaz genini tasiyan klonlama vektoriiniin (pTZ57R/T-PETaz), ekspresyon
vektoriiniin (pET26b) ve rekombinant DNA molekiiliiniin (pET26b-PETaz) daha sonraki

calismalarda kullanilmak {izere ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi.

E. coli SHuffle ise, bu ¢alismada olusturulan rekombinant DNA igerisine klonlanan PETaz
geninden enzim tiretimi i¢in kullanild1 ve tiretici firmadan (NEB, C3029J) s1vi1 ¢6zelti igerisinde

temin edildi. Enzim tiretimi i¢in E.coli SHuffle’in se¢ilmesindeki en 6nemli etkenler:

e Transformasyon etkinliginin yiiksek olmas1 (pUC19 DNA’s1 igin 1x10°),
e Yiksek verimde protein liretimini saglayan T7 ekspresyon sistemine sahip olmasi ve
e Disiilfit baglariin olugmasini saglayan DsbC proteinini yapisal olarak tiretebildigi i¢in

sitoplazma igerisinde disiilfit katlanmalarin1 yapabilme yetenegine sahip olmasidir.
Her iki irkin genotipi Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1 : Calismada kullanilan E. coli DH5a ve E. coli SHuffle irklarinin 6zellikleri.
Irk Genotip

E. coli DH5a F/endAlhsdR17(r-kmk+)supE44thi- 1recAl gyrA(nalr)relA1A(lacZY A-arg
FU169deoR[080 dLacA(LacZ)M15]

E. coli SHuffle thuA2 lacZ::T7 genel [lon] ompT ahpC gal Aatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, laclq)
AtrxB sulA11 R(mer-73::miniTn10--TetS)2 [dem] R(zgb-210::Tn10 --TetS) endAl
Agor A(merC-mrr)114::1S10
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3.2. BESIiYERLERI

Calismada kullanilan her iki E. coli k1 i¢in de Luria-Bertani (LB) besiyeri hem siv1 (Luria-
Bertani Broth-LBB ) hem de kati (Luria-Bertani Agar-LBA) bigimde hiicre ¢ogaltma, stok
yapma ve transformant se¢imi gibi farkli deneysel amaglar i¢in kullanildi. Besiyerinin icerigi
Tablo 3.2°de verildi. SOC (Super Optimal Broth with Catabolic Repression) besiyeri ise glukoz
igerigi sebebiyle (Tablo 3.3) transformasyon verimini artirmak amaciyla tiim transformasyon

islemlerinden sonra hiicre iiretimi i¢in kullanildu.
3.2.1 Luria Bertani Besiyeri

E. coli hiicrelerinin ¢ogaltilmasi, transformasyon sonrasi se¢im ve uzun siireli hiicre kiiltiirii
stoklarmin yapilmasi i¢in kullanilan LB (Luria Bertani) besiyeri, hiicre c¢ogaltimi ve

stoklanmasi i¢in s1v1 Ve transformasyon sonrasi se¢im i¢in kati olarak hazirlandi.

1 litre s1v1 LB besiyerini (LBB) hazirlamak igin 10 g tripton (Biolife, 4122902), 5 g maya 6ziitii
(Biolife, 4122202) ve 10 g sodyum kloriir (Merck, 1.06404.1000) tartilip temiz bir siseye
eklendikten sonra tizerine 800 mL distile su eklenerek tamamen ¢o6ziinene kadar manyetik
karistiricidda karistirildi. Karisim homojen hale getirildikten sonra 1 N NaOH (Merck,
1.06498.1000) ile pH 7.2’ye ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra soliisyonun hacmi distile su ile
1 litreye tamamlandi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak (Shenan, DSX-280KB24)
steril hale getirildi. Hazirlanan LBB besiyeri hiicrelerin gogaltilmasi ve stoklanmasi igin
kullanildi.

LBB besiyerinin bilesenleri Tablo 3.2 de verilmis olup, kat1 besiyerinin (LBA) hazirlanmasi
i¢in ayni tabloda verilen bilesenlere otoklavma yapmadan once 15 g/L bakteriyal agar (Biolife,
4110302) eklendi.

Tablo 3.2 : “Luria Bertani Broth” (LBB) besiyeri bilesimi.

Besiyeri Icerigi Konsantrasyon
(9/L)
Tripton 10
Maya 0Oziitii 5

Sodyum Klortir 10
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E.coli DH5a hiicrelerine pTZ57R/T-PETaz vektoriiniin transformasyonu sonrasi transformant
secimi i¢cin LBA besiyeri hazirlanarak sterilizasyon sonrasi son konsantrasyonu 100 pg/mL
olacak sekilde ampisilin antibiyotigi (Pan Biotech, P60-083910) eklendi. Elde edilen
transformant hiicreleri ¢ogaltmak icin ise yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan LBB
besiyerine yine sterilizasyon sonrast son konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ampisilin
antibiyotigi eklendi. Ampisilinli LBB besiyeri pTZ57R/T-PETaz vektoriinii tasiyan

transformant hiicrelerin ¢ogaltimi i¢in kullanildi.

PET26b vektoriiniin E.coli DH5a hiicrelerine, rekombinant pET26b-PETaz vektoriiniin ise
E.coli DHS5a ve SHuffle hiicrelerine transformasyonu sonrasi transformant se¢imi igin LBA
besiyeri hazirlanarak sterilizasyon sonrasi son konsantrasyonu 50 pg/mL olacak sekilde
kanamisin antibiyotigi (Pan Biotech, P06-04050) eklendi. Elde edilen transformant hiicreleri
cogaltmak icin ise LBB besiyeri hazirlanarak sterilizasyon sonrasi son konsantrasyonu 50
pg/mL olacak sekilde kanamisin antibiyotigi eklendi. Kanamisinli LBB besiyeri hem pET26b
vektoriinii hem de pET26b-PETaz vektoriinii tasiyan transformant hiicrelerin ¢ogaltimi i¢in ayri

ayr1 hazirlanarak kullanildu.
3.2.2. Super Optimal Broth — Katabolit Represyon (SOC)

SOC besiyerinin hazirlanabilmesi ic¢in Oncelikle Super Optimal Broth (SOB) besiyeri
hazirlandi. SOB besiyeri ¢aligmalarda dogrudan kullanilmamakla birlikte, SOC besiyerinin elde

edilmesi i¢in hazirland.

Tablo 3.3 : “Super Optimal Broth” (SOB) besiyeri bilesimi.

Besiyeri Icerigi Konsantrasyon (g/L)
Tripton 20
Maya Oziitii 5
Sodyum kloriir 0,5
Potasyum kloriir 0,186

Magnezyum kloriir 0,95
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1 litre SOB besiyerini hazirlamak i¢in Tablo 3.3’te verildigi tizere 20 g tripton, 5 g maya 0ziiti,
0,5 g sodyum Kkloriir, 0.186 g potasyum kloriir (Merck, K49735336 811) ve 0,95 g magnezyum
kloriir (Merck, A0725033 743) tartilip temiz bir siseye eklendikten sonra tizerine 800 mL distile
su eklenerek tamamen ¢6ziinene kadar manyetik karistiricida karistirildi. Karisim homojen hale
getirildikten sonra 1 N NaOH ile pH 7.0’ye ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra soliisyonun
hacmi distile su ile 1 litreye tamamlandi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edildi. Bakteri hiicrelerinin transformasyona hazirlanmasi ve stoklanmasi igin kullanildi.

