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OZET

SALDA GOLUNDEN iZOLE EDILEN ALKALIFIiLiK BAKTERI
SUSLARININ SiIKLODEKSTRIN GLUKOZILTRANSFERAZ (SGTaz) ENZIMi
URETME YETENEKLERI VE SGTaz GENI UZERINE ARASTIRMALAR

Eda KABACAOGLU

Yiiksek lisans Tezi, Gida Miithendisligi Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Dog¢. Dr. Barcin KARAKAS
Ocak 2013, 108 Sayfa

Siklodekstrin glikozil transferaz (SGTaz) enzimi siklodekstrinlerin endiistriyel
tiretimi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica SGTaz’1n katalitik fonksiyonu bazi gida katki
maddelerinin modifikasyonunda degerlendirilmektedir. Bu caligma ile Tiirkiye’de
bulunan sodali gollerden SGTaz iiretebilen suslarin izolasyonu, ilgili genin izolasyonu,
Pichia pastoris mayasina klonlanmasiyla rekombinant iiretimi ve saflastirilan enzimin

karakterize edilmesi hedeflenmistir.

Oncelikle Salda ve Van gollerinden SGTaz iiretme kapasitesine sahip yeni
alkalifik bakteri suslar1 izole edilmistir ve bunlar SG2, SG3, V3, SD5 seklinde
kodlanmistir. Izolatlarmm Gram(+) bakteriler oldugu ve 16S rDNA dizi analizi
bakterilerin Bacillus cinsinden ve veri tabanlarinda yer alan organizmalardan farkl
oldugunu gostermistir. izolatlar arasindan segilen SD5 susundan SGTaz enzimini
kodlayan gen izole edilerek P. pastoris mayasina aktarilmistir. SGTaz enzimini
kodlayan gen bolgesini ¢ogaltmak ve/veya modifiye etmek iizere farkli primer giftleri
ile 3 farkli Polimeraz Zincir Reaksyonu (PZR) gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA
parcalarinin gen dizisi belirlenmis, metanol tetiklemeli protein {iretimini ve proteinin
hiicre digina salgilanmasini saglayan pPICZaA vektorii ile Pichia pastoris X33 konukgu
susuna aktarilmistir. Boylece (dogal gen dizisini i¢eren) N2, (gene ilave c-myc epitope
ve polihistidin kuyrugu kodlayan) S3, ve (gen ve polihistidin kuyrugu kodlayan) M5

seklinde kodlanan ii¢ farkli rekombinant maya elde edilmistir. Gelistirilen 3 maya



susuyla fermantasyon gergeklestirilerek kiiltiir sivilarinda SGTaz aktiviteleri izlenmistir.
Salgilanan rekombinant enzimlerin molekiiler agirliklarinin  ~85kDa  oldugu
belirlenmistir. M5 susuyla iiretilen polihistidin etiketli SGtaz enzimi afinite
kromatografisiyle saflastirilmis ve optimum aktiviteyi 50 °C’de ve pH 6’da sergiledigi
ve vy-B-siklodekstrin {iireticisi oldugu belirlenmistir. Enzimin, 1s1l ve pH kararlilig
arastirllmis ve aktivitesini 30 dk siireyle 30-50°C, %100, pH 9’da %99,4 oraninda

korudugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Alkalifilik Bacillus, Bacillus oshimensis,

Siklodekstrin glukanotransferaz, molekiiler klonlama, Pichia pastoris
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ABSTRACT

STUDIES ON THE CYCLODEXTRIN GLYCOSYLTRANSFERASE
(CGTase) PRODUCTION CAPACITY OF ALKALIPHILIC BACTERIA
ISOLATED FROM SALDA LAKE and ON THE CGTase GENE

Eda KABACAOGLU

M.Sc. in Food Engineering
Adyviser: Yrd. Do¢. Dr. Bar¢cin KARAKAS
January 2013, 108 Pages

Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase) enzyme is used industially to obtain
cyclodextrins. Also, this enzyme has a catalytic function which is utilized in the
modification of some food additives. This study aims to isolate potential bacterial
strains from the soda lakes in Turkey, amplification of the respective gene, cloning into

Pichia pastoris for recombinant production and characterization of the enzyme.

Four novel CGTase producing alkalophilic bacteria were isolated from lakes
Salda and Van and coded SG2, SG3, V3, SD5. The isolates were Gram(+) rods and 16S
rDNA sequencing revealed these were novel Bacillus strains. The gene encoding for
CGTase was amplified using the DNA of the SDS5 strain and cloned into the yeast P.
pastoris. PCR was conducted seperately with three different sets of primers in order to
amplify and/or modify the gene sequence. The fragments obtained were sequenced and
cloned into P.pastoris X33 host strain using the pPICZaA vector allowing for methanol
induced expression and extracellular secretion of the protein. Thus, three recombinant
strains were obtained; N2 (with natural gene sequence), S3 (also encoding the c-myc
epitope and polyhistidine tail) and M5 (encoding the polyhistine tail). Extracellular
CGTase activity was monitored throughout fermentation for each strain. The molecular
weight of the enzymes were ~85 kDa. The CGTase enzyme obtained from the M35 strain
was purified and displayed optimum activity at 50 °C and pH 6, producing y-B-

il



cyclodextrin. Investigation of the thermal and pH stability of showed that the enzyme

retained about 100% activity after 30 minutes at 30-50 °C and pH 9.

KEY WORDS: Alkaliphilic Bacillus, Bacillus oshimensis, Cyclodextrin

glukanotransferase, molecular cloning, Pichia pastoris
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ONSOZ

Yerel kaynaklardan biyoteknolojik {iiretim kapasitesini gelistirmek ulusal
onceliklerimizden biridir. Bu baglamda kiymetli kimyasallarin eldesinde kullanilan
siklodekstrin glukozil transferaz enziminin yerel kaynaklardan elde edilmesi ve
molekiiler biyoleji teknikleri uygulanarak sanayiye uyarlanabilecek sekilde tiretimi bu
calismanin temel hedefi olmustur. Uretilen rekombinant enzim karakterize edilerek

potansiyel uygulama alanlarina yonelik bilgiler elde edilmistir.

Yiiksek lisans tez c¢aligmasi siiresince Oncelikle bilgi ve tecriibeleriyle beni
yonlendiren ve destektegini hi¢ esirgemeyen hocamlarim Yrd. Dog¢. Dr. Bargin
KARAKAS, Dog. Dr. Mehmet INAN ve Yrd. Dog. Dr. Cengiz IKTEN’e gosterdikleri
emek ve sabir icin ¢ok tesekkiir ederim. Bu calismanin bir kismini1 Helsinki
Universitesinde gerceklestirme olanagmi veren ve calismalarima sagladigi katkilardan
dolay1 sayin hocam Prof. Dr. Per Saris’e ayrica tesekkiir ederim. Son olarak destegini ve
yardimini esirgemeyen laboratuar arkadaslarim Fidan ERDEN, Mert KARAOGLAN ve
Semiramis GEREDELI’ye ve maddi, manevi destekleriyle hep yanimda olan sevgili
babam Enver, annem Ayse ve kardesim Derya KABACAOGLU’na sonsuz

tesekkiirlerimi ve sevgilerimi sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

A 10" m

be Baz cifti

Bknz Bakiniz

dev/dk rpm (Revolutions per minute)
dk Dakika

EC. Enzyme code

FU Floreasans iinitesi

g Goreceli santrifiij kuvveti (relative centrifugal force, rcf)
kbcg Kilo baz ¢ifti

L Litre

m Mili (107)

M Molar

n Nano (10'9)

OD Optik yogunluk (optical density)
Orm. Ornegin

ppm mg/L (milyonda bir)

sa Saat

sn Saniye

t Siire (saat cinsinde)

Tm Erime sicaklig1 (melting temperature)
U Unite

w/v agirlik/hacim (weight/volume)
X kat-derigim

o Alfa

B Beta

Y Gama

M Mikro (10



Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

ADI Giinliik kabul edilebilir alim miktar1 (Acceptable Daily Intake)

Amp Ampisilin

BMGY Tamponlanmig karmasik gliserol besiyeri (Buffered Glyserol Complex
Medium)

BMMY Tamponlanmis karmagik metanol besiyeri (Buffered Methanol Complex
Medium)

DNA Deoksiriboniikleik asit

EDTA Etilendiamin Tetraasetik Asit

FAO Birlesmis Milletler gida ve tarim 6rgiitli (Food and Agriculture

Organization of the United Nations)

FDA ABD Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug Administration)

GRAS Genel olarak giivenli kabul edilen (Generally Regarded as Safe)

JECFA Gida katki maddeleri uzman komitesi ortakligi (Joint Expert Committe On
Food Additives)

LB Luria-Bertani

MA Molekiil agirlig

MBS Maltoz Baglama Alanlarindan (Maltoz Bindin Sites)

MM Temel metanol (Minimal Methanol)

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

PBS Tuzlu fosfat tamponu, (Phosphate- Buffered Saline)

PZR Polimeraz zincir tepkimesi (PCR-polymerase chain reaction)

RID Refraktif indeks Dedektorii

SD Siklodekstrin

SDS Sodyum dodesil siilfat

SGTaz Siklodekstrin Glukanotransferaz, Siklodekstringlikoziltransferaz,

Siklomaltodekstrin Glukanotransferaz, Siklomaltodekstrin

Glikoziltransferaz
SSC Tuzlu sodyum sitrat (Saline Sodium Citrate)
TAE Tris-asetat-EDTA

X1



TE Tris-EDTA

WHO Diinya saglik orgiitii (World Health Organization)

YNB Maya azot kaynagi (Yeast Nitrogen Base Sulfate without Amino Acid)
YPD Maya pepton dekstroz (Yeast Peptone Dextrose)
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SEKILLER DiZiNi
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Molekiiler biyoloji ve mikrobiyoloji uygulamalar1 diger bir¢ok alanda oldugu
gibi gida sektoriinde de onemli bir arastirma alani haline gelmistir. Bu uygulamalar
giiniimiizde, biyoteknolojik gelismelere ve gida alaninda hala devam etmekte olan ¢ok
yonlli bircok arastirmaya zemin hazirlayarak insanligin gereksinimlerine hizla cevap
verme olanagi saglamaktadir. Mikrobiyoloji uygulamalar1 ile yeni kaynak
mikroorganizmalar ekstrem ¢evre kosullarna sahip ortamlardan izole edilerek, farkli
uygulamalardaki gereksinimlere gore ¢ok yonlii olarak arastirilmaktadir. Bu
mikroorganizmalar, farkli sektorlerde ihtiya¢ duyulan 6zellik ve verimde iiriinlerin veya
islem yardimcilarinin elde edilmesi i¢in kullanilarak, endiistriyel alanda ¢ok onemli bir
katki saglamaktadir. Ulkemizde bu alanda, ozellikle arastirma potansiyeli, sektdrde
uygulanabilirligi, tiretim hacmi ve verimi gibi bazi konularda siirdiiriilen calismalar
devam etse de halen istenilen diizeye gelinememistir. Bu ¢alisma ile yerel kaynaklardan
izolasyon yapilmis ve c¢esitli genetik teknikler uygulanarak {retim sektoriinde

degerlendirilebilecek yeni gen kaynagi organizmalar arastirilmistir.

Siklodekstrin glokoziltransferaz (SGTaz) enzimi (EC 2.4.1.19) molekiil ici
transglikozilasyon reaksiyonlarini katalize ederek olusturdugu a-(1,4) glikozidik baglar
yardimi ile halkali yapida oligosakaritleri sentezleyebilen endiistriyel oneme sahip bir
enzimdir. Bu sekilde substrat olarak kullandig1 nisasta molekiillerinden 6, 7 ve 8 glikoz
birimli ve sirasiyla a-, B- ve y- siklodektrin (SD) olarak adlandirilan molekiillerin
olugmasini saglar. Siklodekstrinler gida, kozmetik, ¢evre, tarim, eczacilik ve kimya gibi
bir¢ok endiistriyel alanda kullanilan katki maddeleridir ve bunlara olan talep her gecen

giin artmaktadir.

Bacillus macerans kaynakli SGTaz enzimi 1965'te ticari olarak ilk kez
kullanilmistir. Ancak, daha sonra alkalifilik baska bir Bacillus izolatindan elde edilen
SGTaz iiretiminin avantajli olmast (Horikoshi 1999), kaynak organizma olarak

arastirmacilart alkalifilik organizmalar1 taramaya ydnlendirmistir. Mikrobiyolojik ve



biyoteknolojik alanlarda potansiyel olarak c¢ok biiyiik faydalar saglayan alkalifil
organizmalar son yillarda hiicre disi enzimleri bakimindan ilgiyle arastirilan, hiper
enzim tiretimi i¢in ¢ok iyi bir gen kaynagi olan essiz organizmalardir (Horikoshi, 1999).
SGTaz iireticisi kaynak sus arayisi, yapilan pek c¢ok calisma ile bircok iilkede halen
stirdliriilmektedir (Atanosova vd 2008; Puwei vd 2008; Mendoca vd 2004; Higuti vd
2003, Dobreva vd 2000). Ulkemizde konu ile ilgili yapilmis olan bir calismada Aver ve
Donmez (2009) petrol {iretim alanindan izole ettikleri yeni bir SGTaz iireticisi susu
(Thermoanaerobacter kivui) bazi biyokimyasal, morfolojik ve filogenetik Ozellikleri

acisindan karakterize ederek bu susun optimum SGTaz iiretim kosullarini aragtirmigtir.

Bu calismada iilkemiz yerel alkali kaynaklarinda olan, suyu sodali1 Salda ve Van
goliinden ekstrem kosullara adaptasyon saglamis mikroorganizmlar izole edilmesi ve
SGTaz tiretme yetenekleri arastirilmasit amaglanmistir. Bu enzimi kodlayan gen, yiiksek
tiretim orani saglayan ve enzimin saflastirilmasi asamasinda avantaj saglayabilmesi
acisindan yiiksek potansiyele sahip olan metilotrofik bir maya hiicresine aktarilmis ve
karakterize edilmistir. Bu arastirmanin ileride yapilacak diger arastirmalara katki
saglayabilmesini ve iilkemiz gida sanayinin gelisimine ve rekabet giiciine katki

saglamasini dilerim



2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mikroorganizma

2.1.1. Alkali Ortamlar, Alkalifilik Mikroorganizmalar ve Enzimler

Alkalifil terimi (alkali tolerant) mikroorganizmalarin pH 9’un iizerindeki
kosullarda optimum ya da ¢ok 1iyi gelisim gostermesi demektir. Fakat bu
mikroorganizmalar pH’nin 6,5 oldugu nétr degerlerde genel olarak gelisim gdstermez
ya da yavag gelisim gostermektedirler. Alkalifilik mikroorganizmalar fizyolojik olarak
alkalifiller ve halofiller olmak iizere baslica iki gruba ayrilmaktadirlar. Alkalifiller pH 9
tizerinde gelisim gosterebilirlerken optimum gelisimleri pH 10 civarindadir. Halofiller
ise pH 9 ve yiliksek tuz konsatrasyonunun bulundugu (%33 kg/L’e kadar NaCl)
ortamlarda gelisim gdsterebilmektedirler. Alkalifiller no6tr ortamlardan izole
edilebildikleri gibi bazen asidik toprak Orneklerinden ya da giibreden de izole
edilebilmektedirler. Halofiller ise soda golleri gibi asir1 alkali ve tuzlu ortamlardan izole

edilebilmektedirler (Horikoshi 1999).

Glinlimiize kadar bir¢ok alkalifilik mikroorganizma cesitli kaynaklardan izole
edilmistir. Bunlar aerobic sporlu formlar, anaerobic sporlu formlar, halofiller,
arkealarinda icinde bulundugu termofiller, psikrofiller, mezofiller gibi gruplan
icermektedirler. Ozellikle bir ¢ok alkalifilik Bacillus suslarmin toprak gibi makul
ortamlarin yani sira derin deniz, alkali goller, yeralti Ornekleri gibi bazi ekstrem

ortamlardan izole edildigi rapor edilmistir (Horikoshi 2006).

Alkalifilik mikroorganizmalarin endiistriyel uygulamalar1 iizerine yogun
aragtirmalar yapilmistir. Alkalin proteaz, amilaz, seliilaz ve ksilinaz gibi baz1 enzimler
giiniimiizde endiistriyel 6l¢ekte kullanilmaya baglanmistir. Alkalifiller belirli ortamlarla
basa ¢ikabilmek icin genlerinde ¢cok miktarda bilgi ve yetenek gelistirmistir. Bu nedenle
alkalafilik moikroorganizmalarin genleri kesfedilmeyi bekleyen cok degerli bilgi
kaynaklaridir (Horikoshi 2006). Katalaz, siklodekstrin glukanotransferaz (SGTaz),

sitinaz, lipaz, pektinaz ve pullulanaz iiretilebilen diger enzimlerdir (Horikoshi 1999).



Sodal1 gollerden izole edilen izolatlar ticari dneme sahip bir¢ok hiicredisi enzim
salgilarlar, c¢linkii bu enzimler yiiksek pH, sicaklik ve tuz konsatrasyonunda islev
yetenegi gdsterebilmektedirler. Ozellikle camasir deterjanlari, alkalifilik Bacillus
suslarindan {iretilen alkaline seliilaz ve/veya alkalin proteaz gibi enzimler icermektedir.
Aktivitelerini pH 8 ile pH 10,5 arasindaki alkalin c¢ozeltilerde gosterebilme
kabiliyetinde olan alkalifilik enzimlerin birtakim proseslerde kullanimi baz1 avantajlar
saglamaktadirlar. Ornek olarak deterjan katkilar1 icinde uzun siire stabilitelerini
korumalari, yikama sicakliginin diismesi nedeni ile enerji maliyetinden tasarruf
saglanmasi yan1 sira daha hizli ve gilivenilir bir iiriin elde edilmesini saglamalarindan
dolay1 atik problemini azaltmalar1 bu enzimlerin segilmesinin ana nedenleri arasinda
gosterilebilmektedir (Ulukanli ve Digrak 2002, Horikoshi 1999). Endiistriyel diizeyde
siklodekstrin tliretiminde alkalin SGTaz enzimi kullanimi iiretim maliyetini azaltmakta
ve siklodekstrinin gida maddeleri kimyasallar ve ilag sektoriinde biiyilk miktarda

kullanildig1 yeni pazarlar meydana getirmektedir (Horikoshi vd 2011).

Ulkemizde bulunan yerel alkalin ortamlardan biri olarak degerlendirilen
Burdur'a bagli Yesilova ilgesinde bulunan Salda goli, sodali ve Mg iyonlarinca zengin
(pH 9'un iizerinde olan), yaklasik 44 km?2 biiyiikliigiinde, derinligin yer yer 185 metreye
ulastign dogal sit alaninda bulunan bir goldiir (Braithwaite ve Velsel 1996). Ozcan vd
(2006) yaptiklar1 bir ¢alismada Salda golii de dahil olmak iizere toplam 6 golden
yaptiklar1 bir izolasyon caligmasinda halofil Archea tiirlerini izole ederek bunlar
biyolojik Ozellikleri bakimindan karakterize etmislerdir. Bir diger yerel kaynak olan
Van Golii ise, Bitlis ili sinirlar1 igerisinde bulunan, ylizélgiimii 3.570 km?, maksimum
derinligi 450 m, sular tuzlu ve sodali olan Tiirkiye’nin en biiylik goli, diinyanin ise 4.
en biiyiik u¢ goliidiir. Ayrca 9,7-9,8 pH ve %021,7 tuzluluk oranina sahip diinyadaki en
bliyiik goldiir. Tuzluluga biiyiik oranda NaCl ve sodyum karbonat neden olmakla
birlikte, sular1 az oranda siilfat, potasyum ve magnezyum, ¢ok az oranda ise kalsiyum
ihtiva etmektedir. Yapilan bir ¢alismada Van Golii suyu ve cevresindeki topraklardan
izole edilen toplam 17 yerel alkalofilik Bacillus izolati protein profillerine gore
tanilanmis ve fenotipik Ozelliklerine gore tlimiiniin Gram pozitif, aerobik, endospor
olusturan, hareketli ve fakiiltatif alkalofilik Bacillus cinsine ait tiirler oldugu

belirlenmistir (Berber ve Yenidiinya 2005).



2.1.2. Bacillus cinsi ve siniflandirilmasi

Bacillus cinsi 1935 yilinda Christian Gottfried Ehrenberg tarafindan g¢ubuk
seklinde bakteriler olarak tanimlanmistir. Ardindan Ferdinand Cohn spor formlarini
kesfetmis ve Gram pozitif, ¢ubuk seklinde spor olusturabilen bakteriler olarak

degistirmistir (Madigan vd 2003).

Bacillus cinsi, firmicutes boliimiiniin iiyesi olan Gram pozitif, ¢ubuk seklinde
bakterilerdir. Bacillus tiirleri acrob ya da fakiiltatif anaerob olabilmekle birlikte katalaz
enzimi i¢in pozitiftir. Bacillus hiicreleri stresli ortam sartlarinda oval endosporlar
iiretme yeteneginde olup uzun siire uykuda kalabilmektedirler. (Madigan vd 2003).
Vejetatif hiicreler tek ya da zincir seklinde bulunabilmekle birlikte 0,5x1, 2 um ile 2.5 x
10 um capmndadir (Rosovitz vd 1998). Optimum gelisme sicakligi 25 C’ten 37 C’ye
degismekle birlikte bazi termofilik tiirlerin 75 'C den yiiksek ve bazi psikrotrofik
tiirlerin 3 'C den daha disiik sicakliklarda da gelisebildigi bildirilmistir (Sneath vd
1986).

Bacillus bakterisi toprakta, hayvan gilibresinde ve bitkisel {iiriinlerde sikca
bulunabilmektedir. Bu cinsin bir¢cok {iyesi sagliga zararsiz olmasi, kolay izole
edilebilme ve tanilanabilme, hizl1 gelisme orani ve kisa fermantasyon siiresi gibi bazi

sebeplerden dolay1 dikkat ¢eken endiistriyel organizmalardir (Aygan 2008)

Alkalifilik Bacillus tiirlerinin yiiksek pH’lara sahip alkalin ortamlara nasil adapte
oldugu halen arastirilmaktadir. Bu bakterilerin karakteristik ozellikleri tiire gore
farkliliklar gostermektedir. Burada en 6nemli nokta alkalifilik bakterilerin taksonomik
gruplarinin ve filogenetik iiligkilerinin hesaplanmasidir. Filogenetik analizler 16S rDNA
gen dizisine gore yapilmakta olup tiirler filogenetik agac icinde ii¢ ana grup altinda

toplanmaktadir (Yumato vd 2005).



2.1.3. Konukcu Sus Olarak Pichia Pastoris

Metilotrofik bir maya olan Pichia pastoris glinlimiizde heterolog proteinlerin
ekspresyonunda ¢ok yonlii ve en etkili sistemdir (Potvin vd 2010). Pichia pastoris
tizerine ilk olarak 1970’lerde Philips Petroleum Company tarafindan metanoliin tek
hiicre proteini iiretiminde kullanilmasi amaciyla ¢alismistir (Cregg vd 1987, Wagner
1983). Pichia pastoris AOX1 promotorii ile rekombinant protein iiretiminde popiiler ve
genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu promotor, Pichia pastoris hiicreleri glikoz yada
gliserol tizerinde gelisim gosterirken baskilanmaktadir. Bununla birlikte eger metanol
ortaminda gelisime birakilirsa 1000 kata kadar giiclii bir sekilde indiiklenebilmektedir
Yabanct protein salgilanmasinin baskilanmasi yetenegi, hiicre i¢in toksik olmasi
durumunda yararli bir durumdur (Cereghino vd 2002). Yabanc1 bir genin P. pastoris 'de
ekspresyonu genel olarak genin ekspresyon vektoriine yerlestirilmesi, vektoriin P.
pastoris genomuna entegrasyonu, ve elde edilen suslarinin yabanci iriin iiretimi

bakimindan taranmasi olarak 3 asamada gergeklestirilir (Cereghino vd 2001).

Bu ekspresyon sisteminin kullanim nedenleri su sekilde siralanabilir: (1)
uygulanan molekiiler biyoloji teknikleri iizerinde ¢ok genis ¢alisilmis olan
Saccharoymyces cerevisiae ile ayn1 olmasi (2) yabanci proteinleri hiicre dis1 ya da hiicre
icin olarak yiiksek oranda ekspres etme yeteneginde olmasi (3)Glikolizasyon, distilfit
baglarmin  olusumu ve proteolitik prosesleri gibi bazi1  posttranslasyonel
modifikasyonlar1 gerceklestirebilme yeteneginde olmasi (4) bir ekspresyon sistemi
olarak ticari kit seklinde bulunabilmesi (5) verimli ve siki bir sekilde denetlenebilen
alkol oksidaz 1 (AOX1) promatdrii karbon kaynagi olarak metanol kullanilmast ile 1000
kat indiiklenebilmektedir (6) yiiksek hiicre yogunlugu (7) genlerin ¢oklu kopyalar
halinde entegrasyonu saglanarak kararli yapida trasformantlar meydana getirebilmesi
(8) ytiksek hiicre yogunluklu iiretime uygun olup 6l¢ek biiyiitmenin kolay olmasi (9)
yiiksek olgekli tiretimlerde gelisim sirasinda fermantatif moddan ziyade solunumu tercih

etmesidir (Cereghino ve Cregg 2000, Cereghino vd 2002, Demain 2005).



2.2. Siklodekstrin Glukanotransferaz (SGTaz) Enzimi

SGTaz hiicre dis1 bir enzimdir ve genellikle Bacillus cinsi bakteriler tarafindan
uretilmektedirler (Endo vd 2002). Sistematik adi 1,4-a-D-glukan 4-o-D-(1,4-a-D-
glukano)-transferaz olan SGtaz, siklodekstringlikoziltransferaz, siklomaltodekstrin
glukanotransferaz  ya  da  siklomaltodekstrin ~ glikoziltransferaz ~ olarakta
isimlendirilmektedir. SGTaz transferaz grubu enzimlerin {iyesi olan bir
hekzosiltransferazdir (EC 2.4.1.19). SGTaz baglica transglikozilasyon reaksiyonlarin
katalize etmektedir. Bu enzimin asil 6zelligi halkasal iirtinler (siklodekstrin) meydana

getirmesidir (Qi ve Zimmermann 2005).

