TURKIYE CUMHURIYETI
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

OKSALAT DEKARBOKSILAZ ENZIMININ
REKOMBINANT DNA
TEKNOLOJISI ile URETIMIi ve KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LISANS TEZI

Ersin KARATAS

Biyoteknoloji Anabilim Dali

DANISMAN
Prof. Dr. Abdiirrahim KOCYIGIT

ISTANBUL - 2015



TURKIYE CUMHURIYETI
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITY
INSTUTE OF HEALTH SCIENCES

CHARACTERIZATION and PRODUCTION via RECOMBINANT
DNA TECHNOLOGY of OXALATE DECARBOXYLASE
ENZYME

MASTER THESIS

Ersin KARATAS

Department of Biotechnology

SUPERVISOR
Prof. Dr. Abdiirrahim KOCYIGIT

ISTANBUL - 2015



TURKIYE CUMHURIYETI
BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

OKSALAT DEKARBOKSILAZ ENZIMININ REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISi
iLE URETiMi VE KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Abdiirrahim KOCYIGIT

[stanbul, Haziran 2015



Tez Onay Formu

Kurum : Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Program Seviyesi : Yiiksek Lisans (X) Doktora ()

Anabilim Dali : Biyoteknoloji

Tez Sahibi : Ersin KARATAS

Tez Bashig : OKSALAT DEKARBOKSILAZ ENZIMININ REKOMBINANT DNA
TEKNOLOJISI iLE URETIMI VE KARAKTERIZASYONU

Imza

Jiiri Baskam TP PP PPPPPPRPPPPTN

Uye ettt et et a ettt n ettt n sttt en e eteseseeeeaetesesnes

Bu tez, Bezmialem Vakif Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi'nin ilgili
maddeleri uyarinca yukarda belirtilen jiiri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstiti

Yonetim Kurulu’nun ...... [o.... [o.... tarth ve ...... [o.... sayil1 karariyla kabul edilmistir.

Dog. Dr. Mustafa TASDEMIR

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii



Thesis Approval Form

Institute : Bezmialem Vakif University, Institute of Health Sciences
Level of Programme : Master (x) Doctorate ()

Department : Biotechnology

Student : Ersin KARATAS

Title of the Thesis  : CHARECTERIZATION and PRODUCTION via RECOMBINANT
DNA TECHNOLOGY of OXALATE DECARBOXYLASE ENZYME

Signature

President OF JUNY oot ae eeaaeneaaas

Member AN R .

Member L et eeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeteeaeeeeeeeeeenaaaeeeeeereeennanaaraeeerrerte ereeeeeeeeeeeeeenns

This thesis was approved by the jury stated above in accordance with the related rules of the
Postgraduate Education and Training Guide of Bezmialem Vakif University, and approved by
Administrative Board with the decision dated ------- [------ f------ and numbered ------- f-------- .

Assoc. Prof. Mustafa TASDEMIR.

Director of Institute of Health Sciences



Beyan Formu

Bu tezin kendi c¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar higbir
asamasinda etik dis1 davranisimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar1 kaynaklar listesine aldigimi, tez ¢alismasi ve yazimi sirasinda

patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Imza
Isim ve Soyisim :  Ersin KARATAS

Tarih



TESEKKURLER

Calisma boyunca bilgi ve deneyimleri ile yol gdsteren desteklerini hi¢cbir zaman
esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Abdiirrahim KOCYIGIT’e ve gerek maddi gerekse
manevi her kosulda destek olan Yrd. Dog¢. Dr. Fatemeh BAHADORI’ye sonsuz

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Ayrica gerek deney asamalar1 gerekse fikri yonden desteklerinden dolayr Dog. Dr.
Sahbetin SELEK ve Yrd. Dog. ismail KOYUNCUya ayrica her konuda yardime1 olan aileme
ve esim Miray KARATAS a sonsuz tesekkiir ederim.



OZET

KARATAS E. (2015) Oksalat Dekarboksilaz Enziminin Rekombinant Dna Teknolojisi

ile Uretimi Ve Karakterizasyonu

Oksalat taslar1 iiriner sistemde biriken kalsiyum ve oksalik asidin olusturdugu
yapilardir. Oksalat taslar1 ileri zamanlarda bobrek tasi olusturur ve erken tanisi i¢in idrar
oksalat seviyelerinin 6l¢iilmesi 6nemlidir. Ulkemizde ve diinyada oksalat seviyeleri oksalat
oksidaz ve oksalat dekarboksilaz olmak tizere iki farkli yontem ile olgiilmektedir. Oksalat
oksidaz yonteminde Oksalattan H;O, ve CO, acgiga cikarken, Oksalat dekarboksilaz
yonteminde reaksiyon sonunda olugan format’m format dehidrogenaz enzimiyle
parcalandiginda agiga ¢ikan NADH"’nin spektrofotometrik yontemle dlgiilmesiyle oksalat
miktar1 tayin edilebilmektedir. Bu calismada, oksalat dekarboksilaz enziminin rekombinant
DNA teknolojisi ile iiretimi hedeflenmistir. Boylece elde edilen rekombinant oksalat
dekarboksilaz enzimi ticari olarak satilan format dehidrogenaz enzimi ile birlikte kullanilarak
oksalat tayininde kullanilacak bir 6l¢iim metodunun gelistirilmesi hedeflenmistir. Bunun icin
Basillus subtilis M168 susundan elde edilen yvrK geni pET SUMO TA Cloning® vektor
sistemi ile One Shot® Mach1™-T1R Escherichia coli ve BL21(DE3) One Shot® Escherichia
coli mikroorganizmalarina aktarilarak klonlama ve protein ifadesi islemleri yapilmustir.
Boylelikle elde edilen 6xHis-SUMO-yvrK fiizyon proteini basarili bir sekilde iiretilmistir.
Gerekli kofaktor, optimum pH ve sicaklik saglanip karakterizasyonu ve enzim aktivitesi
belirtilmistir. Ayrica ticari olarak temin edilen Format dehidrogenaz enzimi de kullanilarak
idrarda oksalat miktarin1 6lgmekde kullanilabilecek enzimatik aktivitesi yiiksek bir oksalat

Ol¢lim metodu gelistirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER : Oksalat dekarboksilaz, Rekombinant DNA, pET-SUMO, yvrK



ABSTRACT

KARATAS E. (2015) Characterization and Production via Recombinant DNA
Technology of Oxalate Decarboxylase Enzyme

Oxalate stones are calcium and oxalic acid formed structures that accumulate in
urinary system which result in oxalate stone accumulate and kidney stones. Early diagnosis of
kidney stones requires measurement of urinere oxalate stone level. Currently there are two
different method for measuring oxalate level namely oxalate oxidase and oxalate
decarboxylase assay. While, in oxalate method the H,O, and CO, produced by oxalate is
being measured, oxalate decarboxylase method reveals NADH™ level released from digestion
of formate by formate dehydrogenase enzyme so that the level of oxalate stones can be
determine. In this study it has been aimed to produce oxalate decarboxylase enzyme by
recombinant DNA technology. This produced recombinant oxalate decarboxylase enzyme can
be used with commercially available formate dehydrogenase enzyme for measuring oxalate
stones as a new method. For this purpose the yvrK gene from Basillus subtilis M168 strain
cloned and expressed in One Shot® Mach1™-T1R Escherichia coli and BL21 (DE3) One
Shot® Escherichia coli microorganism via pET-SUMO TA Cloning vector system. Thus
6xHis-SUMO-yvrK fussion protein was produced successfully. Requisite cofactor, optimum
pH and temperature were provided and characterization was specified. In this way
recombinant oxalate decarboxylase enzyme can easily produced and, a method by higher

enzymatic activity has been developed to measure oxalate level.

KEY WORDS : Oxalate decarboxylase, Recombinant DNA, pET-SUMO, yvrK
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DNA :Deoksiriboniikleikasit

EDTA :Etilendiamin tetraasetik asit
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IPTG :Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
LB :Lizojen Brot

MW :Molecular weight

MES :2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
NADH :Nikotinamid adenin diniikleotit
Ni-NTA :Nikel Nitrilotriacetic acid

PBS :Phosphate-buffered saline

PZR :Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA ‘Riboniikleik asit

SDS :Sodium dodecyl sulfate

SNP :Single Niikleotid Polimorfizim

TAE :Tris base, acetic acid ve EDTA.
TEMED :N-N-N’-N’-Tetrametiletilendiamin
Tween-20 :Polietilen Sorbitan Monolaurat

TMB :3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

S.0.C. :Super Optimal broth with Catabolite repression
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1. GIRIS ve AMAC

Bobrek tasi, tip literatiiriinde "nephrolithiasis” veya "urolithiasis” olarak bilinen,
bobreklerde birikmesi sonucunda olusan sert madensel yapilardir. Urik asit veya kalsiyum
oksalat benzeri maddeler eger idrar i¢inde normalde olmas1 gereken yogunluktan daha yiiksek
miktarda bulunursa bobrek tasi olusumu gozlenir. Olusan bu yapilar kristal yapisinda
bobrekte cokerek ve ayni zamanda biliyliyerek bobrek taglarini olusturur. Bobrek taslari
bobrekte hareket ederek ya da idrar yolu boyunca hareket etmesi sonucunda viicuttan
atilabilir. Ama olusan taglarin hacmine ve yogunluguna bagli olarak iiretraya takilmasi

sonucunda idrarin disar1 ¢ikisi engellenir ve asir1 agriya neden olur.

Bobrekler filtre gdrevine sahip olan organlarimizdir. Dolagim sisteminden gecen kan
bobreklere geldiginde kan igerisinde bulunan yararli maddeler siiziiliirken zararli maddeler
iriner sistemle digar1 atilir. Viicut yeterli miktarda su almazsa idrar yogunlugu yiikselir
boylelikle bobreklerde biriken maddeler tas olusturma riskini arttirir. Bazi mineraller ve tuzlar
zaman icerisinde birikir ve tasa donilisecek olan kristalleri ortaya ¢ikarir. Kalsiyum, {irik asit
ya da oksalat seviyeleri yiikseldiginde ya da sitratin azaldigr zamanlarda nefrolitiazis hastaligi
ortaya ¢ikar. Bu hastaligin olugsmasinin nedeni bu biriken maddelerin bobrek tiibiillerinde taga
doniismesidir. Taslar bazen mikron biiyiikliikkte olmakla beraber ¢cok daha biiyiik formlar1 da
bulunabilmektedir.

Tas hastalig1; Hipokrat zamanindan beri bilinen ve toplum sagligin1 olduk¢a yaygin
bir sekilde etkileyen bir hastaliktir. Uriner tas hastalig1 insanlig1 yiizyillarca etkilemistir. En
eski kesfedilen tas tarih Oncesi el amaradaki bir mezarda bulunan geng bir ¢ocugun pelvik
kemiklerindeki tastir. Bu tagin 7000 yillik bir mesane tas1 oldugu diisiiniilmektedir. Mesane
taglar1 toplumda morbidite ve mortaliteye yol agan diinya ¢apinda bir problemdir. Diinyada tas
hastaliginin goriilme oran1 %1-13 arasinda degismektedir. Ulkemizde ise %10 oraninda tas
hastaliklar1 goriilmektedir. Tedavi edilmeyen hastalarda tekrarlama olasilig1 yilda %7 iken,
tedavi edilmis, edilmemis tiim hastalarin %50'sinde 10 yil icerisinde tekrarlayabilmektedir.
Tagslarin yaklasik %75 kadarim1 oksalat taslari, geri kalan %25'lik kismi ise magnezyum

amonyum fosfat, iirik asit, hidroksiapatit ve sistin taglar1 olusturmaktadir. Diyetsel faktorler



tasin yerlesim yerinde ve tasin tipinde 6nemli rol oynar. Fakat kapsamli epidemiyolojik
calismalar tas olusumunda bir¢ok etiyolojik faktdriin rol oynadigini gostermektedir. Bunlar;
yas, cinsiyet, genetik faktorler ve ailesel yatkinlik, cografya ve iklim sartlari, diyet,
sosyoekonomik faktorler ve hiperparatiroidizmdir (paratitoid bezinin fazla c¢aligsmasi).
Erkeklerde kadinlara oranla 2-3 kez daha sik goriilmektedir. Ulkemizde oksalat tiirii tas
yapisinin stk goriilmesi beslenme aliskanliklar ile ilgilidir. Urik asit ve iirat taslarmin
olusumu ise sicak iklim kosullarina ve az sivi alma egilimine bagl olarak aciklanmaktadir.
Uriner sistem taslarinin kristal yapilar1 iilkeden iilkeye hatta ayni iilke icinde bdlgeler arasinda

farklilik gostermektedir.

Bobrek tagsi tiiriinii belirlemede idrar oksalat miktari tayini yontemi kullanilmaktadir.
Oksalat miktar1 tayininde ise iki yontem bulunmaktadir. Birincisi oksalat kristallerinin okside
edilmesi yontemiyle ortaya c¢ikan oksijen radikallerinin Ol¢limii, digeri ise oksalat
kristallerinin dekarboksile edilmesiyle ortaya ¢ikan format miktarinin Ol¢timiiniin format

dehidrogenaz enzimi ile belirlenmesi ile yapilmaktadir.

Oksalat dekarboksilaz (E.C. 4.1.1.2) oksalat kristallerini format ve karbondioksite
katalizleyen bir enzimdir. Liyaz enzimleri ailesine ait olan bu enzim karbon-karbon baglarini
acan karboksilaz enzimlerindendir. Ayrica oksalat karboksilaz olarak adlandirilan bu enzim
glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasinda yer almaktadir. Basta aspergillus tiirleri olmak
tizere gesitli fungi tiirleri olmak iizere bir¢ok bitki tiirlinde ve bazi mikroorganizmalarda

oksalat dekarboksilaz enzimi iiretilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi dogal olarak bir arada bulunmayan genlerin farkli
organizmalardan elde edilerek yine farkli mikroorganizmalara aktarma teknolojisidir.
Aktarilacak olan genler gerek gen miihendisligi ile enzimler kullanilarak kesilmesi gerek
baska tekniklerle saflagtirllmasi sonucunda gerekli tasiyicilara aktarilarak bagka
organizmalara aktarilir. Elde edilen bu genlere rDNA olarak adlandirilir. Kopyalanan genler
gerek kopyalama gerekse protein olarak ifade edilmesi amaciyla gliniimiizde miihendislik
temel tip bilimleri zirai bilimler gibi alanlarda ¢okca kullanilmaktadir. Gliniimiizde iiretilen
bir¢ok asi, tan1 ve tedavi amacgli birgok Kit iiretilmektedir. Bu teknoloji sayesinde birgok
alandaki c¢aligmalarda hem maliyet agisindan hem de verim agisinda birgok avantaj

saglanmaktadir.