Daha sonra hazirlanan 1 L SOB besiyerine 20 mM (3.603 g) glukoz (Neofroxx, 1191KG001)
eklendi. Glukoz igerigi nedeniyle SOC besiyeri otoklavlanmadi. Besiyeri 0.22 pm filtre (GVS,
Syringe filter 0.20 um) ile steril edildi. SOC zengin besiyeri icerdigi glukoz sayesinde
transformasyon etkinligini 6nemli olglide artirdigindan transformasyon sonrasi hiicrelerin

cogaltilmasi i¢in kullanildi.
3.3. PLAZMITLER

Calismada hedef geni ¢ogaltmak i¢in “klonlama”, protein liretimini saglamak i¢in “ekspresyon”

plazmiti olmak tizere iki farkli tipte plazmit vektor kullanildi.

pTZ57R/T bir klonlama plazmiti olup, sentetik PETaz geni bu plazmite klonlanmis olarak
temin edildi (Sentegen, Ankara). pTZ57R/T-PETaz plazmiti PETaz geninin E. coli DH5a

hiicrelerine aktarilarak ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi.

pET26b plazmiti (Novagen, 69862) ise bir ekspresyon plazmiti olup, pTZ57R/T-PETaz
plazmitinden restriksiyon enzimleri ile Kkesilerek ¢ikarilan PETaz geni, ayni restriksiyon
enzimleri ile kesilen pET26b plazmitine klonlanarak rekombinant DNA olusturuldu. Elde
edilen rekombinant plazmit E. coli DH50’da ¢ogaltilarak izole edildikten sonra E. coli SHuffle

bakterisine aktarilarak PETaz enziminin tiretimi i¢in kullanildu.

Bu ¢aligmada kullanilan plazmit vektorlere ait bilgiler Tablo 3.4’de verilmistir.
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Tablo 3.4: Caligmada kullanilan plazmit vektorler.

Plazmit Tiir Biiyiikliik Tasidig1 Antibiyotik Kullamim Sekli
(bg) Diren¢ Geni
pTZ57RI/T Klonlama 2887 Ampisilin' Dogrudan kullanilmadi,
sentetik gen ile birlikte temin
edildi.
pTZ57R/T-PETaz Klonlama 3778 Ampisilin PETaz genini ¢ogaltmak

amactyla dogrudan kullanildi.

pET26b Ekspresyon 5360 Kanamisin' PETaz enzimini tiretmek
amactyla dogrudan kullanildi.

3.3.1. PETaz Genini I¢ceren Klonlama Plazmiti (pTZ57R/T-PETaz)

pTZ57R/T plazmiti E. coli bakterisinde gen ¢ogaltma amaciyla kullanilan ticari bir klonlama
vektorii olup (Sekil 3.1), bu ¢alisma kapsaminda da PETaz geninin ¢ogaltilmasi amaciyla
kullanildi. 2887 bg biiytikligiindeki bu vektore ¢alismalarda dogrudan bir islem uygulanmamig
olup, biyoinformatik olarak yeniden tasarlanan PETaz geni, sentetik olarak iiretilmis ve
pTZ57R/T vektorii igerisine klonlanmis halde temin edildi (Sentegen, Ankara).

(2364) NgoMIV Nael (2366)

BtgZI (2464)
BSaAl (2469)
Dralll (2472)

(1919) XmnI /

Psil  (2597)
(1857) BsaHI

(1800) Scal N

(1798) Tatl (M13 fwd)

EcoRI (2852)
EcoS3kI (2860)
Sacl (2862)
Acc651 (2864)

End  (2888)

Start (1)
BamHI (5)

Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (9)
BmeT1101  (10)

Smal (11)

pTZ57R/T
2887 bp

(1468) NmeAIIT

(1390) BpmI
(1381) Bsal

(1320) AhdI

phl  (
HindIII (41)
(CAP binding site

BspQI - Sapl (311)

ARILIL - Pail (427)

(843) AlwNI
(735) PspFI BseYI (731)

Sekil 3.1: pTZ57R/T plazmiti haritasi. AmpR: Ampisilin direng geni. AMpR promoter: Ampisilin direng
geni promotorii. f1 ori: Faj kokenli Replikasyon orijini. lacZa: Marker gen. lac promoter: Lac
operonuna ait promotor. lac operatdr: Lac operonu. MCS: Coklu klonlama bolgesi. ori: Bakteriyal
replikasyon orijini.
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3779 b¢ uzunlugundaki pTZ57R/T-PETaz plazmiti (Sekil 3.2), E. coli DH50 bakterisine
transformasyon ile aktarilarak ¢ogaltild1 ve bol miktarda elde edildi. Plazmit i¢erisinde bulunan
ve bu calisma kapsaminda biyoinformatik olarak yeniden tasarlanan sentetik PETaz geni
restriksiyon enzimleri ile kesilip agaroz jelde yiiriitiilerek izole edildi ve daha sonraki islemler

i¢in kullanildi.

EcoRI,Eca53kI, SacT, AcchSI, KpnI, Nrul,Bsml +2 Mdel,EcoNI, 5fil, Eagl
Mrel, Sgral
Psil BssHIT

pTZ57R/T + PETase

3778 bp

Sekil 3.2: pTZ57R/T-PETase plazmiti haritasi. AmMpR: Ampisilin direng geni. AmpR promoter:
Ampisilin direng geni promotoril. 1 ori: Faj kokenli Replikasyon orijini. lacZa: Marker gen. lac
promoter: Lac operonuna ait promotor. lac operator: Lac operonu. MCS: Coklu klonlama bolgesi.
ori: Bakteriyal replikasyon orijini. PETase: PETaz geni.

3.3.2. Ekspresyon Plazmiti (pET26b)

Bu caligma kapsaminda ekspresyon plazmiti olarak pET26b kullanildi. pET vektorleri E.
coli’de gen anlatimi igin en ¢ok tercih edilen vektorlerdendir. T7 promotér ve terminator
bolgelerini igerdiginden bu vektorlerin gen anlatimi sistemi “T7 ekspresyon sistemi” olarak
ifade edilir. T7 ekspresyon sistemi hedef proteinin bol miktarda iiretimine olanak tanir.
Anlatimi1 yapilacak olan gene ve bu genin son iirlinline gore segilebilecek ¢ok sayida pET vektor
bulunmaktadir. Bu c¢alismada enzim dretimi i¢in kullanilmak iizere; PETaz geninin
biytikliigiine, PETaz enziminin molekiiler agirhigina, vektoriin igerdigi protein etiketine
(Histidin etiketi) ve konak organizmaya gore en uygun nitelikleri tasidigi belirlenen pET26b
vektorii (Novagen, 69862) segildi.

PET26b vektorii 5360 bg biiyiikliigiinde olup (Sekil 3.3), 119 kDa’a kadar olan proteinlerin

tretimi i¢in uygundur. Ayrica {iretilen proteinin periplazmik bolgeye yodnlendirilmesinin
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gerektigi durumlar i¢in pelB sinyal dizisi icerir. Bu ¢alismada tiretilmesi hedeflenen PETaz
enziminin disiilfit baglarini sitoplazma igerisinde olusturmasi hedeflendiginden, vektorde pelB
bolgesinin bulundugu kisim restriksiyon enzimlerinin kesim boélgeleri igerisinde tutuldu ve
plazmitten kesilerek ¢ikarildi. Boylece gen iiriiniiniin sitoplazmik alanin disina yonlendirilmesi

engellendi.

PET26b-PETaz rekombinant DNA’sin1 elde edebilmek amaciyla; pET26b vektorii E. coli
DH5a bakterisine transformasyonla aktarilarak g¢ogaltildi. pTZ57R/T vektorii igerisinde
bulunan PETaz geni de aym sekilde E. coli DH5a bakterisinde c¢ogaltildiktan sonra bu
vektorden kesilerek ¢ikarildi ve pET26b plazmitine klonlandi. Bu islemler sonucunda elde
edilen rekombinant plazmit PETaz enziminin E. coli SHuffle bakterisinde tretimi igin
kullanildi.