2.2.1. SGTaz’larn 6zellikleri ve kaynaklar:

SGTaz alfa amilaz siiper familyasina ait, nisasta molekiillerini a-1-4 baglarindan
kesen ve glikozidik baglarin sonundaki indirgen ve indirgen olmayan uglar1 baglayarak
dairesel molekiiller iiretebilen bir enzimdir (Bovetto vd 1992, Qui ve Zimmermann
2002). SGTaz enziminin molekiiler agiligi 60-100 kDa arasinda degismekle birlikte
yaklasik 700 aminoasitten meydana gelmektedir (Bovetto vd 1992). Hafif asidik pH
aralig1 olan pH 4.5-7.0 degerlerinde aktivite gosterebilirken, alkalifilik SGTaz 1n aktif
oldugu optimum pH 9-10 degerleri arasindadir (Tao 1991). Birgok bakteriyel SGTaz
maksimum 40-85 C sicaklik araliginda aktiftir. Genellikle Zn**, Cu**ve Fe®* iyonlari

tarafindan kuvvetli bicimde inhibe edilir (Tonkova 1998).

Transglikolizasyon reaksiyonu SGTaz enziminin ana reaksiyonudur ancak
nisastanin hidrolizasyonu reaksiyonlarmida katalize etmektedirler. Nisastadan meydana
getirdikleri halkasal riinler yani siklodekstrinler (SD) a-, B-, y-SD (SD6, SD7, SDS8)
olarak adlandirilmakta ve sirasiyla 6, 7, 8 glikozil iinitesi icermektedir. Buna bagh
olarak SGTazlar olusturduklari {iriine gore iclerinde a-, B-, -SGTaz olmak iizere ii¢ alt
gruba ayrilmaktadir (Qi ve Zimmermann 2005). Sonu¢ olarak SGTaz fireticisi
mikroorganizmalarda iirettikleri baslica SD tipine bagl olarak a- SGTaz, B-SGTaz, -

SGTaz ureticisi olarak siniflandirilabilmektedirler.



a-Amilazlar genellikle 3 yapisal bolge igerirlerirler (A,B ve C), ancak SGTazlar
bu bolgelere ek olarak C-terminusunda D ve E bolgelerini de igerirler (van der Veen vd
2000a). SGTazlarda bulunan bu bdlgeler Sekil 2.1°de gosterilmektedir. A bolgesi
a(p/a)8 figis1 ya da TIM figis1 formundadir ve tiim a-amilaz ailesi liyelerinde bulunur
(Janecek 1994). Katalitik (amilolitik) ve substrat baglama kisimlar1 A bolgesi i¢inde -
dizisi-ipliklerinin (strands) C-termininde lokalize olmuglardir ve ayrica korunmus
kisimlardir (van der Veen 2000a). B ve C bolgeleri substrat baglamadan ve katalitik
bolgenin stabilitesinden sorumludur (Knegtel vd 1996, Penninga vd 1996). Neredeyse
sadece SGTazlarda bulunan D bdlgesinin fonksiyonu halen bilinmemektedir. Buna
karsin E bolgesini inceleyen mutasyon ¢alismalar: bu bélgenin ham nisastay1 baglamada

onemli oldugunu gdstermistir (Penninga vd 1996 ).

Sekil 2.1.  Bacillus circulans 251 susunun SGTaz enzimi yapisinin ¢izimle gosterimi.
A-E bolgeleri ve ii¢ adet olan maltoz baglama alanlarindan (MBS) 1 ve 2
gosterilmektedir (van der Veen vd 2000a)



Bacillus macerans susunun nigastadan SD iirettigine iliskin ilk rapordan beri
bircok SGTaz enzimi B. megaterium, B. circulans, B. stearothermophilus, B. ohbensis,
B. licheniformis, B. cereus, B. firmus, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Micrococcus
lutens, M. varians, Clostridium spp-» Thermoanaerobacter spp-»
Thermoanaerobacterium  thermosulfurigenes,  Anaerobranca  gottschalkii  gibi
bakterilerden saflastirilmis ve biyokimyasal olarak karakterize edilmistir (Biwer vd

2002, Qi ve Zimmermann 2005).

2.2.2. SGTazlarn katalizledigi reaksiyonlar

SGTaz birbirinden farkli dort reaksiyon katalizlemektedir; bunlardan iici
transglikolizasyon reaksiyonlar1 olarak bilinen disproporsiyonlasma (orantisizlastirma),
siklizasyon (halkasallastirma), kaplin (birlestime) reaksiyonu ve digeri hidroliz

reaksiyonudur (van der Veen vd 2000a).

Orantisizlastirma reaksiyonunda lineer maltooligasakkaritler sindirildikten sonra
olusan triinler bagka bir akseptor substrata transfer edilir. Halkasallastirma reaksiyonu
ise molekiil i¢l transglikolizasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyonda
maltooligasakkaritlerin indirgen olmayan uglar1 ayni oligasakkarit zincirinin indirgen
ucuna transfer edilir. Siklodekstrinler bu reaksiyonla olusmaktadir. Birlestirme
reaksiyonu halkasallastirma reaksiyonunun tam tersi reaksiyondur. Bu reaksiyonda
siklodekstrin halkas1 agilir ve lineer oligosakkarit zincirine transfer edilir. Son olarak
hidroliz reaksiyonlar1 ise lineer oligosakkaritlerin suya transfer edildigi reaksiyonlardir,
yani olusan indirgen ug¢ suya transfer edilmektedir (Davies vd 1997). Reaksiyonlar

sematik olarak Sekil 2.2°de gosterilmektedir.



Sekil 2.2.  SGTaz enziminin kataliz ettigi reaksiyonlarin sematik sunumu. Siyah
daireler glikoz residiilerini beyazlar ise indirgen seker uglarin
simgelemektedir. Reaksiyon (a), (b), (¢), ve (d) sirasiyla halkasallastirma,
birlestirme, orantisizlastirma ve hidroliz reaksiyonlar1 (van der Veen vd
2000b).

2.2.3. SGTaz geninin klonlanmasi ve SGTaz enzimi iiretimi

SGTaz siklodekstrin tiretiminde kullanilan endiistriyel 6neme sahip bir enzimdir.
SGTaz endiistriyel seviyede birgcogu dogal tipte ya da genetik olarak modifiye edilmis

bakteriyel suslardan tiretilmektedir (Qi ve Zimmermann 2005).

SGTaz {tiretimini arttirmak icin birka¢ metot uygulanmaktadir. Yontemlerden
biri SGTaz {lreten bakteriyel suslarin yetistirme kosullarinin ve yetisme ortaminin
optimizasyonunu kapsamaktadir (Gawande ve Patker 1999, Illyas vd 2003, Mahat vd
2004, Qi ve Zimmermann 2005). SGTaz geninin farkli kaynaklardan uygun bir
konuk¢uya klonlanarak burada ekspresyonu SGTaz iiretmini arttirmada diger bir
yontemdir. Yabani tipteki SGTaz {reticileri ¢ogunlukla yiliksek miktarda SGTaz
tiretmezler. SGTaz enziminin asiri-ekspresyonu enzim iiretimini arttirmak icin kilit
unsurdur. Ticari olarak tretilen SGTaz’larin yaklasik 9%50’si heterolog {iretim
islemleriyle elde edilmektedir (Qi ve Zimmermann 2005). Cizelge 2.1°de Bacillus

tiirlerinden giiniimiize kadar SGTaz genleri {izerine yapilan ¢alismalar 6zetlenmektedir.

10



Cizelge 2.1. Bacillus tirlerinden giinlimiize kadar izole edilen yabani tipteki veya
rekombinant SGTaz genleri.

Bakteri SGTaz tipi Kaynak
Alkalophilic Bacillus agaradhaerens LS-3C B (Martins ve Hatti-Kaul 2002)
Alkalophilic Bacillus sp. 1-1 B (Schmid vd 1988)
Alkalophilic Bacillus sp. 17-1 B (Kaneko vd 1988)
Alkalophilic Bacillus sp. 38-2 B (Hamamoto ve Kaneko 1987)
Alkalophilic Bacillus sp. 1011 B (Kimura vd 1990)
Alkalophilic Bacillus sp. A2-5a B (Ohdan vd2000)
Alkalophilic Bacillus sp. G-825-6 v (Hirano vd 2006)
Bacillus circulans 8 B (Nitschke vd 1990)
Bacillus circulans 251 B (Lawson vd 1994)
Bacillus clarkii 7364 Y (Takada vd 2003)
Bacillus licheniformis o/p (Hill vd 1990)
Bacillus macerans o (Takano vd 1986)
Bacillus ohbensis B (Sin vd 1991)
Bacillus sp. G1 B (Ong vd 2008)
Bacillus sp. KC201 B (Kitamoto vd 1992)
Bacillus sp. TS1-1 B (Rahman vd 2006)
Thermococcus kodakaraensis KOD1 B (Rashid vd 2002)
Paenibacillus sp. T16 o/Bly (Charoensakdi vd 2007)

Siklodekstrinler, diinya pazarinda biiyiikk talep gormesine ve yaygin uygulama
alanina sahip olmasma ragmen, fiyatlarin yiliksek olmasi sebebiyle kullanimlari
simnirlidir. Bu sebeple gen klonlanmasi ve asir1 ekspresyonla iiretim gibi tekniklerle
enzim {iretim veriminin arttirilmasi kilit 6nem tagimaktadir. Buna ek olarak uygun
konukgu hiicre se¢cimiyle SGTaz enziminin saflastirilmast (down-stream processing)

kolayca iyilestirilebilmekte ve liretim maliyetlerini diistirebilmektedir (Schmid 1988).

2.3. Siklodekstrinler

2.3.1. Siklodekstrinlerin 6zellikleri

Siklodekstrin ilk defa 1881 yilinda Villiers tarafindan kesfedilmistir ve o donemde
seliilozin olarak adlandirilmigtir. Shardinger, 1911 yilinda gida zehirlemesine yol acan
mikroorganizmalar lizerine yaptig1 ¢alismalarda izole ettigi Bacillus macerans’1in nigasta
ihtiva eden besiyerinde seliilozin meydana getirdigini farketmis ve biiyiik miktarda
tiretilen bu kristalin dekstrinleri Shardinger dekstrinleri olarak adlandirilmistir (Szejtli

1998).
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SD’ler, nisastanin enzimatik doniisiimiiyle meydana gelen, torus yapisindaki
bilesiklerdir. Siklodekstrinler a-1,4-glikozidik baglarla bagli halkasal yapidaki
oligasakkaritlerdir. Genel olarak alti, yedi ve sekiz glikoz {initesine sahiptirler ve
sirastyla a-, B-, y-SD olarak isimlendirilmektedirler (Sekil 2.3). Cizelge 2.2.’de a-, B-,

ve y-SD’lerin bazi 6zellikleri verilmistir.

Sekil 2.3.  a-, B-, y-siklodekstrinlerin (SD) yapisi. Buradaki kafes benzeri boslukta
konukgu organik molekiiller hapsedilir (van der Veen vd 2000a).

SD’lerin molekiiler yapisi kesik koni bigimindedir. I¢ kisminda bulunan ve
“kavite” denilen bosluklar1 hidrofobiktir. X-i1sinlariyla yapilan yapisal incelemelerde,
ikincil hidroksil gruplarmin (C2 ve C3) halka yapidaki ¢er¢evenin daha genis kenarinda
bulunurken birincil hidroksil gruplarinin (C6) diger kenarda bulunmasinda dolay:
SD’lerin torus bi¢iminin meydana geldigi belirtilmektedir. Bu hidroksil gruplarinin
ayrica SD’lerin ¢6ziinebilirlik 6zelliklerinden de sorumlu oldugu saptanmistir. C3 ve C5
hidrojen atomlar1 ve glikosidik oksijen gruplar1 torus seklindeki molekiiliin i¢inde
konumlanmakta ve hidrofobik bir i¢ bdlge meydana getirmektedir. Suda ¢oziinebilen
hidrofilik bir dis yiizeyin ve hidrofobik matriks saglayan apolar boslugun sonucu olarak
CD’ler ¢ok c¢esitli  hidrofobik konuk molekiille inkilizyon kompleksi
olusturabilmektedir (van der Veen vd 2000a).

Cizelge 2.2. a-, B-, y-siklodekstrinlerin 6zellikleri (Van der Veen 2000).

B g}li'koz' Molekiiler D1s ¢ap Bosluk cap1 Qijszlilii?ne Yaklasik . (l;loffl]::)
Ozellikler tinitesi agirhik i i 25 °C) bosluk hacmi ikseklisi
sayist (g/mol) (A) (A ( (A3) y £
(%owlv) (A)
o-SD 6 972 14,6 4,7-5,3 14,5 174 79
B-SD 7 1135 15,4 6,0-6,5 1,85 262 7,9
v-SD 8 1297 17,5 7,5-8,3 23,2 427 7,9
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SD’ler kati, stvi ve gaz formundaki birgok konuk¢u molekiille kati formdaki
inkiilizyon kompleksi (konukc¢u-konuk kompleksi) olusturabilmektedirler. SD’ler ile
molekiiler kapsiillemede kullanilan konuk molekiil listesi oldukg¢a genistir. Diiz veya
dalli zincir yapisindaki alifatikler, aldehitler, ketonlar, alkoller, yag asitleri, organik
asitler, aromatikler, gazlar, ile halojenler oksiasitler ve aminler gibi polar bilesenler SD
yapist igine yerlesebilmektedir. Olusan inkiilizyon kompleksi ile molekiile suda
¢Oziiniirliik, kimyasal kararlilik ve biyoyararlilik gibi bazi essiz karakteristik 6zellikler

kazandirilmaktadir (Schmid 1988, Szejtli 1998).

SD’ler alkali soliisyonlarda (14>pH) ve asidik ortamlardaki (pH>3) hidroliz
reaksiyonlarinda ¢ok stabildir. Genellikle termal stabiliteleri 200 °C altinda olmakla
birlikte diger dogrusal malto oligasakkaritlere gore indirgen ve indirgen olmayan uglu

glikozlarin varligindan dolay1 nispeten daha kararli bir yap1 sergilemektedir (Ong 2005).

SD’lerin endiistriyel iiretimindeki saflagtirma islemleri karmasik ve pahali olmakla
birlikte ¢oziicii toksisitesi, yanicilik ve ¢oziicli kazanma islemlerinde bazi dezavantajlar
da s6z konusudur. Coziicliniin SD’den ayristirilmasi pahali bir islemdir bundan dolay:
SD ler ilag ve gida alaninda sinirli kullanima sahiptir (Biwer vd 2002). Genetik
miithendisligi ve molekiiler biyoloji arastirmalar1 SD iiretim islemlerini basitlestirmeyi
ve belirli tipte SD {iretimini saglamayi, bdylece pahali ve ¢evreye zararl prosediirlerin
yerini alabilecek yontemleri gelistirmeyi hedefleyen bir calisma alanidir (Sian 2002,

Sian vd 2005).

2.3.2. Siklodekstrinlerin uygulamalari

SD’lerin uygulama alanlari, birgok bilesenle inkiliizyon kompleksi olusturabilme
yeteneklerinden dolay1 ¢ok genistir. Konuk molekiil tamamen SD ile kaplandiginda,
molekiilde kimyasal ve fiziksel olarak avantajli baz1 degisiklikler meydana gelmektedir.
Bu sebeple SD’ler eczacilik, biyodoniisiim ve fermantasyon, cevre, kimya, kisisel
bakim, temizlik {riinleri, kozmetik, gida, paketleme ve tekstil {iriinleri gibi alanlarda

genis kullanim imkanina sahiptir (Singh vd 2002).
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SD’lerin kullanimi ile endiistriyel atiklardaki yliksek derece toksik maddeler,
inkiliizyon kompleksi olusumu yardimiyla uzaklastirilabilmektedir.  insektisit
triklorofon ana sivisinda bulunan toksik yapidaki kristalize olamayan triklorofon, -SD
kompleksine doniistiiriilerek, tek bir uygulamada %90 oraninda uzaklastirilabildigi
belirtilmistir (Szetjli 1989). SD’ler, topragin zenginlestirilmesi islemleri, organik
kontaminantlarin ve agir metallerin uzaklastirilmas1 gibi uygulamalarda ¢evre bilimleri

acisindan da 6nemli bir rol oynamaktadir (Gao and Wang, 1998).

Kimya endiistrisinde SD’ler ve tiirevleri hem tepkimelerin seciciligini
gelistirmek i¢in hemde sanayi 6l¢ekli tiriinlerin ayirilmasi ve saflagtirilmasinda katalizor

olarak kullanilmaktadir (Hedges, 1998).

Kozmetik endiistrisi SD’lerin talep gordiigii diger bir alandir. Genellikle
inkiliizyon bilesenlerinden kokularin kontrollii salinimi yolu ile parfiim, oda kokular1 ve
deterjanlardaki uguculugun baskilanmasinda kullanilir. Stabilizasyon, koku kontrolii,
stv1 bilesenlerin kat1 forma donistiiriilmesi iizerinden siireg iyilestirme gibi uygulamalar
SD’lerin bu sektérdeki en 6nemi faydalaridir. Dis macunu, cilt kremleri, kat1 ve sivi
kumas yumusaticilari, kagit havlu sektorti, cilt ve koltukalti koruyucular diger uygulama

alanlaridir (Del Valle 2003).

Ilag endiistrisinde ise SD’ler ve tiirevleri kompleks olusturarak, ¢dziicii yada
seyreltici olarak, ila¢ bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini gelistirmek veya az
¢Oziinen ilaglarin biyoyararligmmi arttirmada katki maddesi olarak kullanilmaktadir

(Fromming ve Szejtli 1994).

Gida endiistrisinde de SD’ler farkli amaclara yonelik kullanilabilmektedir.
SD’ler, oksijen, 151k ve 1si1l isleme duyarli lipofilik bilesenlerin korunmasi, renk
maddelerinin ve vitaminlerin ¢oziinebilir hale getirilmesi, kokularin, vitaminlerin, ugucu
yaglarin istenmeyen degisikliklere kars1 korunmasi, kotii koku ve tatlarin baskilanmasi
ve bazi gida bilesenlerinin kontrollii salinimini saglamak amaci ile gida isleme
uygulamalarinda ve gida katkisi olarak ¢esitli amaclarla kullanilabilmektedir (Astray vd

2009).
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SD’ler, yaglar aroma ve renk maddeleri gibi ¢esitli maddelerle inkiliizyon
kompleksi olusturturarak istenmeyen bilesenlerin maskelenmesi ve uzaklastirilmasi
yada istenen gida bilesenlerinin kontrollii salinimi i¢in kullanilabilmektedir (Prasad vd
1999). Endiistriyel portakal suyu iiretiminde sirasinda soruna neden olan limonoidler
(baslica limonin) ve flovanoidler (baslica naringin) SD’ler ile inkiiliizyon kompleksi
olusturarak uzaklastirilmakta ve boylelikle aci tad azaltilabilmektedir. SD’ler, bitki ve
fungal ekstraklar, yagsiz siit hidrolizatlari, kavrulmus ¢ay ve kahvelerde tanenlerin
baglanmasi ve aciligin giderilmesinde kullanilabilmektedir. En ¢ok kullanildig1
uygulama ise siit ve yumurta gibi hayvansal gidalardan kolestroliin uzaklastirilmasi
islemidir. Ayrica, SD’ler yaglarda kizartma sirasinda olusan serbest yag asitlerinin

uzaklastirllmasinda da kullanilabilmektedir (Hedges, 1998).

SD’ler gida formiilasyonlarinda tat verici ve koruyucu olarak da
kullanilabilmektedir. SD’ler toz haldeki tatlandirici ve sekerleme maddelerinin
kontrollii salinimini saglar. Boylelikle sakizlarda, tiiketici i¢in hayli dnemli olan lezzetin
uzun siire korunmasi saglanir (Mabuchi ve Ngoa 2001). Cogu dogal ve yapay
tatlandiricilar, ugucu yaglar ya da sivilardir. Bunlarin SD’ler ile kompleksleri aromanin
korunmasinda, geleneksel enkapsiilasyon teknolojilerine gelecek vaat eden bir alternatif
sunmaktadir. SD’ler dondurma, ¢6zdiirme ve mikrodalga gibi gida isleme metodlarinda
aromay1 koruyarak molekiiler enkapsiilant olarak hareket etmektedir. Molekiiler
enkapsiilant olarak B-SD aroma kalitesi ve miktarimi diger enkapsiilantlara kiyasla
bliyiik 6l¢iide ve uzun siire koruyarak gida maderine uzun 6miir saglamaktadir (Munoz-

Botella vd 1995).

SD’ler ile aspartam gibi tatlandiricilarin olusturdugu kompleks tad gelistiricici
stabilize edici olarak hareket ederler. Ayrica steviosit, gliserizin ve rubusoside gibi gida
tatlandiricilarin agizda biraktigi aci tadi gidermede kullanilmaktadir. SD’nin kendisi de
gelecek vaad eden yeni bir tatlandiricidir. Viski ve bira gibi alkollii igeceklerde SD’lerin
lezzet gelistirici olarak kullanildigr bildirilmistir (Parrish 1988). SD’ler gida
maddelerinin hazirlanmasinda farkli amaglarla kullanilabilmektedir. Ornegin dall1

SD’ler, un bazli noodle, tart hamuru, pizza hamuru ve pring keklerinde hamura
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elastikiyet ve esneklik vermektedir (Fujishima vd 2001). Elma suyu iiretiminde ise
SD’ler, trans-2-hexanalin iceren antimikrobiyal gida koruyucularini hazirlanmasinda

kullanilmaktadir (Takeshita ve Urata 2001).

SD’lerin gida olarak yasal statiileri {lilkeden iilkeye degismektedir. FAO/WHO
ortakligindaki gida katki maddeleri uzman komitesinin (JECFA) B- SD i¢in onerdigi
miktar giinliik 5 mg/kg’dir. a- ve y-SD’ler i¢in, toksilojik profilleri olumlu oldugundan
dolay1 herhangi bir giinliik kabul edilebilir alim miktar1 (ADI-Acceptable Daily Intake)
belirlenmemistir (US Federal Register 2005). ABD’de a-, B- ve y-SD’ler FDA trafindan
GRAS statiistinde degerlendirilmektedir ve ticareti yapilabilmektedir. Japonya’da ise a-,
B- ve y-SD’ler dogal iiriinler olarak kabul edilir ve ticareti yapilir ancak gida sektoriinde
safligina  bagli olarak kullanimlar1  smirlandirilabilmektedir. o- ve y-SD’ler
Avustralya’da 2004’te ve Yeni Zelanda’da 2003’te yeni gidalar (novel foods) olarak
degerlendirmeye alinmistir (Cravotto vd 2006).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bakteriyel Suslar ve izolasyonlari

Calismada gen kaynagi olarak kullanilan Bacillus sp. SDS5 ve izole edilen diger
Bacillus sp SG1, Bacillus sp SG2, Bacillus sp V3 suslar1 sodali oldugu bilinen Salda ve
Van gollerinden izole edilmisti. Salda golii, Burdur'a bagh Yesilova ilgesinde bulunan,
suyu sodali ve Mg iyonlarinca zengin (pH 9'un iizerinde olan), yaklasik 44 km?
biiyiikliigiinde, derinligin yer yer 185 metreye ulastigi dogal sit alaninda bulunan bir
bazik karakterli goldiir. Van golii ise, Bitlis il sinirlarinda bulunan yiizélgtimii 3.570
km?, maksimum derinligi 450 m, sular1 tuzlu ve sodal1 (%021,7 tuzluluk ve pH 9,8) bir
goldiir. Bu gollerden Nisan ve Mayis aylarinda, Salda gdliinden 20 ve Van goliinden 7

adet ol suyu ile karigim halindeki toprak drnekleri 6rnek kaplarmna alinmis ve 4 "C’de

muhafaza edilmistir.

Bu izolasyon sirasinda SGTaz aktivitesinin kabaca belirlendigi, secici besin
ortami igeren bir plaka ekim yontemi kullanilmistir (Park vd 1989). Bu yonteme gore
fenolftaleyn veya fenolftaleyn ile birlikte metil oranj ihtiva eden Horikoshi kati
besiyerleri kullanilmistir (Bknz bolim 3.4.). Salda ve Van goéllerinden alinan su ve
toprak Orneklerinden yayma yontemi ile 1:10 seyreltilerek ve dogrudan ekim
yapilmustir. Plakalar 4 giin siireyle 37 °C'de inkiibasyona birakilmistir. Ayni sekilde
zenginlestirilmis HM siv1 besiyerine sporlu bakterilerin ¢ogalabilmesi amaciyla ekim
yapilmigtir. Bir giin sonrasinda tekrar HM kati besiyerine aktarilmis ve inkiibasyona
birakilmistir. Etrafinda acik sari1 zon olusan kolonilerden taze besiyerine tek koloni

diisecek sekilde ¢izgi ekim yapilmis ve kiiltiirler 37 °C’de gelistirilmistir.

Elde edilen suglara Gram boyama yapilmistir. HM agar iizerinde gelistirilmis
geng hiicreler 6ze yardimi ile iizerine bir damla su damlatilmis lam tizerine ince bir film
halinde yayilmis ve havada kuramaya birakilmasi ardindan bunzen bekinden 3 kez
gegcirilerip bakterinin lam iizerinde fiksasyonu saglanmistir. Uzerine kristal viyole
boyasi (0,5 g kristal viole, 100 ml distile su) damlatilip 1 dk bekletildikten sonra distile
su ile yikanarak kristal viyole uzaklastirilmis. Ardindan liigol ¢6zeltisi (Merck 109261)
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damlatilarak 1 dk bekletilmistir ve yine distile su ile yikanarak liigol c¢ozeltisi
uzaklagtirllmistir. Preparat %96’lik etil alkol ile 10 15 dk muamele edilmesi ardindan
distile su ile yikanmistir. Son olarak karsit boya olarak safranin ¢ozeltisi (10 ml %95 etil
alkol i¢inde ¢oziindiirilmiis 0.5 g safranin, 100 ml distile su) ile 15 sn muamele edilip
distile su ile yikanarak kendi halinde kurumaya birakilmistir (Temiz 2000). Leica
DM?750 mikroskop (DM750, Leica Wetzlar, Almanya) altinda 100x objektifle iizerine
immersiyon yag1 (Nikon, Japonya) damlatilarak incelemeye tabi tutulmustur. Ayrica
HM agar lizerinde gelisen hiicrelerin koloni yapilari ve 6zellikleri mikroskop altinda

cesitli objektiflerle incelenmistir.