Cesitli organizmalarda iretilen oksalat dekarboksilaz enzimi elde edilmesi ve
saflastirilmasi, bir¢ok siire¢ gerektirdiginden zor olmaktadir. Bu yiizden rekombinant DNA
teknolojisi ile tiretilmesi ve saflagtirilmasi hem maliyet acisindan hem de daha az siirece

ihtiya¢ duydugundan daha avantajli olmaktadir.

Bacillus subtilis (168); oksijenli solunum veya gegici oksijenli solunum yapan, 20-30
derecede iireyen bir bakteri cinsidir. Vejetatif sekilleri dayaniksiz olup, sporlart bazen
kaynama derecelerinde birkag¢ saat dayanabilirler. Gram pozitiftir. Dogada ¢ok yaygin olarak
bulunur. Panoftalmi ve Iridosiklit gibi goz enfeksiyonlarina neden olur. Bulagsma kaynagi
olarak toz, toprak, su gibi temel alanlarda yerlestiklerinden besin maddelerine kolaylikla
bulagirlar. Ekmegin i¢ kismi piserken 100°C derece olmezse bu bakteri, ekmekteki
karbonhidrat: kullanarak ekmegin icinde lifli bir yap1 olustururlar. Ozellikle siitte gogaldiklari
zaman kazeini parcalayarak zehirli maddeler aciga ¢ikarirlar. Diger besin maddelerinde

tiredikleri zaman toksin olustururlar. Kulugka siiresi 2-18 saattir ve tirfaktin sentezini yapar.

Oksalat dekarboksilaz enzimini iireten organizmalardan basinda Bacillus subtilis
gelmektedir. Bu mikroorganizmanin oksalat dekarboksilaz enzimini iiretim kosullarinin
saglanmasi zor oldugundan dolayr rekombinant DNA teknolojisi ile bu mikroorganizmadan
almacak genlerin iretim kosullart daha kolay saglanabilen mikroorganizmalara aktarilarak

enzim Uretimi saglanabilir.

Bu calismada, Bacillus subtilis 168 susundan elde edilen yvrK proteinini kodlayan
genler rekombinant DNA teknolojisi ile bir vektor araciligi ile konakgr bir mikroorganizmaya
aktarilarak ve yiiksek miktarda protein olarak elde edilmesi amaglanmaktadir. Bdylece
enzimatik reaksiyonlar i¢in gerekli ortam, tampon ve kofaktdr optimizasyonu saglandiktan

sonra enzim aktivite tayini yapilacaktir.

Klinik olarak biiylik O6nemi olan oksalatin Ol¢iimiinde enzimatik reaksiyonlar
kullanilmaktadir. Ulkemizde oksalat 6l¢iimii, oksalat oksidaz metodu ile calisan ticari Kitler
kullanilarak yapilmaktadir. Oksalat oksidaz metoduyla ¢alisan tayin yontemine alternatif
olarak oksalat dekarboksilaz enzimiyle de yapilan galismalar mevcuttur. Bu c¢alismada,
rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilecek olan oksalat dekarboksilaz enzimi ile ticari
olarak elde edilen format dehidrogenaz enzimi kullanilarak oksalat miktar tayininde

kullanilabilecek yeni bir metot gelistirmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oksalat Metabolizmasi

Oksalik asit: Bitki kokenli en taninmig organik asitlerden biridir. Oksalik asit ve
karboksilik asitlerin molekiil agirligi en ufak olanidir. Kimyasal formiiliinde iki molekiil

kristal suyu kapsar.

Renksiz kristaller halindedir. Kiristaller suyunu 100°C’ye kadar 1sitildiginda
kaybeder ve erir. Bunun sonucunda kismen siiblimlesir, kismen de CO, kaybederek formik
asite doniisiir. Oksalik asit, sulu ¢ozeltilerden, erime noktasi1 101,5°C olan renksiz, prizmatik,
dihidrat (iki sulu) kristaller verecek sekilde kristallenir. Ozellikle karbontetrakloriir
beraberliginde, 1sitma ile susuz kristaller (erime noktas: 189,5°C) elde edilir. Oksalik asit, su
ve alkolde hizla, eterde ise yavasg¢a c¢oziiniir [1]. Oksalik asitin dihidrat molekiil
yapilandirmast diizlemsel O6zelliktedir, antihidrat halde ise molekiil dizilisi ve hidrojen
baglarinin dagilimi bakimindan iki farkli kristal yap: gosterir. Oksalat iyonu ise hi¢ degilse
amonyum oksalat halinde diizlemsel yapida degildir. Ciinkii karboksil gruplar birbirlerine
dogru 30°C’lik bir ag¢1 olusturacak durumda bulunurlar [1, 2]. Oksalik asit sentezi 1778
yilinda Scheele tarafindan nitrik asit ve sakkarozun vanadium pentoxide’in katalitik etkisi
altinda reaksiyon asamasindan elde edilmistir. Vanadium pentoksit bu reaksiyonda oksijen
tasiyic1 olarak gorev yapar ve Kkatalitik etkisini teroksit haline indirgenerek ve yeniden
oksitlenerek saglar. Reaksiyon liriinii olarak az miktarda da mesoksalik asit olusur. Oksalik
asit nispeten kuvvetli bir asittir. pKA=1.23 pKA= 4.19. suda orta derecede ¢oziiniir(20°C’ de
100 g suda 8.7g) [3-5]. Oksalik asit 3. degerli demir ve seryum tuzlari ve potasyum
permanganat gibi oksitleyici maddelerin etkisi ile asagidaki denkleme gore su ve CO, haline
oksitlenir [6].

Oksalik asitin Li, Na, K gibi alkali metaller ile olusturdugu tuzlar ve ferro tuzlar
suda ¢ozilindiigii halde diger oksalatlar suda pek az ve giigliikle ¢oziiniirler. Kalsiyum tuzu ise
notral ve alkalik pH’larda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmez (18°C’de 100 ml suda ancak 0.58 mg)
[3, 7]. Kalsiyum oksalat sulu ¢ozeltilerde monohidrat seklinde ¢oker. Trihidrat sekli

dayaniksizdir ve simdiye kadar sadece bir bobrek tasinin yapisinda bulundugu gosterilmistir



[8]. drar ultrafiltratindan kalsiyum oksalatin dihidrat seklinde ¢oktiigii gdzlemlenmis, bunda
magnezyumun baglica stabilize edici faktdr oldugu ve oksalatin ¢okmesini inhibe ettigi
kanisina varilmistir [8]. Oksalik asit bazi enzimler {izerine inhibe edici bir etki yapar. Nitekim
oksalik asitin 10,4 M ve 10,5 M ¢ozeltisi laktik dehidrogenaz ve transkarboksilaz enzimlerini

kompetitif inhibisyona ugratir [9, 10].

Hidrojen iyon konsantrasyonunu artirdigimizda kalsiyum oksalatin suda ¢oziinebilme
yetenegi de artar. Fakat pH nin fizyolojik sinirlar i¢inde asit tarafa kaymasi biiyiik bir etki
saglayamaz. Kalsiyum oksalatin ¢oziiniirliigli ayrica ortamda iire sitrat ve magnezyum gibi
iyonlarin bulunmasi ile de artar. Bu bakimdan laktat, siilfat, Na ve K daha az etkilidir [11, 12].
Kalsiyum oksalatin ¢oziiniirliigi EDTA varliginda da artmaktadir. Kalsiyum oksalatin ve Ca-

EDTA nin stabilite konsantantlar1 25°C’de 0,1 iyon kuvvetinde sirasiyla 3,0 ve 10,7’ dir.

Birgok bilesikler kalsiyum oksalatin ¢okmesini ve kristalizasyonunu inhibe ederler.
Bu gibi bilesiklere heparin [13] ve inorganik pirofosfat [14] gibi polielektrolitler ve gesitli
dogal sentetik boyalar [15] drnek gosterilebilir.

2.1.1. Oksalik asid metabolizmasi

Oksalik asitin memeliler tarafindan kullanilabilirligine dair hentiz herhangi bir bulgu
elde edilememistir. Siganlara enjekte edilen izotopla isaretlenmis oksalatin, higbir degisime
ugramadan, idrar ile atildig1 saptanmistir. Bu sirada solunumla ¢ikarilan CO;’ in ve idrarla

atilan hipiiratin bilesimlerinde anlaml oranda, isaretli C atomuna rastlanamamustir [16].

Normal insanlarda intra vendz olarak verilen C atomu isaretlenmis oksalik asitin

%88-99’ unun 26 saat i¢inde idrarla ¢ikarildigi tespit edilmistir [17].

Geriye kalan az bir kisim oksalatin ise safra ve barsak sivisi ile salgilandigi ve
barsaklarda bakterilerin etkisi ile parg¢alandigi diistiniilmektedir. Normal insanlarda endojen
oksalatin baslica kaynag1 glisin ve askorbik asittir. Bunlardan tiireyen oksalatin total endojen
oksalatin asagi yukari yarisini olusturdugu saptanmustir. Boylece L-askorbik asitin idrarla
cikarillan oksalatin bir kisminin 6n maddesi oldugu hem insanlarda hem de deney

hayvanlarinda yapilan arastirmalarla agikca ortaya konmustur [18-21].
2.2. Oksalat’a Bagh Hastaliklar

Insanlarda idrardaki oksalat miktarinin arttigi durumlar 3 grupta incelemek

mumkindiir. Bunlar;



e Besinsel hiperoksaliiriler

e Piridoksin eksikligine bagli hiperoksaliiri
e Primer hiperoksaliiri oksalosis

2.2.1. Besinsel hiperoksaluriler

Bilesimlerinde fazla miktarda oksalat bulunan besinler yenildiginde, bu besinler
eksojen kaynakli oksalat alimini artirarak hiperoksaliiriye sebep olur. Ayni zamanda eksojen
kaynakli oksalatin 6n maddelerini asir1 miktarda kapsayan besinlerin veya maddelerin alimi
da oksalat miktarin1 artirir. Bu gibi maddeler arasinda glisin, askorbik asit, glikolat,

hidroksiprolin, triptofan, etilen glikol sayilabilir [18-24].
2.2.2. Piridoksin eksikligine bagh hiperoksaliiri

Yapilan arastirmalarda kedilerde ve siganlarda B6 vitamini eksikliginin, idrarla
cikarilan oksalat miktarini biiyiik dl¢tide artirdigr tespit edilmistir [14, 25]. Rhesus ve Cebus
maymunlarinda yapilan deneyler de kedi ve siganlardan elde edilen sonuclara yakin bulgular
vermistir [26]. Insanlara da B6 vitamini verildiginde idrarla oksalik asit ¢ikisinin azaldig

tesbit edilmistir [25, 27].

B6 vitamini eksikligi dolayisiyla kalsiyum oksalat tasi olusan sicanlarda kontrol
grubu siganlara oranla idrarla atilan sitrik asit miktarinda 6nemli bir azalma olmaktadir. B6

vitamini verildiginde bu azalma yeniden normale donmektedir [27].

Daha sonraki aragtirmalarda B6 vitamini eksikligi sebebiyle tas olusumunda
cinsiyetin de onemli rolii oldugu, erkek siganlarda disilere ve kastre edilenlere oranla daha
fazla tas meydana geldigi saptanmistir. Bu durum B6 vitamini ihtiyacinin erkek sicanlarda
disi ve kastre olanlara oranla daha fazla oldugu fikrini uyandirmaktadir. Nitekim deneyler
sirasinda erkek sicanlardaki 6liim orami da diger iki gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek

bulunmustur [28].

B6 vitamini eksikliginin hangi yolla tas olusumuna yol agtigini anlamak {izere
yapilan arastirmalarda 30-50 giin siire boyunca B6 vitamininden yoksun bir diyet altina
konulan siganlarin bobrekleri elektron mikroskobu ile incelenmistir. Sigcanlarin bir kismina da
ek olarak Mg bakimindan fakir besinler verilmistir. Sadece B6 eksikligi olan siganlarda
proksimal tubuluslarda vakiiollerin ve lizozomal cisimciklerin sayisinin hafifce artmis oldugu,

tubulus limeninde hiicre parcaciklarinin fazlalifi géze ¢arpmustir. Buna karsilik B6 eksikligi



ile birlikte Mg'dan yana da fakir bir diyete tabi tutulan sicanlarda proksimal tubulus
hiicrelerinin sitoplazmalarinda fazla miktarda, biiylik lizozomal cisimcikler gorilmistiir.
Ayrica B6 eksikligi olan sicanlarda tubulus liimeninde fazla miktarda hiicre parcaciklarina
rastlanmistir. Tag olusumunun ilk basamaginda Mg eksikligine bagli olmak iizere proksimal
tubuluslarda apatit olustugu, B6 vitamini eksikligine bagli olarak artan oksalat birikimi
sonucunda da bu apatit iizerine oksalat kristallerinin ¢oktiigii sonucuna varilmistir [14, 27,

28].

Yine sicanlar iizerinde yapilan deneyler sonucunda pridoksin eksikliginin idrarla
atilan oksalat miktarini artirdigi belirlenirken, tiamin eksikliginin bdyle bir etkisinin olmadigi
gosterilmistir. Glioksilat ve etilen glikol verilen sicanlarda da B6 eksikliginde oldugu gibi
oksalat atilim1 artar. igme sularina glioksilat veya etilen glikol katilmus sicanlarda B6 eksikligi

olsun veya olmasin oksalat tagi olusumu artar [27].
2.2.3. Primer hiperoksaluri veya oksalosis

Oksalosis, Bobrek ve bobrek disindaki dokularda, yaygin olarak kalsiyum oksalat
kristallerinin birikmesi ile birlikte seyrek goriilen primer bir metabolizma bozuklugudur.
Hastalik ilk cocukluk ¢aglarinda hiperoksaliiri, bobreklerde kalsiyum-oksalattan ibaret

devamli tas olusumu ve nefrokalsinosis belirtiler ile gdze garpar [29-31].
2.3. Oksalat Ol¢iim Yéntemleri

Idrar ve kandaki oksalat miktarin1 belirlemek i¢in kolorimetrik ve enzimatik yollarla
uygulanan Olglim yontemleri bulunmaktadir. Son zamanlarda kolorimetrik yontemlerde
yapilan c¢alismalarin birinde, tris (2,2’-bipyridyl) ruthenium (IT) kullanilarak yapilan 6l¢iim
metodunda kandaki oksalat miktar1 0,2-10 pmol/L araliginda Sl¢iilmiistiir [32].