T7 terminator
(5118) DralIl BlpI (80)
\ 6xHis
, PaeR7I - PspXI - XhoI (158)
/ Eagl - NotI (166)
4 _ HindIII (173)

_ Sall (179)
- Eco53kI (188)

(4990) Psil

SaclI (190)

~ EcoRI (192)

—— BamHI (198)

— Ncol (220)
———— Mscl (225)
— BseRI (260)

BfuAl - BSpMI (268)
— Ndel (288)

~(RBS
T Xbal (326)
T7 promoter

~ BglII (392)
" SgrAl (433)

SphI (589)

© BstAPI (797)
— Milul (1114)

" Bell * (1128)
BstEIT (1295}
NmeAIII (1320)

= T
25 o L7
L(/XP—E’_J o ﬂ '
= cgnal SeqUengg &4
— e® 1 /

ac g,
ey,
0 o S

(4417) AsiSI - Pvul

(4291) Smal -
(4289) TspMI - Xmal

(4108) BspDI - Clal ——
(4074) Nrul ——

PET-26b(+)
5360 bp

_ PspOMI (1321)
"~ Apal (1325)

T BssHII (1525)

(3763) Acul ~
Hpal (1620)

(3631) AWNI

s .
/ \
/ .
/ N
/ N
// \\
// \\
y \
(3388) BssSal PshAI (1959)
(3215) PdiI y \ N
/ Y, / | \ FspI - FspAI (2196)
{3099) BspQI - Sa)pIT . / / | PpuMI (2221)
(3019) Ta |

(2986) BStZ17I |
(2960) PAIFI - Tth111l

Sekil 3.3: pET26b plazmiti haritasi. KanR: Kanamisin direng geni. f1 ori: Faj kokenli Replikasyon
orijini. lacZa: Marker gen. lac | promoter: Lac operonuna ait promotor. lac I: Lac operonu
regiilatorii. lac operator: Lac operonu. MCS: Coklu klonlama bdlgesi. ori: Bakteriyal replikasyon
orijini. pelB: pelB sinyal dizisi. rop: Primer represorii.
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3.4. BIYOINFORMATIK TASARIM

Biyoinformatik tasarim islemleri icin Oncelikle PETaz geni, PETaz geninin igerisinde
bulundugu pTZS57R/T klonlama vektorii ve PET26b ekspresyon vektoriinin dizileri
biyoinformatik olarak analiz edildi. Rekombinant DNA fragmentlerinin eldesi i¢in kullanilacak
en uygun restriksiyon endoniikleazlar belirlendi. Restriksiyon enzimleri se¢ilirken bu enzimlere
ait kesim bolgelerinin genin igerisinde herhangi bir bolgede ya da ekspresyon plazmitindeki

MCS (¢oklu klonlama bolgesi) disinda herhangi bir bolgede bulunmamasina dikkat edildi.

I. sakaiensis bakterisine ait PETaz geni (GenBank: AOAOK896T7), E. coli’de dogru formda ve
aktivitedeki PETaz enzimini (E.C. 3.1.1.101) olusturacak sekilde yeniden tasarland1 ve kodon
optimizasyonu yapildi. Kodon optimizasyonu islemleri; GC igerigini %40-60 araligina
getirmek ve CAIl (Codon Adaptation Index - Kodon Adaptasyon Endeksi) oranini artirmak;
boylece konak organizmanin otolizine ve hedef genin stabilitesini kaybetmesine sebep

olmadan, en yiiksek verimle protein iiretimini saglamak i¢in yapildi.

Kodon optimizasyonu igin “ExpOptimizer” (NovoPro) araci kullanildi (Sekil 3.4). “Sequence
Type” sekmesinden DNA/RNA segildikten sonra ldeonella sakaiensis PETaz genine ait dizi
“Sequence” sekmesi altindaki kutucuga girildi. “Select Expression Host” boliimiinden PETaz
geninin anlatiminin yapilacagi organizma olarak E. coli bakterisi se¢ildi. Son olarak “Select the
restriction enzymes to exclude” boliimiinden ¢alismada kullanilacak olan Hindlll, Ndel ve Stul
enzimleri se¢ilerek; bu enzimlere ait kesim bolgelerini igermeyecek sekilde optimize dizi eldesi
saglandi. Boylece rekombinant DNA’nin olusturulmasi i¢in PETaz sentetik geninin klonlama
vektoriinden restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sirasinda kodlama yapan DNA dizisinin
herhangi bir bolgesinden kesim yapilmasi ve gen inaktivasyonunun meydana gelmesi riski
ortadan kaldirildi. Programin her bir kodon i¢in sundugu alternatif kodon dizilerinden E. coli
bakterisinde gen anlatimi i¢in en uygun olanlari segildi. Se¢imler, tekrarli bolgelerin olugsmasini
ve restriksiyon enzimleri i¢in kesim bolgesi olusturacak dizilerin yanyana gelmesini
engelleyecek sekilde yapildi. Daha sonra “Submit” diigmesine basilarak programin her bir
kodon i¢in 6nerdigi alternatif kodonlar incelendi. CAI degerini artirmak amaciyla program
tarafindan Onerilen kodonlar arasindan kullanim frekansi en yiiksek olan kodonlarin se¢imi
yapildi. Birbirine yakin kullanim frekansina sahip olan kodonlar arasindan se¢im ise genin GC
igerigini %40-60 araliginda  tutmak i¢in; her bir kodonun GC igerigi g6z Oniinde

bulundurularak yapildi.



31

0. Sequence Type: ODNA/RNA Protein

1. Sequence (Paste the raw sequence, not fasta format):
Full length:873

211 CCCACCAACG CCGGCGGCAC CGTGGGCGCC ATCGCCATCG TGCCGGGCTA CACCGCGCGC CAGTCGAGCA
281 TCAAATGGETG GGGCCCGCGC CTGGCCTCGC ACGGCTTCGT GGTCATCACC ATCGACACCA ACTCCACGCT
351 CEACCAGCCG TCCAGCCGCT CGTCGCAGCA GATGGECCGCGE CTGCGCCAGGE TGGECCTCGCT CAACGGCACC
421 AGCAGCAGCC CGATCTACGG CAAGGTCGAC ACCGCCCGCA TGGGCGTGAT GGGCTGGTCG ATGGGCGGTG
491 GCGGCTCGCT GATCTCGGCG GCCAACAAMCC CGTCGCTGAA AGCCGCGGCG CCGCAGGCCC CGTGGGACAG
561 CTCGACCAAC TTCTCGTCGE TCACCGTGCC CACGCTGATC TTCGCCTGCG AGAACGACAG CATCGCCCCG
631 GTCAACTCGT CCGCCCTGCC GATCTACGAC AGCATGTCGC GCAATGCGAA GCAGTTCCTC GAGATCAACG
701 GTGGCTCGCA CTCCTGCGCC AACAGCGGCA ACAGCAACCA GGCGCTGATC GGCAAGAAGG GCGTGGCCTG
771 GATGAAGCGC TTCATGGACAR ACGACACGCGE CTACTCCACC TTCGCCTGCG AGAACCCGAR CAGCACCCGC
841 GTGTCGGACT TCCGCACCGC GAACTGCAGC TGA