Bakteri kiiltiirleri sivi Horikoshi besiyesinde (Bknz bdliim 3.6) gelistirilmis ve
1:1 oraninda hacimce %350 gliserol igeren sulu ¢ozelti ile karigtirilarak -80 °C'de
depolama yapilmistir. Suslar dogal kaynagini belirtecek sekilde harf ve say1 igeren
kodlarla isimlendirilmistir. Horikoshi kat1 besiyeri iizerinde gelistirilen koloniler ise 4

°C’de korunmustur.

3.2. Konukc¢u Suslar ve Tasiyic1 Plazmidler

Calismalarda plazmidlerin ¢ogaltilmasi amaciyla konuk¢u sus olarak kimyasal
transformasyona elverisli Escherischia coli (E. coli) suslari olan, DH5a (Invitrogen,
CA, ABD) ve XL-1 Blue (Stratagene, CA, ABD) kullanilmistir. SGTazgeni klonlama
calismalar1 i¢in Pichia pastoris X33 (Invitrogen, CA, ABD) susu kullanilmistir. Baz1
analizlerde kontol amagl olarak polihistidin kuyrugu ihtiva eden EGFP (green
fluorecent protein-yesil florasan proteini) proteini geni icen Pichia pastoris X33-EGFP
susu kullanilmigtir. PZR irlinlerinin klonlanmasinda kiit uclu DNA parcalarinin
baglanmasina elverigli pJET 1.2 (Fermentas, MD, ABD) vektor-enzim kompleksi
kullanilmistir (Sekil 3.1). Diger bazi klonlama calismalarinda pPICZoA (Fermentas,
MD, ABD) vektor plazmidi kullanilmistir (Sekil 3.2).
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pJET1.2/blunt
2974 bp

Sekil 3.1.  Kiit u¢lu PZR {irlinlerinin klonlanmasinda kullanilan pJET 1.2 plazmidi

pPICZo.A,B,C (3.6 kb)

- o
55325582953
I AT s T id] c-myc epitope  6xHis |
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* Frame-dependent variations

Sekil 3.2.  Protein expresyonu i¢in kullanilan PPICZaA plazmidi
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3.3. Kimyasallar ve restriksiyon enzimleri

Calismada kullanilan restriksiyon endoniikleazlar1 ve bunlarin tampon ¢ozeltileri
Fermentas (MD, ABD) temin edilmistir.ve kullaniminda iiretici firmanin talimatlarina
uyulmustur. Farkli sekilde belirtilmedigi takdirde kullanilan kimyasallarin tamanu
Sigma-Aldrich (MO, ABD) ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmalarindan temin

edilmistir.

3.4. Besiyerleri

3.4.1. Horikoshi s1v1 ve kat1 besiyeri

Horikoshi sivi besi yeri (HM-broth) %1 ¢dziinebilir nisasta, %0,1(kg/L)
KH,POy4, %0,02 (kg/L) MgS0.4.7H,0, %0,5 (kg/L) pepton, %0,5 (kg/L) maya ekstrakti,
%1 Na,C0; ihtiva etmektedir (Kaneoke vd 1988).

Horikoshi kati besiyeri (HM-agar) %0,1 (kg/L) KH,PO4, %0,02 (kg/L)
MgS04.7H,0, %0,5 (kg/L) pepton, %0,5 (kg/L) maya ekstrakti, %1 Na,C0;, %1,5
(kg/L) agar ve %0,02 (kg/L) fenolftaleyn %0.01 metil oranj ihtiva etmektedir (Park vd
1989).

Otoklavlama igleminde ¢6ziinebilir nisasta ve sodyum karbonat ¢ozeltileri ayri
ayr sterilize edilmistir. Ardindan sicakligin 55 °C’ye inmesi beklenmis ve 20 ml olacak
sekilde petrilere dokiilmiistiir. Petriler mikrobiyolojik emniyet kabini i¢inde katilasarak
kullanima hazir hale getirilmistir. Daha sonra kullanilacak olan besiyerleri 4 °C’lik

dolaplarda muhataza edilmistir.

3.4.2. Luria-bertani siv1 ve kati besiyerleri

Luria-Bertani (LB) Miller (Difco™, MD, ABD) kati besiyeri(5 g/L maya
ekstrakti, 10 g/L pepton, 10 g/L NaCl, 15 g/L agar) ve siv1 besiyeri (5 g/L maya
ekstrakti, 10 g/L pepton, 10 g/l NaCl) iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak
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hazirlanmistir. LB-ampisilinli katt ve sivi besiyerleri hazirlanirken, otoklavlama
sonrast sicakligin 55 °C altina inmesi beklenilmis ve ardindan nihai konsantrasyon

100 pg/ml olacak sekilde ampisilin ilave edilmistir.

Luria-Bertani (LB) Lennox (Difco™, MD, ABD) kati besiyeri (5 g/l maya
ekstrakti, 10 g/L tripton, 5 g/L NaCl, 15 g/L agar) ve sivi besiyeri (5 g/L maya
ekstrakti, 10 g/L tripton, 5 g/l NaCl) iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak
hazirlanmistir. LB Lennox-zeosinli kat1 ve sivi besiyerleri besiyerleri hazirlanirken,
otoklavlama sonrasi sicakligin 45 °C altina inmesi beklenilmis ve ardindan nihai

konsantrasyon 25 pg/ml olacak sekilde zeosin ilave edilmistir.

Kat1 besiyerleri sicak su banyosu i¢inde 55 °C’ye inmesi beklenmis ve 20 ml
olacak sekilde petrilere dokiilmiistiir. Petriler mikrobiyolojik emniyet kabini iginde
katilasarak kullanima hazir hale gelmesi beklenmistir. Daha sonra kullanilacak olan

besiyerleri 4 °C’lik dolaplarda depolanmastir.

3.4.3. YPD siv1 ve kat1 besiyerleri

YPD (Difco™, MD, ABD) kat1 (10 g/L maya ekstrakti, 20 g/L pepton, 20 g/L
dekstroz, 15 g/L agar) ve siv1 besiyerleri (10 g/ maya ekstrakti, 20 g/L pepton, 20 g/L

dekstroz) iiretici firmanin talimatlarina uygun olarak hazirlanmigtir.

3.4.4. Nisastahh MM kat1 besiyeri

%1,34 YNB, %4x107 biotin, %0,5 metanol, %1,5 agar, %0,4 ¢coziinebilir nisasta
otoklavlanarak hazirlanmistir Kat1 besiyeri sicak su banyosu i¢inde 55 °C’ye inmesi
beklenmis ve 20 ml olacak sekilde petrilere dokiilmiistiir. Petriler mikrobiyolojik
emniyet kabini i¢inde katilagarak kullanima hazir hale gelmesi beklenmistir. Daha sonra

kullanilacak olan besiyerleri 4 °C’lik dolaplarda depolanmuistir.
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3.4.5. BMMY BMGY siv1 besiyerleri

Stok besiyeri (BMXY) hazirlamak iizere %1 maya ekstrakti ve %2 pepton sulu
¢Ozelti hazirlanmistir. Bunun i¢cine, BMGY besiyeri i¢in; %1.34 YNB, %0,2 %4x107°
biotin, %1 gliserol, %10 1M fosfat tamponu (pH 6,5). BMMY besiyeri icin ise %1.34
YNB, %0,2 %4x107° biotin, %1 metanol, %10 1M fosfat tamponu (pH 6,5) eklenmistir
(Inan vd 2007).

3.4.6. Gliserollii Stoklarin Hazirlanmasi

Gen kaynagi bakteri 5 ml Horikoshi sivi besiyerinde 37 "C geceboyu inkiibe
edilmis ve daha sonra 5 ml %50’lik gliserol ile karistirllmig ve viallere bolustiiriilerek -

80 ‘C’de depolanmustir.

pPICZa-A plazmidi ve hedef geni tasiyan E. coli XL-Blue hiicreleri tek
koloniden alinarak 3 ml Luria-Bertani Lennox sivi besi yerine ekilmis, 37 'C’de
geceboyu inkiibasyona birakilmis ve yartyartya %50’lik gliserol ile karistirilarak —80
“C’de depolanmustir.

pJET 1.2 plazmidi ve hedef geni tasiyan E. coli DH5a hiicreleri tek koloniden
alinarak 3 ml Luria-Bertani siv1 besi yerine ekilmis 37 'C de geceboyu inkiibasyona

birakilmis ve %50°’lik gliserol ile karistirilarak ayni sekilde —80 ‘Cde depolanmustir.
3.5. Hiicre Yogunlugunun Belirlenmesi

Hiicre yogunluklar1 saf su ile seyreltilen sivi kiiltiir Orneklerinin 600 nm
dalgaboyunda absorbanslarinin 6lciilmesiyle spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Tek kullanimlik spektrofotometre kiivetleri ile Libra S50 (Biochrom, Ingiltere)
spektrofotometresinde okuma yapilmistir. Hiicre yogunlugunun belirlenmesi i¢in

yiirlitiillen denemeler en az 3 paralelli olarak gerceklestirilmigtir.
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3.6. Genel DNA Teknikleri

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

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

3.6.1. DNA izolasyonu

Bakterilerin genomik DNA izolasyonunda MasterPure™ Gram Positive DNA
Purification Kit (Epicentre® Biotechnologies, WI, ABD) ve mayalarin genomik DNA
izolasyonunda ise MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre®

Biotechnologies, W1, ABD) kullanilmistir.

Genomik DNA izolasyonu oncesi bakteriler Luria-Bertani (LB) Lennox agar
tizerinde gelistirilen saf kiiltiirdeki tek koloniden alinarak 3 mL LB Lennox sivi
besiyerine ekimi yapilmistir. Calkalamali inkiibatorde (Innova 44R, New Brunswick
Scientific, NJ, ABD) tiiplerde veya engelli (baffled) erlenlerde 1 gece gelistirilen
kiiltiirin santrifiijlenmesiyle elde edilen hiicre peleti uygun kit ile muamele edilmistir.
Bunun i¢in 6ncelikle hiicreler enzimle pargcalanmis ardindan ilave edilen bir ¢ozelti ile
proteinleri ¢oktiiriilerek uzaklastirilmis ve peletlenen DNA yikanarak TE tamponunda
¢cozlilmiigtiir. Bu asamalarda tretici firmanin sagladigi talimatlara uygun sekilde
calisilmis ve islemler sirasinda >10,000 g kapasiteli Centrifuge 5424 (Eppendorf,
Almanya) ve sogutmali Allegra 25R (Beckman Coulter, CA, ABD) santrifij
ekipmanlar1 kullanilmistir. Elde edilen DNA izolatlar1 denemelerde kullanilmak tizere 4

°C’de saklanmustir.

Maya hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in YPD agar lizerinde gelistirilen saf
kiiltiirden 1,5 ml YPD besi yerine ekim yapilmis ve calkalamali inkiibatdrde 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirden alinan 1,5 ml 6rnek santrifiijlenmis ve elde edilen
hiicre pelleti 6nce maya hiicresi duvarini pargalayan enzimi igeren liziz soliisyonu ile

muamele edilmis, daha sonra protein presipitasyon ¢ozeltisi ile proteinler ¢oktiiriiliip
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uzaklagtirildiktan sonra siiper natantta kalan DNA ¢oktiiriililerek TE tamponunda

¢Ozlindliriilmustir.

3.6.2. Agaroz jel hazirlamisi

Total genomik DNA izolasyonlarimin kalitesi, PZR friinlerinin varligi,
restriksiyon endoniikleazlarinin etkisi gibi aragtirmalarda Ornekler agaroz jel
elektroforezi ile ayristirilmistir. Tiim uygulamalar aksi belirtilmedigi takdirde %1°lik
agaroz jelde gerceklestirilmistir. Jel hazirlanirken, 1xXTAE tampon c¢ozeltisine (Tris-
Asetat-EDTA, 40 mM Tris, 20 mM asetik asit, | mM EDTA) %1 oraninda agaroz
(SeaChem, FMC Bioproducts, ME, ABD) ilave edilmis ve mikrodalga firin yardimiyla
sitilarak ¢ozilindiiriilmiistiir. Bu ¢ozeltiye 1 pL/50 mL etidiyum bromiir ¢ozeltisi (10
mg/mL, Invitrogen, CA, ABD) ilave edilerek, karisimin uygun ebatta ve sekilde segilen
kaliplara (jel kasedine) dokiilmesi ve katilagsmasiyla jel elde edilmistir. Jel kuyularina
yiiklenecek ornek 5:1 oraninda 6X DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific,
MA, ABD) jel yiikleme tamponu ile karisitilmisg, gerekli goriildiigii hallerde ultra saf su
ile seyreltilerek toplam 10-20 uL hacimde hazirlanmistir. Jel 1X TAE tampon i¢inde
tutularak ornekler kuyulara yiiklenmistir ve elektroforez uygulamas: ile drnekler jel
icinde 120 V dogru akim altinda, 40-120 dk siireyle yiiriitilmiistiir. Agaroz jel i¢inde
molekiil agirliklarindaki farka gore bantlara ayrilan DNA molekiilleri etidiyum bromiir
varliginda UV (312 nm) 1s1nlart altinda turuncu 1sima verdigi i¢in kurulan dijital kamera
sistemi (Vilber Lourmant E-Box-VX2) ile goriintiilenebilmistir. Bu islemde aksi
belirtilmedigi taktirde DNA standardi olarak O’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) kullanmilmistir. Calismada elektroforez

calismalarinda kullanilan DNA ve protein standartlar1 Ek. 7.1°de verilmistir.

3.6.3. DNA Miktarinin Tayini

Cift sarmal DNA yogunlugu (miktarr) Quant-iT ™ dsDNA assay kit (molecular
Probes®, Invitrogen, CA, ABD) yardimiyla QubitTM (Invitrogen, ABD) flourometresi
kullanilarak belirlenmistir. Fluorometrede 510 nm uyarma ve 527 nm emisyon filtreleri

kullanilmistir. Tedarik¢i firmanin talimatlar1 dogrultusunda 6ncelikle i¢cinde Quant-iT
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reaktifi ve tamponu bulunan ¢aligma soliisyonu hazirlanmis ve standart olarak 100 ng/
uL DNA ve 0 ng/ nL DNA 190 pL calisma soliisyunu icinde 10 pL olacak sekilde iki
adet diliisyon hazirlanmis ve cihaz kalibre edilmis. Ardindan hedef DNA miktar1 199
uL ¢alisma soliisyonu iginde 1 pLL DNA olacak sekilde hazirlanan diliisyon ile tayin

edilmistir.

3.6.4. PZR

PZR i¢in TGradient® (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH, Almanya)
thermocycler (1s1 dongii cihazi) ve KOD Hotstart DNA polymerase (Strategene, CA,
ABD) enzim kiti kullanilmistir. Yiiriitiilen ¢alismada PZR analizlerinde kullanilan

primerler ve bunlara ait baz1 6zellikler Ek. 7.2’de verilmistir.

PZR cihazinda dizilerin uzamasi1 basamagi i¢in verilen asgari siire (elongation),
olugmas1 beklenen parcanin kbg cinsinden biiyiikliigline ve DNA polimeraz enzim
kitinin kullanim talimatlarina bagli olarak belirlenmistir. Kapak sicakligi tepkime
stiresince 99 °C, tepkimeler sonrasinda tiiplerin bekletilecegi sicaklik ise 4 °C olarak
ayarlanmigtir. Kullanilan PZR 1s1 dongii cihazinda tepkimede kullanilacak primer
ciftinden en diisiik erime sicakligina sahip olan primerin baglanma sicakliginin (Tm) £5
°C olarak programlanmistir. PZR 06ncesinde tiiplerin siirekli buz iistiinde tutulmasina
0zen gosterilmistir. PZR denemelerinde kullanilan 1s1 dongii programu 1 kere 35 dongii
iceren diiz program olmustur. Cizelge 3.1°de uygulanan 1s1 dongiisii programi
verilmistir. Kullanilan cihazin 1sitma blogu sicaklik gradienti saglayabilir 6zellikte
oldugu i¢in PZR denemelerinde Tm + 5 °C araliginda reaksiyonlar gerceklestirilerek
PZR optimizasyonu gerceklestirilmistir. PZR isleminin kontrolii i¢in primer ¢iftleri ile
elde edilen PZR fiirlinleri %1 agaroz jelde 1X TAE tamponu i¢inde yiirlitmistiir.
Uygulanan sicaklik gradientinde en yogun bandi veren sicaklik (Tm) optimum
baglanma sicaklig1 olarak belirlenmis ve daha sonra yapilan PZR uygulamalarinda her

primer cifti igin ayr1 olarak belirlenmis optimum baglanma sicakligi kullanilmigtir.
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Cizelge 3.1. PZR 1s1 dongii programi i¢in siire ve sicaklik kosullar

Is1 Dongui Programi
Sira Sicaklik Stire Dongii komutu
1 94 120
2 94 15
3 (Tm) £5 30 35 kere 2’ye git
4 70 30
5 72 600
6 4 o0

PZR iirtinleri MinElute PCR Purification Kit (Quiagen, CA, ABD) yardimiyla
veya gerekli goriildiigii durumlar da jelde yiiriitiiliip amplikon band1 kesilerek MinElute
Gel Extraction Kit (Quigen, CA, ABD) ile jel ortamindan uygun tampon igine

Ozutlenmistir.

3.6.5. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid izolasyonu QIAprep®Spin Miniprep (Qiagen, CA, ABD) kit ile iiretici
firmanin talimatlart dogrultusunda gergeklestirilmistir. Bunun i¢in bakteriler 37 °C’de
18-24 saat gelistirilmis ve 1,5-3 mL kiiltiir 6rnegi santrifiijlenerek pelet olarak ayrilan
organizmalardan plazmidler izole edilmistir. Plazmid DNA Kkalitesi agaroz jelde

yiiriitiilerek kontrol edilip ardindan DNA miktar1 belirlenmistir.

3.6.6. DNA’nin Restriksiyon Endoniikleazlarinca Sindirilmesi

DNA’nin sindirilmesinde Fermentas FastDigest (Thermo Scientific, MA, ABD)
restriksiyon enzimleri ve tamponlar1 diretici firmanin talimatlart dogrultusunda
kullanilmistir. Enzimler plazmid ve ligasyonu yapilacak genin haritalarina bakilarak her
biri plazmitten ve digeri genin icinden olmak lizere 2 bolge belirlenerek secilmistir.
Sindirim islemi i¢in, kullanilan DNA’ya bagl olarak endoniikleazin kullanim talimtalar
dogrultusunda 1-5 pg DNA igeren tiipe toplam hacim 20-50 pl olacak sekilde 10X
endoniikleaz tamponu ve enzim(ler) ilave edilmis, karisim 37 °C'de 5-60 dk tutulmustur.
Sindirimin dogrulanmasinin kontrolii ve DNA kalitesi agaroz jelde yliriitiilerek

belirlenmis ve ardindan DNA miktar1 belirlenmistir.
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3.6.7. DNA Ligasyonu ve Defosforilasyonu

DNA pargalarinin ligasyonunda Fermentas Rapid DNA ligation kit (Thermo
Scientific, MA, ABD) iiretici firmanin talimatlarina gére 20-100 ng plazmid vektor
restriksiyon endoniikleazlari ile sindirilmis ve vektor/hedef gen DNA parcasinin molar
oranlar1 1:3 den 1:5 oranlan arasinda olacak sekilde hedef gen parcasi ve vektor
icerisinde T4 DNA ligaz enzimi ve 1X ligasyon tamponu bulunan ve steril su ile 20 pl

hacmine getirilen karigimda 10 dk 22 "C’de inkiibasyona birakilmustir.

DNA parcalarinin defosforilasyonu i¢in ise Rapid DNA Dephos&ligation kit
(Roche, Almanya) kullanilmistir. Restriksiyon endoniikleazlarinca kesilen 1pg kadar
vektor, iginde 1X tampon ve alkalin fosfataz bulunan ve steril su ile 20 ul hacme
getirilen karisim iginde 37 "C’de 10-30 dk arasi inkiibasyona birakilmis ardinda 75
‘C’de 2 dk bekletilerek reaksiyon durdurulmustur. Hedef gen pargasi ve vektor,
vektor/hedef gen orani 1:1 ile 1:5 arasinda olacak sekilde, , igerisinde T4 DNA ligaz
enzimi, 1X ligasyon tamponu, 1X DNA diliisyon tamponu bulunan ve steril su ile 20 pl
hacme getirilen karisimda 10 dk 22 "C’de inkiibasyona birakilmustir. Elde edilen plazmit

daha sonra kullamilmak tizere -20 'C’de muhafaza edilmistir.

3.6.8. Primerlerin Sentezlenmesi ve Dizi Analizi

Dizi analizlerinin bir kismi arastirmanin Helsinki tiniversitenin biyoteknoloji
enstitlisii biinyesinde bulunan ve DNA dizi analiz merkezince (DNA Sequencing and
Genomics Laboratory, Helsinki, Finlandiya), Biiyiik ¢ogunlugu ise Orta dogu Teknik
tiniversitesi yerleskesinde bulunan dizi analiz merkezince (RefGen-Gen arastirmalart ve
biyoteknoloji Ltd. Sti., Ankara, Tirkiye) gerceklestirilmistir. Bu merkeze 100ng/uL
konsantrasyonda gonderilen 6rneklerde dizi tespiti DNA dizi analizi cihazinda konuk¢u
plazmide uygun dizi analiz primer ¢iftiyle gergeklestirilmistir. GenBank veritabaninin
bulundugu BLAST tarama motoru kullanilarak elde edilen dizi verileri homolog
dizilimlerle kiyaslamali olarak arastirilmigtir. Ayrica dizilim verilerinin incelenmesi,

primerlerin tasarlanmasi gibi bazi arastirmalarada DNAMAN 5.2.2 versiyonu (Lynnon
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Corporation, Quebec, Kanada) bilgisayar programindan faydalanilmistir. Tasarlanan
primerlerin sentezlenmesi Oligomer labrotatuvarinca (Oligomer Oy, Helsinki,

Finlandiya) ve Biolab labotatuvarinca (Istanbul, Tiirkiye) gerceklestirilmistir.

3.6.9. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Escherischia coli XL-blue hiicreleri kimyasal olarak kompetent (transformasyon
uygun) hale getirilmistir. Bunun icin hiicreler LB agar besiyerinde 37 'C’de gece boyu
inkiibe edilmis ve tek koloniden 3 ml LB siv1 besiyerine ekim yapilmustir. Inkiibasyon
37 °C’de 250 dev/dk calkalamali inkiibatorde gece boyu siirdiiriilmiis ve 0,5 ml kiiltiir
karisimi 50 ml LB sivi besiyerine tekrar ekilmistir. 1nkﬁbasy0n, ODggp 0,4 oluncaya
kadar yaklasik 3 saat inkiibasyona devam edilmistir. Kiiltiir karisimi1 2 adet 50 ml’lik
santrifiij tiipline boliinmiis ve 20 dk buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra 4 °C'de
3000 dev/dk’da 10 dk santrifiij edilmis ve olusan pellet 4 °C’ye sogutulmus 15 ml 0,1
M CaCl, i¢inde ¢oziindiiriilerek buz lizerinde 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler
tekrar 4 °C 3000 dev/dk’da 10 dk santrifiij edilerek buzda bekletilmis 2 ml 0,1 M CaCl,
icinde %15 gliserol olacak sekilde ayarlanmigs 2 ml 0,1 M CaCl, karisimi ile
¢oziindiirilmistiir. Bu karisim 1,5 ml lik eppendorf tiiplere icinde 100 pl olacak sekilde

boliistliriilmiis ve -80 °C'de depolanmustir.

Pichia pastoris X33 hiicreleri lityum asetat yontemi (Wu ve Letchworth, 2004)
ile kompetent hale getirilmistir. Hiicreler YPD kati besiyerinde 30 ‘C’de geceboyu
inkiibasyona birakilmis ve segilen tek koloniden YPD siv1 besiyerine ekim yapilmistir.
Kiiltiir yaklastk 12-14 saat 30 C’de 250 dev/dk hiza ayarlanmis calkalamali
inkiibatdrde ODgoo 3 degerini gegmeyecek siirede inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
kiiltiirden 50 ml YPD siv1 besiyerine iginde ODggpo 0,005 degerinde olacak miktarda
ekim yapilmis ve tekrar 30 'C de 250 dev/dk’da yaklasik 12 saat ODgg 1-1,3 oluncaya
kadar inkiibasyona birakilmistir. Hiicre kiiltiirii 1500 dev/dk ve 4 "C’de 5dk santrifiij
edilmis ve olusan pelletin iizerine 8§ ml Liac ¢ozeltisi (100 mM lityum asetat, 10 mM
DTT, 10 mM Tris-HCI pH 7,5 ve 0,6 M sorbitol) eklenerek karistirilmadan buz
tizerinde 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Bu karisim yukarida verildigi sekilde santrifiij

edilmis ve kalan fermantasyon sivisi atilmigtir. Olusan pellet 3 defa 1,5 ml lik ependorf
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tiiplere alinarak buz soguklugunda 1,5 ml 1 M sorbitol ile yikanmig ve aym sekilde
satrifiijlenmistir. Son olarak 600 pl, hacimce %20 gliserol iceren 1M sorbitol ¢ozeltisi
ile ¢ozlindiriilerek 1,5 ml’lik ependorflara, herbiri 80 ul olacak sekilde boliistiiriiliip -80
‘C’de depolanmustir.

3.6.10. E. coli XL-1 Blue and Pichia pastoris X33 Hiicrelerine Transformasyon

Kimyasal transformasyona uygun bakteri hiicrelerine yapilan gen aktarimi i¢in
buz iistiinde tutulan hiicrelere 6-10 pL ligasyon karisimi dogrudan ilave edilmistir. Tiipe
hafifce vurularak karigsma saglandiktan sonra 20 dk kadar buz iizerinde bekletilmis ve
hiicreler ani olarak 42 °C’ye ayarlanmig 1s1 blogunda 60 sn tutulup 1s1 sokuna maruz
birakilmis, tekrar buz tlizerinde 5 dk bekletilmistir. Daha sonra tiipe 200ul sivi LB
Lennox sivi besiyeri ilave edilerek 1 saat siireyle 37 °C’de 250 dev/dk c¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyon yapilmistir. Hiicre siispansiyonu, 1 saat dncesinden 37 °C’de
inkiibatore alinan 25 pg/mL zeosin iceren LB Miller agar petrilerine yayma yontemle
ekilmistir. Petriler bir gece 37 °C’de iiremeye birakilmistir. Pozitif kontrol olarak gen
ihtiva etmeyen plazmid, negatif kontrol olarak ise saf su kullanilarak hiicrelere

transformasyon yapilmaistir.