S. Gilman yaptig1 calismada; ortamda bulunan oksalik asit miktar1 platinyum elektrot
kullanilmasiyla olusan potansiyel farki kullanilarak ol¢iilmiistiir. S. Gilman'a gore; oksalik
asit iceren bir soliisyonda perklorik asit kapli platin elektrot kullanilarak oksalat/bioksalat
anyonlar1 diflizyon kontollii oksijen adsorbsiyonunda c¢ok hizli bir sekilde 06lgiim

yapabilmektedir [33].

A. Hudgkinson ve Ann Williams’in yaptig1 bir teknige gore; 0,5 ml idrar i¢indeki
oksalik asit miktar1 kalsiyum stilfat ile presipitasyon on islemine tabi tutularak glikolik asit ile

rediikte edildiginde olusan peletin kolorimetrik olarak Olgiilmesi esasina dayanmaktadir.



Hazirlanan 6rneklerin daha sonra hidrojen peroksit ile yavas bir sekilde karistirtlip 30 dakika

boyunca kaynatlip spektrofotometrik yontemle 570 nm'de Slgtimii yapilir [9, 34].

Iyon-Degistirici kromotografiden saglanan oksalat glikolik asit ile rediiklenir ve
kromotropik asit ile renklendirilir. Onceki ¢alismada bahsedildigi gibi daha sonra siilfirik asit
ile reaksiyon durdurulur ve 570 nm'de sepektrofotometrik olarak Ol¢iimii yapilir. Bu

calismaya gore Ol¢iilmek istenen oksalat miktarinin %98 kadar miktar1 6lgiilebilmektedir [35].

Oksalat miktar1 kolorimetrik dlgiimlerle belirlenebildigi gibi ayrica bir veya birden
fazla enzimin bir arada kullanilmasiyla da yapilabilmektedir [36]. Oksalik asitin okside ya da
dekarboksile olmasiyla olusan iiriinlerin daha sonra yine baska tepkimelerle son {iriin eldesi
sonrasinda olusan Triinlerin OSlgiilmesiyle dogrudan kantitatif olarak oOl¢iimii miimkiin
olmaktadir. Teorik olarak oksalik asitin okside olmasi ile birlikte ortaya c¢ikan hidrojen
peroksit at turpu peroksidaz enzimi pargalanip elde edilen son iiriiniin spektrofotometrik
olarak olgiilmesi sonucunda oksalat miktarinin Sl¢tilmesi miimkiin olmaktadir. Bir diger
enzimatik Ol¢iim teknigindeki dekarboksilasyon isleminde oksalik asitin pargalanmasi
sonucunda ortaya ¢itkan format miktar;; format dehidrogenaz enziminin format’1
karbondioksit ve formik asit’e pargalamasi sonucunda olusan NADH™y1 340 nm’de

spektrofotometrik olarak dl¢timiiyle oksalat miktari belirlenebilmektedir [37].

M.F. Laker ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada bir yosun tiiriinden elde ettigi
oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) enzimi kullanarak idrarda oksalat miktar: tayini yapilmistir. Bu
metotda oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) tarafindan pargalanan oksalik asit reaksiyon sonucundan
hidrojen peroksit ve karbondioksit meydana gelmektedir. Kullanilacak olan ikinci bir enzim
olan at turpu peroksidaz (EC 1.11.1.7) ile ortaya ¢ikan 3,metil-2,benzothiozolinon hidrozon
bilesigi N,N-dimetilanilin ile boyanarak indamin rengi agiga cikarir ve bu 595nm'de

spektrofotometrik olarak dl¢lilmesi sonucundan oksalik asit miktari tayin edilir [38].

Oksalik asidi karbondioksit ve formik aside doniistiiren oksalat dekarboksilaz (EC
4.1.1.2) enziminin kullanildigr bir yontemde, olusan karbondioksit bir tampon icinde
tutulmakta, pH'da meydana gelen degisim ise ya direkt olarak ya da bir indikatoriin renk
degisiminden yararlanilarak tesbit edilmektedir. BoOylece kantitatif olarak tayin edilen

karbondioksitin miktarindan oksalik asit miktarina gecilmektedir [38].

Oksalik asidin tayinine uygun diger bir enzimatik yondemde oksalat dekarboksilaz

(EC 4.1.1.2) ile format dehidrogenazin (EC 1.2.1.2) birlikte kullanilmasidir. Bu yolla oksalik



asit, oksalat dekarboksilaz ile karbondioksit ve formik aside doniistiiriiliir ve olusan formik
asit de format dehidrogenaz tarafindan tayin edilir. Ancak bu yontem kofaktor olarak NAD'e
ihtiya¢ duymaktadir. Bu enzimleri kullanarak hazirlanan yari1 otomotik ve tam otomotik

sistemler de bulunmaktadir [39].

Dekarboksilasyon reaksiyonu ile yapilan oksalat miktar1 6l¢iim ydnteminde
kullanilan ornekler 6nceden asidifikasyon islemine tabi tutulmalidir. Ayrica bicoupin
ailesinden olan oksalat dekarboksilasyon enziminin g¢alismasi i¢in manganez iyonlarina
ihtiyag duyulmaktadir. Oksalat dekarboksilasyon enziminin kofaktorii olarak goérev yapan

manganez enzimin aktivasyonunda 6nemli yer tutmaktadir [40-42].

2.4. Oksalat Oksidaz

Oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) (Sistematik adi: oksalat; oksijen oksidorediiktaz) ilk
olarak 1927'lerde yosunlarda tebit edilmistir. Birbirini izleyen pekc¢ok calisma sonucu soz
konusu enzimin yosunlarin yanisira 1spanak, arpa ¢imleri, mantarlar, muz kabuklar1 ve pancar

gibi degisik kaynaklarda bulundugu kanitlanmistir [38, 43-46].
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Sekil 1. Oksalat oksidaz enziminin tepkime semasi

Bu konu iizerindeki ilk arastirmalar, biyolojik indirgenme mekanizmasi, askorbik
asidin radyololizi ve 2,3-diketogulonik asidin oksalik aside doniisiimii olaylarinin bilinmedigi
donemlerde, farkli sistemlerdeki bu substratlardan kaynaklanan oksalik asit miktarini duyarlt
bir sekilde belirleyebilmek {iizere oksalik aside spesifik bir enzimin bulunmasi

gereksiniminden kaynaklanmistir. Bu diisiinceyi izleyen ve pekgok bitkinin incelendigi bir



seri aragtirma sonucunda arpa (Hordeum vulgare) ¢imlerinin ve 6zellikle de bu ¢imlerin kok
kisimlariin, ¢oziinlir oksalat oksidaz enzimini igerdigi bulunmustur [47]. 1930'lu yillarda
yapilmis olan bir ¢calismada arpa tohumlarindan elde edilen ham ekstraktin ancak bir mayanin
varliginda (Kochsaft) oksalik asidi oksitleyebildigi rapor edilmisse de daha sonraki ¢alismalar
saf enzimin oksalik asidi karbokdiokside metabolize edebilmek i¢in herhangi bir kofaktore

gereksinim duymadigi ortaya koymustur [46].

Bitkilerdeki oksalik asit metabolizmasi tam olarak anlasilamamakla beraber oksalik
asidin belirli esansiyel katyonlarla selat yaparak ¢oziinmez tuzlara donlisme yeteneginde

oldugu kabul edilmektedir.

Oksalat oksidaz iizerine yapilan ¢alismalarda arpa ¢imlerinden elde edilen enzimin
molekiil kiitlesinin 150kDa dolayinda oldugu enzimin identik iki alt iiniteden olustugu ve bu
iki alt tnitenin herbinin molekiil kiitlesinin 75kDa oldugu bulunmustur [20]. Pancar
yumrularindan elde edilen enzim ile yapilan diger bir arastirmada oksalat oksidazin tetramerik
bir yapiya sahip oldugu bulunmustur. Ayrica bu tetramerik yapiy1 olusturan dort alt Ginitenin
keni aralarinda ikiser ikiser 6zdes oldugu, iki 6zdes alt tinitenin molekiil kiitlelerinin 24kDa

diger iki 6zdes alt linitenin de 28kDa olarak bulundugu verilen bilgiler arasindadir [43].

2.5. Oksalat Dekarboksilaz
Oksalat tayyininde kullanilan baska bir enzim de oksalat dekarboksilaz (E.C. 4.1.1.2.

enzimidir. Bulundugu ortamdaki oksalik asidi formik asit ve karbondiokside pargalar. Enzim
icerdigi iki cupin domaininden olusmaktadir. Her domainde kofaktér olarak Mn*?

kullanmaktadir.
Oksalat dekarboksilaz enzimi bir¢ok organizmada bulunmaktadir bunlar;

Agaricus bisporus
Agrobacterium tumefaciens
Aspergillus niger
Aspergillus phoenicis
Aspergillus sp.

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis 168
Bacillus subtilis CU1065
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Cavia porcellus

Dichomitus squalens
Dichomitus squalens sp.
Dichomitus squalens PO114
Flammulina sp.

Flammulina sp. IJF 140502
Flammulina velutipes

Mus musculus

Pandorea sp.

Pandorea sp. OXJ-11a
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete sanguinea
Phanerochaete sanguinea sp.
Phanerochaete sanguinea T51
Sclerotinia sclerotiorum
Thermotoga maritima
Trametes ochracea

Trametes ochracea T7
Trametes versicolor

Trametes versicolor PRL572

Bu enzim liyazlar ailesine aittir ve karboksilazlara 6zgiilliik gostermektedir. Karbon-
karbon baglarina olan ilgisi ile bu baglar1 kopararak tepkime olusturur. Enzimin sistematik adi
oksalat karboksi-lizaz (format sekillendirici). Enzim glioksilat ve dikarboksilat

metabolizmasinda gorev almaktadir.

2.6. Format Dehidrogenaz
Format dehidrogenazlar, format bilesiginin oksidasyonunu katalizleyen bir dizi

enzimlerdir. NAD gibi ikinci substrata format'tan gelen elektronlar1 baglar. Format

o

CcO 3 -

Ho\n)-'\o_ > H\I_rC)
O @)

Sekil 2. Format dehidrogenaz enziminin tepkime semast
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dehidrogenaz format bilesiginden NAD kofaktorii varliginda karbondioksit ve NADH

olusturmaktadir.

NAD-bagimli format dehidrogenazlar metalotropik maya ve bakteriler igin 6nemli
bir rol oynamaktadir. Metanol gibi temel organik asit bilesiklerinin katabolizmasinda hayati
Oonem tagimaktadir [48]. Sitokrom bagimli enzimler ise prokaryotik anaerobik
metabolizmasinda daha fazla 6neme sahiptir [49]. Ornegin Escherichia coli'de bulunan format
ferristokrom bl oksidorediiktaz iki alt iiniteye sahip olan ve anaerobik nitrat solunumunda
gorev alan asil membran proteinlerindendir [50].

Arg 333
Arg 333

His 141 § 4 b4
- - SeCys 140
. _—{.No2_ ( IJ

Mo
& <
M‘?—s- - \\
MPT 802 € > &
P ~y~® MPT 801
- S
& S

Sekil 3. Format dehidrogenaz enziminin yapisi

2.7. Protein Saflastirma Yontemleri

Hiicre ya da dokudan istenilen belli bir proteini saflastirmak zor bir olaydir. Ozellikle
konsantrasyonu diislik olan proteinlerin diger binlerce prtein arasindak ayirmak ve saf bir hale
getirmek i¢in farkli saflagtirma tekniklerini bir arada kullanmak gerekmektedir. Giinlimiizde

bir¢ok protein saf halde elde edilebilmistir.

Saflastirma islemine baslamadan 6nce oncelikle proteinin en ¢ok bulundugu hiicre ya
da doku grubu segilmelidir. Daha sonra proteinin karakterine bagli olarak bulunabildigi
tampon ortami saglanmali ve homojenizaasyon yapilmalidir. Bu agamadan sonra gerekirse

birden fazla saflagtirma teknigiyle protein saf olarak elde edilir.
2.7.1. Elektroforetik yontemler
Elektroforez

Olusturulan bir elektrik alaninda protein parcalarinin iyonik kuvvetle ayirma
prensibine dayanmaktadir. Temelde bu yontemde bir haraketli bir de sabit faz vardir.

Hareketli olan faz igin poliakrilamid, agaroz ya da seliiloz gibi dolgu maddeleri
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kullanilmaktadir. Bu dolgu maddelerinin en 6nemli 6zelligi sahip oldugu porlar ile ayirim

saglamalaridir.
Izoelektrik fokuslama

Elektroforetik yontemlerden elektroforezden farkli olarak bu teknikden Once
proteinlerin izoelektrik noktalarina goére ayirimi yapilmasidir. Bu islem i¢in yiiksek
mobiliteye sahip olan sentetik asiterin karigimi olan bilesikleri iceren jel kullanilarak
proteinlerin pH gradienti icinde hareket etmeleri saglanir daha sonra elektroforez ile bu

proteinler ayrica molekiiler biiytikliiklerine gore ayrilirlar.
2.7.2. Diyaliz ve ultrafiltrasyon

Temel olarak proteinleri daha kiiciik olan diger molekiillerden ayirmak igin
kullanilan bir tekniktir. Sahip oldugu porlar sayesinde gecirgenligi saglayan bir membran
icine konulan protein ¢ozeltisi konsantrasyon farki ile icerdigi kiigiik molekiillerin membran

disar1 ¢ikmasi saglanilir.

Glukoz ve NaCl gibi kii¢iik molekiiller membrandan gegerken biiyiik protein
molekiilleri diyaliz porlarindan gegemedigi ic¢in icerde kalir. Ortam suyunun birka¢ kez
degistirilmesi ile kii¢iik molekiillerin protein ¢ozeltisi igerisinden uzaklastirlmast miimkiin

hale gelmektedir.