2. Select Expression Host:

E.coli

ar

3. Select the restriction enzymes to exclude:

~I Aatll 1 AccBsl il ~1 Agel —1 Alul ~1 Apal
~| ApalLl 1 Ascl | Asel 1 Awrll ~| BamHI ~1 Bell
| Bfal ~I Bglll | Bsiwl | BspEl ~I BspHI 1 BsrGl
~| BssHII | BstBI ~| BstUl ~1 Clal ~I Dpnl ~I Dral
| Eagl ~1 EcoRlI ~| EcoRV | Fsel ~ Fspl 1 Haelll
~| Hhal Hindlli | Hpal | Kasl ~ | Kpnl ~| Mbol
~1 Ml ~ I Mscl | Msel ~| Mspl | Nael | Narl
I Neil ~ | Neol Ndel | Nhel — I Mialll ~| Notl
1 Nrul ~| Pacl | PaeRTI —| Pmel — I Pmil I Pstl
~| Pyul ~1 Pwull ~I Rsal | Sacl | Sacll | Sall
| Scal ~1 Smal ~| SnaBl ~1 Spel ~1 Sphl 1 Sl
~I Sspl Stul ~I Xbal ~1 Xhol

Sekil 3.4: PETaz geninin E. coli organizmasina gére kodon optimizasyonu igin ExpOptimizer aracinin
Kullanimu.

Optimize PETaz genine ait DNA dizisinin elde edilmesinden sonra, dizinin sonuna Histidin
etiketine ait niikleotit dizisi (CACCACCACCACCACCAC) ve her iki ucuna restriksiyon
enzimleri kesim bolgeleri biyoinformatik ortamda eklendi. Optimize PETaz dizisinin 5’ ucuna
Ndel enzimine ait kesim bolgesi (5°...CAMTATG...3’) eklendi. Dizinin bitimini takiben 3’
ucuna ise 6’1 Histidin etiketine ait niikleotit dizisi ve bu dizinin de hemen ardina Hindlll
(5’...ANAGCTT...3’) restriksiyon enziminin kesim boélgesi eklendi. Enzimin sitoplazma
icerisinde tiiretimi hedeflendigi i¢in, restriksiyon enzimlerinin se¢imi pET26b plazmitinde

bulunan ve iiretilen enzimin periplazmik alana yonlendirilmesini saglayan pelB sinyal dizisinin
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kesilerek plazmitten ¢ikarilmasina olanak verecek sekilde gerceklestirildi. Bunun i¢in MCS
bolgesi disinda yer alan Ndel enzim kesim bolgesi hedeflenerek pelB sinyal dizisine ait
bolgenin plazmitten kesilmesi saglandi. Daha sonraki ¢alismalarda farkli restriksiyon enzimleri
ya da farkli vektorler ile ¢alisma gerekliligi duyulmasi halinde kullanilmasi amaciyla her iki
ucta bu enzimlere ait kesim bolgelerinin disinda kalacak sekilde Stul enziminin kesim bolgesi

de tasarlanan gen dizisine eklendi.

PETaz geninin E. coli’de uygun 3 boyutlu yapida, yeterli aktivite ve verimde iiretilebilmesi i¢in
yapilan kodon optimizasyonu ¢aligmalarinin ardindan rekombinant DNA molekiiliinii
olusturmak igin yapilacak olan; restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesim, agaroz jel
elektroforezinde DNA fragmentlerinin eldesi ve ligasyon gibi énemli deneysel uygulamalarin
bilgisayar ortaminda simiilasyonu yapildi. Boylece rekombinant plazmiti elde etmek igin
yapilacak ¢aligmalarda ulasilmasi gereken ara sonuglar ile basarili rekombinasyon sonucunda
olusmasi beklenen rekombinant pET26b-PETaz plazmitine ait konformasyon ve dizi bilgileri

belirlendi.

Restriksiyon enzimleri ile kesim ve ligasyonun simiilasyonu i¢in pET26b ekspresyon plazmiti
ile, biyoinformatik olarak yeniden tasarlanmis PETaz geni ve DNA dizilerine ait 6zel bolgeler
“Benchling” programina girilerek tanimlandi. Bu DNA dizilerinin programa girilebilmesi i¢in
ana sayfada bulunan “+” diigmesine basilarak agilan pencerelerden sirasiyla “DNA Sequence”
ve “New DNA Sequence” secildi. Daha sonra ag¢ilan pencerede PETaz geni dogrusal oldugu
icin “PETase — Optimized” ismi girildikten sonra “Topology” sekmesinden “Linear” segildi.
Plazmitlerin eklenmesi sirasinda plazmitler halkasal yapida oldugundan bu sekmeden
“Circular” se¢imi yapildi. “Create” diigmesine basildiktan sonra agilan ekrana PETaz geninin
optimize edilmis haline ait dizi bilgisi kopyalandi. Daha sonra ekranin sag iist kdsesinde yer
alan “Create” sekmesinden “Annotation” secildi. Agilan ekrana ilgili genin ismi yazilip
“annotation type” kismina “gen” yazildi. Tiim bu islemler eklenen restriksiyon enzimi kesim
bolgeleri ve plazmit DNA’lar i¢in tekrarlandi. Boylece DNA dizileri iizerindeki tiim bilgiler

sisteme tanimlandi.
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Benchling programinin kullanima ile ilgili asamalar Sekil 3.5’te verilmistir.

F b
Nome Location  Length
Project
New annotation
vt
-~ R o o o
[ dovctsen | Nome eTez
Protocol Primet
Transiation Annototh Gen
cooeg JOCCGAACCCGACAGECGECTL nopnOPe
DNA Sequence New DNA Sequence ooees N Protein JGGGCTTGGGCTGTCGGCGGAL
== NewONA —_— Position 1 870
» 20
AA Sequence New Algnment New Part
Color
. I Rsal
Osgo Import DNA Sequences vz
Strand Forward
CRISPR
e o
Entity from Schema
:
Morce
Input Row
Sequence
Entity Name* To|
PETase - Optimized 1
Folder
W PETase

Sekil 3.5: DNA dizilerinin Benchling programina islenmesi ve farkli bolgelerinin tanimlanmasi.

Program {iizerinde tanimlanan bolgeler: promotdr ve terminator dizileri, PETaz gen kodlama
bolgesi, restriksiyon enzimi kesim bolgeleri, lac operonu, histidin-etiket bolgesi, ¢oklu

klonlama bolgesi.

3.4.1. PETaz Genini Iceren Ekspresyon Plazmitinin (DET26b-PETaz) Biyoinformatik

Ortamda Gorsellestirilmesi ve Genetik Konformasyonunun Belirlenmesi

5’ ucunda Ndel ve 3’ ucunda HindlIlI restriksiyon enzimlerinin kesim boélgeleri bulunan PETaz
sentetik genini tagtyan pTZ57R/T vektorii ile pET26b ekspresyon vektoriine ait plazmit
DNA’nin dizileri 3.3.1°de anlatildig1 sekilde Benchling programina yiiklendi ve her iki plazmit

vektorin tizerindeki dnemli diziler tanimlanarak etiketlendi.

Tanimlama igleminin ardindan, restriksiyon enzimleri ile kesim ve ligasyon islemleri sonrasi

rekombinant DNA elde edilmesi bilgisayar ortaminda simiile edildi. Boylece kesim sonrasi
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olusan yapiskan uglarin uyumlulugu, agaroz jelde elde edilecek DNA fragmentlerine ait
bilgiler, rekombinant plazmitin yapisi, biiylikliigii ve elemanlari, PETaz geninin plazmit
tizerindeki konumu ve yonii gibi Oonemli parametreler program {lizerinde belirlendi ve

gorsellestirildi.