Maya hiicrelerine yapilcak elektrokimyasal transformasyonda kullanilacak
hiicreler buz {istiinde bekletilerek ¢oziindiiriilmiistiir. Bu siire zarfinda, aktarilacak
plazmid Mssl (Pmel) ile kesilmis ve hiicre iceren tiiplere 5-10 uL (5.000-10.000 ng)
ilave edilmistir. Karisim, buz {stiinde bekletilen elektroporasyon kiivetlerine
aktarilmistir ve 5dk bekletilmistir. Her bir kiivet 1500 V, 5 milisaniye siireyle
Eppendorf Eporator® 4309 (Eppendorf, Almanya) aleti ile darbeli akimla muamele
edilmistir. Derhal buz {izerine alinarak 1 mL soguk 1 M sorbitol ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Temiz mikrofiij tliplerine alinan karisim 1 saat 30 °C’de inkiibe edildikten
sonra 100 pg/mL zeosin igeren YPD plakalarma yayma ekim yapilmis ve

transformasyon petrileri kolonilerin gelismesi i¢in 2 giin 30 °C’de bekletilmistir.
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3.6.11. Transformantlarin Goriintiillenmesi

Plazmidlere DNA fragmanlarmin aktarimi plazmitte bulunan diren¢ genleri
sayesinde kontol edilebilmistir. Aktarilan plazmid sayesinde antibiyotik direnci kazanan
(transformasyon +) E. coli hiicreleri LB besiyerlerinde gelisebilmistir. Bu amagla
negatif kontrol olarak plazmid transformasyonu yapilmamis E. coli hiicreleri, pozitif
kontrol olarak ise DNA fragmani aktarilmamis plazmidin transforme edildigi E.coli
hiicreleri kullanilmistir. Transformantlar ampisilin yada zeosin iceren LB besiyerlerine

ekilmistir.

Pichia pastoris maya hiicrelerine yapilan transformasyonun kontrolil ise zeosin
diren¢ geni igeren plazmidlerin mayaya aktarilmast sonucu zeosin igeren YPD
besiyerinde gelisebilme 0Ozellikleri géz Oniinde bulundurularak yapilmistir. Negatif
kontrol olarak transformasyon yapilmamis maya hiicreleri kullanilmistir. YPD kati
besiyerine ekilen Pichia pastoris hiicrelerinde SGTaz enziminin hiicre disina salgilama
kabiliyetlerinin kontrol edilmesi amaciyla klonlar %0,4 nisasta iceren MM kati
besiyerine ekilmis ve 30 ‘C’de inkiibasyon yapilmustir. Kiiltiirlerde indiiksiyonun
saglanabilmesi i¢in petri kapagina 2 giin slireyle 24 saatte bir 100 uL metanol ilave
edilmistir. Nisastay1 hidroliz edebilme yeteneginde olan SGTaz enziminin aktivitesinin
on kontrolii i¢in klonlarin {izerine liigol ¢ozeltisi dokiilerek etraflarinda berrak alan

olusup olusmadig1 gézlemlenmistir.

3.6.12. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZR firiinlerinin saflastirilmasi islemlerinde MinElute PZR purification kit
(Qiagen, CA, ABD) kullanilmig olup firetici firmanin talimatlar1 dogrultusunda analiz

gerceklestirilmistir. Eliisyon iglemi 10-50 ul 10 mM tris (pH 8) ile yapilmustir.

3.6.13. SDS-PAGE ve Western blot Analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Western blot analizi ayn1
anda ylritilmiistiir. Her iki analiz i¢in de Express PAGE gel (Gene Script, ABD) %4-
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20’lik hazir jeller kullanilmigtir. Yiritilecek ornekler 50 puL toplam hacimde, 40 pL
ornek (supernatant veya protein ¢dozeltisi), 5X oOrnek tamponu (SDS, gliserol,
bromofenolmavisi, tris-baz, merkaptoetanol) ile karistirllarak 100 °C'de 5 dk
bekletilmesi suretiyle denatiire edilmistir. OWL P8D8 (Thermo Scientific MA, ABD)
cihaz1 i¢inde bulunan jel yiiriitme haznesine uygun sekilde hazirlanarak yerlestirilen
kullanima hazir jel kaseti yerlestirilmis ve haznenin bosluklar: yiiritme tamponu (Gene
Script, ABD) ile doldurulmustur. Jel kuyucuklar1 siringa yardimiyla yiiriitme tamponu
ile yikanmig ve 15’er pL. 6rnek karisimi ilave edilerek 55 dk 140 V dogru akima tabi

tutulmustur.

Molekiiler standart olarak SDS-PAGE analizi i¢in PageRuller Unstained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD) protein standardi aksi belirtilmedigi
taktirde 5 pL olacak sekilde kullanilmistir. Yiiritme sonrast SDS-PAGE analizi igin
kasetinden dikkatli bir sekilde cikarilan jel 15 dk saf su ile yikanmis ve ardindan
IRDyeTM Blue Protein Strain (Li-Cor Biosciences, NE, ABD) protein boyasi ile 1 saat
boyunca ¢alkalayic1 iizerinde bekletilmistir. Ardindan saf su ile yikanip Odyssey

gorlintiileme sisteminde (Li-Cor Biosciences, NE, ABD) goriintiilenmistir.

Jeldeki DNA’nin membrana aktarilmasi i¢in yapilan Western blot analizi igin
elektroforez islemi sonrasinda jel dikkatlice ¢ikarilan 15 dk transfer tamponunda (Gene
Script, ABD) yikanmistir. Bu islem devam ederken Western blot isleminde kullanilacak
filtre kagitlar1 transfer tamponunda yikanmis, PVDF membran (Millipore, ABD) ise
metanolle 1slatilip transfer tamponunda bekletilmistir. Cihaz iizerine filtre-jel-membran-
filtre olacak sekilde yerlestirilen malzemeler, i¢inde hava kabarcigi kalmayacak sekilde
roller ile iistiinden gegilerek OWL Hep 1 Electroblotter (Thermo Scientific MA, ABD)
cithazina yerlestirilmistir. Blotlama islemi 20V akimda 60 dk siirdiirtilmiistiir. Yiiriitme
sonrasi dikkatli bir sekilde alinan membran, orbital ¢alkalayici tabla iizerinde, iginde 1X
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4)
bulunan 151k gegirmeyen kaplar igerisinde 2 kere 10 dk yikanmistir. Ardindan, membran
daha onceden hazirlanan 50 ml kapatma soliisyonu icinde (50 ml 1X PBS, 0,25 gr
kazein) calkalayici iizerinde gece boyu birakilmistir. Polihistidin etiketli proteine ait

bandin tespiti i¢in antikor soliisyonlart hazirlanmigtir. Membran, birincil antikor olarak

31



Penta-His Antibody (Qiagen, Almanya) 1:2000 oraninda seyreltilerek hazirlanan
soliisyonu (10 pl kapatma tamponu, 10 pl antikor, 10 pul Tween 20) 1 saat calkalamali
tabla {izerinde bekletilmistir. Ardindan ikincil antikor olarak Goat Anti-Mouse IRDye
800 CW’nin (Li-Cor Biosciences, NE, ABD) 1:20000 oraninda seyreltilerek hazirlanan
soliisyonu i¢inde (15 ml kapatma 15 pl tween 20, 20 pl %20’lik SDS, 1 pl antikor) ayn1
sekilde calkalanmistir. Membran iki kez 10’ar dk siireyle, i¢inde %1 (v/v) Tween
bulunan 1X PBS i¢inde ¢alkalamali tabla {izerinde yikanmis ve son olarak 1X PBS ile
durulanip Odyssey goriintiileme sistemi (Li-Cor Biosciences, NE, ABD) ile
goriintiilenmistir. Western blot analizi i¢in 1,5 pL. Odyssey Protein Molecular Weight
Marker (Li-Cor Biosciences, NE, ABD) protein standard1 kullanilmistir.

3.7. Diger Biyokimyasal Analizler

3.7.1. SGTaz aktivitesinin tayini

Belirtilen besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlerden belirli siirelerde alinan 6rnekler
5500 dev/dk’da 10 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen berrak kiiltiir stvisinin SGTaz
aktivitesi Kaneko vd (1987) tarafindan belirtilen fenolftaleyn metodu modifiye edilerek
Olclilmiistiir. Bu metoda gore %4 (w/v) oraninda ¢oziilebilir nigastanin pH 6 olan 0.1 M
potasyum fosfat tamponunda ¢dziindiiriilmesi ile hazirlanan karisitmdan 250 pl alinip
tizerine 25 pl kiiltiir fermantasyon sivisi eklenerek (saflastirilmis SGTaz enzimi i¢in 10
ul saflastirilmis enzim ve 15 pl saf su kullanilmistir) tekrar 10 dk 50 °C'de inkiibasyona
birakilmistir. Uzerine reaksiyonun durdurulmasi amaci ile 875 ul 30 mM NaOH ve
eklenmis ve ardindan 5mM Na,CO; iginde %0,02 (w/v) oraninda fenolftaleyn
¢oziindiiriilmiis karisimdan 125 pl eklenerek oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir.
Orneklerin renk yogunlugu 550 nm’de spektrofotometrede okutulmustur. Kalibrasyon
egrisi 0,1 M potasyum fosfat (pH 6) tamponunda 0-2,5 mmol B-SD’nin ¢oziindiiriilmesi
ile hazirlanan diliisyonlar ile olusturulmus (Sekil 3.3), analizdeki ¢6ziinebilir nigasta ve
enzim soliisyonlar1 yerine hazirlanan SD diliisyonlarindan 25 pl kullanilmistir. Enzim
aktivitesinin belirlenmesi i¢in yiiriitilen denemeler aksi belirtilmedigi takdirde 3

paralelli olarak gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.3. Siklodekstrin standart kurvesi
Bir iinite enzim aktivitesi, belirtilen kosullar altinda, 1 dakikada 1 pmol
siklodekstrin iireten enzim miktar1 olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi asagida

verilen formiil kullanilarak hesaplanmuistir.

Serbestlesen siklodekstrin miktar1 (pmol)

Enzim aktivitesi (U/ml) = =
nzim aktivitesi (U/ml) Ornek miktar1 (ml) x inkiibasyon siiresi (dk)

3.7.2. Protein miktar analizi

Hiicre fermantasyon sivilarinin protein icerigi Pierce™ 660nm Protein Assay
Reagent (Pierce Biotechnology, Thermo Fisher Inc., IL, USA) protein tayin kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kit icinde
bulunan 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml ve 1500 pg/ml BSA
(Bovine Serum Albumin) standart c¢ozeltileri ile islemler gerceklestirilmis,
spektrofotometre cihazinda (Biochorom Libra S50, Ingiltere) 660 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢iilmiistiir. Protein miktar1 6l¢iilecek olan hiicre dis1 sivilar 3’er tekerriirlii
sekilde analiz edilmistir. Ornekler reaksiyon ayraci ile 1:15 (100ul 6rnek:1500ul ayrag)
oraninda kanistirilmis ve 5 dk oda sicaklifinda intibasyona birakilmistir. Ardindan

spektrofotometrede 660 nm’de absorbans degerleri Slciilmiistiir. Orneklerin protein
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miktari, olusturulan BSA standart grafigi yardimiyla hesaplanmistir. Elde edilen

kalibrasyon egrisi ve denklemi Ek. 7.3’ de gosterilmektedir.

3.8. SGTaz Geni izolasyon Cahismalari

3.8.1. SGTaz geni bolgesinin PCR yolu ile cogatilmasi

NCBI GenBank veritabaninin bulundugu BLAST tarama motoru (Anonymous
2009c) yardimiyla birbirine yakin Bacillus tiirlerine ait SGTaz gen dizileri elde edilmis
ve bunlarin homolog bdlgeleri karsilastirilmistir. SGTaz geninin sinyal peptidi kodlayan
kismi ile stop kodonu sonrasindaki bolgeden homolojinin daha fazla oldugu bolgeler

secilerek yaklasik 2200 bg’lik bir bolge belirlenmistir.

Bacillus suslarmin bu bdlgeye ait diziliminden faydalanilarak, bu boliimiin PZR
yoluyla cogaltilmasinda kullanilacak CGTWGF2 (5'-CTTTCTTTACCTACTGT
TGCGG-3") ve CGTWGR2 (5-TCGTTATGTCCCAGCCTCT-3") primer ¢ifti
tasarlanmistir. Bu islem i¢in DNAMAN programi (DNAMAN 5.2.2, Lynnon
Corporation, Quebec, Kanada) kullanilmistir. Bu bdlgenin ¢ogaltimast denemesinde
Bacillus. sp. SDS5 genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilmis ve PZR islemi
gerceklestirilmistir.

3.8.2. PCRiiriinlerinin E.coli’de klonlarak cogaltilmasi ve dizi analizi

PZR yoluyla cogaltilan segmentleri temizlemek ve ligasyona hazirlamak
amactyla MinElute PCR Purification Kit (Quiagen, CA, ABD) kullanilmigtir. DNA
segmentleri, T4 DNA ligaz enzimi yardimiyla gergeklestirilen tepkime ile pJET 1.2
(Fermentas, MD, ABD) plazmid vektoriine baglanmistir. Bunun i¢in, oda sicakliginda 5
dakikalik bir tepkime ile kiit uclu DNA molekiillerinin birbirine baglanmasini
(ligasyonu) saglayan Fermentas Rapid DNA ligation kit (Thermo Scientific, MA, ABD)
kullanilmistir. Elde edilen ligasyon {iriinii plazmidler kimyasal transformasyona uyumlu
E. coli suglar1 olan DHS5a (Invitrogen, CA, ABD) hiicrelerine transforme edilmistir.

Transformasyonla elde edilen kolonilerden rastgele 10 adet segilerek 100 pg/mL
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ampisilin i¢ceren 4 mL LB Miller s1v1 besiyerine asilama yapilmis ve kiiltilirlerin tiremesi
icin engelli (baffled) erlenler 24 saat siireyle calkalamali inkiibatore birakilmistir. Bir
sonraki giin gelisen DHS5a klonlarindan plazmid izolasyonu gercgeklestirilmistir. Plazmid
izolasyonu QIAprep®Spin Miniprep (Qiagen, CA, ABD) plazmid miniprep kiti
yardimiyla gerceklestirilmistir. Plazmidler, icerdikleri DNA segmentlerini diisiirmek
amaciyla, 6zel tampon ¢ozeltisi iginde Bglll enzimiyle sindirilmistir. Bu 6rnekler jelde
yiiriitiilerek dogru pargayr tasidigi diisliniilen plazmid izolatlar1 seg¢ilmistir ve dizi

analizine gonderilmistir.

Bacillus sp. SD5 susuna ait SGTaz geni bolgesinin niikleotid dizilimi BLAST

tarama motoru kullanilarak homolog dizilimlerle kiyaslamali olarak aragtirilmastir.

3.8.3. SGTaz geninin pichia pastoris’e aktarimi

Bacillus sp. SD5 susunun SGTaz geni PZR ile uglarima Sall ve Notl kesim
dizilerini ilave edecek CGTexS-F ve R, CGTexS-F ve CGTexN-R, CGTEXPF-Sall ve
CGTEXPR-Notl primer ciftleri ile (primer dizileri Ek. 7.2’de verilmistir) pPICZaA
plazmidine transforme edilmek iizere 3 farkli PZR {iriinii olusturulmustur. Elde edilen
PZR friinleri agaroz jelde yiiritiilerek kontrol edildikten sonra Rapid DNA
Dephos&ligation kit (Roche, Almanya) ile ligasyon ve defosforilasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Ligasyonda Sall ve Notl enzimleri ile lineer hale getirilmis
pPICZaA (Fermentas, MD, ABD) vektorii kullanilmig ve elde edilen plazmidler
transformasyona uyumlu E. coli XL-1 Blue (Stratagene, CA, ABD) hiicrelerine
aktarilmistir. Ardindan 25 pg/ml zeosin igeren LB Lennox kati besiyerine ekimler
yapilmis ve Kkiiltiirler gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon sonrasi
transformasyonile elde edilen 6’sar klon segilmis (toplam 18 klon) ve plazmid
izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Plazmitler, bir plazmidde biri SGTaz geninde
bulunacak sekilde secilen Xbal ve Ncol endoniikleazlar1 ile kesilerek agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir. Dogru pargalar1 tasidigi diisiiniilen segilmis
plazmidler Mssl (Pmel) enzimi ile kesimin ardindan PZR iiriinlerinin de
saflagtirilmasinda kullanilan yontemlesaflastirilmistir. Dogrusallastirilan bu 3 plazmid

elektrokimyasal transformasyona uyumlu P. pastoris X33 hiicrelerine aktarilmis ve elde
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edilen koloniler arasindan 10’ar adet muhtemel klon, hidroliz ve SGTaz aktivitesi

varligini test etmek tizere secilmistir.

3.8.4. Pichia pastoris’de expresyon

SGTaz salgilamasinin bir dn-kontrolii olarak segilen 30 klon ile yapilan siv1 saf
kiiltiir tiretimlerinden ekim yapilarak nisasta ilaveli MM agarda (%0,34 maya azot bazi,
%4x107° biotin, %0,5 metanol, %1,5 agar, %0,4 ¢oziilebilir nisasta) gelisimi saglanan
koloniler Lugol ¢ozeltisi dokiilerek etraflarinda berrak alan olusumu olup olmadigi
gozlenmistir. MM-nisasta agarinda gelistirme 2 giin silirdiiriilmiis ve indiiksiyonun
saglanmasi i¢in 24. vw 48. saatte petri kapagina 100 pL. kadar metanol yayilmistir.
Maya klonlarinda SGTaz {iiretiminin izlenmesi sivi kiiltiirlerde indiiksiyonlu iiretimle
gerceklestirilmistir. Bunun icin tek koloniden ml hacimde YPD sivi besiyerine ekim
yapilarak optik yogunlugun 5’in iizerine ¢ikmasi amaciyla 30 °C’de, 10mL’lik kapakl
tiiplerde, 250 dev/dk calkalamali olarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu kiiltiirler
inokulum olarak kullanilmis ve 0,5 OD olacak sekilde 250 mL hacimli engelli
erlenlerde 50 mL BMGY siv1 besiyerine asilama yapilmistir. Bu kiiltiirler de 30 °C’de
250 dev/dk calkalamali olarak inkiibasyona birakilmistir. Fermantasyonun 18. Saatinde,
hiicrelerin bulundugu besiyerinin degisimini saglamak i¢in, kiiltiirler steril santrifiyj
viallerine aktarilarak Sorvall Legend RT Plus (Thermo Scientific, MA, ABD) ile 4

°C’de, 5200 g’de 10 dk siireyle santrifiijlenmis, fermantasyon sivisi atilmistir.

Hiicrelere 50 mL taze BMMY sivi besiyeri ilave edilmis, Vortex Genie II
(Scientific Industries, NY, ABD) girdapkaristirict yardimiyla tekrar homojenize edilen
hiicre kiiltiirleri ayn1 kosullarda calkalamali inkiibasyona birakilmistir. Indiiksiyon
stiresince kiiltiire 12 saat arayla (0. saat hari¢) hacimce %1 oraninda metanol ilave
edilmistir. Fermantasyonun 12., 24., 36., 48. ve 60. saatlerinde 6rnekler alinarak OD
belirlenmis, ve santrifiijleme islemiyle elde edilen kiiltiir supernatantlar1 daha sonra
analiz edilmek iizere 4 °C'de saklamaya alinmustir. Indiiksiyonu takip eden 24. saat
fermantasyon sivist  Ornekleri ile SDS-PAGE ve Western blot analizi

gergeklestirilmistir.
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3.9. SGTaz enziminin karakterizasyonu

3.9.1. Polihistidin etiketli SGTaz enziminin iiretilmesi ve Saflastirilmasi

Bacillus sp. SD5 SGTaz enzimi geni polihistidin ile etiketlenerek Pichia pastoris
mayasina transforme edilmistir. Elde edilen transformantlardan M5-1 susu secilerek
SGTaz enziminin optimum kosullarda hiicre dis1 tiretimi saglanmistir. Hiicreler 24 saat
metanol indiiksiyonu ile gelistirilmis ve ardindan 6000 g’de 5dk santrifiijlenerek
coktiiriilmiistiir. Elde edilen hiicre dis1 sivinin 15 ml’si gece boyu %S5 gliserol iceren 1X
PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8mM Na,HPO., 1,4 mM KH,PO4, pH 7,4)
tamponunda, Skin dialisis Tubing, 3.5 K MWCO (Thermo Scientific, IL, ABD) diyaliz
membrani kullanilarak 4°C’de gece boyu diyaliz gergeklestirilmistir.

Polistidin etiketli SGTaz enzimi fermantasyon sivisindan HisPur Ni*NTA
Purification Kit (Thermo Scientific Pierce, IL, ABD) kullanilarak, kitin talimatlar
dogrultusunda saflastirilmigtir. Buna gore histidin etiketli proteinler nikel kolona
baglanarak etiketsiz proteinlerden ayrilmaktadir. Ni-NTA agaroz genellikle bir
polihistidin (6xHis) dizisini ihtiva eden rekombinant proteinleri saflagtirmak igin
kullanilabilen bir nikel-yiiklii afinite re¢inesidir. Protein verimi ekspresyon seviyesine
ve rekombinant proteinin bicim ve ¢Oziinebilirlik karakterine baghdir. Regineye
baglanmis proteinlerin eliisyonu, kolona baglanmak i¢in polihistidin ile yarisan farkl

konsantrasyonlardaki imidazol ¢ozeltileri ile saglanmastir.

Diyaliz edilmis hiicre dis1 sivi, saflagtirma metoduna goére ayni miktarda
dengeleme tamponu (10mM imidazole iceren 1X PBS tamponu; pH 7,4) ile
karigtirllmistir. Dengeleme tamponu ile analizin hemen 6ncesi yikanan 400 pl regine bu
karisimin i¢ine eklenip 30 dk oda sicakliginda, Programmable Rotator Mixer RM Multi-
1 (StarLab, Hamburg, Almanya) rotator karistirict ile karistirilmigtir. Recineye baglanan
proteinleri iceren karigim Pierce™ Spin Columns - Snap Cap kolonundan (Thermo
Scientific Pierce, IL, ABD) 700 g’de 2’ser dk siireyle santrifiij edilerek gecirilmistir.
Ardindan kolonda tutulan re¢ine yikma tamponu ile (25 mM immidazol igeren 1X PBS

tamponu) 3 kere yikanmis, ardindan farkli immidazol konsatrasyonlari igeren eliisyon
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tamponu (100mM, 250mM, 500mM immidazol i¢eren 1X PBS tamponu) ile yikanarak
recineye bagli proteinlerin eliisyon sivisinda toplanmasi saglanmigtir. Tim bu
asamalarda filtreden gecen siiziintli, yikama ve eliisyon sivilar1 analiz edilmek iizere

toplanmis ve -20 °C'de muhafaza edilmistir.

Saflagtirma isleminin kontrolii ve molekiiler agirligin belirlenmesi amaciyla
SDS-PAGE ve Western blot analizi gergeklestirilmistir. Eliisyon ¢ozeltisinde bulunan
immidazolun uzaklastirilmasi i¢in eliisyon sivist diyaz membrani (Skin dialisis Tubing,
3.5 K MWCO, thermo Scientific, IL, ABD) kullanilarak %35 gliserol igeren 1X PBS
fosfat tamponu iginde 4°C’de gece boyu diyaliz edilmistir. Saflagtirma veriminin

hesaplanabilmesi i¢in enzim aktivitesi ve protein miktar: tayinleri gerceklestirilmistir.

3.9.2. Sicakhigin enzim akticitesi ve stabilitesi iizerine etkisi

Optimum sicakligin belirlenmesi amaciyla kismen saflastirilmis SGTaz enzimi,
enzim aktivitesi Ol¢limiinde kullanilan standart metoda (Bknz Bdlim 3.8.1) uygun
olarak, 10ul enzim/15ul tampon olacak seyreltilmis ve 30-80 °C arasindaki

sicakliklarda aktivite 6l¢timil yapilmistir.

Enzim, sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla 20p enzim/30ul tampon
(pH6) olacak sekilde seyreltilmis 30-80 °C arasindaki farkli sicakliklarda 30 dk
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan enzim aktivitesi, standart enzim aktivitesi metodu

kullanilarak 6l¢lilmiis ve enzim stabilitesi belirlenmistir.

Sicaklik aktivitesi profilleri farkli sicakliklarda olgiilen aktivite degerlerinden

optimum aktiviteyi gosteren deger %100 kabul edilerek olusturulmustur.

3.9.3. pH’nin enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine etkisi

Optimum pH’nin belirlenmesi amaciyla kismen saflastirilmis SGTaz enzimi,
enzim aktivitesi Ol¢limiinde kullanilan standart metoda (Bknz Boliim 3.8.1) uygun

olarak 10ul enzim/15ul tampon olacak seyreltilmis ve pH 3-11 arasindaki farkli
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tamponlar igerisinde ¢oziindiiriillen %4’liikk nisasta soliisyonu ile 10 dk inkiibasyona

birakilmig ardindan standart enzim aktivitesi dl¢iimii yapilmistir.

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla pH 3-11 arasindaki farkli
tamponlar icerisinde 20ul enzim/30ul tampon olacak seyreltilmis ve 30 dk 50 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan enzim aktivitesi, standart enzim aktivitesi metodu

kullanilarak 6l¢iilmiis ve enzim stabilitesi belirlenmistir.

Analizlerde pH 3’te glisin-HCI tamponu, pH 4 ve pH 5’te sodyum-asetat
tamponu, pH 6, pH 7 ve pH 8’de potasyum-fosfat tamponu, pH 9, pH 10 ve pH 11°de
glisin-NaOH tamponu analiz 6ncesi hazirlanmistir. pH profilleri farkli pH aralifinda

optimum aktiviteyi gosteren pH degeri %100 kabul edilerek olusturulmustur.