Ultrafiltrasyon yontemi de diyaliz teknigine gore calisir. Aradaki fark, diyaliz
tiipiinden kii¢iik molekiillerin ¢ikmasi i¢in hidrostatik basing veya santrifiij gibi transmembran
kuvvetlerinin etkisiyle proteinleri molekiil biiyiikliiklerine gore diyalize gore daha hizli ve
daha yiiksek verimlilikte ayrilmasini saglar. Bu basing sayesinde kiiciik molekiillerle birlikte

bir miktar s1v1 kaybedildigi i¢in protein daha konsantre bir sekilde elde edilir.
2.7.3. Santrifiigasyon yontemleri

Densiti zonal santrifiigasyon

Bir protein karigimini santrifiigasyon yonyemi ile ayirmak i¢in tiip icerisinde siikroz
gibi bilesiklerle bir konsantrasyon gradienti yaratilir. Bunun igin plastik tiip igerisinde en
yogundan en az yoguna dogru bir siikroz gradienti meydana getirildikten sonra tiiplin en
tizerine protein karisimi ilave edilir. Bu sekilde hazirlanmis olan tiip yiiksek devirde santrifiij

edilecek olursa her bir protein kendi dansitesi ile ayni olan sukroz bdlgesine toplanacaktir.
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Tiip icerisinde farkli bantlar halinde ayrilmis olan proteinler daha sonra tiipiin alt1 igne ile
delinip toplanarak veya tiip dondurulduktan sonra bu bantlar buz halinde kesilerek ¢ézdiiriiliir

ve bu sekilde proteinler birbirlerinden ayrilmis olur.
Differansiyel santrifiigasyon

Differansiyel santrifiigasyon ile bir karisimda bulunan partikiiller boyutlarindaki
farkliliklara bagli olarak ayrilmaktadir. Homojenat relatif santrifiigal kuvvet (RCF)

arttirilldikca fraksiyonlarina ayrilmaktadir.
2.7.4. Kromotofografik yontemler
Jel filtrasyonu

Jel filtrasyonu proteinlerin molekiil agirliklarina gore ayrilmasini saglar. Bu
yontemde proteinlerin birbirinden ayrilmasi, sabit fazdaki jelin olusturdugu porlarin ¢apina
gore molekiillerin belirli derecede engellenmesine dayanir. Sabit faz olarak kullanilan
sefadeks, biojel, agaroz gibi dolgu maddeleri kolona doldurulduktan sonra uygun bir tampon
ile yikanir ve kararli hale gecirilir daha sonra protein ¢dzeltisi tampon ile birlikte kolonun
lizerinden yavas yavas ilave edilir. Yer ¢ekimine gore asagr dogru hareket eden protein
¢oOzeltisi icerisinde bulunan kiiciik protein molekiilleri kolon dogu maddesinin kiiciik
oyuklarma girerkan, biiyiik proteinler bu oyuklara hi¢ girmeden kolondan ilk ¢ikan molekiiller

halinde ayrilirlar.
Iyon degistirici kromatografisi

Proteinleri asit ve baz 6zelliklerine gore ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemde kolon i¢ine pH= 7 de pozitif yiik tasiyan bir seliiloz tiirevi olan DEAE- seliiloz (
dietil aminoetil seliiloz ) konur. Bu bilesige negatif yiik tagiyan proteinler baglanirken diger
proteinler kolondan ¢ikar. Kolonun igerisine konan diger bir bilesik ise pH= 7 de negatif yiik
tastyan CM-seliiloz ( karboksimetl seliiloz ) dur. Bu bilesige de pozitif yiik tasiyan proteinler
baglanir. Diger proteinler ise kolon dolgu maddesine baglanmadan kolondan ¢ikar. Daha
sonra kullanilan tamponlarin iyonik kuvveti degistirilerek kolon materyaline gecici olarak
baglanmis olan bu proteinler kolonun dolgu maddesinden ayrilarak kolondan ¢ikmaya
baslarlar. Fraksiyon toplayicisi ile kiigiik miktarlar halinde tiiplerde toplanan proteinler asidik
ya da bazik 6zelligine gore diger proteinlerden ayrilmis olur. Iyon degistirici kromatografi

ayni zamanda aminoasitlerin ve peptitlerin de birbirinden ayrilmasini saglar. Bu tip
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kromatografi 6zellikle molekiil agirliklar1 birbirine ¢ok yakin olan molekiilleri ayirmak igin

kullanilmaktadir.
Affinite kromatografisi

Cok kompleks bir karisim i¢inde bulunan bazi proteinler affinite kromatografisi
sayesinde tek basamakta olduk¢a saf halde elde edilirler. Affinite kromatografisi ig¢in
polisakkarit yapisindaki agaroz taneciklerine kimyasal bir reaksiyon ile bir enzimin koenzimi
baglanir. Uzerine koenzim baglanmis olan agaroz tanecikleri kolon dolgu maddesi olarak
kullanilir. Proetin karistmi bu kolona uygulandigi zaman yalniz ilgilendigimiz enzim
proteinleri koenzimin serbest ucuna spesifik olarak baglanmaktadir. Bu baglanma kovalent bir
baglanma degildir. Diger proteinler koenzimin serbest ucuna baglanma 6zelligine sahip
olmadiklar i¢in kolondan ayrilirlar. Daha sonra serbest koenzim igeren ¢ozelti kolona ilave
edildiginde, agaroz taneciklerine bagli koenzime baglanmis olan enzim molekiilleri bu defa
rekabetten dolayr ¢ozelti ile birlikte gelen serbest koenzime baglanarak kolondan cikar.
Boylece koenzime spesifik olarak enzim proteini diger yiizlerce proteinden affinite

kromatografisi ile tek basamakta saflagtirilmis olmaktadir.

Ni-NTA spin kolon kromatografi teknigi kullanilarak 6-histidinli u¢ tasiyan
rekombinant proteinlerle dogal veya denatiire sartlar altinda c¢alisilabilir. Inkliizyon
cisimciklerindeki bir¢ok protein deterjanlar, denatiire edici ajanlar (8M tire, 6M GuHCI gibi),
diyaliz, 1s1, pH gibi gibi parametreler kullanilarak ¢6ziiniir hale getirilebilirler. Ni-NTA afinite
kromatografi tekniginde rekombinant proteine bagli 6-histidin molekiiliinden ikisi nikel-
nitrilotriasetik asit molekiilleriyle kapli kat1 faza tutunurlar. Histidin molekiillerinin fazlalig
hem afiniteyi artirmakta hemde protein molekiiliinde olabilecek sayica daha az olan histidin

molekiilleriyle yarisarak kontaminant protein baglanmasini dnlemektedir.

Yiiksek pH’da baglanan rekombinant protein, yikama ve eliisyon adimlarina dogru

pH’s1 giderek diisiiriilen tamponlarla veya artan imidazole konsantrasyonuyla, protein
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Sekil 4. Histidin ve Ni-NTA birlesimini
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matriksi birakarak eliie olur. Kontaminant proteinlerin baglanmasimni engellemek icin
gerekirse belirli miktarlarda imidazol tamponlara ilave edilebilir. Histidin analogu olan bu

molekiil sondaki yikama adimlari ile kolayca uzaklastirilabilir.
2.8. Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, bir canlidan herhangi bir yolla yalitilan bir genin
uygun bir konagin igerisine sokularak orada g¢ogaltilmasini ve bazen de ifade edilmesini
amaglayan calismalara ait tekniklerin toplamidir. Belirli bir amag¢ icin dogrudan genetik
materyal tlizerinde yapilan bu teknolojiyle, in vitro sartlarda genetik materyalde planl
degisiklikler yapilabilmekte, istenilen genlerin istenilen canliya sokularak, dogal bi¢cimde
bulunmadig1 bu konakta ¢ogaltilmas1 ve istenilen {iriinii vermesi i¢in nakledilen genin ifadesi

saglanabilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi 6zellikle 19601 yillarin sonlarina dogru DNA ile
ilgili baz1 enzimlerin etki mekanizmalarinin anlasilmasi sayesinde gergeklestirilen bir dizi
yontemleri kapsamaktadir. Bununla birlikte bu siire¢ 1940'lardan 70'lere kadar molekiiler
biyolojinin gelismesini saglayan bilgi birikimi de rekombinant DNA teknolojisinin temelini
olusturmustur. Genetik ¢esitlenme olaylarinin yapay olarak gerceklestirilmesi esasina dayanan
rekombinant DNA teknolojisine (rDNA) iligkin ilk calismalar, 1973 yilinda basta Cohen
olmak iizere bir arasgtirma grubunun onderliginde in vitro kosullarda gergeklesmistir. Buna
gore dogada eldesi imkansiz olan yeni gen diizenlemelerinin yapilmasit bu teknolojiyle

saglanabilmekte, bir canlinin genotipi 6nceden belirlenebilmekte ve yonlendirilebilmektedir
[51].

Rekombinant DNA teknolojisi ile protein iiretimi su asamalardan olugsmaktadir.

e Protein gen bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi
e Ligasyon

e Transformasyon

e Protein ekspresyonu

e Protein saflastirilmasi.
2.8.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR: Polymerase Chain Reaction) spesifik bir DNA’nin
belirli uzunluktaki bir hedef bdlgesinin dizinini (kalip) hiicre-disinda yiiksek derisimde
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cogaltmak icin etkili bir yontemdir. Hedef DNA dizininin derisimi, PZR tepkimesi ile her
dongiisii li¢ basamaktan olusan ¢ok sayida (30-60 dongii) ardisik dongii ile artirilir. PZR
tepkimesi ile gen derisiminin artirilmasinin temeli DNA polimeraz enzimi ile ssDNA'nin
kalip olarak kullanilmasiyla DNA par¢asinin derisiminin artirtlmasidir. PZR ile hedef genin
derigiminin artirtlabilmesi i¢in hedef genin her iki ucundaki DNA dizininin tamamlayicisi
olan, uygun kosullarda hedef ssDNA'nin uglarina baglanabilen, 3'-hidroksil uglarindan
sentezin baglamasini ve devam etmesini saglayan primerler tasarlanir. Ayrica bu primerler
klonlama igin uygun restriksiyon enzim konumlarin1 da gerekirse igermektedir. Birbirinden
sicaklik etkisiyle ayirilmis iki DNA zinciri de primerler yardimiyla ¢ogaltilmasi sirasinda
kalip olarak kullanilabilmektedir. Bir PZR islemindeki her dongii iic 6nemli basamaktan

olusmaktadir. Bunlar:

1. dsDNA'dan ssDNA olusmasi: PZR sisteminde ilk basamak, tepkime karisiminin
sicakliginin 94°C'ye ¢ikarilmasiyla dsDNA'dan ssDNA olustugu basamaktir. Hedef DNA'ya
ek olarak tepkime kabinda primerler, dort dNTP ve Taq DNA polimeraz enzimi de
bulunmaktadir. Sicaklik 94°C'ye ¢ikarildiktan sonra tepkime kab1 1dk bu sicaklikta bekletilir.
2. Primerin baglanmasi: Ikinci basamakta, sicaklik 94°C'den primerlerin yapisma
sicakligimma (50-60°C) diisiiriiliir. Boylece primerler hedef DNA {izerindeki spesifik
bolgelerine baglanirlar.

3. DNA sentezi (dsDNA'nin olugmasi): Son basamak olan ticlincli basamakta, sicaklik Taq
DNA polimerazin katalitik fonksiyonu i¢in optimum olan 72°C'ye ¢ikartilir ve bdylece herbir
primerin 3'-hidroksil grubundan DNA sentezi baglar. DNA sentezinin tamamlanmasi igin
gerekli siire hedef DNA'nin bityiikliigiine (1dk/kb) bagli olarak degisir [52].

2.8.2. Vektorler

Bakterilerdeki temel genetik bilgiler kromozomda bulunur. Bakterilerin ¢ogu biiyiik
DNA kromozomuna ek olarak, baz1 6zelliklerini genetik kontrol altinda tutan, sitoplazma
icinde serbest olarak bulunan, kendi kendilerini replike edebilen 1-100 kb biyiikliigiinde
plasmid ad1 verilen dairesel DNA molekiilleri i¢erir. Plasmidler, i¢inde bulunduklar1 konakgi
hiicre ile uyum i¢inde yasarlar. Plasmidlerin en onemli 6zelligi, bakteri kromozomundan
bagimsiz olarak replike olabilmeleri ve kendi replikasyonlarini kontrol edebilmeleridir [53].
Plasmidlerin biiytikligi idealde 10 kbn gegmemelidir. Ciinkii biiyiik DNA molekiillerinin

saflagtirma sirasinda kirilma olasiligi vardir, ayrica biiyiik plasmid molekiilleri ¢ok zor
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maniplile olurlar. Plasmidler genellikle bir veya bir ka¢ gen tasirlar ve bu genler konakgt
bakterinin belirli karakteristik 6zellikleri gdstermesine neden olurlar. Ornegin; Kanamisin
veya ampisilin gibi antibiyotiklerin toksik derisimlerinde bakterilerin yasamlarini
siirdiirebilme kabiliyetleri genellikle bakterilerde bulunan plasmidlerin tasidigi antibiyotik
direng genleri ile saglanmaktadir. Plasmidler hiicrede sabit ve karakteristik bir kopyalama
sayisinda muhafaza edilirler. Yani bu say1 nesilden nesile sabit olarak kalir. Kopyalama sayis1
plasmidlerde bulunan genler tarafindan belirlenir fakat konak¢i hiicre ve c¢ogalma

kosullarindan etkilenir [53].

Genellikle bakteriyel plasmidler hiicre-igcinde dairesel DNA molekiilleri olarak
bulunurlar. Plasmidler kopyalama sayisina gore diisiik (low) ve yiiksek (high) kopyalama
sayil1 olarak iki gruba ayrilir. Bu siniflandirma oldukca genistir. Plasmidlerin transfer sekli,
siklig1, antibiyotik direncliligi gibi bazi Ozelliklerine gére daha detayli bir siniflandirma

yapmak miimkiindiir.
2.8.3. Gen klonlama

Gen klonlama islemi bir genetik bilginin tam bir esinin asekstiel liretilmesidir. PZR

ile genetik bilginin ¢ogaltilmasini takiben gen klonlama deneyindeki temel adimlar sunlardir;

e Rekombinant DNA molekiilii olusturmak i¢in klonlanacak geni iceren DNA’nin ‘vektor’
olarak adlandirilan sirkiiler DNA molekiiliiniin i¢ine yerlestirilmesi

e Vektoriin konak hiicre i¢ine aktarilmasi (Transfeksiyon veya transformasyon)

e Konak hiicrede rekombinant DNA molekiiliiniin ¢ogaltilmas1 (hem vektér hemde tagidigi
gen)

e Hiicre boliindiikce rekombinant DNA molekiilii kopyalarini yeni hiicrelere aktarilmasi

e Konak hiicrelerin biiyiik miktarlarda {iretimi (koloni veya klon)

PZR iiriinleri bir veya iki restriksiyon enzimi ile yapigkan ya da kiit uglar olusturacak
sekilde kesilir. Kesilmis PZR iiriinleri ve vektor uygun sartlar ve oranlarda DNA ligaz enzimi
aracihigiyla bir araya getirilerek rekombinant DNA molekiilii olusturulur. I¢inde bizim
istedigimiz DNA molekiilii olan vektor konak hiicreye aktarilir ve secici bir ortamda konak

hiicrelerle beraber ¢ogaltilir.