PETaz geni ve pET26b plazmitinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi sonrasinda agaroz jelde
olusmasi beklenen DNA fragmentlerinin boyut, say1 ve jel tizerindeki konumlar1 belirlendi.
Agaroz jelde olusacak bantlara ait goriintiilerin eldesi i¢in program ana sayfasinda sag kisminda
bulunan “Digests” sekmesine girilerek, acilan penceredeki listeden Hindlll ve Ndel enzimleri

secildi ve “Run Digest” diigmesine basildi (Sekil 3.6).

MEW DIGEST SAVED DIGESTS
Enzyme Lists Manage Enzyme Lists

Deduplicated Coemmercial =

Cut Sites Visible on Maps

ar

Single Cutters

Find Enzyme Clear Selected *
e

Name Cuts Selected Color @

HindIII 1 HindIII ®

HinfI 0 Ndel

Hpal o]

Hpall 5

HphI 4

Show enzymes that cut

anywhere in the sequence

ar

Highlight enzymes with compatible sticky ends

Sekil 3.6: Benchling programinda restriksiyon enzimleri ile kesim igleminin simiilasyonu.

Kesilerek agaroz jelden izole edilen DNA fragmentlerini ligasyon islemlerinin simiilasyonu
icin ana sayfanin sag alt kisminda bulunan “Assembly Wizard” sekmesinden “Digest and
Ligate” secildi. Burada yer alan “Backbone” sekmesi i¢in bir dnceki agamada restriksiyon
enzimleri ile kesilmis pET26b plazmit omurgasi, “Insert” kismina ise yine ayni asamada

restriksiyon enzimleri ile kesilmis PETaz geni segildi (Sekil 3.7).
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Pick Assembly Strategy

© Digest and Ligate

Gibson

Golden Gate

m Cancc'

PREVIEW 0 ERRORS AND 0 WARNINGS
agcttGC TCA +" Looks like everything checks out
aCG  AGTAT

pet26b Petase-Optimized
5.2 kb - Ndel, 872 bp , Ndel

BASES 891 START9 END 880 LENGTH 872 GC68.69%  MELTING TEMP 874 °C
Sekil 3.7: Benchling programinda restriksiyon enzimleri ile kesilmis DNA fragmentlerinin ligasyon
simiilasyonu.

Biyoinformatik tasarim islemlerinin tamamlanmasinin ardindan, ¢alismalarda kullanilacak olan
DNA dizilerinin temini asamasina gec¢ildi. PETaz enziminin asil {iretildigi organizma olan
Ideonella sakaiensis bakterisine ulasarak DNA izole etmek bu ¢alisgma kapsaminda miimkiin
olmadigindan, tasarimi yapilan PETaz geni, pTZ57R/T vektoriiniin iginde sentetik gen tiretimi
ile elde edildi (Sentegen, Ankara). pET26b ekspresyon vektorii ise iiretici firma Novagen’den

temin edildi.
3.5. PLAZMITLERIN COGALTILMASI

Calisma boyunca kullanilan pTZ57R/T-PETaz ve pET26b plazmitleri ile rekombinant
plazmitin; restriksiyon enzimi ile kesim, ligasyon ve transformasyon islemlerinde kullanilmak
tizere yeterli miktarda cogaltilmasi amaciyla bu plazmitler E. coli DH5a 1rkina 1s1 soku
yontemiyle transforme edilerek cogaltildi. igerdigi antibiyotik direng genine uygun antibiyotigi
iceren LBA besiyerinde segilen transformant hiicreler, yine uygun antibiyotigi iceren 2’ser adet
5 mL’lik LBB iceren 15 mL’lik deney tiiplerine 6ze ucuyla alinip aktarildiktan sonra, 150 rpm
hizda galkalama yapan 37°C sicakliktaki ¢calkalamali inkiibatorde (CLS, CLSI-55T) gece boyu
inkiibe edilerek ¢ogaltildi. LBB siv1 besiyerinde ¢ogaltilan farkli plazmitlerin aktarildig: 2°ser
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adet 5 mL’lik hiicre kiiltiirlerinden biri -80°C’de gliserol stoga alindi, ikincisi ise plazmit
izolasyonunda kullanildi. Cogaltilan ve izole edilen plazmitler sonraki asamalarda rekombinant

DNA’nin olusturulmasi igin yapilan deneylerde kullanildu.
3.5.1. Kompetant E. coli Bakterilerinin Hazirlanmasi

Transformasyon isleminin gergeklestirilebilmesi amaciyla hem E. coli DH5a hem de E. coli
SHuffle hiicreleri CaClz yontemi ile kompetant (transformasyona yeterli) hale getirildi. Bu
islem i¢in 5 mL LBB igeren 15 mL’lik deney tiipiinde 37°C ve 150 rpm’de bir gece boyunca
tiretilen sivi E. coli kiiltliriiniin 0.5 mL’si 50 mL’lik yeni bir LBB besiyerine ekilip, 37°C ve
150 devir/dakika hizda ODgoo = 0.4 olana kadar tiretildi. Bu asamadan sonraki tiim iglemler
soguk kosullarda gerceklestirildi. Elde edilen kiiltiir 10 dakika boyunca buzda bekletildikten
sonra 6nceden 4°C’ye ayarlanan sogutmali santrifiijde (Niive, NF8OR) 14.000 rpm’de 4 dakika
boyunca santrifiijlendi. Daha sonra elde edilen siipernatant atilarak pellet, tizerine 4°C
sicaklikta 10 mL 0.1 M CaCl, (Merck, 208291) eklenerek homojen hale getirildi ve hiicreler 30
dakika buzda bekletildi. Santrifiij islemi tekrarlandiktan sonra elde edilen pellet 2 mL 0.1 M
CaCl> iginde siispanse edilip her 200’er ul’lik hiicre siispansiyonu bir transformasyon i¢in

ayrild1 ve kullanilana kadar -20°C buzdolabinda saklandi.

3.5.2. PETaz Genini I¢ceren Klonlama Plazmitinin (pTZ57R/T-PETaz) E.coli DH5a’ya

Transformasyonu

Bir 6nceki asamada kompetant hale getirilmis olan E. coli DH5a. hiicre siispansiyonundan 200
pL alinarak, PETaz enzimine ait optimize niikleotid dizisini tasiyan 1 ug pTZ57R/T-PETaz
plazmit DNA’s1 (plazmitin izolasyonu 3.6 bagliginda anlatilacaktir) 1s1 soku yontemi (Mandel
ve Higa, 1970) ile bu hiicrelere transforme edildi. Bunun i¢in kompetant hiicreleri igeren
Eppendorf tiiptine plazmit DNA’s1 eklenip 30 dakika boyunca buzda bekletildikten sonra, 42°C
su banyosunda 90 saniye tutuldu ve ardindan hemen buza koyularak 2 dakika bekletildi. islem
sonrast buzdan alinan tiip icerisine daha dnceden hazirlanarak steril edilmis ve 37°C’ye 1sitilmis
800 uL SOC besiyeri eklenerek son kiiltiir hacmi 1mL’ye tamamlandi. Elde edilen kiiltiir 37°C
ve 150 rpm’de 90 dakika inkiibe edildikten sonra 100 uL/Petri olacak sekilde 100 pg/mL

ampisilin antibiyotigi igeren LBA Petrilerine yayma yontemi ile ekildi.
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3.5.3. Ekspresyon Plazmitinin E. coli DH5a ’ya Transformasyonu

Daha 6nce kompetant hale getirilmis olan 200 pL’lik E. coli DH5a hiicre siispansiyonuna,
ekspresyon vektorii olarak kullanilacak pET26b plazmiti 3.5.2.°de anlatildig1 sekilde 1s1 soku
yontemiyle transforme edildi. Kiiltiir 37°C ve 150 rpm’de 90 dakika inkiibe edildikten sonra
100 pL/Petri olacak sekilde 50 pg/mL kanamisin antibiyotigi iceren LBA Petrilerine yayma

yontemi ile ekildi.
3.5.4. Transformasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Plazmitlerin ¢ogaltilmasi i¢in E.coli DH5a bakterisine transformasyonla aktarimi sonrasi segici
kati besiyeri igeren her bir Petri kabinda ertesi giin iireyen koloniler belirlenerek transformasyon
etkinligi hesaplandi. Transformasyon etkinligini hesaplayabilmek i¢in 6ncelikle Petrilere ekim

sirasinda eklenen DNA miktari;

Petriye ekilen hiicre hacmi (uL) x DNA miktart (ug)

Petrideki DNA Miktar: =
etridert preart Toplam hiicre hacmi (uL)

formiilii ile hesaplandi.