3.10. HPLC analizi ile hidroliz iiriinlerinin belirlenmesi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analizi i¢in Gida Giivenligi ve
Tarimsal Arastirmalar Merkezinde bulunan LC-20A HPLC sistemi (Shimadzu, Kyoto,
Japonya), ve CTO-10AS VP kolon firm1 (Shimadzu, Kyoto, Japonya). NUCLEOSIL®
100-5 NH, RP (4,6 mm; Sum ve 100 A) (MACHEREY NAGEL) kolonu kullanilmistir.
Mobil faz olarak hacimce 60:40 oraninda asetonitril ve distile su karisim1 kullanilmistir.
Mobil faz, sisteme DGU-20As Prominience Degasser (Shimadzu, Kyoto, Japonya) gaz
arindirma cihazindan gecirilerek verilmistir. Her analiz Oncesi mobil faz sistemin
temizlenmesi ve kalibrasyonu amaciyla 1-2 saat siireyle gecirilmistir. Akis hiz1 1 ml/dk
olarak ayarlanmis ve kolon sicakligi 30°C’de sabitlenmistir. Reaksiyon degerleri
RIDIOA (Shimadzu, Kyoto, Japonya) diferansiyel refraktif indeks dedektorii (RID) ile
izlenmis ve veriler, kullanilan HPLC sistemine bagli bilgisayarda yiiklii olan Shimadzu

LC Solution programinda (Shimadzu, Kyoto, Japonya) degerlendirilmistir.

Kalibrasyon egrisi 6 farkli konsatrasyon araliginda olusturulmustur. Bunun i¢in
her bir SD’den 10000 ppm’lik ana c¢ozelti hazirlanmistir. Alfa, beta ve gama
siklodekstrinler (Sigma-Aldrich, MO, ABD) tek tiipte herbirinden 250, 500, 1000, 2000,
2500, 3000 ppm olacak sekilde karistirilmis ve seyreltilmistir. Elde edilen kalibrasyon
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egrileri Ek. 7.4’te verilmistir. Analiz edilecek reaksiyon sivisi hazirlanirken %4 (w/v)
¢oziilebilir nisasta 0,1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 6) ¢o6ziindiiriilmiis, bu
karisimdan 1250 pl almp iizerine 125 pl enzim ¢ozeltisi eklenerek 50 'C’de
inkiibasyona birakilmistir. Rekombinant enzim ve tepkime {iriinlerini igeren karisim 10
dakikalik ve 24 saatlik inkiibasyon ardindan 5 dk kaynar suda bekletilerek reaksiyon
durdurulmus ve 0,45 pum membran filtreden gegirilerek viallere 1,2 ml alinmistir.
Vialler SIL-20AC HT Prominience autosampler (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazinda

bulunan bdlmelere yerlestirilmis ve enjeksiyon hacmi 20ul olarak belirlenmistir.

4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. izolasyon calismalar:

4.1.1. Bakterilerin izolasyonu ve SGTaz Uretme Potansiyellerinin Kontrolii

Salda golii ve Van goli kiyist gevresinden temin edilen gol suyu ile karisim
halindeki toprak orneklerinden yapilan izolasyon c¢alismalari sonunda HM kati
besiyerine 100 pl dogrudan ekim yapilan plakalarda etrafinda acik sar1 zon bulunduran
4 koloni gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Bunlardan HM kat1 besiyerine tek koloni diisecek
sekilde ayr1 ayr1 ¢izgi ekim yapilmistir. Elde edilen kiiltiirlerde koloni etrafinda
indikatér renginin agilmasi suslarin  hiicredisina  SGTaz enzimi salgiladigini
dogrulamaktadir (Sekil 4.2). Hiicreler stoklanabilmeleri icin HM sivi besiyerinde
gelistirilmigtir. Sekil 4.3’te, elde edilen kiiltiirlerin koloni morfolojileri daha yakindan
gortlebilmektedir. Mikroorganizmalar SDS5, SG2, SG3 ve V3 olmak iizere kodlanarak

gliserol ile hazirlanan ¢6zeltide -80 'C’de depolanmustir.
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Sekil 4.1.  a) Salda ve Van géllerinden alinan toprak ve su drnekleri. b) izole edilen
mikroorganizmalarin petri plakalardaki goriintiisii

o] b] ! [l i o

Sekil 4.2.  a) SDS5 izolatinin fenolftaleyn indiikatorlii HM agar plakasi iizerindeki
goriintlisii b-d) Swrasiyla SG2, SG3 ve V3 izolatlarinin fenolftaleyn ve
metil oranj indikatorlii HM agar plakalar iizerindeki gorlintiisii

Sekil 4.3.  a)SD5 b)SG2 ¢)SG3 d)V3 izolatlariin HM agar petri plakalarin {izerinde
meydana getirdigi koloni yapilari

Kat1 besiyerinde gelistirilen suslardan alinan Orneklere Gram boyama
uyugulanmis ve mikroskop altinda incelenmistir. Gram boyamada mor renkli bakteriler
Gram pozitif degerlendirilir, ancak yapilan incelemede bakterilerin bir kisminda mor
renk bir kisminda pembe renk gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Bu durumun hiicrelerin
biiylime evrelerindeki farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi diistintilmiistiir. Dort bakteri

ornegi de 16S rDNA tanilamasinin yapilmasi i¢in Petri plakalarinda hazirlanmis saf
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kiiltiirler olarak Ankara’da bulunan RefGen Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji

Merkezi’ne gonderilmistir.

Sekil 4.4.  Izolatlarin mikroskop gériintiileri (1000X biiyiitme orani); a) SD5 b) SG2
c)SG3d) V3

4.1.2. Bacillus sp. Suslarinin SGTaz Enzimi Salgilama Yeteneklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin gelisme evrelerinin ve enzim {iretme yeteneklerinin en yiiksek oldugu
gelisme evresinin belirlenmesi amaciyla optik yogunluk Ol¢iimiine dayali analizler
gergeklestirilmistir. Optik yogunluk Ol¢limil i¢in segilen 4 izolattan 3 ml HM sivi
besiyerine daha sonra inokulum olarak kullanilmak {izere ekim yapilmig, kiiltiiriin
gelismesi ¢ok yavas oldugu icin 3 giin siireyle ¢alkalamali inkiibatdrde inkiibasyon
stirdliriilmiistiir. Ardindan 50 ml’lik erlenler i¢inde, tiim 6rnekler baslangic OD’leri 0,01
olacak sekilde sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler 7 giin boyunca ¢ogaltilmis ve ilk 24
saatte daha sik olmak iizere 168 saat boyunca belirli araliklarla optik yogunluklar
Olciilmistiir (Sekil 4.5). Aym kiiltlirlerde enzim aktivitesi de 96. saate kadar 12 saat
arayla, daha sonrasinda belirli araliklarla 6lciilmiis ve 168. saatte inkiibasyona son

verilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5.  Gollerden elde edilen bakteri izolatlarinin Horikoshi besiyerinde izlenen

gelisimi
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Sekil 4.6.  Horikoshi besiyerinde gelistirilen bakteri izolatlarinin hiicredist SGTaz
enzimi aktiviteleri

OD o6l¢lim analizine gore SDS5, SG3 ve V3 suglarimin ilk 6-12 saat iginde
logaritmik ¢ogalma evresinde olduklari, ancak SG2 susunun gelismini daha yavas bir
sekilde 168. saate kadar artarak silirdlirdiigli goriilmiistiir. SD5 ve SG3 suslar i¢in en

yiiksek optik yogunluk 21. saatte, V3 susunda 30. saatte ve SG2 susunda 168. saatte
kaydedilmistir.

43




SGTaz enzimi aktivitesi degerlerine gore SD5, SG3 ve V3 suslart en yiiksek
ativiterlerini 12-48 saat araliginda gostermistir. Yavas gelisme sergileyen SG2 susu ise
96. saatte en yiiksek hiicredisi SGTaz aktivitesine ulagsmis ve bu aktivite degeri (9,2
U/ml) suslar arasinda tespit edilen en yiiksek aktivite enzim aktivitesi olmustur. SG3,
SDS5 ve V3 suslarmin hiicre dis1 sivilarinda 6lgiilen en yiiksek SGTaz aktivitesi degerleri
SG3 susunda 24. saatte 8 U/ml, SD5 susunda 84. saatte 7,6 U/ml ve V3 susunda 12.
saatte 7,6 U/ml olmustur.

Gelisim ve enzim aktivitesi sonuglarnin herbir sus i¢in kendi iginde
degerlendirebilmesi amaciyla veriler ayri ayri olusturulan grafiklerle ifade edilmistir.
Tiim suslarin enzim aktivitesi degerleri ve % enzim aktivitesi degerleri tablosu Ek.

7.5’te verilmistir.

SD5 susunun OD ve enzim aktivitesi degerlendirildigi grafige (Sekil 4.7) gore,
12. saatte 5,7 U/ml olan aktivitenin 24. saat 7,3 U/ml’ye ulastig1 ve 96. saate kadar
enzim aktivitesinde ©onemli oranda bir degisimin olmadigr goriilmektedir. Enzim
aktivitesi bu noktadan sonra diisme egilimi gostermis olup, 120. saat itibari ile 6,2 U/ml

olarak belirlenmistir.

2,5 - 8
7
2 -
6 =
£
S
L5 - > =
c [7,]
S ]
3 45
z g
° -
N
[=
2 w
0,5 - —&—SD5 OD degerleri
—a— SD5 enzim aktivitesi -1
0 T T T T T T T T T T T T T T O
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168
Zaman (saat)

Sekil 4.7.  SDS5 susunun zamana gore OD ve enzim aktivitesi deSisim grafigi
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Sekil 4.8’de goriildiigi gibi, SG2 susu 84. saate kadar siirekli aratan bir cogalma
grafigi sergilemektedir. Ayn1 grafikte enzim aktivitesinin de gelisim egrisi ile paralel
sekilde artis gosterdigi goriilebilir. Buna gore gelistirmenin 12. saatinde hiicre sivisinda
3,4 U/ml enzim aktivitesi tespit edilirken 24. saatte aktivite degeri yaklasik 2 katina
¢ikararak 7,2 U/ml olmustur. Daha sonrasinda enzim aktivitesindeki artisin hiicre
yogunlugundaki artistan bagimsiz oldugu ve dalgalanma gosterdigi goriilmiistiir. Enzim

aktivitesi 120.ve 168. saatlerde sirasiyla 8,4 ve 8,7 U/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8.  SG2 susunun zamana gore OD ve enzim aktivitesi degisim grafigi

Sekil 4.9°da SG3 susuna ait optik yogunluk ve SGTaz enzim aktivitesi degerleri
gosterilmektedir. SG3 susu en yliksek aktivitesini duragan faza ge¢meden hemen
oncesinde, 24. saatte ortalama 8 U/ml degerinde gdstermistir. ilerleyen siirede 96. saate
kadar aktivitede dnemli bir artis olmamistir. SG3 susunda fermantasyon siirecinin ilk 24
saatinin verimli oldugu, ancak fermantasyonun sonunda SGTaz aktivitesinde ulasilan en

yiiksek aktivite degerine gore %37 kayba ugrandigi belirtilebilir.
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Sekil 4.9.  SG3 susunun zamana gore OD ve enzim aktivitesi degisim grafigi

Sekil 4.10’da V3 susuna ait optik yogunluk ve SGTaz enzim aktivitesi degerleri
gosterilmektedir. Digerlerinden farkli olarak V3 susu 12. saatte 7,6 U/ml degeri ile en
yiiksek SGTaz aktivitesi sergilemistir. Bu siirecte hiicre boliinmesinin de hizli oldugu,
ancak susun duragan faza geg¢mesiyle birlikte hiicre disi sivida oOlgililen enzim
aktivitesinde de dnemli kayiplarin oldugu goriilmiistiir. Enzimin 60. saat itiberi ile 5,2
U/ml olan aktivitesi diisme egiline girmis ve 168. saatte 1,5 U/ml aktivite degerine

kadar diiserek aktivitesinin %80 kadarini kaybettigi belirlenmistir.

—e— V3 0D degerleri

—8— V3 enzim aktivitesi

OD (600nm)
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Sekil 4.10. V3 susunun zamana goére OD ve enzim aktivitesi degisim grafigi
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4.2. Klonlama Calismalar

4.2.1. DNA izolasyonu

Kalip olarak kullanilacak Bacillus sp. SD5 susuna ait genomik DNA’nin
izolasyonu i¢in -80 °C'deki SDS5 stok kiiltiirlinden 100 pl 6rnek alinarak 4 ml LB
Lennox sivi besiyerine ekim yapilmis ve kiiltiir 37 °C'de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir. MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre®
Biotechnologies, WI, ABD) ile 4 ml 6rnekten ayni anda 4 adet DNA izolasyonu
yaptlmistir. DNA miktar1 ve kalitesi Once agaroz jel elektroforezi ve akabinde de

florometrik 6l¢lim yapilarak belirlenmistir.

Agaroz jelde yiiriitiilen DNA ekstraktlarinin (Sekil 4.11) olusturdugu bantlarin
benzer olmasi nedeniyle ekstraktlar birlestirilmis ve DNA konsantrasyonu Quant-iT ™
dsDNA assay kit (Molecular Probes®, Invitrogen, CA, ABD) yardimiyla Qubit™
(Invitrogen, ABD) flourometresi kullanilarak 177 ng/ul olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11.  Bacillus sp. SD5 susu genomik DNA agaroz jel goriintiisii

4.2.2. 16S rDNA dizi analizi degerlendirmesi

Salda ve Van gollerinden izole edilen SD5, SG2, SG3 ve V3 suslarinin 16S
rDNA tanilamas1 Ankara’da 6zel bir laboratuarda gergeklestirilmis ve laboratuarda elde
edilen ham veriler ve 16S rDNA dizileri tarafimiza bildirilmistir. Farkli dort sus igin
ham kromatogram sonuglar1 ile olusturulan 16S rDNA dizileri Ek. 7.6’te verilmistir.
Ayrica laboratuar veri tabani kullanilarak elde edilen filogenetik degerlendirmeler de
tarafimiza bildirilmistir (Ek. 7.7). Laboratuar sonuglari izolatlarin dordiiniin de Bacillus
cinsi bakteriler oldugu ifade etmektedir.

Dizlemede elde edilen kromatogramlar tedarik edilerek diziler incelenmistir.
Ham verilerden saglanan diziler filogenetik degerlendirmenin tekrarlanabilmesi
amactyla kullanilmigtir. NCBI veritabani iizerinden yapilan degerlendirmede dizilerin
cesitli Bacillus tiirlerine ait 16S rDNA dizilimlerine yakin oldugu belirlenmis ancak
%100 aynilik olmadigi goriilmiistiir. Bu durum izolatlarin daha once g¢alisiimamis,
6zgiin mikroorganizmalar olduklarin1 gdstermistir. izolatlarin kiiltiir kolleksiyonlarinda

bulunan diger bakterilere olan genetik uzakliklar1 filogenetik agac¢ olarak Sekil 4.12-

48



15°de gosterilmistir. Hem laboratuar sonucglari, hem de NCBI Veritabani ile yapilan
inceleme degerlendirildiginde SD5 susunun Bacillus oshimensis, SG2 susunun B.
patagoniensis, SG3 susunun B. lehensis ve V3 susunun ise B. agaradhaerensis olma
thtimalinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Bakterileri tanilamada %100 kesin olabilecek

bir ¢ikarim yapilamamasi nedeniyle Orneklere bu calismada Bacillus sp. olarak

deginilmistir.
 Bacillus clausii strain DSM 8716 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
9
Bacillus clausii KSM-K 16 strain KSM-K 16 165 ribosonal RNA, complete sequence
&
' Bacillus thizosphagrae strain SC-NO2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
ki Bacillus xiaoxiensis strain JSM 081004 165 ribosomal ENA pene, partial sequence

Bacillus patagoniensis strain PAT 035 165 ribosomal RNA pene, partial sequence

#Bacillus hunanensis strain JSM 08103 165 ribosomal RNA pene, pariial sequence
9

# Bacillus lehensis strain MLB2 165 ribosomal RNA pene. partial sequence

Bacillus oshimensis strain K11 168 ribosomal ENA pene, partial sequence

|[:_t:ﬂ—" |

2505

Sekil 4.12.  SDS5 susunun diger suslar ile yakinligini gdsteren filogenetik agac
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“ Bacillus clausii strain DSM 8716 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

]
< Bacillus clausii KSM-K 16 strain KSM-K 16 16S ribosomal RNA, compl quence
Q
< Bacillus rhizosphaerae strain SC-NO12 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
9
#5G2
9
@ Bacillus patagoniensis strain PAT 05 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
@
? Bacillus xiaoxiensis strain JSM 081004 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
9

“ Bacillus lehensis strain MLB2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

“ Bacillus oshimensis strain K11 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

| 0.008 I @

* Bacillus hunanensis strain JSM 081003 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sekil 4.13.  SG2 susunun diger suslar ile yakinligin1 gosteren filogenetik agac

w8G3
 Bacillus lehensis strain MLB2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
< Bacillus oshimensis strain K11 165 ribosomal ENA pene, partial sequence
* Bacillus xisoxiensis strain JSM 081004 163 ribosomal RNA gene, partial sequence
—4 Bagillus clavsii strain DSM 8716 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
= Bacillus clausii KSM-K 16 strain KSM-K 16 165 ribosonal RNA, complete sequence
% - @ Bacillus rhizosphaerae strain SC-NO12 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
“* Bacillus patagoniensis strain PAT 05 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
* Bacil lus alcalophilus strain NBRC 15653 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

@

9 Bacillus alcalophilus steain 1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

| 0.01 |

= Bacillus hunanensis steain JSM 081003 168 rikosomal RNA gene, partial sequence

Sekil 4.14.  SG3 susunun diger suslar ile yakinligin1 gosteren filogenetik agac
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| Bacillus | selenitireducens strain MLS10 165 ribosomal RNA gene, complete sequence
“ Bacillus neizhouensis strain JSM 071004 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
| Bacitlus] clarkii strain DSM 8726 165 ribosomal RNA pene. partial sequence
Bacillus polygoni sirain YN-1 165 ribosomal RNA pene. partial sequence

Bacillus cellulosilyticus strain DSM 2522 165 ribosomal RNA gene, complete sequence
'

: Bacillus cellulosilyticus strain N-4 165 ribosomal RNA pene, complete sequence
| Bacillus | vedderi strain TaH 165 ribosomul RNA gene. partial sequence

avi

|(;_.'\: | @

| Bacillus | agaradhaerens strain DSM 8721 168 ribosomal ENA gene, partial sequence

Sekil 4.15. V3 susunun diger suslar ile yakinligin1 gdsteren filogenetik agac

16S rDNA dizi karsilastirmasina gore en yakin suslardan SGTaz geni {izerine
calisilmis 4 yakin sus se¢ilmis (Bacillus TS1-1, Bacillus G1-2004, Bacillus KC201,
Bacillus NRS UPS) ve bu suslarin SGTaz geni dizisindeki ortak dizi bolgelerine gore
DNAMAN programi yardimi ile SGTaz tiim gen homolojileri incelenmis ve dizilerdeki
korunmus bolgelerden faydalanarak geni biitiin olarak ¢ogaltmada kullanilabilecek bir
cift primer tasarlanmistir. Yaklasik 2300 b¢’lik bir DNA pargasini ¢ogaltmak iizere
tasarlanan bu primer ¢iftt CGTWGF2 CGTWGR?2 seklinde kodlanmistir.

4.2.3. Bacillus sp. SDS SGTaz geninin PCR yolu amplifikasyonu

CGTWGF2 (5-CTTTCTTTACCTACTGTTGCGG-3") ve CGTWGR2 (5°-
TCGTTATGTCCCAGCCTCT-3'") primer ¢iftleri ile KOD Hotstart enzimi kullanilarak
farkli baglanma sicakliklari uygulanarak (sicaklik gradienti ile) PZR gerc¢eklestirilmistir.
Ardinda dogrulama ve PZR firlinlerinin kalitesinin belirlenmesi amaci ile 1 pl 6rnek
agaroz jelde yiiritilmiistir. Yaklagik 2.200 bg’lik bir boélgenin amplifikasyonu
beklendigi sekilde jelde dogrulanmustir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. PZR ile elde edilen SGTaz geninin agaroz jel goriintiisii; a) saflagtirma
oncesi farkli baglanma sicakliklar ile elde edilen PZR fiiriinleri, b) PZR
iiriinleri saflagtirildiktan sonra yiiriitiilen jelin goriintiisii

Ornekler hedef bolgeyi (SGT), gen kaynagm (SD5) ve PCR tiiplerini (1-4)
belirtecek sekilde kodlanmistir. SGT-SD5-2 ve SGT-SD5-3 ornekleri karistirilarak
MinElute PZR purification kit (Qiagen, CA, ABD) ile DNA saflastirilmis 15 ml 1X TE

tamponu i¢inde eliisyon edilmis ve 2 pl drnek tekrar agaroz jelde yiiriitilmiustiir.

4.2.4. PZR yoluyla cogaltilan Bacillus sp. SD5 SGTaz geninin klonlanmasi

SGTaz geni oldugu diisiiniilen DNA pargast pJET 1.2 plasmid vektoriine
klonlanmistir. Bunun i¢in olusan kiit u¢lu PZR iiriinlerinin BglIl enzimi ile lineer hale
getirilmis pJET vektoriine ligasyonu saglanmistir. Ligasyon karigimindan alinan 3pl ve
5 pl 6rnek kompetent hale getirilmis E. coli DH5a susuna transforme edilmis ve LB
ampisilinli petri plakalara yayma yontemi ile ekilmistir. Gece boyu 37 "C’de inkiibasyon
sonrasi1 olusan kolonilerden 10 adet segilerek 3 ml LB Miller ampisilinli siv1 besiyerine
ekilmis ve gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirlerden plazmid izolasyonu
gerceklestirilmis ve ardindan Bglll enzimi ile kesilerek dogrulugun belirlenmesi

amaciyla agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. SGTaz geninin transforme edildigi E. coli DH5a hiicrelerinden rastgele 10
adet secilen kolonilerden izoleedilen plazmidlerin BglII enzimi ile kesimi
sonrasinda yiiriitiilmesi ile elde edilen agaroz jel goriintiisii

Dogru parcayr tasidigr diistiniilen ve 1, 5, 8, 9 nolu kuyucuklarda yiiriitiilen
plazmidleri tasiyan E. coli hiicreleri -80 'C’de stoklanmis ve 5 numarali kuyucukta

yiiriitiilen plazmid dizi belirleme islemi i¢in analiz labotatuvarina gonderilmistir.

4.2.5. Bacillus sp. SD5 SGTaz genine ait niikleotid dizisi

Dizi belirleme amaciyla kullanilan pJET 1.2 F, pJET 1.2 R primer ciftleri ile
SGTaz geninin tamaminin dizisi belirlenememis, tim dizisinin aydinlatilabilmesi
amaciyla genin i¢ bdlgesinden uygun primerler tasarlanmigtir. Tiim gen dizisinin
ortalarma yakin bolgelerinden tasarlanan cgtseqF ve cgtseqR primer ciftleri
tasarlanmistir (primer ylriiyiisii). Bu primerler yardimi ile elde edilen diziler daha 6nce
elde edilen dizi bilgileriyle birlikte degerlendirildiginde SD5 SGTaz geninin dizisi
belirlenebilmistir. Bu dizi ve karsilik geldigi protein amino asit dizilimi Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Primer yiirliylisti analizi pJET 1.2 F, pJET 1.2 R, cgtseq F ve cgtseq R
primer ciftleri ile genin dizisi en az 3’er kere birbirini dogrulayacak sekilde

tekrarlanmistir.
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Cizelge 4.1. Bacillus sp. SD5 susunun SGTaz geni bolgesi icin belirlenen baz ve

kodladig1 aminoasit dizisi.