Molekiiler klonlama islemleri 3 ydntemle yapilmaktadir. Bunlar klonlanacak olan

genin baglanilacak olan vektore gore farklilik gostermektedir.

18



e T/A klonlama
e Yapiskan ug olusturarak klonlama

¢ Kiit u¢ olusturarak klonlama yontemleriyle yapilmaktadir.
T/A klonlama

T/A klonlamada restriksiyon endoniikleaz enzimlerine gerek yoktur. Bu klonlama 3'-
A uzantisina sahip cift iplikli PZR iiriinleri olusturan ve 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesine sahip

olmayan DNA polimeraz kullanilarak gerceklestirilebilir.
Yapiskan u¢ olusturarak klonlama

Klonlamada yararlanilan bazi restriksiyon endonukleazlar bakteri genomunda kesme
yaptiktan sonra olusan segmentlerin uglar bir birinin komplementeri olup yapiskan bir 6zellik
tasirlar (yapiskan uglar, cohesive ends). Olusan bu serbest uglar tekrar birlesebilir ve sirkiiler
bir durum alabilirler (resirkularizasyon). Bu 6zellige, vektor DNA'sinda da rastlanir. Her
RE'nin kesis yeri farkli oldugu gibi olusturdugu yapiskan uglarin baz siralar1 ve sayilar1 da
degisiktir.

Gerek bakteriye ait DNA segmentlerinin ve gerekse vektor DNA'sinin kendi
aralarinda tekrar birlesmesi, rekombinant DNA molekiilii elde etmede giigliikler yaratmakta
ve gen segmentinin vektorle birlesmesini dnlemektedir. Bu olumsuz duruma mani olmak i¢in

baz1 metotlardan yararlanilir.

Eger genomik DNA (bakteri kromozomu veya konakg¢1 organizmanin kromozomu),
bir kesim enzimi ile kesilmisse, kesik yerlerin uglarinda birbirinin komplementeri olan ve
kolayca birlesen iki yapiskan u¢ meydana gelir. Bu yapiskan uglar kendine komplementer
olan bagka gen parcalarina baglanma egilimi gostermektedir. Boylece vektorde bulunan ayni
uc kisimlara komplementer olan yerler birlesecektir. Birlesen bu uglar daha sonra halkasal

yapiya doniiserek kendini tamamlar.
Kiit uc olsturarak klonlama

Tip 1l enzimlerden, EcoRV, Haelll ve Pvull gibi enzimler ise; DNA’da kiit ug
olusturacak sekilde kesim yaparlar. Bu tiir uclarin ligasyon etkinlikleri diisiiktiir. Ayrica belirli
bir enzimle kesilmis bu uglarin bagka enzimle sekillenen kiit uglarla da yapigmalar

miimkiindiir. Bu tiir uglar genellikle klonlama ¢alismalarinda 6nerilmemektedir. Ancak,
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bunlar 6zellikle DNA pargalarinin ucuna bir ya da birden fazla RE tanima bolgesi baglamak

icin kullanilmaktadirlar
Restriiksiyon kesim enzimleri

Restriksiyon enzimleri; metilaz aktiviteleri, alt iinite yapilari, kesim 6zgiilliikleri ve
kofaktor ihtiyaclarina gore; tip I, tipIl, tip III ve homing endoniikleazlar olarak incelenirler,
klonlama i¢in en az bir restriksiyon enzimine ihtiyag¢ vardir.

a- Tip | enzimler: Hem metilasyon hemde modifikasyon yapan enzimlerdir. Bu enzimler

++5

aktiviteleri i¢in 5- adenozilmetionin, ATP ve Mg ’a gereksinim duyarlar. Hedef dizideki
adenin rezidiilerini metilasyona ugratirlar ve kesimleri rastgele olmaktadir. Kesim olayinda

belirleyici faktor enzimin metilasyon aktivitesidir.

b- Tip Il enzimler: Tam hedef niikleotidden kesim yapma ozellikleri nedeni ile klonlama ve
molekiiler biyoloji aragtirmalari i¢in ideal enzimlerdir. Tip II RE Mg+2 iyonlarinin varliginda
bolgeden kesen enzimlerdir. Tip II RE’ler kesim sonucunda DNA’da olusturduklart uglarin

motiflerine gore iki alt gruba ayrilmaktadir:

Yapiskan uc (sticky end): Bu enzimlerin olusturdugu uglarin ligasyon etkinlikleri yiiksektir.

Bu nedenle klonlama ¢alismalarinda tercih edilmektedirler.

Kiit u¢ (blunt end): Bu tiir uclarin ligasyon etkinlikleri diisiiktiir. Bu tiir uglar genellikle
klonlama c¢alismalarinda 6nerilmemektedir. Ancak, bunlar 6zellikle DNA parcalarinin ucuna

bir ya da birden fazla RE tanima bolgesi baglamak i¢in kullanilmaktadirlar

Gerek yapigkan ug gerekse kiit u¢ olusturan RE’lerinden bazilart DNA iizerinde ayni

dizileri tantyabilmektedirler.

c-Tip I enzimler: Tip I’ler gibi bunlar da metilasyon ve modifikasyon yapabilen ¢ok
fonksiyonlu enzimlerdir ve ATP’ye bagl kesim gerceklestirmektedirler. Bu enzimler DNA’ya
tanima bolgelerinden baglanmalarina ragmen kesimi farkli bolgeden ve rastgele yapmaktadir.
Kesim tanima boélgesine yakin bir konumda gergeklestirilmektedir. Bu nedenle tip III

enzimler klonlamada kullanilmamaktadir.

d-Homing endoniikleazlar: Diger restriksiyon enzimlere kiyasla iyi derecede korunmus ve
benzerlik gosteren protein yapilarina (LAGLIDADG, GIY-YIG, H-N-H, lle-Cys) sahip, uzun
(12-40 baz cifti) ve asimetrik bolgeleri taniyip kesen, aktivitesi igin protein ve RNA’ya
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ihtiyag duyan enzim grubudur. Tim biyolojik sistemlerde (bakteri, Okaryot, alg)

bulunmaktadirlar.

Restriksiyon enzimlerinin star aktivitesi: Restriksiyon endoniikleazlarin karaktersitik
Ozelliklerinden biri, bu enzimlerin optimum kosullarda 6zgiil DNA’y1 en yakin dizilimden
ayirt edebilme giicleridir, optimal olmayan kosullarda olduk¢a degismesidir. Ornegin, EcoRI
enziminin tanima bolgesi (5’-GAATTC-3’)’ne baglanma oranit en yakin tanima bdlgesi
(5’TAATTC)’ne gore 105 kat daha fazladir. Fakat, enzim i¢in optimum olmayan kosullar
altinda bu oran oldukga degismekte ve pek ¢ok enzim i¢in bu durum s6z konusu olmaktadir.
Benzer bolgeleri kesme islemine, bir enzimin star aktivitesi denilmektedir. Bu durum
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda oldukca Onemli olmaktadir. Bu nedenle kullanilan
enzimlerin star aktiviteye sahip olup olmadiklar1 bilinmelidir. Restriksiyon enzimlerinin
icinde klonlanacak DNA dizisini istenmeyen bir noktadan kesen enzimler kullanilmamalidir.
Cogaltilacak gen bolgesi i¢in kullanilacak primerlerin uglarinda restriksiyon enzimlerinin
tanima dizileri bulunmalidir. Hem klonlama vektorii hem de klonlanacak gene ait PZR

tirinleri retriksiyon enzimleriyle, uygun sartlarda kesilirler.
Ligasyon

Rekombinant DNA molekiiliiniin olusumundaki son adim kesilmis vektor ve
kopyalanacak DNA’nin uygun sartlarda bir araya getirilmesidir. Sonrasinda ligaz enzimi
niikleotidler arasinda fosfodiester baglart (¢ift iplikli DNA’nin 5° ucunda yer alan fosfat
grubunun ATP ile 3°-OH grubuna baglamasi) kurarak agik uclar1 kapatir. Yapigskan uglar
ligasyon etkinligini arttirmaktadir. Baglamadaki sorunlardan biri vektoriin yabanct DNA’ya
baglanmasi yerine kendi uglarinin birlesip halka seklini kazanmasidir, bunu engellemek ic¢in
yapilan uygulamalardan biri, vektoriin 5" uglarindaki fosfat gruplarinin yok edilerek

fosfodiester bag olusumunu dnlemektir.

Ligasyon tepkimesinin gerceklesmesi icin ortamda ng mertebesinde makromolekiil
DNA bulunur. Makromolekiillerin klonlanmasi i¢in klonlanmas1 gereken iki makromolekiiliin
klonlanmas1 gereken uglarmin karsit karsiya gelmesi gerekmektedir. Bu olasiligin diisiik
olmast klonlama tepkimelerinin gergeklesme olasiligint da azaltmaktadir. Ligasyon
tepkimesinde ortamda bulunan vektdriin ve genin derisimi ¢ok onemlidir. Vektér ve gen

derisimleri DNA pargalarinin biiyiikliigiine gore degistiginden bunlarin uygun derisimleri

optimize edilmelidir [54].
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Transformasyon

Rekombinant DNA molekiiliinii i¢ine alabilmesi i¢in uygun hale getirilmis konak
hiicrelere (kompetan hiicre) ligasyon iirliniiniin aktarilmasidir. Hiicrelerin kompetan hale
getirilmesi i¢in temel olarak 2 yontem vardir. Elektroporasyon (diistik voltajli elektrik akimi)
ve CaCl,. Ligasyon triinii ve kompetan hiicreler uygun sartlarda inkiibe edilir. Bu yontem ile
ilgili bircok yontem (protokol) bulunmaktadir. Bunlardan en uygunu ve en ¢ok kullanilani,
Escherichia coli hiicrelerinin CaCl, ile yikanmasi ve +4°C'de bekletildikten sonra plasmid
DNA ile ayn1 ortama konulup, 42°C'de 1-2 dakika bekletilerek 1s1 sokuyla plasmid DNAin

hiicreye transferidir.

Transfer yapildiktan sonra hiicreler kat1 ortamda uygun bir isaretleyici antibiyotik
kullanilarak ¢ogaltilirlar. Bu yontemde hiicrenin, istenen DNA molekiiliinii hangi mekanizma
ile icine aldig1 halen bilinmemektedir. Protoplast transformasyon yonteminde bakterilerin
hiicre duvar1 kismen lizozim enzimi ile- enzimatik olarak hidroliz edilir. Ortamda osmotik
stabilizatorlerin sakkaroz gibi bulunmasi durumunda, hiicrelerin parcalanmalari Onlenir.
Transformasyon i¢in diger bir teknik de elektroporasyondur. Bu ydntemde pulse etkiyle
yiiksek voltaj uygulanarak DNA istenen hiicreye transfer edilir. Bu yontemde de hiicrenin
hangi mekanizma ile DNA'y1 aldigi heniiz bilinmemekle birlikte hiicre zarinda bulunan

porlarin elektrik akimindan dolay1 biiytidiigi diistintilmektedir [55].
Kolonilerin se¢imi

Ligasyon iriiniiniin aktarildigi konak hiicrelerinin se¢ilimi i¢in bu hiicreler uygun
besiyeri ve inkiibasyon sartlarinda tutulur. Cogu plazmid klonlama vektorii konak hiicreye
antibiyotik direnci veren en az bir gen tasimaktadir. Bu antibiyotikleri igeren segici ortamlar
da inkiibe edilirler fakat bu konak hiicreler zamanla antibiyotik etkisini onleyen enzimler
salgilayabilir. Bu yiizden transformasyonu takiben segici ortama alinmalidirlar. Bu secici
ortam istenilen konak¢1 hiicreler i¢in en ideal sartlara sahip olmali ve diger hiicreler i¢in
durdurucu veya Oldiriicii etkiye sahip olmalidir. Ayrica bu ortamlara eklenen farkli

antibiyotikler de ortamin seciciligini arttirmatadir.
2.8.4. Gen ifadesi ve protein biyosentezi

Gen ifadesi ya da Gen ekspresyonu, DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein
yapilarina doniismesi siireci i¢in kullanilan bir terimdir. Basit¢e, bu durum genlerin agik

(aktif) olup olmadiklar1 olarak da tamimlanabilir. DNA'nin farkli genlere karsilik gelen
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bolgelerindeki baz dizilisleri, o gen tarafindan sifrelenen proteinin aminoasit dizisini belirler.
DNA'daki baz dizilislerinin proteinin amino asit dizisini nasil sifreledigi genetik ve
biyokimyasal yontemlerin birlikte kullanilmasi ile ortaya konulmustur. Insanda bulunan
yaklasik 30 bin genin hepsi, ayn1 anda aktif olarak bulunmayabilir. Gen ifadesinin her adima,
transkripsiyondan post-translasyonel modifikasyona kadar adimlarda degisebilir. Gen
diizenlenmesi, hiicreye; hiicre farklilagmasi, morfogenezis ve canlidaki ¢ok yonli

adaptasyonun temellerini olusturan, yap1 ve fonksiyonlarin kontroliinii verir [56].
Gen ifadesinin diizenlenmesi

Gen ifadesinin diizenlenmesi ya da gen ifadesinin denetimi, hiicrelerin ve viriislerin
genlerindeki bilgiyi gen iiriinlerine ¢evirmesini kapsayan siiregler igin kullanilan bir terimdir.
Islevsel bir genin iiriinleri RNA veya protein olabilir; bilinen mekanizmalarin en temeli
protein kodlayan genlerin diizenlenmesidir. Gen ifadesinin, DNA-RNA transkripsiyonundan,
proteinin translasyon sonrast degisimlerine kadar olan herhangi bir adimi degistirilip,

ayarlanabilmektedir.