Daha sonra her bir Petride inkiibasyon sonrasinda olusan koloni sayisi belirlendi (CFU).
Bulunan CFU degeri asagidaki formiile yazilarak “Transformasyon Etkinligi” hesaplandi1 (He
ve dig., 2005).

E CFU
 Petrideki DNA miktart (1g)

TE: Transformasyon Etkinligi. CFU: Colony Forming Unit. Petrideki DNA miktar::
Transformasyon sirasinda hiicreler iizerine eklenen DNA’dan, Petriye ekilen hiicreler ile

birlikte gelen kisim.
3.6. PLAZMIT iZOLASYONU

pTZ57R/T-PETaz DNA’sinin aktarildigi E. coli DH5a bakteri kiiltiiriiniin 37°C’lik inkiibatdrde
(CLS, CLGI 55T) gece boyunca LBA+100 ug/mL ampisilin segici besiyeri igeren Petri
kaplarinda inkiibasyonu sonrasi, besiyerinde iireyen koloniler segilerek, 15 mL’lik deney

tiiplerinde bulunan 5 mL LBB+100 ug/mL ampisilin besiyerine ekildi. pET26b ve pET26b-
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PETaz plazmitlerinin izolasyonu i¢in ise bu plazmitlerin aktarildigi E.coli DH50 bakteri
kiltiirlerinin 37°C’lik inkiibatorde gece boyunca LBA+50 pg/mL kanamisin segici besiyeri
iceren Petri kaplarinda inkiibasyonu sonrasi, besiyerinde iireyen koloniler segilerek, 15 mL’lik
deney tiiplerinde bulunan 5 mL LBB+50 ug/mL kanamisin besiyerine ekildi. Tim kiiltiirler
37°C ve 150 rpm’de calkalamali inkiibatérde bir gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast ¢ogalan transformant hiicre kiiltiirlerinden plazmit izolasyonu “GeneJET Plasmid
Miniprep Kit” (Thermo Scientific, KO502) plazmit izolasyon kiti (kit igerigindeki tamponlar ve
kullanim amaglar1 Tablo 3.5°te verildi.) ile iireticinin talimatlarinda baz1 degisiklikler yapilarak

gerceklestirildi.

Yukarida anlatildigi sekilde elde edilen 5 mL’lik hiicre kiiltiirleri 12.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant atildi. Hiicrelerin siispansiyon haline getirilebilmesi i¢in
pelletlerin tizerine 250 ser uL “Resuspension Solution” eklendi ve vorteks (Dragonlab, MX-F)
ile tamamen c¢oOziinene kadar karistirildi. Ardindan, hiicrelerin pargalanmasi ve plazmit
DNA’larin serbest kalmasi i¢in, elde edilen hiicre slispansiyonlarinin {izerine 250’ser pL “Lysis
Solution” eklendi ve tiipler 6’sar kez yavasga ters yiiz edildi. Bu asamada plazmit DNA’larin
zarar gormemesi i¢in ¢cok hizli ya da ¢ok uzun siireli karistirmadan kaginildi. Liziz sonrasi
notralizasyonu saglamak igin siispansiyonlar tizerine 350’ser uL “Neutralization Solution”
eklenerek yine 6’sar kez yavasga ters yiiz edildi. Liziz asamasinda oldugu gibi plazmit
DNA’lara zarar verecek uygulamalardan kaginildi. Liziz ve nétralizasyon sonrasi agiga ¢ikan
hiicre zar1 ve diger istenmeyen hiicre bilesenlerinin ayrilmasi i¢in karigimlar 12.000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiijlendi. Plazmit DNA’larini igeren siipernatantlar pelletle temas etmeden
dikkatlice ve mikropipet yardimiyla tiiplerden alinarak “GeneJET Spin Column” kolonlarina
aktarildi. Kolonlarin zarar gormemesi i¢in bu asamada pipet ucunu kolonlara degdirmemeye ve
dogrudan kolonlar iizerine piiskiirtme yapmamaya dikkat edildi. Siipernatantlarin aktarildigi
kolonlar 10.000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi ve plazmit DNA’larin kolona
baglanmas1 saglandi. Santrifiij sonrasi toplama tiipinde biriken Sivi kisimlar atilarak DNA
disindaki diger istenmeyen molekiillerin yikanarak atilmasi i¢in kolonlara 500°er L “Wash
Solution” eklenerek 12.000 rpm’de 1’er dakika boyunca santrifiijlendi. Stv1 kisim atilarak
yikama iglemi tekrarlandi. Kolonlar1 kurutarak etanol kontaminasyonunu engellemek amaciyla
bos kolonlar 12.000 rpm’de 2 dakika bos sekilde santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 kolonlar
toplama tiiplerinden ayrilarak yeni steril mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Kolonlar iizerine
30’ar uL “Elution Buffer” eklenerek 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 13.000
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rpm’de 2 dakika santrifiijlenerek DNA’larin temiz tiiplere ¢okmesi sagland1. Tiiplerde toplanan
plazmit DNA’lar1 daha sonra kullanilmak tizere —20°C buzdolabina kaldirildu.

Tablo 3.5: “GeneJET Spin Column” plazmit izolasyon kitinde bulunan tamponlar ve ¢aligmada
kullanim amaglari.

Tampon Kullanim Amaci

Resuspension Solution  Izolasyonun yapilacag: hiicre kiiltiirii ¢oktiiriip siipernatanttan ayrildiktan sonra
¢oken hiicrelerin plazmit izolasyonu i¢in yeniden siispansiyon haline getirilmesi

Lysis Solution Yeniden siispanse edilmis bakteri hiicrelerinin pargalanarak hiicre igeriginin ortama
salinmast

Neutralization Solution = Liziz sonrasi olusan soliisyon igerisinde DNA’nin zarar gdrmemesi igin ortam
pH’1nin diizenlenmesi

Wash Solution Parcalanarak noétralize edilen hiicre lizatinin santrifiijle ¢otiiriilerek elde edilen
homojenatin kolona eklendikten sonra yikanmasi ve DNA disindaki molekiillerin
uzaklastirilmasi

Elution Buffer Yikanan kolonda bulunan saf DNA’nin kolondan ayrilarak deney tiipiinde elde
edilmesi

3.6.1. izole Edilen DNA Orneklerinin Miktar ve Saflik Analizi

Calismalar boyunca farkli kaynaklardan (E.coli’den ya da agaroz jelden) izole edilen tim DNA
orneklerinin saflik ve konsantrasyon olgimleri 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede
gerceklestirildi. Spektrofotometrik Ol¢iim  sonras1  6rneklerin  DNA  kontaminasyonu
icermediginden ve izolasyon esnasinda zarar gorerek parcalanmadigindan emin olmak i¢in

izole edilen DNA’lar agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi.
3.6.1.1. Spektrofotometrik Olgiim