Bacillus sp. SD5 (1-2025)
SGTaz olgun gen
Toplam aminoasit sayisi: 674, MA:75198

1
1

61
21

121

41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
2601

841
281

901
301

GACGTAACAAACAAAGTCAATTACTCAAAAGATGTGATTTACCAGGTTGTTACCGATCGA
p v TN K V N Y S K D V I Y Q V V T D R

TTCTCTGACGGGAATCCTGGCAACAATCCTTCAGGCGCTATCTTTAGTCAAAACTGTATA
F Ss D G N P G NN P S G A I F S Q N C I

GATCTCCATAAGTATTGTGGTGGGGACTGGCAAGGGATTATAGACAAAATCAATGACGGT

p L. H K Y ¢C G GG D W o G I I D K I N D G

TACTTAACTGATTTAGGCATTACGGCACTATGGATTTCTCAGCCGGTCGAAAATGTTTAC
y .. T b L 6 I T A L W I S O P V E N V Y

GCCTTACACCCAAGCGGCTATACCTCCTACCATGGATATTGGGCTCGAGATTACAAAAAG
A L H P S G Y T S Y H G Y W A R D Y K K

ACAAACCCTTACTATGGGAATTTTGATGACTTTGATCGTTTAATGAGTACCGCACATAGC
T N p ¥ Y G N F DD F DR L M S T A H S

AATGGGATAAAGGTAATCATGGATTTCACGCCAAATCATTCATCACCTGCACTTGAAACA
N G I K v I M D F T P N H S S P A L E T

AACCCTAACTATGTTGAAAATGGTGCGGTTTATAATAATGGCGCATTATTAGGCAACTAT
N P N Y V EN G AV Y NN G A L L G N Y

TCAAATGATCAACATAACCTCTTTCACCATAATGGCGGAACAGACTTCTCTTCTTATGAA
S N D Q H N L F H H N G G T D F S S Y E

GATAGCATCTACAGAAACTTATATGATTTGGCAGACTATGATTTAAACAACACAGTCATG
bp s I ¥y R N L Y D L A DY D L N N T V M

GATCAGTATTTAAAGGAGTCGATTAAGTTCTGGTTAGATAAAGGGATTGATGGCATTCGA
b ¢ vy L XK BE s I K F W L D K G I D G I R

GTAGATGCCGTTAAGCATATGTCAGAAGGGTGGCAAACCTCTTTAATGAGCGAAATCTAT
v D AV K H M S E G W T s L M S E I Y

TCGCATAAACCTGTTTTCACTTTTGGAGAATGGTTTTTAGGATCAGGAGAAGTTGATCCC
S H XK p V F T F G E W F L G S G E V D P

CAAAACCATCACTTCGCTAATGAAAGTGGTATGAGTTTATTAGATTTCCAATTCGGTCAA
Q N H H F A N E S GM S L L D F Q F G Q

ACCATTCGAAACGTCTTAAAAGATCGCACAAGCAACTGGTATGATTTTCATGACATGATA
T I R N V L. X D R T S N W Y D F H D M I

AAAAGTACTGAAAAAGAGTATAACGAGGTCATTGATCAAGTAACCTTTATTGATAATCAC
K s T E K E Yy N E V I D O V T F I D N H

Devami Arkada
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Cizelge 4.1’in devami

961
321

1021
341

1081
361

1141
381

1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

GACATGAGTCGTTTTTCGGTAGGATCATCTTCAAACCGTCAGACAGATATGGCACTAGCT
pbp M S R F &5 VvV 66 S s S N R O T D M A L A

GTCTTGCTTACTTCTCGTGGTGTACCGACAWTTTACTACGGGACAGAGCAGTATGTAACA
v L. L T S R G Vv P T X Y Y G T E Q Y Vv T

GGTGGCAACGACCCTGAAAATCGCAAACCATTGAAAACATTTGATCGGTCTACCAACTCC
G G N D P ENRK P L K T F D R S T N S

TATCAAATCATCAGTAAACTTGCTTCACTACGCCAAACAAATTCCGCCTTAGGCTATGGC
Yy 0 I T s K L. A sS L R Q T N S A L G Y G

ACTACAACTGAACGTTGGCTGAACGAAGACATTTATTTTTTTGAAAGAAAGTTTGGCACT
T T T E R W L N E D I Y F F E R K F G T

AGTATTGTATTAACTGCTGTCAATAGCAGTAATAGTAACCAGACGATCACTAATTTAAAC
s I v L T A vV N S S N S N O T I T N L N

ACCTCTTTACCTCAAGGGAACTATACAGATGAACTACAGCAACGTTTAGATGGAAACACG
T s L P QO G N Y T D E L ©Q O R L D G N T

ATTACTGTTAACGCCAATGGCGCCGTAAATTCCTTTCCATTACGAGCAAATAGCGTAGCG
I T v N A N G A V N S F P L R A N S V A

GTTTGGCAAGTAAGCAACCCCTCTACGTCTCCTCTAATCGGCCAAGTAGATCCTATGATG
v W ¢ vs N P S T S P L I G Q V D P M M

GGTAAGGCCGGGAATACCATAACAGTAAGCGGTGAAGGATTTGGTGATGAGAGAGGAAGC
G K A G N T I T V S G E G F G D E R G S

GTTCTCTTTGACTCAACCTCTTCTGAAATTATTTCTTGGTCAAATACAGAAATAAGCGTA
v L ¥ D S T s S E I I s W s N T E I S V

AAGGTGCCTAATGTAGCAGGCGGTTATTATGATCTATCCGTCGTAACTGCAGCAAACATA
K v P NV A GG G Y Y DL S V V T A A N I

AAAAGCCCTACTTACAAAGAGTTTGAAGTATTGTCAGGCAATCAAGTCAGTGTCCGCTTT
K s p T Y K E F E V L 8 G N QQ V S V R F

GGTGTTAACAATGCCACAACGAGCCCAGGAACCAATTTATATATCGTTGGGAATGTGAGC
G v N N-AT T S P G T N L Y I V G N V S

GAGCTGGGGAATTGGGATGCTGATAAAGCAATTGGACCTATGTTTAACCAAGTGATGTAC
E L 6 N W D ADI KA I G P M F N Q V M Y

CAATACCCAACGTGGTACTATGATATTAGCGTTCCTGCCGGAAAAAACCTTGAATACAAA
Yy p T W Yy Yy D I S VvV P A G K N L E Y K

TACATTAAAAAAGATCAGAACGGTAACGTTGTCTGGCAAAGTGGCAATAATCGAACCTAT
Yy I K K b o N G N V VW Q S G N N R T Y

ACGTCACCTACTACCGGAACAGATACGGTTATGATTAATTGGTAA
T s p T T G T D T VvV M I N W *
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Elde edilen SGTaz geni baz dizisi NCBI veri tabaninda degerlendirilmis ve elde
edilen verilerde %100 aynilik (en yliksek %98) olmadig1 gorilmiistiir. Bu durum
izolatlarin  daha once  c¢alistilmamis, 06zgiin  mikroorganizmalar  olduklari
diisiiniildiiginden beklenen bir sonugtur. SGTaz geninin Kkiiltiir kolleksiyonlarinda
bulunan diger bakterilere ait olan SGTaz geni dizileri ile olan genetik uzakliklar

filogenetik agac olarak Ek 7.8’de gosterilmistir.

Cogaltilan DNA fragmam1 ve kullanilan primer bdlgeleri Sekil 4.18
gosterilmektedir. NCBI Veritaban1 {izerinden elde edilen ve daha once primer
tasariminda kullanilan farkli bakteri suslarina ait SGTazlar ile homoloji degerlendirmesi
DNAMAN programi ile gergeklestirilmistir. Elde edilen homoloji haritast Ek. 7.9’te

verilmistir.

! 254
Pjet1.2 ¥
cgtseq R

l=

cotseq I

'

: ' Pjet 1.2 R

Sekil 4.18. SGTaz gen dizisinin belirlenmesi ve kullanilan primerlerin sematik
gosterimi

4.2.6. SGTaz Geninin Farkh Primerlerle Cogaltilmasi, Uriinlerin pPICZoA

Vektoriine Baglanmasi ve Vektoriin Kontrolii

Ekspres edilecek rekombinant proteinin saflagtirllmasinda faydali olacagi
diistiniilerek PZR iirlinlinde histidin etiket (HisTag) bolgesini de igerek sekilde PZR
triinlerinin elde edilmesi planlanmistir. Tasarlanan primerlerde ayrica kesim bolgeleri
ilave edilmistir. Calisma i¢in tasarlanan 3 primer ¢ifti ve tasidiklar1 bolgeler Sekil
4.19’de verilmistir. Pichia pastoris’e transformasyonda kullanilacak pPICZaA

vektoriinde polihistidin kodlayan bir dizi zaten mevcut oldugu i¢in bu diziye ilave
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olarak geni biitiiniiyle ¢cogaltabilen CGTexS-F ve CGTexS-R primer ¢ifti tasarlanmistir.
llerleyen béliimlerde anlatimda kolaylik saglamasi igin bu primer ¢ifti S primerleri
olarak isimlendirilmistir ve bunlarda transformasyon oncesi hazirlikta degerlendirilecek
Sall kesim dizileri bulunur. Ayrica, polihistidin bdlgesinin proteine dahil olmamasi i¢in
cogaltilacak dizide bir stop kodonu ve Not I kesim bolgesini ilave edecek doniis
(reverse) primeri CGTexN-R tasarlanmistir. CGTexS-F ve CGTexN-R primer ¢ifti N
primerleri olarak adlandirilmistir. Son olarak, ekspres olacak proteine dogrudan
eklemek tizere CGTEXPF-Sall ve CGTEXPR-Notl (yani M primer ¢ifti) tasarlanmistir.
Normal kosullarda pPICZaA ile P. pastoris’e gen aktarilirken Xhol-Sall gibi farkl: iki
bolgelerinin mevcut olmasi, kesimde degerlendirilebilecek enzimlerin gbzden
gecirilmesini gerektirmistir. Bu sebeple geni icerden kesmeyecek, ancak Xhol ile
linerarize edilen pPICZaA vektori ile birlesebilen uygun kuyruk yapisi (compatible
end) olusturacak Sall enzimi kesim bdlgesi kullanilmistir. Kex2 geni P. pastoris
hiicrelerinde kalsiyumdan bagimsiz olarak islev gorebilen bir serin proteazi kodlar.
Xhol kesim noktasinda AAAAGA dizisi (Sekil 4.19°de Kex2 seklinde belirtilmistir)
ilave edilerek pPPICZaA vektorii ile birlesmede enzimin kesim yapacagir bolge
kodlanmis olur. Bu sekilde ekspresyon sirasinda Kex2 kesim bolgesinden proteinin

islenmesi miimkiin olabilmektedir.
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CGTex S F
Oligo: 5’—TCT|GTCGAC IAAAAGA |GACGTAACAAACAAAGTCAAT—3‘
Sall Kex2 Olgun gen

CGTex NR
Oligo: 5'-AGT GCGGCCGC [TAC/CCAATTAATCATAACCGTATCTGT-3"
Notl Stop Olgun gen

N primer cifti

CGTexSF

Oligo: 5'- TCT GACGTAACAAACAAAGTCAAT -3
Sall Kex2 Olgun gen

CGTexS R

Oligo: 5'-ACT/GTCGAC |CCAATTAATCATAACCGTATCTT-3*
Sall Olgun gen

S primer cifti

CGTEXPFSall
Oligo: 5'- TCT.GTCGAC | AAGAGA|GACGTAACAAACAAAGTCAATTACT -3
Sall Kex2 Olgun gen

CGTEXPNotl
Oligo: 5™ TTIGCGGCCGCITCAIATGATGATGATGATGATG CCAATTAATCATAACCGTATC -3

Notl Stop histag Olgun gen

M primer cifti

Sekil 4.19.  Ekspresyon i¢in tasarlanan primerler ve bazi 6zellikleri

Her 3 primer cifti ile PZR gergeklestirilmis ve en iyl ¢ogalma saglayan
baglanma sicakliklarimin uygulandig: tiipler segilerek PZR firiinleri saflagtirilmistir.
Ornekler kontrol edilmek iizere agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Sekil 4.20’te saflastirma

islemi sonrasi agaroz jelde yiiriitiilen PZR 6rnekleri goriilmektedir.

[a] (b]
Markir N priner Markir S pritner
1 kb 62,7°C 1 kb 58.4°C

oty gy T - S

-

Sekil 4.20.  P. pastoris 'te ekspresyon i¢in tasarlanan primerler ve PZR ile elde edilen
SGTaz geni; a) N primerleri b) S primerleri ¢) M primerleri
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Saflagtirilan PZR iirlinleri P. pastoris X33 mayasina aktarmada kullanilacak
pPICZoA vektori ile ligasyona hazirlamak iizere primerlerle ilave edilen restriksiyon
enzimleri ile sindirilmistir. Aym sekilde ligasyonun saglanacagi plazmid de uygun
enzimlerle sindirilmistir. N primer ¢iftinin olusturdugu PZR iirtinleri Sall ve Notl ile,
karsiliginda ligasyona girecegi plazmid Xhol ve Notl ile sindirilmistir. S primer ¢iftinin
PZR iirtinleri Sall ile, karsiliginda ligasyona girecegi vektor ise Xhol ile sindirilmis ve
akabinde defosforile edilmistir. M primer ¢iftinin olusturdugu PZR iirtinleri ise yine Sall
ve Notl ile sindirilirken karsiliginda ligasyona girecegi pPICZaA vektorii de Xhol ve
Notl ile sindirilmistir. Sindirim tiriinleri PZR piirifikasyon kiti ile temizlenmis ve agaroz
jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.21). Ardindan DNA igerikleri belirlenmistir. N PZR
rtinii 27,7 pg/ml, S PZR {irtint 12,6 pg/ml, M PZR iiriinii 15 pg/ml, ve sirasiyle her bir
PZR iirlinii i¢in kesilen plazmid DNA igerigi ise, 53,9 pg/ml, 63,3 pg/ml, 96,8 pg/ml

olarak belirlenmistir.

Sekil 4.21. Sindirme reaksiyonlar1 sonrasinda transformasyonda kullanilacak gen
parcalarinin ve lineerize vektorlerin yiirlitiildigli agaroz jel goriintiisii; a) S
primerleri tirlinii b) M primerleri iiriinii ¢) ve d) sirasiyla S ve M primerleri
ile elde edilen friinlerin baglanacagi dogrusallagtirilmis pPICZaA
vektorleri
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Restriksiyon endoniikleazlarinca sindirilme islemi sonrasi PZR {iriinleri ve lineer
hale gelmis vektorler ligasyon islemine tabi tutulmustur. P. patoris’e tranformasyon
isleminde kullanilacak plazmid vektorlerin cogaltilmast amaciyla kompetent hale
getirilmis E. coli XL-1 Blue hiicrelerine transformasyon gerceklestirilmistir. Bu islem
icin her bir ligasyon ¢ozeltisinden 10 pul kullanilmis, kalan ligasyon ¢ozeltisi ise -20 'C
sicakliginda saklanmistir. Transformasyon sonrasi zeosin iceren LB Lennox kati
besiyerine 50 pl, 100 pl ve 150 pl olacak sekilde, pozitif ve negatif kontrol i¢inse 150 pl
trasformasyon karisim yayma yontemi ile ekilmis ve plakalar gece boyu 20 'C de

inkiibasyona birakilmis. Ertesi glin olusan kolonilerden (Sekil 4.22) toplam 18 adet

secilmistir.

Sekil 4.22.  Zeosinli LB Lennox agar iizerinde gelistirilen transformantlar

Secilen kolonilerden 4 ml LB Lennox zeosinli s1vi besiyerine ekim yapilmistir.
Gece boyu gelistirilen kiiltiirlerden plazmid purifikasyonu yapilmistir. Plazmidlerin
dogru fragmani tasidiginin kontrolii, biri gen i¢inden digeri vektorden olmak iizere
secilen Ncol ve Xbal enzimleri ile yapilmistir. Sekil 4.23°de enzimle kesim ardindan
gergeklestirilen elektroforezle edle edilen agaroz jel goriintiisii verilmektedir. Buna gore
pPICZoA-N ve pPICZaA-M plazmidleri i¢in tiim kolonilerin dogru parcay:1 tasimakta
oldugu sdylenebilir ve beklenildigi gibi yaklasik 900, 1700 ve 3000 bg’lik bantlar
gorilmektedir. Ancak, pPICZaA-S i¢in 1 nolu klonda transformasyon basarisiz olmakla

birlikte, 4, 5 ve 6 nolu klonlarda fragmanin ters baglandig1 diisiiniilmektedir. Dogru
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parcayi tasidig diislinitilen klonlar daha sonra yapilacak c¢aligsmalarda kullanilmak tizere

-80 °C'de depolanmustir.

Markir
1kb

1 2 3 4 5 6
-
3000bp :
1500bp
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1 kb
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300bp

pPICZaA-S pPICZaA-M

Sekil 4.23. Transformasyon islemi sonrast segilen kolonilerden izole edilen
plazmidlerin restriksiyon enzimleri ile kontrolii

4.2.7. Konukcu Pichia pastorise’ e transformasyonu ve rekombinant klonlarmn

eldesi

E. coli XL-1 Blue hiicrelerine yapilan transformasyon ardindan elde edilen
plazmidlerden pPICZaA-N-2 klonu pPICZaA-S-3 ve pPICZoA-M-5 nolu klonlar
Pichia pastoris X33 transforme edilmek lizere seg¢ilmistir. Bunun i¢in Oncelikle DNA
miktart Ol¢iilmiis ve igerikleri sirasiyla 393 pg/ml, 461 pg/ml, 525 pg/ml olarak
belirlenmistir. Ardindan plazmidler Mssl (Pmel) enzimi ile 37 °C'de yarim saat inkiibe
edilerek lineer hale getirilmistir. Ornekler agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir
(Sekil 4.24). Yaklasik 6000 bg¢ olmasi gereken bantlar agaroz jel goriintiisiinde
dogrulanmistir.
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Sekil 4.24  a), b), c) swrastyla lineer hale getirilmis pPICZaA-N-2, pPICZaA-S-3,
pPICZaA-M-5 plazmidleri. d), e), f) enzimle lineer hale getirilmemis
plazmidler

Lineerlestirme ardindan elde edilen plazmidler kompetent hale getirilmis Pichia
pastoris X33 hiicrelerine elektroporasyon ile transforme edilmistir. Zeosin igeren YPD
kat1 besiyerine ekilen transformantlardan rastgele 8’er adet secilerek toplamda 24 adet
klondan YPD kat1 besiyerine tek koloni elde edilecek sekilde ekim yapilmistir. SGTaz
enzimi tlretme yeteneklerinin 6n kontrolii i¢in klonlar nisasta igerikli MM kati
besiyerine ekilmis ve gelisim sonrasi iizerlerine Lugol ¢ozeltisi damlatilarak hidroliz
aktivitelerine bakilmistir (Sekil 4.25). Bu analizde nisastanin Lugol ¢dzeltisinde
bulunan iyot ile olusturdugu kompleks mor renk olusturur. Koloniler etrafinda mavi
rengin olusmamasi hiicre disina salgilanan SGTazin nisastayr pargalayici etkisi ile
iligkilendirilir. Dogal olarak Pichia pastoris X33 etrafinda hi¢ zon bulunmamaktadir.
Bununla birlikte yogunluklarinin farkliligindan dolayr degisik biiyiikliiklerde zon
olusturdugu diisiiniilen kolonilerden N2-1, S3-1 ve M5-1 kolonileri SGTaz salgilama

yeteneklerinin kontrol edilmesi i¢in se¢ilmistir.
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Sekil 4.25. Nisastali MM kati1 besiyerinde Pichia pastoris transformantarinin
olusturdugu hidroliz aktivitesi

4.2.8. Klonlarin SGTaz salgilama yeteneklerinin belirlenmesi

Nisastali MM kat1 besiyerinde gosterdikleri hidroliz aktivitesine gore segilen
klonlar bir gece YPD siv1 besiyerinde gelistirildikten sonra BMGY si1vi besiyerine
baslangic OD’leri 0,5 civarinda olacak sekilde asilanmis ve ertesi giin optik
yogunluklar1 5°in iizerine ¢ikacak sekilde gelistirilmistir. Ureyen kiiltiirlerdeki hiicreler
BMMY besiyerine aktarilarak metanol indiiksiyonu baslatilmistir. Bu kiiltiirler
gelistirilerek 12., 24., 36., 48. ve 60. saatlerde OD ve enzim aktivitesi Ol¢limleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. SGTaz genini iceren Pichia pastoris klonlarinin optik yogunluk (OD)
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Sekil 4.27. SGTaz genini igeren Pichia pastoris susu klonlarinin SGTaz enzimi iiretimi

Elde edilen verilere gore segilen klonlarin hepsi en yiiksek aktiviteyi OD’nin 30-
40 arasinda oldugu 24. saat araliginda gostermistir. Klonlar 36. saatte aktivitelerinin

yaklasik %50°sini kaybetmislerdir ve 60. saatte bu oran %90 civarlarin1 bulmustur.
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Hiicreler duragan faza yaklastikca enzim aktivitesi diismiistiir. Buna gore optimum
inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir (Sekil 4.27). Belirtmek gerekir ki bu
degerlendirme ancak s6z konusu fermantasyon kosullar1 i¢cin gecgerlidir. Besiyeri hacmi
veya calkalama hizi gibi ortam kosullarinin degismesi fermantasyon siirecini

etkileyecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

BMGY besiyerinde 24 saat gelistirilen hiicre kiiltiirlerinin fermantasyon
stvilartyla hazirlanan Orneklerin yiirtitiildiigli SDS-PAGE jelinde salgi proteinleri
bantlar halinde birbirinden ayrilmistir. Sekil 4.28’ye gore salgilanan SGTaz proteini
85kDa civarinda bir bant olarak gozlenmistir. Kontrol olarak kullanilan Pichia pastoris

X33 susu ve Pichia pastoris X33-EGFP suslarinda bu bant gériilmemektedir.

Sekil 4.28. SDS-PAGE analizi ve klonlarin 24. saat fermantasyon sivilarinda protein
karsilastirilmasi, M: protein standardi

Gelistirilen transformantlardan N2-1 susu SGTaz proteininde polihistidin
kuyrugunu ihtiva etmemektedir. Polihisitidin kuyrugu ihtiva eden S3-1 susunda ise
olgun SGTaz geni sonuna stop kodonu eklenmemistir, bundan dolay1 proteinin
salgilanmasi asamasinda maya pPICZaA vektoriinde bulunan polihistidin kuyrugu ve
stop kodonunu kullanmakdir. Ancak bu durumda, S3-1 SGTaz geni ek olarak pPICZaA
vektoriinde n gelen c-myc epitop baz dizisini de igermektedir. Bu agidan polihistidin
kuyrugu ve stop kodonunu igeren primerlerle olusturulan ve fazladan baz dizisi

igermeyen, ayrica fermantasyonun 24. giiniinde en yiiksek aktiviteyi gosteren Pichia
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pastoris X33-M5-1 transformanti, enzim purifikasyonu ve karakterizasyonunda
kullanilmak {izere segilmistir. Sekil 4.29’de MS5-1 transformantinin fermantasyon

siiresince gelisim egrisi ve enzim aktivitesi degerleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.29. SGTaz genini iceren Pichia pastoris M5-1 susu klonunun SGTaz enzimi
iiretimi ve OD degerleri

4.3. SGTaz enziminin karakterizasyonu

Bacillus sp. SD3 susundan elde edilen SGTaz enzimi geninin Pichia pastoris
X33 mayasina transforme edilmesiyle elde edilen Pichia pastoris M5-1 klonunun
fermantasyonu sonucu {iretilen rekombinant SGTaz enzimi, hiicre dis1 sividan
polihistidin etiketi ile saflastirma metoduna goére kismen saflagtirllmistir. Saflastirma
oncesi elde edilen hiicre dis1 sivinin 15 ml’si, asidik olan besiyerinin pH’sin1 kolona
tutunma pH’s1 civarina yiikseltmek i¢cin gece boyu %5 gliserol igeren 1X PBS
tamponunda 4 °C’de diyaliz edilmis ve saflastirma gerceklestirilmistir. Ardindan SDS-
PAGE, Western blot ve protein miktar1 analizileri ile proteinin molekiiler agirlig1 ve
saflagtirma basarisi ve orani belirlenmistir. Saflastirilan rekombinant SGTaz enziminin
optimum sicaklik ve pH kosullar1 ile farkli sicaklik ve pH’daki stabilitesinin
belirlenmesi analizleri yapilmistir. Son olarak HPLC analizi ile kismen saflagtirilmig

rekombinant enzimin {iretmis oldugu farkli SD iiriin profili ve oranlar1 hesaplanmstir.

66



4.3.1. Rekombinant SGTaz enziminin saflastirilmasi

Pichia pastoris M5-1 susu 24 saat metanol indiiksiyonu ile inkiibasyona
birakilmis ve SGtaz enzimi iiretimi saglanmistir. Elde edilen yaklasik 50 ml hiicre dis1
stvinin 15 ml’si 1X PBS tamponunda (pH 7,4) gece boyu 4 °C'de diyalize birakilmistir.
Dengeleme tamponu ve regine ile yariyariya karistirilan hiicre dis1 sivi nikel kolondan
gecirilmis, ardinda kolona tutunan polihistidin etiketli SGTaz enzimi farkli immidazol
konsantrasyonlar1 ile hazirlanmis soliisyonlar ile muamele edilerek yikanmis ardindan
elisyonlart saglanmistir. Saflastirmanin hemen ardindan ayni anda SDS-PAGE ve

Western blot analizleri gergeklestirilmistir.

Jel analizleri sonuglarmma gore kolondan gegcirilen siiziintiide (flow-through)
SGTaz proteini bandi goriilmemektedir. Bu durum hiicre dis1 sividaki SGTaz
proteinlerinin kolona tutunmus oldugunu gostermektedir. Filtreden gecirilen yikama
tamponlarinin siiziintiilerinden I. ve II. yikama siiziintlisiinde SGTaz proteini bandi
goriilmekte fakat III. siizlintiide goriilmemektedir. Bu durumun filtreden gegirilen hiicre
dis1 sividaki proteinlerin bir kisminin zayif bir sekilde kolona baglandigi ve bir kisminin
yikama tamponu ile siiziintiiye gectigini gostermektedir. Yikamanin ardindan kolandan
gecirilen farkli konsantrasyondaki eliisyon sivilarindan eliisyon I’de SGTaz proteini
band1 goriilmekte ancak eliisyon II ve III’te goériilmemektedir. Buna gore kolona
baglanan protein i¢in uygun olan tamponun 100mM immidazol igeren eliisyon tamponu
oldugu belirlenmistir. Yine ayni kosullarda 6 ay Oncesinde purifikasyonu ve diyalizi
yapilan eliisyon sivisi da ayni jelde yiiriitilmiis ve bu 6rnekte SGTaz enziminin
bulundugu gozlemlenmistir. Bu sonu¢ kismen saflastirilmis rekombinant enzimin

aktivitesini kaybetmeden 6 aya kadar depolanabilecegini gdstermektedir.

Analiz sonuglar1 Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de goriilmektedir. Negatif kontrol
olarak Pichia pastoris X33 ve pozitif kontrol olarak EGFP (green fluorecent protein-
yesil florasan proteini) geni iceren Pichia pastoris X33-EGFP suslarinin hiicre disi

sivilar kullanilmistir.
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Sekil 4.30.

SDS-PAGE analizi. M: protein standardi, 1: Pichia pastoris X33, 2:
Pichia pastoris X33-EGFP, 3: Pichia pastoris M5-1, 4: Flow through, 5:
Wash I, 6: Wash II, 7: Wash III, 8: Eliisyon I, 9: Eliisyon II, 10: Eliisyon
I, 11,12: Amonyum siilfat ile daha once kismen saflastirilmis 6rnekler
13: daha once yapilan Histag purifikasyonundan elde edilen eliisyon

Sekil 4.31.

Western blot analizi. M: protein standardi, 1: Pichia pastoris X33, 2:
Pichia pastoris X33-EGFP, 3: Pichia pastoris M5-1, 4: Flow through, 5:
Wash I, 6: Wash 11, 7: Wash III, 8: Eliisyon I, 9: Eliisyon II, 10: Eliisyon
I, 11,12: Amonyum siilfat ile daha once kismen saflastirilmis 6rnekler
13: daha once yapilan Histag purifikasyonundan elde edilen eliisyon
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Western blot membraninda kontrol amagli kullanilan polihistidin kuyrugu ihtiva
eden EGFP proteini beklenen boyutta bant vermistir. Kolondan gegirilen ilk siiziintiide
ve yikama tamponu III’te bant goriilmemekle birlikte, yikama tamponu I ve II de 85
kDa civarinda SGTaz proteini bandi1 goriilmekdir. Yine beklenildigi gibi eliisyon I’de
bant vermis ancak II ve III’te bant gdriilmemektedir. Western blot analizi sonuglari
SDS-PAGE jelindeki sonuglar1 dogrular bigimdedir. Analizleri sonucuna gore eliisyon [
%S5 gliserol iceren 1X PBS tamponunda diyaliz edilmis ve analizlerde kullanilmak iizere

-20 °C'de muhafaza edilmistir.