Gen diizenlenmesi, hiicrenin ihtiyac1 oldugunda proteinlerin sentezlenmesine izin
vererek bir canlinin degigkenligini ve uyumunu artirabildigi i¢in; viriisler, prokaryotlar ve
Okaryotlar icin gerekli bir isleyistir. Dahasi; gen diizenlenmesi, hiicresel farklilasma ve
morfogenezin isleyislerini, ¢cok hiicreli canlilarda hiicrelerin farkli tiplerinin hepsi temelde
ayni genom dizisine sahip olmalarina karsin, farkli gen ifadelerini sergiledikleri farkli hiicre

tiplerinin olusumuna onciiliikk ederek kontrol etmektedir.

Gen denetimi sisteminin Jacques Monod tarafindan ilk kesfedilen 6rnegi, sadece
laktozun varlhigi ve glukozun yoklugunda Escherichia coli tarafindan ifade edilen proteinlerle

ve laktoz metabolizmasiyla iligkili olan lac operonudur.

Gen ifadesinin, DNA RNA transkripsiyonundan, proteinin translasyon sonrasi
degisimlerine kadar olan herhangi bir adim1 degistirilip, ayarlanabilir. Gen diizenlemesinin

yapildig1 basamaklarin listesi su sekildedir:

e Kromatin bolgeleri

Transkripsiyon

Transkripsiyon sonrasi degisimler

RNA tagimim
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e Translasyon
e MRNA bozulumu

e Translasyon sonrasi degisimler

Okaryotlarda, DNA'nin genis bolgelerine erisim, DNA metilasyonu, ncRNA ya da
DNA'ya baglanan proteinler tarafindan yonlendirilen, histon modifikasyonlarinin sonucu

olarak degistirilebilen kromatin yapisina baghdir.

DNA metillenmesi gen susturmanin yaygin bir yontemidir. DNA siklikla, CpG
diniikleotid dizisindeki (kiimelendiklerinde "CpG adaciklar" olarak da bilinir) sitozin
niikleotidlerinde bulunan metiltransferaz enzimleri tarafindan metillenir. Metillenmis sitozin
kalintilar1 bu islemle degistirilemezken, metillenmemis olanlar urasile doniistiiriilebilir.

Normal olmayan metilasyon kaliplar1 karsinogenez ile iliskilendirilmistir.

DNA'min metilasyona verilen (bir promotor olabilen) bdlgesinin 6rnek analizi,
bisiilfit haritalamasi1 olarak bilinen yontemle yapilabilir. DNA dizilemesi ya da miktar
belirleyen SNP’lerle gelistirilmis Pyro-dizileme (Biyotaj), MassArray (Sequenom) gibi)
metotlarin analizleri arasindaki farkliliklar, CG diniikleotidindeki C/T miktarlarim1 yaklagik

olarak 6l¢melerinden kaynaklanmaktadir.

DNA'mm yazilimi (transkripsiyonu), kendi yapisi tarafindan belirlenmektedir.
Genelde, DNA paketinin yogunlugu, yazilimin sikligin1 belirleyen etkendir. Oktamerik
protein kompleksleri "niikleozom" olarak isimlendirilir ve DNA'min siiper-kivrimlarinin bir
miktarindan sorumludur ve bu kompleksler fosforilasyon ya da daimi olan degistirme yapan
metilasyon olarak bilinen siireclerle diizenli olarak degistirilebilmektedir. Boyle degisimlerin
genin ifadesinin seviyelerindeki az veya ¢ok kalict degisimlerden sorumlu oldugu

diistiniilmektedir.

Histon asetilasyonu da transkripsiyondaki 6nemli baska bir siirectir. CREB baglayan
protein gibi histon asetiltransferaz enzimleri de (HATIar), transkripsiyonun devam etmesine

izin vererek DNA'y1 histon kompleksinden ayirir.

Cogunlukla DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu gen susturmada birlikte
calisirlar. Bu ikilinin birlikte calismasi, gen ifadesini zayiflatarak, DNA'nin daha yogun

paketlenmesinin sinyali gibi goriinmektedir.
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Transkripsiyonun diizenlenmesi transkripsiyonun gergeklesme zamanini ve olugacak
RNA miktarin1 kontrol eder. Bir genin RNA polimeraz tarafindan transkripsiyon en az bes

mekanizma tarafindan diizenlenebilir. Bunlar asagidaki gibi siralanabilmektedir.

Ozgiil faktérler: Baglanma uygunlugunu artirarak ya da azaltarak RNA polimerazin belli bir
promotor ya da promotor grubuna 6zgiilliiglinii degistirir(6rn. prokaryotik transkripsiyon da

kullanilan sigma faktor ).

Baskilayicilar: DNA ipliginde promotor yakininda ya da promotor bolgesinde bulunan
kodlanmayan dizilere baglanarak RNA polimerazin iplik boyunca ilerleyisini ve bdylece

genin ekspresyonunu engellerler.

Genel transkripsiyon faktorleri: Bu transkripsiyon faktorleri RNA polimerazi protein
kodlayan bir dizinin baslangicina yerlestirir ve sonra mRNA'yr transkribe etmesi i¢in

polimerazi serbest birakir.

Aktivatorler: RNA polimeraz ve belli bir promotor arasindaki etkilesimi artirir, genin
ekspresyonunu tesvik eder.Aktivatorler bunu RNA polimerazin promotora cazibesini artirarak
(direkt RNA polimerazin alt birimleri ile etkilesime girerek ya da indirekt olarak DNA'nin
yapisini degistirerek) yaparlar.

Protein biyosentezi

Protein biyosentezi, hiicrenin protein sentezlenmesi i¢in gereken bir biyokimyasal
stiregtir. Bu terim bazen sadece protein translasyonu anlaminda kullanilsa da transkripsiyon
ile baslayip translasyonla biten ¢ok asamali bir siirectir. Prokaryotlarda ve okaryotlarda
ribozom yapist ve yardimecr proteinler bakimindan farklilik gostermesine karsin, temel
mekanizma korunmustur. Protein biyosentezi ig¢in aminoagil-tRNA'larin hazirlanmasinda ya
da sentez siiresince ATP ve GTP hidrolizi ile yiiksek miktarda enerji harcanir. Ayrica,
hiicreler {irettikleri enerjinin biiylik kismimni protein sentezinde gorev alan yapilari
olusturmakta kullanirlar. Bu siirecin genel hata orani 10-4 civarindadir (her 10000 amino
asitten bir hatali yerlestirilir). Bazi antibiyotikler protein sentezine miidahale ederek etki

gosterirler.

Genetik bilgi akisinda sira protein sentezine geldiginde mesajct RNA (mRNA)’dan
baska tasiyict RNA (tRNA) da devreye girerek ribozomlarda protein sentezi gergeklesir.

mRNA da yer alan kodonlarin tasidig1 genetik mesaj ribozomlarda adim adim desifre edilerek
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uygun amino asitler tRNA vasitasiyla ribozoma getirilir. Hiicre sitoplazmasinda 20 ¢esit
aminoasil-tRNA larin ribozomda baglanabilecekleri ¢esitli bolgeler bulunur ve amino
asitlerini birakan tRNA’lar ribozomlardan ayrilirken polipeptid zinciri de sentezlenmis
olurlar. tRNA’lar iizerinde yer alan niikleotitlere antikodon adi verilir. Ornegin, UUU
seklinde olan bir mRNA zincirine uyan tRNA antikodonunun niikleotid sirast AAA

seklindedir. UUU seklinde bir kodon da fenilalanin adli aminoasitin sifresidir.

Tasiyic1 RNA (tRNA), translasyon sirasinda biiyiiyen polipeptid zincirine 6zel amino
asitlerin eklenmesini saglayan kiigiik bir RNA zinciridir (74-93 niikleotid). Yapisinda amino
asit baglanmasi i¢in bir bolgesi ve mRNA {iizerindeki kodon alanina baslanmasini saglayan
antikodon alan1 vardir. Her tRNA molekiilii sadece bir amino aside baglanabilir fakat genetik
kodun dejenere olmasi (yani genetik kodun ayni amino asidi belirten birden ¢ok kodon
icermesi) yiiziinden farkli antikodonlari olusturan bir¢ok tRNA tipi ayn1 amino asidi

tastyabilir.

Tastyict RNA, mRNA’daki kodon dizisini tanimaya aracilik eden, kodonun uygun
amino aside translasyonuna izin veren ve Francis Crick tarafindan hipotezi kurulan "adaptor"
molekiiliidiir. Yaklagik 80 niikleotid uzunlugunda tek zincirli bir yapidadir. Farkli tRNA
bolgeleri, hidrojen baglariyla birbirlerine baglanmis haldedirler. tRNA'min 3' ucu CCA
niikleotid dizisine sahiptir ve burasi amino asitlerin baglandig: bolgedir. Antikodonlar 3'->5'
yoniinde, mRNA'da kodonlar 5'->3' ydniinde okunur. Ornegin, antikodon baz siras1 3'-AAG-5'
ise, mRNA’daki kodon 5'-UUC-3' bicimindedir. mRNA’daki her bir amino asit kodonuna
6zgll bir tRNA olsaydi, 61 cesit tRNA olmast gerekirdi. Oysa tRNA ¢esidi yaklasik 45'tir.
Bunun sebebinin, ayn1 antikodon bolgesine sahip olarak hazirlan tRNA'larin, verilen amino
asitlere uyumlu olarak birden c¢ok kodonu tanima yeteneginde oldugu gosterilmistir.
Kodonlarin 3. pozisyonundaki baz ile onun antikodonundaki esi olan 1. baz arasinda standart
olmayan bir baz eslesmesi veya "oynaklik" 6zelligi nedeniyle bir tRNA ¢ok sayida kodonu
taniyabilir. Bu konuda en degisken tRNA, oynak pozisyonunda inosin (I) bulunduran
tRNA'lardir. Inosin, 2. karbon atomunda amino grubu tasimayan bir guanin analogudur.
tRNA antikodonunun oynak pozisyonundaki inosin ile adenin, sitozin veya urasil ile
eslesebilir. Ornegin, tRNA antikodonu CCI olan bir tRNA, GGU, GGC ve GGA seklindeki

mRNA kodonlarina uyup, glisin amino asidini biiylimekte olan protein zincirine katabilir.

26



2.8.5. Rekombinant DNA teknolojisi ile enzim iiretimi

Enzim {retimi biyoteknolojinin biiyliyen bir alanidir. Diinyada yapilan patent
basvurulart ve bu konunun aragtirilmasi ile ilgili yayinlar yildan yila artmaktadir. Enzim

tireticilerinin gogu farkli fermantasyon teknikleri ile tiretimlerini gergeklestirmektedirler [57].

Mikrobiyel enzimler, dogal ya da rekombinant olsalar da kontrol altinda tutulan
kosullardaki fermantasyon iglemi ile liretilirler. Enzim iiretimini en {ist seviyeye ¢ikarmak
icin, sicaklik, pH, havalandirma gibi parametreler kontrol altinda tutulurken, fermantasyon
ortaminin igerigindeki bilesenler de c¢ok iyi secilmis olmalidir. Dekstroz, nisasta, yeast
ekstrakt, amonyum, {ire ve mineraller bir fermantasyon ortaminda en sik kullanilan
bilesenlerdir. Kopiik kirict ajanlar, pH diizenleyiciler de bir fermantasyon ortaminda

bulunurlar. Tiim bu bilesenler enzim iiretimini etkilemektedir [58].

Natarajan ve Rajendran’in 2009°da yaptiklar1 ¢alismada fermantasyon kosullarinin
Lactobacillus plantarum’dan tannaz iretimi iizerine etkisini arastirmistirlar ve kiiltiiriin
kompozisyonu, substrat konsantrasyonu ve kiiltiir kosullarinin (pH, sicaklik, havalandirma
vs.) enzim tretimini etkiledigini belirtmiglerdir [59]. Yine Sanchez ve ark. 1999’da Candida
rugosa’dan lipaz iiretimi lizerine fermantasyon kosullarinin etkisini arastirmiglar ve farkl
kosullar altinda enzimin farkli aktivitelere sahip oldugunu belirtmislerdir [57]. Giiniimiizde
uretilen rekombinant enzimlerin ¢cogu ekstraseliilerdir ve fermantasyon ortamina birakilirlar.
Enzim, hiicresel kiitleden ayrilir, ¢ozdiriiliir ve konsantre hale getirilir. Son {iriin,
organizmanin irettigi metabolitleri veya fermantasyon veya 5 proseste kullanilan bilesenleri

de igerebilir [58]. Bu sebeple iiretimin ardindan enzimlerin igerigi test edilmektedir [60].
2.9. Oksalat Dekarboksilaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Calismalar

Oksalat dekarboksilaz enzimi birgok canlida izole edilmis bazisinda da bu enzimi
kodlayan genler izole edilip cesitli vektorlere aktarilip yine ¢esitli konakeilara aktarilip ifade
ettirilmistir. Her canlida izole edilen veya ifade ettirilen enzim karakteristik olarak farkliliklar

igerebilir.

Bir mantar tiirii olan Collybia velutipes'den izole edilen Oksalat dekarboksilaz
enzimini kodlayan genler maya tiirii olan Schizosaccharomyces pombe pETZ18U vektori
kullanilarak aktarilmistir. Elde edilen enzim yaklasik 55 kDa biiyiikliiglinde olup aktitesinin

en optimum olan pH noktasi 3.0 olarak bulunmustur [61].
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Tiirkiye'de en ¢ok bilinen ve kiiltiir mantar1 olarak da adlandirilan bir mantar tiirii
olan Agaricus bisporus ile yapilan bir ¢calismada miselleri toplanmig ve sivi kiiltiir ortaminda
biiyiitilmustiir. Daha sonra 2 hafta boyunca araliklarla 6rnek alinmis ve 7 giin sonraki
ortamda oksalat dekarboksilaz aktivitesine sahip enzim tespit edilmistir. SDS-PAGE ve
Western Blot teknikleriyle karakterize edilen enzim Collybia velutipes'den elde edilen antikor
ile 64kDa oldugu belirlenmistir. Ayrica meyve yapisinda ve sapka kisminda da bu enzimin

varligi tespit edilmistir. Optimum pH 3.6 ve sicaklik ise 35°C olarak belirlenmistir [62]

Jessi A. Micales tarafindan yapilan bir ¢alismada kahverengi odun kok ¢iiriigi
mantarlarindan olan Postia placenta'nin yiiksek ve diisiik miktardaki ¢tiriiklerinden elde edilen
izolatlarindan oksalat dekarboksilaz enzimi izole edilmistir. Enzim oksalik asit varliginda
artmig ve biylimeyi engellemistir. Bu enzimin varligi hipal yilizey ve hipal korumayla
iliskilendirilmistir [63].