E.coli’den ya da agaroz jelden izole edilen DNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizi UV-
Vis Spektrofotometre (Implen, N50) ile gerceklestirildi. Ol¢iim i¢in cihazin agilis ekraninda
bulunan meniiden “Nucleic Acids” secildi. A¢ilan ekrandaki meniiden, bu ¢alismada 6l¢timii
yapilan DNA’lar ¢ift iplikli yapida oldugundan “dsDNA” secildi. DNA 6rneklerinin igerisinde
¢ozdiiriildiigii eliisyon tamponundan 1,5 pL alinarak cihaza yiiklendi ve “BLANK” tusuna
basildi, bdylece igerisinde DNA bulunmayan soliisyonun absorbansi dlgiilerek referans kabul
edildi. Cihazin yiikleme alani distile H2O ile temizlendikten sonra, izole edilen DNA
orneklerinden 1,5 pL alinarak cihaza yiiklendi ve “SAMPLE” diigmesine basildi. Tiim DNA
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orneklerinin ayn1 sekilde absorbans 6lglimii yapilarak miktar ve saflik analizleri ger¢eklestirildi.

Her bir 6rnek i¢in 6l¢iim islemi iki kez tekrarlandi.
3.6.1.2. Agaroz Jelde Kontrol

E.coli’den izole edilen plazmit DNA’larinin kontrolii %1°lik agaroz jelde yapildi. Rekombinant
DNA’nin olusturulmasi ig¢in kullanilmak tizere restriksiyon enzimleriyle kesilen ve jelde
ayrilarak izole edilen DNA 6rnekleri ise jelden izolasyon verimini artirmak amaciyla %0.6’1ik

agaroz jelde yiiriitiildii (Boliim 3.7.3’te anlatilacaktir).

Agaroz jeli hazirlamak i¢in oncelikle 50X TAE (Tris-asetat-EDTA) stok soliisyonu Tablo
3.6’da verilen bilesimde hazirlandi. 1 litre 50X TAE tamponunu hazirlamak igin 242 g Tris
(Neofroxx, 1115KG001) tartilarak iizerine 750 mL distile H20O eklendi. Manyetik karistiricida
karistirilarak homojen hale getirildikten sonra {izerine 57.1 mL glasiyel asetik asit (Merck,
1.0063.2500) ve 0.5 M EDTA (Neofroxx, 1340GR500) eklendi. Elde edilen homojen karisimin

hacmi distile H20 ile 1 litreye tamamlandi.

Tablo 3.6: 50X TAE stok soliisyonunun bilesenleri.

Bilesen Miktar (1 litre i¢in)
Tris 242 ¢
Glasiyel asetik asit 57.1 mL
EDTA (0.5 M) 10 mL
1X TAE Tamponu (1 L) 20 mL 50X TAE, 980 mL dH»0
*0.5 M EDTA (1L) 146,12 g EDTA, 40 g NaOH (pH 8.0)

%1’lik agaroz jel hazirlamak i¢cin 50X TAE tamponunun 20 mL’sine 980 mL distile H20
eklenerek 1X TAE tamponu elde edildi. Daha sonra 1 g agaroz (peqGOLD, 35-1010) tartilip
tizerine 100 mL 1X TAE eklendi. Mikrodalga firinda (Vestel, MD20MB) her 1 dakikada bir
calkalanarak toplam 3 dakikada eritildi. Oda sicakliginda ~50-55°C sicakliga gelene kadar
bekletildikten sonra, iizerine son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde Etidyum Bromiir
(Neofroxx, 1254MLO015) eklendi. Etidyum bromidiriin jel icerisinde homojen sekilde dagilmasi
icin yavasca karistirildiktan sonra, karisim 6nceden hazirlanmis ve tarak yerlestirilmis yatay

elektroforez kasetine dokiildii. Jelin katilagsmasi i¢in kaset oda sicakliginda 40 dakika bekletildi.
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Katilasan jel 1X TAE tamponu igeren yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Tarak
c¢ikarildiktan sonra olusan kuyucuklara, 50 pL 6rnek ve 10 uL 6X loading dye (yiikleme boyasi;
NEB, B7024S) karistirilarak olusturulan 60 uL’lik 6rnekler yiiklendi. Marker olarak “GeneON
1kb DNA Ladder” (Sekil 3.8) kullanildi. Ornekler 120 voltta (10 V/cm) 25 dakika boyunca
yuritildi. Agaroz jel elektroforezi sonrasinda olusan DNA bantlart 302 nm dalga boyundaki
UV 1s1k altinda gozlemlendi ve fotograflar ¢ekildi.

bp
10000 Number of bands: 13 fragments
8000
6000 Number of bands and approx. DNA Mass:

T 5000 v - TR
4000 base pairs | 250|600 (750 [1000 [1500 [2000 [2500 3000 [4000 [5000 [6000(8000 10000
3000 [DNA mass ng| 20 [30 [60 [210 [50 [0 [70 [200 f6o 6o 60 60 60
2500

2000 Usage: 1 pg/lane
1500 Concentration: 0,2 pg/pl

1000 Storage Buffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1.0 mM EDTA, 50mM NaCl

750

Gel-picture: 1 pg of 1000 bp/1 kb DNA Ladder visualized by ethidium bromide staining on 1,0 % TAE
500 agarose gel
250

Sekil 3.8: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan “GeneON 1kb DNA Ladder”.

3.7. REKOMBINANT DNA’NIN OLUSTURULMASI

Calismanin bu asamasinda, daha 6nce 3.5.2 ve 3.5.3’te anlatildig1 iizere E. coli DH5a’ya
transformasyonla aktarilarak ¢cogaltilan ve izole edilen pTZ57R/T-PETaz klonlama plazmiti ile
PET26b ekspresyon plazmiti rekombinant DNA’y1 olusturmak tizere Hindlll ve Ndel
restriksiyon endoniikleazlari ile kesime ugratildi. Enzim kesimi sonrasinda olugmasi beklenen
DNA fragmentlerinin goriiniir hale getirilmesi ve elde edilebilmesi i¢in agaroz jel elektroforezi
yapildi. PETaz genine ve pET26b plazmitinin omurgasina ait DNA fragmentleri agaroz jelden
izole edildi. Bu fragmentler ligasyon reaksiyonuna tabi tutularak rekombinant pET26b—PETaz

plazmitinin olugmasi saglandi.
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3.7.1. PETaz Geni iceren Klonlama Plazmitinin (pTZ57R/T-PETaz) Restriksiyon

Endoniikleazlari ile Kesimi

Biyoinformatik olarak yeniden tasarlanmig PETaz genini iceren PTZ57R/T-PETaz plazmiti,
genin her iki ucuna yerlestirilmis tanima bolgeleri bulunan Hindlll (NEB, R3104) ve Ndel
(NEB, R0111S) restriksiyon enzimleri ile 37°C sicakliga ayarlanan su banyosunda 4 saat
boyunca ¢iftli kesime birakildi. Reaksiyon tamponu olarak her iki enzimin de aktif olarak kesim
yapabildigi “10X CutSmart” tamponu kullanildi. Kesim reaksiyonu Tablo 3.7°de verilen
sekilde hazirland1. En iyi verimde ¢alismalari i¢in tiim reaksiyon bilesenleri steril tiipe aktarilip

karistirildiktan sonra Hindll1 ve Ndel restriksiyon enzimleri en son eklendi.