Kismi saflagtirllmis SGTaz enziminin protein icerigi hesaplanarak kismi
saflastirma basamaklar1 sonuclar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Buna gore saflastirma
islemi amacima ulasmistir. Saflastirma verimi %17,49 oraninda olmasinin nedeninin
kolonunun ve reginenin kapasitelerinin {istii hacimde hiicre sivist kullanilmasindan
dolay1 olabilecegi, ayrica yikama tamponundaki immidazol miktarinin zayif sekilde
kolona baglanmis olan proteinleri ¢ozerek siiziintiiye gecirmis olabilecegi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.2. Rekombinant SGTaz enzimini kismen saflastirmak i¢in uygulanan
islemlerden elde edilen baz1 degerler

Hacim Enzim  Protein Spesifik Toplam Verim Saflastirma
aktivitesi aktivite aktivite katsay1s1

(m)  (U/ml) (mg/ml) (Umg)  (U) (%)

Fermantasyon 15,00 10,62 0,02 599,79 159,24 100,00 1,00
s1vist M5-1

Kismen 2,00 13,92 0,01 1136,17 27,85 17,49 1,89
saflastirilmis
M5-1

4.3.2. Sicakhigin enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine etkileri

Sicakligin kismi saflagtirilmis rekombinant SGTaz enzimi {lizerindeki etkileri ve
enzimin optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla, enzim 0,1 M potasyum fosfat
tamponu igerisinde pH 6’da 30°C ile 80°C sicakliklar arasinda 10 dk inkiibasyona
birakilmigtir. Elde edilen bulgular Sekil 4.32’da gosterilmistir. Bagil aktivite profili
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farkli sicakliklarda Olgiilen aktivite degerlerinden optimum aktiviteyi gosteren deger

%100 kabul edilerek olusturulmustur.

Buna gore optimum sicaklik 50 °C olarak saptanmistir ve %100 aktivite degeri
olarak kabul edilmistir. Enzim, aktivitesini 30 °C de optimum degere gore %69
oraninda gosteririken, 40°C sicaklikta %92,6 oraninda aktivitesini koruyarak optimum
aktiviteye yakin bir deger gostermis, 60°C sicaklikta ise %61,9 oraninda aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Enzim aktivitesi 70°C %19,9 ve 80°C sicakliklarda %14,5

civarina dismiistiir.
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Sekil 4.32.  Rekombinant olarak iiretilerek kismen saflastirilan SGTaz enzimin ¢esitli
sicakliklarda gosterdigi enzim aktivitesi ve bagil aktivite degerleri.

Enzimin sicaklik stabilitesinin 6l¢iilmesi amaciyla fosfat tamponu igerisinde
seyreltilmis kismen saflastirilmis SGTaz enzimi, 30-80 ©°C arasindaki farkli
sicakliklarda 30 dk 50 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan enzim aktivitesi,
standart enzim aktivitesi metodu kullanilarak o6lclilmiis ve enzim stabilitesi
belirlenmistir. Kalint1 aktivitesi profili farkli sicakliklarda Slgiilen aktivite degerlerinden

optimum aktiviteyi gosteren deger %100 kabul edilerek olusturulmustur (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33.  Rekombinant olarak {iretilerek kismen saflastirilan SGTaz enziminin pH
6’de ve degisen sicaklik kosullarinda sergiledigi enzim aktivitesi ve kalinti
aktivitesi degerleri

Rekombinan SGTaz enzimi 30°C, 40°C ve 50°C’de sirastyla %100, %99,7 ve
%95 oranlariyla aktivitesini biiyiik oranda korudugu korudugu goriilmektedir. Yine
60°C’de enzimin %57,6 oraninda stabilitesini korudugu ancak. Enzim aktivitesinin
70°C’de %18,5’e, 80°C’de ise %11,5’e kadar indigi tespit edilmistir. Literatiirde
yapilan diger ¢alismalardan, Bacillus sp. TS1-1 susundan izole edilerek E. coli’de
rekombinant olarak iiretilen SGTaz enzimi pH 6 tamponunda optimum 60°C’de aktivite
gostermistir (Rahman vd 2006). Soya fasiilyesi topragindan izole edilen alkalafilik
Bacillus sphaericus 41 susu pH 6 tamponunda optimum sicakligl 65°C olarak saptanmis
termal inaktivasyonu ise 70°C iizerinde gergeklesmistir ve enzimin 65°C’de hayli stabil
oldugu bildirilmis (Moriwaki vd 2009). Ayrica Brevibacillus brevis CD162 (Kim vd
1998), Bacillus ohbensis (Sin vd 1991) suslarindan elde edilen rekombinant SGTaz
enzimleri 55 'C sicaklik degerinde optimum aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir.
Thermoccus  sp. B1001  (Tachibana vd 1999), Thermoanaerobacterium
thermosulfurigene EM1 (Wind vd 1995) ve rekombinant Thermococcus kodakaraensis
KODI (Rashid vd 2002) gibi hipertermofilik yada termofilik organizmalardan izole
edilen SGTaz enzimleri sirastyla en yiiksek aktivitelerini 90-100°C, 80-85°C ve 80°C
sicakliklarda  gostermistir.  B.  autolyticus 11149 (Tomita vd 1992), B.
stearothermophilus (Ahn vd 1990) ve B. circulans E 192 (Bovetto vd 1992)

suslarininda optimum sicakliklart 60°C oldugu bildirilmistir. Bacillus sp. G1 susundan
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saflagtiliarak elde edilen SGTaz enzimi pH 6’da c¢oziinebilir nisastada optimum
aktiviteyi 60°C’de gostermis en diigiik aktiviteyi ise %28 bagil aktivite ile 80°C’de
gostermistir ancak 30 dk inkiibasyon ardindan aktivitesinin %350’sini ancak 76 °C
civarinda kaybetmeye baslamis, 90°C’de ise aktivitesinin tamamini kaybetmistir (Sian
vd 2005). K. pneumoniae AS-22 (Gawande ve Patkar 2001) ve Bacillus agaradhaerens
(Martins ve Hatti-Kaul 2002) SGTaz enzimleri maksimum stabilitelerini 40°C’de

gostermistir.

4.3.3. pH’nin enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine etkileri

Kismi saflagtirilmig rekombinant SGTaz enzimi iizerinde pH’nin etkileri ve
enzimin optimum pH’smin belirlenmesi amaciyla enzim, pH 3-8 arasindaki farkl
tamponlar icerisinde hazirlanmis %4’liik nisasta c¢ozeltisiyle 10 dk inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.34’de gosterilmistir. Optimum pH 6 olarak
saptanmistir ve bagil aktivite profili olusturulurken bu deger %100 aktivite degeri
olarak kabul edilerek hesaplamalar yapilmistir. Enzim aktivitesi pH 3 ve pH 4 de
strastyla %7,6 ve %12,1 gibi diisiik oranlarda tespit edilirken, pH 5 te %64,3, pH 7°de
ise %99,4 degeri ile enzimin aktivitesini biliylik oranda korudugu saptanmistir. pH 8 de
%50,2 oraninda aktivite gostermistir. Yine pH 9 civarinda %85,9 oraninda aktivite

gosterirken, bu oran pH 10 ve pH 11°de sirastyla %50,6 ve %36,9 oranina diismiistiir.

72



1004

Bagil aktivite (%)
(4, ]
e

Bagil aktivite (%)

T T T T T T T

T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.34. Rekombinant olarak {iretilereck kismen saflastirilan SGTaz enziminin
cesitli pH’larda gosterdigi enzim aktivitesi ve bagil aktivite degerleri

Rekombinant SGTaz enziminin kalint1 aktivitesi farkli pH’larda hazirlanmisg
tamponlar i¢inde 50 °C’de 30 dk bekletilmesi ardindan enzim aktivitesi tayini yapilarak
belirlenmistir. Sekil 4.35’da goriildiigli gibi rekombinant enzim genis bir pH
stabilitesine sahiptir ve bu beklenen ve istenilen bir sonugtur. Enzim pH 3 ve pH 4’te
sirastyla %6,7 ve %18,8 oraninda diisiik bir aktivite gostermektedir. Ancak pH arttikca
bu oran artmaktadir. Enzim aktivitesi pH 5’te %68,1 iken en yiiksek aktivite pH 6’da
gostermis olup %100 olarak kabul edilmis ve pH profili buna gore olusturulmustur.
Yine pH 7°de %98,1 ve pH 8’de %86,1 oraninda aktivite gostermis pH 9 ve pH 10
sirastyla %99,4 ve 9%385,6 oraniyla stabilitesini yliksek oranda korudugu tespit
edilmistir. Bu oran pH 11°de %52,1 degeri ile enzim aktivitesinin yariyariya

korundugunu gostermektedir.
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Sekil 4.35. Rekombinant olarak {iretilerek kismen saflastirilan SGTaz enziminin
degisen pH kosullarinda sergiledigi enzim aktivitesi ve kalint1 aktivitesi
degerleri

SGTaz enzimi pH grafiginde, iki farkli optimum tepe noktas: her ne kadar
siradis1 goriinsede Bacilli sinifi bakterilerde oldukga sik karsilagilan bir durumdur. Bu
durumun alkali pH’ya bagli olarak enzimin yapisinda ince degisiklikler meydana
getirmesinden kaynaklanadig diisiiniilmektedir (Atanasova vd 2011). Bacillus ohbensis
susundan E. coli’ye klonlanan recombinant SGTaz enziminin optimum pH’s1 5 ve 10
olarak saptandigi, stabilitesini ise 55 °C’de pH 5,5 ile 10 arasinda korudugu
belirtilmistir (Sin vd 1991). Bacillus sp. 20RF ve Bacillus sp. 8SB suslar1 en yiiksek
enzim aktivetelerini iki farkli optimum pH’da gosterdigi saptanmistir. Maksimum
aktivite her ikisi i¢inde pH 6’dir ancak pH 9°da Bacillus sp. 20RF %64,2, Bacillus sp.
8SB susu ise %93,3 oranininda aktivite gostermistir (Atanasova vd 2008). Bacillus
pseudalcaliphilus 20RF susunun 25°C’de pH 6 ve 10 arasinda stabilitesini %92-100
arasinda korudugu ve pHS ve 11°de ise %75 civarinda kalint1 aktivitesi gosterdigi
belirtilmistir (Atanasova vd 2011). Bacillus sp. 7-12 susunun SGTaz enziminin
optimum pH lar1 5 ve 8,5 olarak saptandigi, stabilitesini ise pH 6-10 arasinda oldukca
korudugu belirtilmistir (Cao vd 2005). Ayni sekilde farkli pH’larda kalint1 aktivitesi
Olclilen Bacillus agaradhaerens LS-3C susundada iki pH tepe noktasi saptanmistir

(Martins ve Hatti-Kaul 2002).
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Yapilan diger calismalara bakildiginda; Soyafasiilyesi topragindan izole edilen
alkalafilik Bacillus sphaericus 41 susunun SGTaz enzim aktivitesi 50°C sicaklikta 4 ile
10 arasindaki farkli pH’larda 6l¢iilmiis ve optimum pH 6 olarak belirlenmistir. Enzimin
en diisiik aktivitesini pH 4 ve pH 10 degerlerinde gosterdigi belirtilmistir. Enzimin, 4
saat 50°C sicaklikta ¢esitli pH degerlerindeki kalint1 aktiviteleri 6l¢iilmiis ve aktivitesini
pH 6 ve 7°de neredeyse %100 oraninda korudugu , pH 5’te %34,2, pH 8-10 arasinda
ortalama %16,8 oranina indigi bildirilmistir (Moriwaki, 2009). Topraktan izole edilen
alkalafilik Bacillus sp. G1 susundan saflastirilan SGTaz enziminin pH 4-10 arasindaki
aktivitesi 60°C’de 10 dk inkiibasyona birakilarak Ol¢iildiigii ve optimum pH’nin 6
olarak belirlendigi ancak pH 4 ve pH 10 degerlerinde hicbir aktivite gostermedigi
bildirilmistir. Ayn1 kosullarda 30 dk. inkiibasyona birakildiginda ise enzimin pH 7-9
arasinda aktivitesini korudugu, pH 4-5 arasinda inaktif oldugu ve pH 10 degerinde ise
aktivitesinin %23 oraninda azaldig: bildirilmistir (Sian vd 2005). Bacillus megaterium
susundan saflastirilan SGTaz enziminin 30 °C’de 10 dk inkiibasyona birakilarak pH
2,2-11 araliginda bagil aktivitesinin ve yine ayni kosullarda 30 dk inkiibasyona
birakilarak kalint1 aktivitesinin o6l¢iildiigli ve buna gore enzimin genis bir deger
araliginda pH 4-11 arasinda aktivite gosterdigi ve pH 4,5 ve 9,0 arasinda aktivitesinin
%60 civarinda kaybettigi yine optimum pH’nin 7,2 olarak belirlendigi ve enzim pH 6-

10,5 araliginda stabilitesini %100 civarinda korudugu bildirilmistir (Pishtiyski 2008).

4.3.4. HPLC analizi

HPLC analizi yapilirken miktar belirleme asamasinda elde edilen ve
siklodekstrinleri 250 ppm konsantrasyonda igeren standarda ait kromatogram Sekil
4.36’da verilmistir. Kromatogramda ilk gozlemlenen pik standardi hazirlamada
kullanilan ¢6zgen suya aittir. Daha sonra gelen piklerden 8-9 dk’lar arasinda a, 9,5-10,5
dk’lar arasinda B ve 11,5-12,5 dk’lar arasinda vy siklodekstrin pikleri alinmaktadir. Salt
nisasta i¢eren bir ¢ozeltiye ait kromatogram Ek 7.10°da verilmistir. Sekil 37 ve 38’deki
siklodekstrin piklerinin salt nisasta ¢ozeltisi iceren temel hattin (base-line) iizerinde

oldugu gozlenmektedir.

75



mV
[Detector A

25
20 0
, pi o
1 ~ " :
g ©
] o " o
15 g o -
1 o) < =
] 0 T S
] ' a |
109 2 0‘ ©
] [ P E
1 ® ° £
1 a ®
5 o

[ s
7‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘ I I ‘
00 25 50 75 100 125 150 175 min

Sekil 4.36.  Siklodekstrinleri 250 ppm konsantrasyonda igeren standarda ait
kromatogram

Enzim iirlinlerinin analizi i¢in enzim aktivitesi 6l¢lim metodunda oldugu gibi 50
°C'de %4 ciziinebilir nigastali fosfat tampon ile karistirilan rekombinant enzim 10 dk ve
24 saat siire ile reaksiyona birakilmis ve kromatografik olarak analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.3’te verilmektedir. Buna goére 10 dk sonunda toplam 0,942
g/ml SD olmak {izere, 0,852 g/ml B-SD ve 0,089 y-SD fiiretildigi ancak hi¢ a-SD
iretilmedigi gozlemlenmistir. Aynm1 kosullardaki 24 saatlik reaksiyon sonunda toplam
3,786 g/L SD fiiretilmistir. Toplam SD’nin 3,366 g/L’si -SD ve 0,42 g/L’si y-SD olmak
tizere hi¢ o-SD iiretilmedigi gozlenmistir. B-SD iiretiminin yliksek oldugu yaninda
diisiik oranda y-SD de iiretildigi goriilmektedir. Bacillus sp. SD5 susu B-y-SGTaz

enzimi Ureticisi oldugu sdylenebilir. HPLC analizi ham verileri Ek. 7.11°de verilmistir.

Cizelge 4.3. Pichia pastoris X33-M5-1 susunun SD {iiretimi HPLC analizi sonucu

Zaman Toplam SD verimi a-SD verimi B-SD verimi v-SD verimi
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

10 dk 942,096 0 852,494 89,602

24 saat 3.786,734 0 3.366,596 420,138

Diger caligmalara bakildiginda kullanilan nisasta konsatrasyonu ve c¢esidi SD

tiretimi lizerinde oldukca etkili oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin goriilmesinin
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nedeni ise nisasta garniillerinin yapisal farkliliklarina, komposizyonuna ve 6zelliklerine

bagli olarak gelistigi belirtilmistir (Gawande vd, 1999).

Klebsiella pneumoniae AS-22 susundan elde edilen saflastirilmis SGTaz enzimi
icin jelatinize ¢Oziinebilir nisasta ham nisastaya gore da iyi bir kaynak olarak seg¢ilmigtir
(Gawande ve Patkar 2001). Buna benzer bir ¢calismada Bacillus sp G1 susundan elde
edilen SGTaz enziminin ayn1 kosullarda ¢oziindiiriilmiis misir nisastasina gore tapyoka
nisastasinda daha fazla SD olusturabildigini tespit etmistir (Sian vd 2005). Ayni
calismada farkli substrat konsantrasyonlarinin SD olusumu iizerine etkisi incelenmis ve
10 g/L tapyoka nisastas1 24. saatte 3,63 g/L SD firetildigi belirtilmistir. Calismamizda

40 g/L seviyesinde patates nigastast ile buna yakin bir {iretim gerceklestirilmistir.

Sian vd (2005) 70 g/L tapyoka nisastasi ile 19,3 g/L tiretim miktarina ulagmaistir.
Uretimi arttirmaya yonelik olarak bu arastirmalar 1s1k tutucudur ve ileride Bacillus
SD5’ten elde edilen rekombinant enzimden daha yiiksek verim saglanabilmesi igin
farkl1 substrat kaynaklarmin ve konsantrasyonlarinin degerlendirilmesinin uygun

olacag diistiniilmektedir.

Sekil 4.37 ve Sekil 4.38°de sirasiyla 10. dk ve 24. saat sonunda olusan SD
trtinlerinin kromatogramlar1 verilmektedir. Bu ¢iktilarda rekombinant enzimin biiyiik
oranda - ve bir miktar da y-siklodekstrin olusturdugu goériilmektedir. Beta siklodekstrin

miktar1 24 saat inkiibasyon neticesinde yaklasik 4 kat artmistir.
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Sekil 4.37.  Pichia pastoris X33-M5-1 susunun 10 dk’da iiretmis oldugu SD
iiretiminin HPLC analizi kromatogrami
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Sekil 4.38.  Pichia pastoris X33-M5-1 susunun 24 saatte iiretmis oldugu SD

tiretiminin HPLC analizi kromatogrami
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5. SONUC

Bu ¢alismanin sonucu olarak;

1.  Ulkemiz yerel alkali kaynaklar1 olan Salda géliinden 3 ve Van goliinden 1
olamak tizere toplam 4 farkli sus izole edilmistir. Koloni ve hiicre morfolojisi
incelemeleri ve 16S rDNA tanilamasi ardindan elde edilen suslar Bacillus sp.
SG2, Bacillus sp SG3, Bacillus sp V3 ve Bacillus sp SD5 seklinde
isimlendirilmistir.

2. Elde edilen suslarin gelisim grafikleri ve enzim aktiviteleri degerlendirilmistir.
Bacillus sp SDS5 susu ile SGTaz geni izolasyon ¢aligsmalarina devam edilmistir.

3. SGTaz geni izolasyonu i¢in SD5 susuna genetik yakinlii olan organizmalarin
SGTaz gen dizilerinden faydalanilarak tiim SGTaz genini kapsayacak sekilde
primer ¢ifti tasarlanmistir. Bu primer ile 2025 b¢ uzunlugunda SGTaz genini
tiimiiyle kapsayacak sekilde DNA parcalari elde edilmistir.

4. Gen dizisinin aydinlatilmas1 amaciyla tiim geni kapsayan primer ¢ifti ve genin i¢
bolgesinden tasarlanan primer ¢ifti ile gen dizisi belirlenmistir.

5. Olgun SGTaz genini, tiim geni kapsayan DNA parcasindan Pichia pastoris’te
klonlamak tizere 3 farkli primer c¢ifti daha tasarlanmistir. Olgun geni kapsayan
her ti¢ PCR {iriinii de metanol tetiklemeli (indiiksiyonlu) protein iretimini
saglayan pPicZ alfa vektorii ile Pichia pastoris X33’e aktarilmistir. Boylece
(dogal gen dizisini igeren) N2, (gene ilave c-myc epitope ve polihistidin kuyrugu
kodlayan) S3, ve (gen ve polihistidin kuyrugu kodlayan) M5 seklinde kodlanan
ti¢ farkli rekombinant maya susu elde edilmistir.

6.  Elde edilen klonlarin gelisim ve enzim aktivitesi egrileri olusturulmus ve SDS-
PAGE analizi yapilmistir. Elde edilen rekombinant SGTazin 85 kDa
biiytikliigiinde bir protein oldugu saptanmistir. Klonlardan en yiiksek aktiviteyi
gosteren ve polihistidin kuyrugu ihtiva ettigi icin saflastirmada kolaylik
saglayacagl diisiiniilen M5-1 susu {lretim, saflastirma ve karakterizasyon
islemleri ytriitiilmiistiir.

7.  Calkalamali fermantasyon ile elde edilen sivi kiiltiir santrijiijleme, diyaliz ve
afinite kromatografisi (HisTag saflastirma) gibi islemlere tabi tutularak SDS-

PAGE, Western blot ve protein analizleri yapilmis, saflastirma isleminin verimi
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10.

ve basarist degerlendirilmistir. Saflagtirma islemiyle 600 U/mg olan spesifik
aktivite degeri 1136 U/mg’a ¢ikmustir.

Saflastirma sonucu elde edilen enzim kullanilarak optimum calisma sicaklig1 ve
pH’s1t belirlenmistir. Buna gore saflastirilan rekombinant enzim en yiiksek
SGTaz aktivitesini 50 °C’de ve pH 6’da sergiledigi tespit edilmistir.
Rekombinant SGTaz enzimi 30 dakika siireyle 30, 40 ve 50°C’de bekletildiginde
aktivitesini sirasiyla %100, %99,7 ve %95 oraninda korudugu saptanmistir.
Enzim 30 dk notr ve alkali pH’larda (pH 7-10) bekletildiginde aktivitesini
%85,6-99,4 oraninda korudugu tespit edilmistir.

Reaksiyon iiriinleri HPLC ile analiz edildiginde nisastadan B- ve y-SD’lerin
olustugu ancak o-SD olusmadig1 goriilmiis ve dolayisiyla Bacillus sp. SD5’in -
B-SD iireticisi oldugu sonucu ¢ikarilmustir. Uriin miktarlarinin 24 saat siiren
inkiibasyon sonucunda B- ve y-SD’ler i¢in sirastyla 3,366 ve 0,42 g/L seviyesine
ulastig1 belirlenmistir.

Bu calismanin nihai sonucu olarak, rekombinat SGTaz enzimini metanol
tetiklemeli tiretebilen ve hiicre dis1 siviya salgilayabilen ii¢ farkli P. pastoris

susu gelistirilmistir.
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7. EKLER

EKk. 7.1. Caismada Kullanilan DNA ve Protein Standartlar:

0'GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-us(

bp ng/0.5 pg %

20000 20 4
/ 10000 20 4
/7000 20 4

5000 75 15

4000 20 4
— 3000 20 4
— 2000 20 4
— 1500 80 16
—1000 25 5
—700 25 5
— 500 75 15
—400 25 5
— 300 25 5
—200 25 5

75 25 5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Agaroz Jel Elektroforezinde kullanilan DNA standardi: O’GeneRullerTM 100bp
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)

kDa

— 200 —|
— 150 — =
— 120 — -
— 100 —|
— 85 |
L 70 —| e—
--50~
o - 50 —|w—

— 40 —| ——

— 25 | —

— 20 — e—
— 15 — a—

Gel ' Blot

SDS-PAGE analizinde kullanilan protein standardi: PageRuller Unstained
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD)
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kDa

250
150
100

A

50
37

25
20

- 15

-~ 10

Western blot analizinde kullanilan protein standardi: Odyssey Protein Molecular
Weight Marker (Li-Cor Bioscience, NE, ABD)

MW/KDa Dt AR
260

125

70

38

25

Chameleon 800

Western blot analizinde kullanilan protein standardi: Chamelon 800 Pre-strained
Protein Ladder (Li-Cor Bioscience, NE, ABD)
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Ek. 7.2. Calismada kullanilan primerler

Primer ad1 Baz kodlamast Baz Tm(° %G MA
sayisi O C
CGTWGE2 5'- CTTTCTTTACCTACTGTTGCGG -3' 22 513 455 6.69
CGTWGR2 5'- TCGTTATGTCCCAGCCTCT-3' 19 499 526 574
CGTexS F 5*-TCTGTCGACAAAAGAGACGTAACA 36 58.0 36.1 11.11
AACAAAGTCAAT-3¢
CGTexN-R 5-AGTGCGGCCGCTACCCAATTAATCA 38 63.5 474 11.61
TAACCGTATCTGT-3*
CGTexS-R 5'-ACTGTCGACCCAATTAATCATAACCGT 32 56.5 375 9.73
ATCTT-3°
CGTEXPF-Sall  5'- TCTGTCGACAAGAGAGACGTAACAAA 40 60.3 375 12.33
CAAAGTCAATTACT-3°
CGTEXPR-Notl 5'- TTGCGGCCGCTCAATGATGATGATGATG 52 65.7 423 16.00
ATGCCAATTAATCATAACCGTATC -3
pJET 1.2 F 5'- CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3° 23 588 609 7.13
pJET 1.2 R 5'- AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3¢ 24 520 417 7.39
Cgtseq F 5'-CACAATGGCGGAACAGACT -3¢ 19 499 526 5.87
Cgtseq R 5'-CGCTACGCTATTTGCTCG -3° 18 493 556 548
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Ek. 7.3.Toplam Protein Tayini Kalibrasyon Egrisi

y =0,001x - 0,0107

0,8 / R*=10,9992
0,6

0 T T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Absorbans 660 nm

Protein Konsantrasyonu ( pg/ml)

Toplam protein tayini i¢in farkli konsatrasyonlardaki BSA standardinin 660 nm
absorbans degerleri ile ¢izilmis kalibrasyon egrisi
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Ek. 7.4. HPLC icin olusturulan kalibrasyon egrisi ve verileri

2000000 -
1800000 - f(x)=0.00166317*x-73.0102
R2=0.9983

1600000 -

1400000 -
g 1200000 - f(x)=0.00163573*x-5.65733
-4 R? = 0.9999
e 1000000 -
c
& 800000 -
< f(x)=0.00170159*x-41.4543

600000 1 R? = 0.9993

400000 -~

200000 -

O 'V T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Siklodekstrin konsantrasyonu (mg/L)
@ alfa-SD M beta-SD gama-SD

HPLC analizi i¢in a-, B- ve y- CD ile olusturulan kalibrasyon egrileri.
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HPLC i¢in olusturulan Kkalibrasyon egrisi ve verileri’nin devam

==== Shimadzu LCsolution Calibration Curve

<Calibration Curve>

ID#

Name

Quantitative Method
Function

FitType
ZeroThrough
WeightedRegression
Detector Name

Conc.