1993 yilinda birinde oksalat oksidaz digerinde ise oksalat dekarboksilaz enzimi
iceren 1iki ticari kit karsilastirilmast yapilmistir. Calismaya gore substrat iceren
soliisyonlardaki aktivite esnasinda oksalat dekarboksilaz enzimi igeren kitde verim %94
bulunmustur. Oksalat oksidaz iceren Kit %68’lik bir verim ile daha diisiik bulunmustur.
2224umol/L'lik lineariteye sahip olan oksalat dekarboksilaz igeren kit yine 890pumol/L'lik bir
lineariteye sahip olan oksalat oksidaz enzimi igeren kitten daha yiiksek lineariteye sahip
olmustur. Calismada ayrica kitlerin askorbik asit ile o interferans iliskisi ¢alisilmistir. Oksalat
oksidaz enzimi igeren kit pozitif yatkinlik géstermesine ragmen oksalat dekarboksilaz enzimi

iceren kit negetaif yatkinlik gostermistir [64].

Bir bagska c¢alismada Oxalobacter formigenes bakterisinden alinan oksalat
dekarboksilaz enzimini kodlayan genler memeli hiicrelerine aktarilarak fonksiyonelligini
calisilmistir.  Omurgali hayvanlarda oksalatt parcalayacak bir enzim dogal olarak
bulunmadigindan dolay1 bobrekte biriken oksalat taglar1 birikerek bobrek taslarin
olustururlar. Arastirmada bitkisel oksalati pargalayabilecek olan oksalat dekarboksilaz
enzimini kodlayan genleri Oxalobacter formigenes bakterisinden alarak memeli hiicrelerine
aktarilmistir. Boylece gen terapisi yaklasiminda bir adim olarak memeli hayvanlarda oksalat

miktarimi distirticti bir etki saglanabilirligi gosterilmistir [65].

Qi-Zhi Chen ve Feng Hong 2008 yilinda yaptig1 ¢calismada farkli mantar tiirlerinden

oxalat dekarboksilaz elde etmislerdir. Kok giirlikciil mantarlarinda bulunan hiicre ¢eperi
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nedeniyle enzim elde etmek oldukca zordur. Bu ylizden calismada farkli deterjanlar ve pH
noktalar1 kullanilarak enzimin verimi arttirilmistir. Kullanilan ilk asetat tamponunda pH
4,0’da %30 verimle elde edilen enzim miktar1 daha sonra sitrat tamponu pH 3.0'da %60'a
cikmustir [66].

pDEST14 vektorii ile yapilan bir caligmada Bacillus subtilis M168 bakterisinden
alman yvrK proteinlerini kodlayan genler daha sonra Escherichia coli BL21 konakg1
hiicrelerine aktarilmis ve daha protein ifadesi yapilmistir. Arabinoz ile indiiklenen konakg1
hiicrelerden elde edilen yvrK proteini oksalat dekarboksilaz enzimi aktivitesi gostermis ve
ileride ¢alisilmas1 diigiinlilen hiperoxalaria hastas1 farelerle yapilacak c¢alismalara yol

gostermistir [67].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar

Tez galismasinda kullanilan cihazlar asagidaki tabloda verilmistir.

Cihaz
Santrifiij
Derin Dondurucu
Dikey Jel Elektroforez Sistemi

Isitma Tablasi

Inkiibatérlii Calkalayict
Steril kabin

Ceker ocak

Jel Goriintiileme Sistemi
Otoklav

PZR Cihaz1

Su Banyosu

Siringa Filtreleri
Ultrasonikator
Spektrofotometre

Yatay Jel Elektroforez Sistemi
Otomotik Pipetler

Buz Makinasi

Distile Su Cihazi
Deiyonize Su Cihazi
Isitic1 Blok

pH Metre

Marka
Hermle
Argelik
Bio-rad
IKA

Stuart

Biosafety Cabinet

Assist Lab

Vilber Lourmat

Niive

Applied Biosystems®

Niive

Santa Cruz
EngineerLive
Shimadzu
Bio-Rad
Axygen
Scotsman

Niive

Merck Millipore
Stuart

Hanna

Z326R

2354 A+D

Model

Mini Protean Tetracell

C-MAG HS 7
S1500

Class 1l

Standart ¢ekerocak

Fx 7

OT 40L/90L

Veriti® Thermal Cycler

BM 15/30

UltraCruz® Syringe Filter, MCE

UIP1000

UV-1800

The Mini-Sub® cell GT

AF80

ND 12

Milli-Q Integral
SBH130

HI 2209
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Hassas Tarti NHB
Liyofilizator Labconco Freeze Dryer

Otoanalizer Abbott c8000
3.1.2. Kimyasallar ve kitler

Tez ¢alismasinda kullanilan kat1 ve s1vi kimyasal maddeler asagida belirtilmistir.

Kimyasal Adi Marka

Affinite Kolonu Thermo His-Pure Ni-NTA Chromotography Cartrige
100 bp DNA Ladder Thermo

1000 bp DNA Ladder Thermo

Protein Ladder Thermo

10 mM dNTP Mix

10x Tag DNA Polymerase Buffer
2-Merkapto Ethanole
B3-Merkaptop Etanol

APS (Amonyum Peroksidisiilfit)
Tryptone

Yeast Extract Granule
Bromofenol Blue

BSA (Bovine Serum Albumine)
D-Glukoz

DMSO

EDTA

Etidyum Bromiir

Glisin

Imidazole

IPTG Diaxone Free

Commasie Brilliand Blue

Isopropanol

BiotechRabbit
BiotechRabbit
Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Santa Cruz
Santa Cruz
AppliedBiochem
AppliedBiochem
AppliedBiochem
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz

Sigma
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Gliserol

Commasie Brilliand Blue R-250
Commasie Brilliand Blue G-250
K;HPO

LB Agar

Kanamisin Siilfat

KCI

KH,PO,

Lizozim

MnCl,

Acrylamide

BisAcrylamide

NaAc

NaCl

Proteinaz K

SDS (Sodium Dotesil Sulfate)
T4 DNA Ligaz Tampon
TEMED

Trisma Base

Trisma HCI

H,S0O,

HCI

Triton X 100

Tween — 20

NaOH

Asetik asit

Champion pET-SUMO Protein Expression System
GenElute HP Plasmid Miniprep Kit

GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit

Sigma
Santa Cruz
Santa Cruz
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Vivantis
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Life
Sigma
Life
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Invitrogen K300-01
Sigma, NA0150

Vivantis GF-BA-100
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SUMO Proteaz Kesim Kiti Invitrogen

3.1.3. Enzimler
Tez galigmasinda ¢esitli enzimler kullanildi. Bunlar;

Format dehidrogenaz: Tez ¢aligmasinda kullanilan ticari bir enzimdir. Reaksiyon sonucunda
olusan format’1 karbondioksit ve H" iyonlarina ayirir. Boylece ortamdaki NAD’larin NADH’a
indirgemesi sonucunda 340 nm’de spektrofotometrik Ol¢timle ortamdaki formate miktari
Olgiilebilir. Enzim ticari olarak Sigma firmasindan 250U olarak satin alinmistir. Enzim

Candida bounidi mikroorganizmasindan rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilmistir.

Taq DNA Polimeraz: DNA replikasyonu sirasinda ortamdaki niikleotidleri kullanarak
polimerizasyonu saglayan enzimdir. Ticari olarak Intron Bio firmasindan satin alinmstir.

Enzim 5U/pl olarak kullanilmistir. PZR uygulamalarinda kullanildi.

Lizozim: Bakterilerden protein ve DNA izolasyon sirasinda kullanilan bir enzimdir. Ticari

olarak liyofilize halde Vivantis firmasindan satin alinmistir. Toplamda 20 gram olarak temin
edildi.
3.1.4. Primerler

Klonlanacak olan genin gen kaynagindan temin edilmesi i¢in kullanildi. Primerler
Sentromer DNA firmasi tarafindan sentezlettirilmistir. Cesitli yazilimlar kullanilarak

tasarlanan primerler ¢ift halinde Forward (ileri) ve Reverse (Geri) olarak sentezlettirilir.

Kullanilan primerler asagidaki gibidir.

. Baz MW |Tm|GC
Oligo Ad1 Baz Dizisi 5'-3 Sayisi Skala (g/mol)| )| (@6) nmol

yvrK-Forward ATG AAA AAA CAA AAT GAC ATT CCG 24 (50 nmol| 7371 (54.2(29.2| 62.1

yvrK-Reverse| TTATTT ACTGCATTTCTTTTTCACTACT | 28 |50 nmol| 8436 |56.3|25.0| 53.1

Tablo 1. yvrK geni igin belirlenen primerlerin 6zellikleri

Baz MW |Tm|GC

Oligo Ad1 Baz Dizisi 5'-3 Sayisi Skala (g/mol) |cC)| (%) nmol
SUMO AGATTC TTG TAC GAC GGT ATT AG 23 200 7094 (57.1]39.1| 54.4
Forward nmol

T7 Reverse TAG TTATTG CTC AGC GGT GG 20 nznggl 6179 [57.3| 50 | 60.4

Tablo 2. pET-SUMO vektorii i¢in kontrol amagli belirlenen primerlerin 6zellikleri
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3.1.5. Mikroorganizmalar

Hem gen kaynagi hem de klonlama ve protein ifadesi i¢in farkli mikroorganizmalar

kullanildi. Bunlar;
e Bacillus subtilis 168

Kirpikli bir basil oldugu icin hareketli, sporlar1 oval ve subterminaldir. Kapsiilsiiz,
gram pozitif, aerop, oda sicaklig1 ve zenginlesmemis besiyerinde kolaylikla iireyebilen R tipi
koloniler yapan saprofit yani dogada yaygin bulunan bir basildir. Oksijenli solunum veya
gegici oksijenli solunum yapan, 20-30 derecede iireyen bir bakteri cinsidir. Vejetatif sekilleri
dayaniksiz olup, sporlar1 bazen kaynama derecelerinde birkag¢ saat dayanabilirler. Dogada ¢ok

yaygin olarak bulunur. Panoftalmi ve Iridosiklit gibi g6z enfeksiyonlarina neden olur.

Bacillus subtilis 168 mikroorganizmas1 The Ohio State Universitesi Mikrobiyoloji

Boliimii Bacillus Genetik Stok Merkezinden satin alinmstir.
e One Shot® Mach1™-T1R Chemically Competent Escherichia coli

Genotipi; F- ®80lacZAM15 AlacX74 hsdR(rK- mK+) ArecAl1398 endAl tonA
seklinde olan, Mach1™-T1R Escherichia coli susu yabanil W strain (ATCC #9637,S. A.
Waksman) nin modifiye edilmesi ile saglanmistir. Bu hiicreler klonlama amaciyla
kullanilmaktadir. Protein ekspresyonu i¢in kullanilmaz. Escherichia coli 'nin bu susu T7 RNA
polimeraz icermez, fakat recombinant plasmidin ¢ogalmasi ve stabil bir yapida kalmasini
saglar. Ekspresyon vektoriine aktarim yapilincaya kadar rekombinant plasmit bu hiicrede
cogaltilabilir ve muhafaza edilebilir. Bu Escherichia coli susu rekombinant plasmidin
kontrolii igin gereklidir. Mach1™-T1R Escherichia coli hiicrelerinde asagida verilen

mutasyonlar saglanarak cesitli 6zelliklerin ortaya ¢ikmasi saglanmustir.

e lacZAM15 gen bolgesi rekombinant plasmidin mavi /beyaz goriintiilenmesini saglayarak
ayirimini saglar.

e hsdR mutation; metillenmemis PZR f{iriinlerinin etkili bir sekilde transformasyonunu
saglar.

e ArecA1398 mutation; recombinant klonda homolog rekombinasyonun olusumunu azaltir.

e endAl mutation; plazmidin {iriin miktarin1 ve kalitesinin artigini saglar.

e tonA mutation; T1 ve T5 fajlarina kars1 direng kazandirir.
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e Escherichia coli One Shot® BL21(DE3) hiicreleri

Genotipi F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dem (DE3) seklinde olan Escherichia coli
BL21 (DE3) protein ifade konakgist olarak kullanilmigtir. Bu hiicreler yalnizca protein
ekspresyonu i¢in kullanilir. Klonlama i¢in kullanilmaz. Bu rekombinant irkta, protein ifadesi
vektordeki T7 promotorunun kontrolii altindaki, T7 RNA polimeraz1 tarafindan yapilir.
Bakteri genomu ise; IPTG ile kontrol edilebilen yani uyarilabilen transkripsiyonu
gerceklestirilebilen T7 RNA polimeraz genini rekombinant olarak bulundurmaktadir. Burada
kontrol edilebilen promotorun kullanilmasi rekombinant proteinin istenildigi anda
tiretilmesini saglar. Vektoriin iizerindeki bdlgenin baskilanmasi ise lac repressor proteini
tarafindan yapilir. Vektorde ve Escherichia coli genomunda bulunan her iki T7 promotorunun
kontrolii lac repressor proteinine baglanarak onu inhibe eden yapay laktoz analogu olan IPTG
(izopropil-B-D tiogalaktopirinosidaz) ile yapilabilir. Escherichia coli laktoz bulunmayan
ortamda biiyiitiildiigiinden lac repressor proteini laktoz ile inhibe edilemediginden siirekli
olarak her iki promotora baglanarak hedef protein ile T7 RNA polimeraz genlerinin
transkripsiyonunu engeller. Ortama IPTG eklendiginde, lac repressér proteini IPTG’ye
baglanarak transkripsiyonel baskilamayr kaldirir ve T7 RNA polimeraz proteini

tiretilebildiginden hedef rekombinant proteininin liretimi gergeklestirilmis olur [68].

DE3 lambda; DE3 lysogen genini icermesi anlamina gelmektedir. Bu gen lacUV5
promoter kontroliindeki T7 RNA polimerazin baglanmasi i¢in gereken gen bdlgesini igerir.
T7 RNA polimerazin aktiflesmesi i¢in IPTG gerekmektedir. Bu Escherichia coli B/r susu ion
protease icermez. Ayrica dig membran proteazinda (OmpT) bir mutasyona sahiptir. Bu iki

anahtar proteazin eksikligi, bu sus igerisinde liretilen heterolog proteinlerin yikimini azaltir.