Tablo 3.7: pTZ57R/T-PETaz plazmitinin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

bilesenleri.
Bilesen Miktar (uL)
pTZ57R/T-PETaz 20 (2 pg)

Hindlll 1

Ndel 1

Tampon (10X CutSmart) 10

Niikleazsiz Su 18

Toplam 50

3.7.2. Ekspresyon Plazmitinin Restriksiyon Endoniikleazlari ile Kesimi

PET26b ekpsresyon plazmiti, PETaz geni ile yapigkan ug¢ ligasyonu yapmak iizere uygun
uclarin olusmasi i¢in, 3.7.1.’de anlatildig1 gibi Hindlll ve Ndel enzimleri ile ¢iftli kesime

birakildi. Kesim reaksiyonu Tablo 3.8’de verilen bilesimde hazirlandi.
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Tablo 3.8: pET26b ekspresyon plazmitinin restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu
bilesenleri.

Bilesen Miktar (ul)
pET26b 30 (3 ng)
Hindlll 1
Ndel 1
Tampon (10X CutSmart) 10
Niikleazsiz Su 8
Toplam 50

3.7.3. Agaroz Jel Elektroforezinde DNA Fragmentlerinin Ayrilmasi

HindlIl ve Ndel restriksiyon enzimleri ile ¢iftli kesime ugratilan pTZ57R/T-PETaz plazmiti ile
PET26b ekspresyon plazmiti, %0.6’lik (w/v) agaroz jelde 60 voltta (5V/cm) 60 dakika boyunca
yuritildi.

%0.6’11k agaroz jel hazirlamak i¢in 0.6 gr agaroz tartildiktan sonra 3.6.1.2°de anlatildig1 sekilde
agaroz jel hazirlandi. Jelde elde edilen kuyucuklara, 50 uL kesim reaksiyonu ve 10 puL 6X
loading dye (yiikleme boyasi; NEB, B7024S) karistirilarak olusturulan 60 pL’lik 6rnekler
yiiklendi. Marker olarak “GeneON 1kb DNA Ladder” (Sekil 3.8) kullanildi. Agaroz jel
elektroforezi sonrasinda olusan DNA bantlart 302 nm dalga boyundaki UV 1sik altinda

gozlemlendi ve fotograflari ¢ekildi.
3.7.4. DNA Fragmentlerinin Agaroz Jelden Geri Kazanim ve Saflagtirilmasi

Agaroz jel elektroforezi sonucu PETaz genine ve pET26b plazmit omurgasina ait oldugu
belirlenen DNA fragmentleri UV 151k kaynagi altinda bistiiri yardimiyla kesildi ve 1.5 mL’lik
Eppendorf tiiplerine alindi. Jelden geri kazanim islemi “GF-1 AmbiClean Kit (PCR & Gel)”
(Vivantis, GF-GC-100) jel ve PCR izolasyon kiti (kit igerigindeki tamponlar ve kullanim
amagclar1 Tablo 3.9°da verildi.) ile tireticinin 6nerdigi kosullarda bazi degisiklikler yapilarak
gerceklestirildi. Bos Eppendorf tiiplerinin daras1 alindiktan sonra, i¢inde jel pargalart bulunan
tiipler ayr1 ayr tartilarak, icerigindeki jelin net agirhigma gore tizerine 1 hacim “Buffer DB”
eklendi. Jel agirligi ve tampon miktart PETaz i¢in 0.1 g ve 100 pL, pET26b i¢in ise 0.18 g ve
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180 uL olarak belirlendi. Eppendorf tiipleri iginde bulunan jel ve tampon karisimlari daha
onceden 50°C sicakliga ayarlanan su banyosuna (CLS, CLWB-14T) yerlestirildi. Tiipler her 1
dakikada bir karistirilarak jel parcalari tamamen eriyene kadar su banyosunda tutuldu. Jeller
tamamen eritildikten sonra elde edilen homojen karisgimlar kit igerisinde saglanan kolonlu
toplama tiiplerine yiiklendi. Baglanma etkinligini artirmak igin tiipler belirtilenden diisiik hizda
(10.000xg yerine 6000xg) ve daha uzun siirede (1 dk yerine 10 dk) santrifiijlendi. Kolondan
gegen alt sivida herhangi bir DNA 6rnegi kalma ihtimaline karsin bu adim iki kez tekrarlanda.
Ikinci baglanmadan sonra alt sivi atilarak kolonlara 650 uL “Wash Buffer” eklenerek
istenmeyen bilesenlerin yikanmasi i¢in tiipler 10.000 rpm’de 1’er dakika santrifiijlendi.
Siiziintii atildiktan etanol kontaminasyonunu 6nlemek i¢in toplama tiipleri ayn1 ayarda bir kez
de bos sekilde santrifiijlendi. Kolonlarin {izerindeki etanoliin tamamen ugurulmas igin tiipler
calisma kabini igerisinde kapaklar1 acik sekilde 5 dakika bekletildi. Kurutma sonrasinda
kolonlar toplama tiiplerinden ayrilarak steril 1,5 mL’lik Eppendorf tiiplerine yerlestirildi.
Kolonlardaki DNA’nin eliisyonu igin niikleazsiz su kullanildi. Eliisyon etkinligini artirmak igin
niikleazsiz su kolona yiikleme 6ncesinde 70°C’ye 1sitild1 ve ¢ift eliisyon uygulandi. Toplam
hacim 50 pL olacak sekilde; ilk eliisyonda 30 pL, ikinci eliisyonda ise 20 pL niikleazsiz su
yiiklenen kolonlar oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm’de 1’er dakika
santrifiijlendi. Eppendorf tiiplerinde ¢oken sivilar DNA kaynagi olarak kullanildi. Elde edilen
DNA’lar 3.6.1.’de anlatildig1 sekilde analiz edildi ve daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de

saklandi.

Tablo 3.9: “Vivantis GF-1 AmbiClean Kit (PCR & Gel)” Jelden DNA Saflastirma kitinin igerisinde
bulunan tamponlar ve ¢calismada kullanim amaglari.

Tampon Kullanim Amaci
Buffer DB Izole edilecek DNA’nin bulundugu jelin eritilerek kolona baglanmasi
Wash Buffer izole edilecek DNA’nin igerisinde bulundugu jel eritilip kolona yiiklendikten sonra,

istenmeyen kirletici maddelerin DNA 6rneginden uzaklagtirilmasi
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3.7.5. PETaz Geni ile pET26b Ekspresyon Plazmitinin Ligasyonu

Jelden geri kazanimi yapilan PETaz genine ve pET26b plazmit omurgasina ait DNA
fragmentleri “Thermo Scientific™ T4 DNA Ligase” kullanilarak DNA:vektdr oram 3:1 olacak
sekilde Tablo 3.10°da gosterilen bilesimde bir araya getirildi. En iyi verimde ¢aligmasi i¢in tim
reaksiyon bilesenleri steril Eppendorf tiipiine aktarilip karistirildiktan sonra T4 DNA Ligaz en

son eklendi. Ligasyonun gergeklesmesi igin reaksiyon karigimi 4°C’de buzdolabinda bir gece

inkiibasyona birakildi.
Tablo 3.10: Ligasyon reaksiyonu bilesenleri.
Bilesen Miktar (ul)
Insert DNA (PETaz) 2,5 (0.9 pmol)
Vektor (pET26b) 3 (0.03 pmol)
T4 DNA Ligaz (5U / pL) 0.2
T4 DNA Ligaz Buffer (10X) 2
Niikleazsiz Su 12,3
Toplam 20

3.8. REKOMBINANT DNA’NIN COGALTILMASI VE SAFLASTIRILMASI

3.7.5.’te anlatildig1 lizere 