[*1073]
35
3.0
25
2.0
1.5
1.0
05

5 |

:alpha CD

: External Standard

- f(x)=0.00166317*x-73.0102

Rr1=0.9991381 Rr2=0.9982769
MeanRF:0.00154386 RFSD:0.000136571 RFRSD:8.84603

: Linear

: Not Through
:None

: Detector A

#  Conc (Ratio) Area

1 250.000 159250.4 |
2 500.000 394065.1 |
3 1000.000 633831.0 |
4 2000.000 12444204
5 2500.000  1554062.7
6 3000.000 1839440.5

0.0
00020406081.012141.6182.0

ID#

Name

Quantitative Method
Function

FitType
ZeroThrough
WeightedRegression
Detector Name

Conc.
[*1073]
35

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

Area [*1076]

12

‘beta CD

: External Standard
:f(x)=0.00170159*x-41.4543

Rr1=0.9996029 Rr2=0.9992059
MeanRF:0.00162966 RFSD:9.77562e-005 RFRSD:5.99857

: Linear

: Not Through
:None

: Detector A

#  Conc (Ratio) Area

1 250.000 149411.8
2 500.000 349163.8 |
3 1000.000 606148.2 |
4 2000.000 1204235.2
5 2500.000 1479560.7
6 3000.000  1793750.1 |

0.0
00 02 04 06 08 1.0 1.2 1.4 1618

Area [*1076]
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Area
159250
394065
633831

1244420
1554063
1839440

Area
149412
349164
606148

1204235
1479561
1793750



ID# 13

Name :gamma CD
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=0.00163573*x-5.65733

Rr1=0.9999432 Rr2=0.9998865
MeanRF:0.00163002 RFSD:1.97823e-005 RFRSD:1.21363

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression : None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10*3]
3.5 # Conc (Ratio) Area Area
3.0 1 250.000 152109.5 152110
2 500.000 304003.6 304004
2.5 3 1000.000  628316.4 628316
20 4 2000.000 1227030.9 1227031
5 2500.000 1525593.4 1525593
1.5 6 3000.000 1838675.4 1838675
1.0
0.5
0.0
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EKk. 7.5. Enzim Aktivitesi Tablosu

Enzim aktivitesi (U/ml) Enzim aktivitesi (%)

Saat SG2  SG3 V3 SD5 SD5% SG2% SG3% V3%
12 34 7.1 7.6 5.7 75 37 88 100
24 7.2 8.0 6.6 7.3 96 78 100 88
36 7.4 7.8 6.0 7.0 92 80 97 79
48 8.4 7.4 7.2 7.1 93 91 92 96
60 8.4 7.7 5.2 7.1 93 91 96 69
72 9.0 7.6 3.6 7.5 98 98 96 48
84 8.0 7.8 33 7.6 100 87 98 44
96 9.2 7.0 2.9 6.9 90 100 87 38
120 8.4 6.6 2.3 6.3 82 91 82 30
168 8.7 5.8 1.5 5.2 69 95 73 20

Not: Yiizde aktivite her sus i¢in en yiiksek aktivite degeri %100 olarak kabul edilerek
hazirlanmastir.

95



Ek. 7.6. 16S rDNA Spacer Bolgesine Ait Bazi Ozellikler ve Niikleotid Dizisi

Bacillus sp SD5 16S rDNA: 1110 bp;

Bilesim: 218 A; 337 C; 277 G; 278 T; 0 DIGER

Yiizde Bilesim: 19.6% A; 30.4% C; 25.0% G; 25.0% T; 0.0%DIGER
Molekiiler Agirlik (kDa): ssDNA: 341.27 dsDNA: 684.37

ORIJIN

1 ACAGTCATTT GTCCACCTTA GGCGGCTGGC TCCAAAGGTT ACCTCACCGA CTTCGGGTGT
6l TACAAACTCT CGTGGTGTGA CGGGCGGTGT GTACAAGACC CGGGAACGTA TTCACCGCGG
121 CATGCTGATC CGCGATTACT AGCAATTCCG GCTTCATGTA GGCGAGTTGC AGCCTACAAT
181 CCGAACTGAG AATGGCTTTA TGGGATTGGC TCCACCTCGC GGTTTCGCTG CCCTTTGTAC
241 CATCCATTGT AGCACGTGTG TAGCCCAGGT CATAAGGGGC ATGATGATTT GACGTCGTCC
301 CCACCTTCCT CCGGTTTGTC ACCGGCAGTC ACCTTAGAGT GCCCAACTGA ATGCTGGCAA
361 CTAAGATCAA GGGTTGCGCT CGTTGCGGGA CTTAACCCAA CATCTCACGA CACGAGCTGA
421 CGACAACCAT GCACCACCTG TCACTTTGCC CCCGAAGGGG AAGCTCTGTC TCCAGAGTGG
481 TCAAAGGATG TCAAGACCTG GTAAGGTTCT TCGCGTTGCT TCGAATTAAA CCACATGCTC
541 CACTGCTTGT GCGGGTCCCC GTCAATTCCT TTGAGTTTCA GCCTTGCGGC CGTACTCCCC
601 AGGCGGAGTG CTTAATGTGT TTACTTCGGC ACTACGGGCA TCGAAACCCC TAACACCTAG
661 CACTCATCGT TTACGGCGTG GACTACCAGG GTATCTAATC CTGTTTGCTC CCCACGCTTT
721 CGCGCCTCAG CGTCAGTTAC AGACCAGAGA GTCGCCTTCG CCACTGGTGT TCCTCCACAT
781 ATCTACGCAT TTCACCGCTA CACGTGGAAT TCCACTCTCC TCTTCTGCAC TCAAGCTTCC
841 CAGTTTCCAA TGGCCGCTCG GGGTTGAGCC CCGAGATTTC ACATCAGACT TAAGAGGCGG
901 CCTGCGCGCG CTTTACGCCC AATAATTCCG GACACGCTTG GCCACCTACG TATTACCGCG
961 GCTGCTGGCA CGTAGTTAGC CGTGGCTTTC TGGTGAGGTA CCGTCAGGTA CGGGTAGTTA
1021 CGGCGGGTAC TTGTTCTTCC CTCACAACAG AGCTTTACGA CCCGAAGGGC TTCCTCACTC
1081 ACGCGGGCGT TGCTCCGGTC AGACTCGGTC

Bacillus sp SG2 16S rDNA: 1320 bp;

Birlesim: 334 A; 306 C; 411 G; 269 T; 0 OTHER

Yiuzde birlesim: 25.3% A; 23.2% C; 31.1% G; 20.4% T; 0.0%0THER
Molekiiler agirlik (kDa): ssDNA: 409.97 dsDNA: 813.84

ORIJIN

1 CTGGAAGTCA GCGGCGGACG GGTGAGTAAC ACGTGGGCAA CCTGCCCCTT AGACTGGGAT
6l AACTTCGGGA AACCGAAGCT AATACCGGAT AACACTTTTT CCTACCTGGG AGAAAGTTAA
121 AAGATGGCCT TTGTGCTATC ACTAGGGGAT GGGCCCGCGG CGCATTAGCT AGTTGGTAAG
181 GTAATGGCTT ACCAAGGCGA CGATGCGTAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG GCCACACTGG
241 GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC CGCAATGGAC
301 GAAAGTCTGA CGGAGCAATG CCGCGTGAGT GAGGAAGGCC TTCGGGTCGT AAAGCTCTGT
361 TGTGAGGGAA GAACAAGTAT CGGTTGAATA AGCCGGTACC TTGACGGTAC CTCACCAGAA
421 AGCCACGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTGGCAAG CGTTGTCCGG
481 AATTATTGGG CGTAAAGCGC GCGCAGGCGG CTTCTTAAGT CTGATGTGAA ATCTCGGGGC
541 TCAACCCCGA GCGGCCATTG GAAACTGGGA AGCTTGAGTG CAGAAGAGGA GAGTGGAATT
601 CCACGTGTAG CGGTGAAATG CGTAGATATG TGGAGGAACA CCAGTGGCGA ATGCGACTCT
661 CTGGTCTGTA ACTGACGCTG AGGCGCGAAA GCGTGGGGAG CAAACAGGAT AGATACCTGG
721 TAGTCACGCC GTAAACGATG AGTGCTAGGT GTTAGGGGTT TCGATGCCCG TAGTGCCGAA
781 GTAAACACAT TAAGCACTCC GCCTGGGGAG TACGACCGCA AGGTTGAAAC TCAAAGGAAT
841 TGACGGGGAC CCGCACAAGC AGTGGAGCAT GTGGTTTAAT TCGAAGCAAC GCGAAGAACC
901 TTACCAGGTC TTGACATCCT TTGACCACTC TGGAGACAGA GCTTCCCCTT CGGGGGCAAA
961 GTGACAGGTG GTGCATGGTT GTCGTCAGCT CGTGTCGTGA GATGTTGGGT TAAGTCCCGC
1021 AACGAGCGCA ACCCTTGATC TTAGTTGCCA GCATTTAGTT GGGCACTCTA AGGTGACTGC
1081 CGGTGACAAA CCGGAGGAAG GTGGGGACGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG
1141 GCTACACACG TGCTACAATG GATGGTACAA AGGGTTGCGA AGCCGCGAGG TGAAGCCAAT
1201 CCCATAAAGC CATTCTCAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACT CGCCTACATG AAGCCGGAAT
1261 TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGTCTT GTACACACCG
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Bacillus sp SG3 16S rDNA: 1460 bg;

Birlesim: 373 A; 366 C; 438 G; 283 T

Yiizde birlesim: 25.5% A; 25.1% C; 30.0% G; 19.4% T

Molekiiler agirlik (kDa): ssDNA: 452.66 dsDNA: 900.16

ORIJIN

1 AAACACTGGG CCGGGCGTGC CTAATACATG CAAGTCGAGC GGACAGAAGG GATGCTCTGC
6l TCCCGGAAGT CAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTAGGT AACCTGCCCC TTAGACTGGG
121 ATAACTCCGG GAAACCGGAG CTAATACGGG ATAATAAAGA GAATCACCTG ATTCTCTTTT
181 GAAAGACGGT TTCGGCTGTC ACTAAGGGAT GGGCCTGCGG CGCATTAGCT AGTTGGTAAG
241 GTAACGGCTT ACCAAGGCGA CGATGCGTAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG GCCACACTGG
301 GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC CGCAATGGAC
361 GAAAGTCTGA CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GAGGAAGGCC TTCGGGTCGT AAAGCTCTGT
421 TGTGAGGGAA GAACAAGTAC CGGCGTAACT ACCGGTACCT TGACGGTACC TCACCAGAAA
481 GCCACGGCTA ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGTGGCAAGC GTTGTCCGGA
541 ATTATTGGGC GTAAAGCGCG CGCAGGCGGC TTCTTAAGTC TGATGTGAAA TCTCGGGGCT
601 CAACCCCGAG CGGCCATTGG AAACTGGGAA GCTTGAGTGC AGAAGAGGAG AGTGGAATTC
661 CACGTGTAGC GGTGAAATGC GTAGATATGT GGAGGAACAC CAGTGGCGAA GCGACTCTCT
721 GGTCTGTAAC TGACGCTGAG CGCGAAAGCG TGGGGAGCAA AAGGATTAGA TACCTGGTAG
781 TCCACCCGTA ACGATGATGC TAGTGTACGG ATTCGATGCC GTAGTCCGAA GTAAACCCAT
841 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACGCAAGG CTGAAACTCA AAGGAACTGA CGGGGATCCG
901 CACAAGCAGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG AAGCAACGCG AAGAACCTTA TCAGGTCTGA
961 CATCCTTTGA CCACTCTGGA GACAGAGCTT CCCCATTCGG GGGCAAAGTG ACAGGTGGTG
1021 CATGGTTGTC GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC
1081 CTTGATCTTA GTTGCCAGCA TTCAGTTGGG CACTCTAAGG TGACTCCCGC CGCCACCACA
1141 ACCAAAAAAA GGTGAGACGA CGTCAAAAAT CATGACCCGT CACTCTTCAC CCCGTTATCA
1201 CGGGGCTACA CACGTGCTAC AATGGATGGT CATGACAAGA GCGGCAAACC GGGGGGGCAC
1261 ACTCCAAACA CCTCTCTGTT GGGTTGTGGG GGCCCATTTC CCTACACGAA ACCCCGGATT
1321 GCTAGTAATC GCGGATCAGC ATGCCGCGGT GAATACGTTC CCGGGTCTTG TACACACCGC
1381 CCGTCACACC ACGAGAGTTT GTAACACCCG AAGTCGGTGA GGTAACCTTT TGAGCCAGCC
1441 GCCTTAAGGT GGGACCAAAT

Bacillus sp V3 16S rDNA 1320 bp;

Birlesim: 333 A; 300 C; 421 G; 266 T; 0 OTHER

Yiizde birlesim: 25.2% A; 22.7% C; 31.9% G; 20.2% T; 0.0%0THER
Molekiiler agirlik (kDa): ssDNA: 410.30 dsDNA: 813.84

ORIJIN

1 TTCGGGGTGA AGCCGGTGGA ATGAGCGGCG GACGGGTGAG TAACACGTGG GCAACCTACC
6l TTGTAGACTG GGATAACTCC GGGAAACCGG GGCTAATACC GGATGATCAT TTGGATCGCA
121 TGATCCGAAT GTAAAAGTGG GGATTTATCC TCACACTGCA AGATGGGCCC GCGGCGCATT
181 AGCTAGTTGG TAAGGTAATG GCTTACCAAG GCGACGATGC GTAGCCGACC TGAGAGGGTG
241 ATCGGCCACA CTGGAACTGA GACACGGTCC AGACTACTAC GGGAGGCAGC AGTAGGGAAT
301 CATCCGCAAT GGGCGAAAGC CTGACGGTGC AACGCCGCGT GAACGATGAA GGTTTTCGGA
361 TCGTAAAGTT CTGTTATGAG GGAAGAACAA GTGCCGTTCG AATAGGTCGG CACCTTGACG
421 GTACCTCACG AGAAAGCCCC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT ACGTAGGGGG
481 CAAGCGTTGT CCGGAATTAT TGGGCGTAAA GCGCGCGCAG GCGGTCTCTT AAGTCTGATG
541 TGAAAGCCCA CGGCTCAACC GTGGAGGGTC ATTGGAAACT GGGGGACTTG AGTGTAGGAG
601 AGGAAAGTGG AATTCCACGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATGTGGAGG AACACCAGTG
661 GCGAAGGCGA CTTTCTGGCC TACAACTGAC GCTGAGGCGC GAAAGCGTGG GGAGCAAACA
721 GGATTAGATA CCTGGTAGTC ACGCCGTAAA CGATGAGTGC TAGGTGTTAG GGGTTTCGAT
781 ACCTTAGTGC CGAAGTTAAC ACATTAAGCA CTCCGCCTGG GGAGTACGGC CGCAAGGCTG
841 AAACTCAAAG GAATTGACGG GGGCCCGCAC AAGCAGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGAAG
901 CAACGCGAAG AACCTTACCA GGTCTTGACA TCCTCTGACA CCTCTGGAGA CAGAGCGTTC
961 CCCTTCGGGG GACAGAGTGA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG
1021 TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTGATCTTAG TTGCCAGCAT TCAGTTGGGC
1081 ACTCTAAGGT GACTGCCGGT GATAAACCGG AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAATCATCAT
1141 GCCCCTTATG ACCTGGGCTA CACACGTGCT ACAATGGATG GTACAAAGGG CAGCGAGACC
1201 GCGAGGTTAA GCGAATCCCA TAAAGCCATT CTCAGTTCGG ATTGCAGGCT GCAACTCGCC
1261 TGCATGAAGC CGGAATTGCT AGTAATCGCG GATCAGCATG CCGCGGTGAA TACGTTCCCG
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Ek. 7.7. Filogenetik Degerlendirme Sonucu

4&;'_7 ORNEK1
Bacillus oshimensis strainK11

64
| Bacillus oshimensis strain 1PO1AA
99 | Bacillus oshimensis strain NBY43
{ Bacillus clausii
Bacillus gibsonii
—_
0.002

Bacillus SD5 susuna ait 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore tarafimiza
gonderilmis olan filogenetik agac.

100 | 542
| Bacillus patagoniensis

| sg3

100! Bacillus lehensis
V3

Bacillus agaradhaerens

100

0.005

Bacillus SG2, SG3 ve V3 suslarina ait 16S rDNA dizi analizi sonucuna gore
tarafimiza gonderilmis olan filogenetik agag.
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Ek. 7.8. SGTaz Geni Filogenetik Degerlendirme Sonucu

— Bacillus sp. BPED 101 cyclodextran glucotransferase precursor (cgt) gene. complete cds

@
~* Bacillus sp. NRS UPM cyclodextrin glycosyltransferase (cgt) gene. complete ads
@ Bacillus sp. SD5-CGTase gene
-
9 Bacillus lehensis G 1, complete genome
s
o

& Bacillus sp. G1-2004 cyclodextrin glucanotransferase precursor, gene, comp...
~Q

& Bacillus sp. TS1-1 cyclodextrin glucanotransferase precursor, gene, comp...

& Bacillus sp. KC201 gene for cyclodextrin glucanotransferase, complete ods

3

— Bacillus (E-1) CGTase gene

© Bacillus firmus strain 37 cyclodextrin glycosyltransferase gene, complete cds
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Ek. 7.9. SGTaz Geni Dizisinin NCBI Veritabaninda Diger Suslara Ait Gen

Dizileriyle Karsilastirilmasi

FILE: Multiple Sequence Alignment

PROJECT:

NUMBER: 5

MAXLENGTH: 2025

NAMES: Bacillus sp. SD5-SGTaz geni Bacillus sp. G1-2004-SGTaz geni Bacillus sp. KC201-
SGTaz_geni Bacillus sp. NR5 UPM-SGTaz geni Bacillus sp. TS1-1-SGTaz_geni

MAXNAMELEN: 31

FEATURES

ORIGIN

Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni GACGTAACAAACAAAGTCAATTACTCAAAAGATGTGATTT 40
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz_geni —-——---—————————————————————————————————— 40
Bacillus sp. KC201-SGTaz geni  ——————————————————————— - 40
Bacillus sp. NR5 UPM-SGTaz geni ----------- t————— a---- 40
Bacillus sp. TS1-1-SGTaz geni - ———————————————————————————————————————— 40
Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni ACCAGGTTGTTACCGATCGATTCTCTGACGGGAATCCTGG 80
Bacillus_sp. G1-2004-SGTaz_geni —————————————————————————————— - 80
Bacillus sp. KC201-SGTaz geni - ----- A — —— — — o — — — — — g — — —————— 80
Bacillus_sp._NR5 UPM-SGTaz_geni ----- O —— — — — e — — — — — e — — — ——————— 80
Bacillus _sp. TS1-1-SGTaz geni  ——————————————————————— - 80
Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni CAACAATCCTTCAGGCGCTATCTTTAGTCAAAACTGTATA 120
Bacillus_sp. G1-2004-SGTaz_geni ————————————————————————————— - 120
Bacillus_sp. KC201-SGTaz_geni  ———————————————————————— - 120
Bacillus_sp. NR5 UPM-SGTaz_geni ------ B — —— — — . — — a--—--- g--——————-- 120
Bacillus_sp. TS1-1-SGTaz_geni  ————————————————————————— - 120
Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni GATCTCCATAAGTATTGTGGTGGGGACTGGCAAGGGATTA 160
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz_geni ----- L — — — —— — ——— —— — R — — — — — — 160
Bacillus_sp. KC201-SGTaz_geni  ——————————————————————————————— - 160
Bacillus sp. NR5 UPM-SGTaz geni —--—---—————————————————————————————————— 160
Bacillus_sp._ TS1-1-SGTaz_geni - —---- t-————— g-————————————- 160
Bacillus_sp. SD5-SGTaz_geni TAGACAAAATCAATGACGGTTACTTAACTGATTTAGGCAT 200
Bacillus_sp. G1-2004-SGTaz_geni ———-———————————————————————————————————— 200
Bacillus sp. KC201-SGTaz geni  —--——-—————————————————————————————————— 200
Bacillus sp. NR5 UPM-SGTaz geni —--—--—————————————————————————————————— 200
Bacillus_sp. TS1-1-SGTaz_geni  ————————————————————————— - 200
Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni TACGGCACTATGGATTTCTCAGCCGGTCGAAAATGTTTAC 240
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz geni ---—--———-——————————————- a-—-———---- c———-- t 240
Bacillus_sp. KC201-SGTaz_geni  ———————————————————————— a-————-——- c—————= 240
Bacillus_sp. NR5 UPM-SGTaz_geni ----------—---- Cm—mmmmm e 240
Bacillus_sp. TS1-1-SGTaz_geni  ———————————————————————— a-———---- c-———- t 240
Bacillus_sp. SD5-SGTaz_geni GCCTTACACCCAAGCGGCTATACCTCCTACCATGGATATT 280
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz_geni —---C-——————————————————————————————————— 280
Bacillus_sp. KC201-SGTaz_geni B 280
Bacillus sp. NR5 UPM-SGTaz geni —--—--—————————————————————————————————— 280
Bacillus_sp. TS1-1-SGTaz_geni e 280
Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni GGGCTCGAGATTACAAAAAGACAAACCCTTACTATGGGAA 320
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz geni —--—-——————————————————————————————————— 320
Bacillus sp. KC201-SGTaz_geni - —---—-—----- Cmm—m—— e 320
Bacillus_sp. NR5 UPM-SGTaz_geni —-——--—-————————————————————————————————— 320
Bacillus sp. TS1-1-SGTaz_geni  ———————————————————————————————————————— 320
Bacillus sp. SD5-SGTaz_geni TTTTGATGACTTTGATCGTTTAATGAGTACCGCACATAGC 360
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz_geni —-—------————————————————————————————————— 360
Bacillus sp. KC201-SGTaz_geni  ———————————————————————————————————————— 360
Bacillus sp. NR5 UPM-SGTaz geni —--C--——-————————————————————————————— a- 360
Bacillus sp. TS1-1-SGTaz geni - —————————————————————— - 360
Bacillus_sp. SD5-SGTaz_geni AATGGGATAAAGGTAATCATGGATTTCACGCCAAATCATT 400
Bacillus sp. G1-2004-SGTaz geni —--—--—————————————————————————————————— 400



Bacillus sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.

Bacillus sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Bacillus_sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp. |
. TS1-1-SGTaz_geni

Bacillus_sp

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus sp.

Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus_sp.

Bacillus_sp.
Bacillus sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus sp.

Bacillus_ sp.
Bacillus_ sp.
Bacillus sp.
Bacillus_sp. |
._TS1-1-SGTaz_geni

Bacillus_sp

Bacillus_ sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_ sp.
Bacillus_ sp.

Bacillus_sp. .
. G1-2004-SGTaz_geni

Bacillus_ sp

Bacillus_ sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.

Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.

Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp. |
. TS1-1-SGTaz_geni

Bacillus_sp

Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus sp.

Bacillus_sp.
Bacillus_sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

~SD5-SGTaz_geni
~G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni

~G1-2004-SGTaz_geni

_KC201-SGTaz_geni
NR5_UPM-SGTaz_geni

~SD5-SGTaz_geni
~G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni
~G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni
_G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5 UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni

~G1-2004-SGTaz_geni

_KC201-SGTaz_geni
NR5_UPM-SGTaz_geni

~SD5-SGTaz_geni
_G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5 UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

SD5-SGTaz_geni

_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni
_G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni

~G1-2004-SGTaz_geni

_KC201-SGTaz_geni
NR5_UPM-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni
~G1-2004-SGTaz_geni
_KC201-SGTaz_geni
_NR5_UPM-SGTaz_geni
_TS1-1-SGTaz_geni

_SD5-SGTaz_geni
_G1-2004-SGTaz_geni
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Ek. 7.10. Salt Nisasta iceren Bir Cézeltiye Ait Kromatogram

mV

Detector A

50
0
-

20

0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 min

Salt nisasta iceren bir ¢dzeltinin meydana getirdigi temel hattin kromatogram
goruntisi
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Ek. 7.11. HPLC Analizi Sonuclar

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Project1\Eda_Doktora\20131104\cgtase-ENZIM-1ml-60acn40su-20131210.lcd

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

<Chromatogram>

: Admin
: cgtase-ENZIM-1ml-60acn40su-20131210
: cgtase-ENZIM
i

12

120 uL
: cgtase-ENZIM-1ml-60acn40su-20131210.Icd
:CD_cal.lcm
:20131107.Icb

: Default.lcr
:10.12.2013 19:11:03
:07.05.2015 14:07:03

C:\LabSolutions\Data\Project1\Eda_Doktora\20131104\cgtase-ENZIM-1ml-60acn40su-20131210.lcd

mV

75

50

25

0

1 Det.A Chi/

Detector A
ID# Name
1 alpha_CD
2 beta_CD
3 gamma_CD

9.961

12.127

15

Quantitative Results

Ret. Time
0.000
9.961
12.127

Area |

O 1]
2002864
260309

Height |

O 4

71152 |
8238

Det.A Ch1

20 25 30
min

Conc. |

0.000 |
3366.596
420.138

Rekombinan SGTaz enziminin nigasta ile 24 saat reaksiyonu sonrast HPLC
analizi sonuglari
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HPLC Analizi Sonuclart nin devami

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\..\20131104'20131107_19.12.2013_CGTase-enzim-10dk-60$40-20131218_CGTase-enzim-10dk_1.lcd

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Tray#

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

<Chromatogram>

: Admin

: CGTase-enzim-10dk-60/40-20131218

: CGTase-enzim-10dk
01

o

120 uL

:20131107_19.12.2013_CGTase-enzim-10dk-60$40-20131218_CGTase-enzim-10dk_1.lcd

: CD_cal.lem
:20131107.Icb

: Default.lcr
:19.12.2013 18:33:01
1 20.04.2015 15:47:20

C:\..\20131104\20131107_19.12.2013_CGTase-enzim-10dk-60$40-20131218_CGTase-enzim-10dk_1.lcd

V00
75
50
[y}
@
25 -
0
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0
1 Det.A Cht/
PeakTable
Detector A Chl
Peak# | Ret. Time | Area | Height Area %
1 9.863 525361 20093 90.021
2 11.985 58237 2100 9.979
Total 583598 22193 100.000

Det.A Chi
(7]
&
12.5 15.0 17.5 20.0
min
Conc.
852.494
89.602

Rekombinan SGTaz enziminin nisasta ile 10 dk reaksiyonu sonras1t HPLC
analizi sonuglari
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