BL21(DE3) Escherichia coli igerisindeki heterolog genleri tarafindan kontrol edilen
bakteriyofaj T7’yi kullanir. pET SUMO vektoriinde istenilen gen bolgesinin ekspresyonu T7
promatiirii tarafindan kontrol edilmektedir. T7 promatiirii ise lac operator bolgesinin modifiye
edilmesiyle saglanmistir. Bakteriyofaj T7 ve T7 promator bolgelerinin ekspresyonu gen 10
(p10) tarafindan kontrol edilmektedir. T7 RNA polimeraz promotorii 6zellikle bu bolgeyi
tanir. Istenilen gen bolgesinin ekprese edilmesi igin gerekli olan T7 RNA polimerazin
saglanmasi i¢in hiicrelerin polimeraz ekspresyonunun indiiklenmesi ya da faj polimeraz

ekspresyonu ile enfekte olmasi gerekmektedir. pET SUMO Sisteminde T7 polimeraz ihtiyact
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BL21(DE3) Escherichia coli susunda diizenlenmis bir sekilde saglanmaktadir. Yeterli
miktarda T7 RNA polimeraz imal edildiginde, T7 promator bolgesine baglanarak istenilen

genin tarnkripsiyonunu saglar.

BL21(DE3) Escherichia coli susu T7 gen bolgesinin diizenlenmesi igin ozellikle
kullanilmistir. Bu sus DE3 bacteriophage lambda lysogen tasir. Bu ADE3 lysogen asagidaki
unsurlar1 iceren lac bolgesini igerir. lac repsesoriinii igeren lacl geni, lacUVS5 promoter

kontroliinde bulunan T7 RNA polimeraz gen boélgesi ve lacZ genin kiigiik bir bolimii.

lacl geni; lac yapisi int geninin igerisine konulur. Bu tiir lac yapilari int genini
inaktive eder. Int geninin bozulmasi yardimci faj yoklugunda faj eksizyonu (lizisini) onler.
Lac I tarafindan sentezlenen lac repressor T7 RNA polymerazin ekspresyonunu baskilar.
Karsiliksiz indiikleyici eklenmesi 6rnegin isopropyl B-D-thiogalactoside (IPTG) eklenmesi

lacUV5 promotor tarafindan T7 RNA polimerazin eksprese edilmesini saglar.

T7 lac Promoter: Yapilan calismalar ADE3 lysogenindeki lacUV5 promotiiriiniin
indiikleyici madde yoklugunda dahi T7 RNA polimerazi daima bazal olarak sentezledigi
gosterilmistir [68]. Genel olarak, bu bir sorun degildir, fakat ilgilendigimiz gen {iriinii
Escherichia coli i¢in toksik ise, bu genin bazal ekspresyonu plasmidin kararsizligina ve hiicre
Olimiine neden olabilir. Bu problemi gidermek igin pPETSUMO vektoriine ilgili genin
ekspresyon kontrolii i¢in, T7 lac promoter bolgesini yerlestirmistir. T7lac promatorii T7
promatdri icerisine yerlestirilmis lac operator sekansindan olugsmaktadir. Lac operator, lac 1
geni tarafindan sentezlenen lac represoriiniin baglanabilecegi bolgeyi igerir. Bu sekilde
BL21(DE3) hiicrelerine aktarilmis olan genin bazal transkripsiyonunu baglatan T7 RNA

polimerazin baskilanmasini saglanir.
3.1.6. Vektor sistemi

PET-SUMO plazmidi rekombinant olarak iiretilmek istenen proteinin N terminal
bolgesine, 13 kDa biiyiikliigiindeki His-SUMO proteinini rekombinant olarak baglanmasi
(flizyonu) ile iiretilmesini saglayan bir protein ifade vektoriidiir. Vektor iizerinde protein
ifadesi tac promotoru altinda siki (sizintisiz transkripsiyon) bir sekilde kontrol edilmektedir.
Bu promotor bdlge laktoz analogu olan izopropil-B-D-tiogalaktosidaz (IPTG) ile indiiklenerek
protein ifadesi baslatilir. Uretilen protein His-SUMO proteinine bagli olarak iiretilir ve
saflagtirilmast adiminda sadece His (histidine) proteinine baglanabilen Ni-NTA agarose

partikiilleri kullanilir. Bu sayede fiizyon proteininin His-SUMO kismi bu partikiiller
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tarafindan tutularak ifadesi yapilmis olan proteinin saflastirilmasi saglanir. Eger istenirse
fiizyon proteini sumo proteaz enzimi ile kesilerek His-SUMO proteininin iiretilen proteinden

ayrilmasi da saglanabilir.

PET-SUMO plazmidi PZR ile iiretilen genlerin klonlanmasi amaglanarak tiretilmistir.
Plazmidin klonlama bélgesinin 3’uglarina bir adet ekstra timin bazi yerlestirilmis ve plazmid
tizerinde bulunan 5° uclarin fosfat gruplari ¢ikarilmistir. Bu sayede plazmidin ligasyon
esnasinda halkasal yapi olusturmasi engellenerek klonlama etkinligi artirilmistir. Bu tiir
plazmidlere yapilacak olan klonlamanin gergeklesebilmesi igin klonlanacak par¢anin 3’
kisminda sarkan adenin bazi (karsi iplikte tamamlayicist olmayan) olmalidir. Boylelikle
klonlanacak parcada bulunan sarkan A bazi ile plazmidte bulunan sarkan T bazi ligasyon ile
hibridize olur. Fosfat eksikliginden dolay1 birlesmeyen diger uglar ise transformasyondan
sonra konagin DNA onarim mekanizmalar1 tarafindan onarilir, boylelikle tam bir halkasal
DNA molekiilii olusmus olur Klonlama bdélgesi vektor tizerinde B-galatosidaz enzimini iireten
lac-Z geni igerisine yerlestirilmistir. Bu sayede pozitif klonlarin taranmasi kolonilerdeki renk

farliligina gore yapilabilmektedir

PET-SUMO vektorii hem klonlama hem de ekspresyon vektor 6zelligine sahiptir.
Istenilen gen bolgesi vektdre yerlestirildikten sonra, restriksiyon endoniikleazlar1 kullanip
insert edilen geni tekrardan ¢ikarip baska bir vektore klonlamaya gerek kalmaz. Ayrica Sumo
vektor sistemi, yiiksek aktivite ve spesivitede protein ekpresyonu saglayan, Escherichia
coli’nin T7 promatdr bolgesinin heterolugu olan bakteriyofaj T7 RNA polimeraz sistemine

sahiptir.

SUMO proteini  Saccharomyces cerevisiae’ dan elde edilen Smt3 tiirii proteindir.
Smt3 proteini 11 kDa agirliginda olup memelilerdeki SUMO-1 proteinin homologudur. Bu
vektordeki smt3 proteini SUMO olarak adlandirilir. SUMO proteini apoptosis, nuclear
transport ve hiicre donglisii gibi gesitli olaylarin diizenlenmesinde rol oynayan ubikuitin
benzeri bir proteindir. SUMO ubikuitin gibi lizin yan zinciri ile hedef proteine kovalent bag
ile baglanir. Bununla birlikte, ubikuitin modifikasyonu aksine, SUMO modifikasyonu protein

yikimindan ziyade proteinin fonksiyon ve aktiviteleri lizerinde degisiklige yol agar.

Bu vektor ilizerinde yapilan ¢aligmalar rekombinat proteinin iiretim miktarinda ve
¢Oziiniirliiglinde 6nemli diizeyde artis oldugu tespit edilmistir. SUMO proteinin tersiyer yapisi

bir sistein proteaz tarafindan taninmaktadir. SUMO proteaz Ozellikle hedef proteini
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SUMOdan ayirir [56, 69]. pET-SUMO sistemiyle {iretilen proteinler, sumo proteaz
yardimiyla sumo proteininden ayrilir. Sumo proteini ve hedef protein arasinda ekstra amino
asitler eklenmediginden SUMO proteinden hemen sonra hedef proteinin baslangi¢c aminoasiti

yer alir.

Kanamisin diren¢ gen bolgesi klonlanan Escherichia coli‘lerin se¢imini saglar. lacl
geni; lac repressoriinii sentezleyerek PetSUMO vektor sisteminde pET T7 lac promotoriinden
ve Escherichia colinin ana kromozumu fiizerindeki lacUV5 promotériiniin - bazal
transkripsiyonunu azaltir. pBR322 origin bdolgesi replikasyonun azalmasi ve Escherichia

coli 'de bakimini saglar.

T/A klonlama; pETSUMO vektorii PZR iiriinlerinin direkt olarak hizli bir sekilde tek
basamakta vektore aktarilmasini saglar Taq polimeraz template DNA ya gereksinim
olmaksizin PZR {iriiniin sonunat tek A bazi ekler. pETSUMO vektoriinii ucuna tekli T bazi
eklenerek lineer hale getirilmistir. Bu yap1 ucunda A bulunan PZR iiriinlerin vektor igerisine

eklenmesini saglar.

(4781) BstAPI Sphl (4990)
SgrAl (5138)
(4457) Miul T7 promoter
(4275) BstEIX Xbal (5245)
(4257) NmeAIll R8BS
(4254) Apal
(4250) PspOMI Ndel (5285)
(4046) BssHIX ATG
(4011) EcoRV GxHis
(3955) Hincll - Hpal thrombin site

Nhel (5344)

BmtlI (5348)

Dral (S426)
AfIII (5535)

(3616) PshAI o SUMO Forward (5539 .. 5561)
[~
e EcoRI (5561)
pET SUMO -3

5642 bo 5 L End (5643)

(3400) BgII & Start (1)
(3379) Fspl - FspAl HindIII (5)

(3351) PpuMI T7 Reverse (130 .. 149)
StyI (158)
Dralll (464)
Psil (589)

AsSISI - Pvul (1163)

(2614) PfIFI - Tth111l Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (1285)
(2589) BstZ171 BmeT110I (1285)
(2588) Accl Smal (1287)

(2552) Tatl BspDI - Clal (1468)
2476 . I 2 ’
¢ ) BspQI - Sap Nrul (1504)

(2359) Pcil
(2186) BssSI AlwNI (1950)

Sekil 5. pET-SUMO vektor haritasi

38



Ozellik

Fonksiyonu

T7 promoter

Escherichia colisuglarinda IPTG ile indiiklenerek T7
RNA polimerazin iretilmesini saglar. Bu yapida
rekombinant proteinin yliksek oranda sentezlenmesini

saglamaktadir.

lac operator (lacO)

lac repressor baglanma bdlgesidir. Bu yap1

rekombinant proteinin basal ekpresyonunu azaltir.

Ribosome binding site

Ta klonlamada optimal araliga sahiptir.PZR

tirtinlerinin yeterli oranda translasyonunu saglar.

N-terminal 6xHis tag

Rekombinant proteinin Ni-NTA spin kolonlarinda
saflagtirilmasint ~ saglar.  Anti-HisG ~ Antikorlar
kullanilarak rekombinant proteinlerin tespit edilmesini

saglar.

SUMO ORF

Rekombinant proteinin ekspresyonunu,
cOziinlrliglini  artirikken  ayrica sumo  proteaz
tarafindan kesilmesini saglayarak dogal proteinin elde

edilmesini saglar.

SUMO Forward priming site

Vektore eklenen genin sekans analizini saglar.

TA Cloning® site (5’ T-overhangs)

PZR iiriinlerin direk olarak ligasyonunu saglar.

T7 Reverse priming site

Eklenen genin sekans analizini saglar.

T7 transcription termination region

Bacteriophage T7 sekansidir.  Transkripsiyonun

verimli bir sekilde sonlanmasini saglar.

Kanamycin resistance gene

Transformant Escherichia coli hiicrelerinin segimi

icim icin secici besiyeridir.

pBR322 origin of replication (ori)

Vektoriin Escherichia coli igerisinde kopyalanmasini

ve stabil bir halde kalmasini saglar.

ROP ORF

pBR322 origin ile etkilesime girerek diisiik sayida

kopya olusumunu saglar.

lacl ORF

lac repressor kodlayan bdlgedir. T7lac promoter
bolgesine baglanarak rekombinant proteinin basal
ekspresyonunu azaltir. Ayrica Escherichia coli
hiicresini genomundaki lacUVS5 bdlgesine baglanarak

T7 RNA polymerase iiretimini engeller.

Tablo 3. pET-SUMO vektor sisteminin dzellikleri
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3.1.7. DNA ve protein marker’lari

Agarose jel elektroforezinde, 1kb DNA ladder ve 100 bp DNA ladder kullanildi.

Protein elektroforezinde ise Page ruler prestained protein ladder kullanildi.

—_— 17
10000 b — L 1000 bp
Bok S 0 00t
m“ﬂ — o LE Mbp
000 -
mt‘-’u 25 700 bp
2500 bp 10 600 bp
H000 bp —_— 35 500 bp
1500 bp —_— 0 400 bp
300 bp
1000 bp
—_ 15 200 bp
100 bp
500 by 0
Sekil 6. 100 bp DNA ladder Sekil 7. Prestained protein ladder Sekil 8. 1000 bp DNA ladder

3.1.8. Tampon ve cozeltiler
e 0.5M EDTA pH 8 (500ml i¢in)

93.05 gram Na,EDTAH,0 400 ml deiyonize su igerisinde 9 gram kadar NaOH
eklenir ve daha sonra tamami ¢oziindiikten sonra ¢ozeltinin pH'st 8'e gelene kadar yavasca
NaOH eklenir boylelikle EDTAmin tamami ¢6zlinmiis olur daha sonra toplam hacim 500

ml'ye tamamlanir.
e 1M HEPES pH 7.0 (1 litre icin)

238.3gram HEPES (Asitsiz) 800ml deiyonize su igerisinde ¢oziiliir ve 10N NaOH

kullanilarak pH's1 ayarlanir daha sonra 1 Litreye deiyonize su ile tamamlanir.
e 0.5M MES Tamponu (1 Litre i¢in)

97.6 gram MES (Asitsiz) 800 ml deiyonize su igerisinde ¢oziiliir daha sonra pH's1

7'ye ayarlanip deiyonize su ile 1 Litreye tamamlandi.
e 5M NaCl (1 Litre i¢in)
292.2 NaCl 1 litre son hacim olacak sekilde deiyonize su i¢inde ¢oziildii.

e 10M NaOH (10N NaOH) (500 ml igin)
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200 gram NaOH tartildi ve 500 ml deiyonize su igerisinde ¢oziildii.
e 1M Tris tamponu (1 Litre igin)

121.1 gram Trisma base 800ml deiyonize su igerisinde ¢oziildii istenilen pH'ya

konsantre HCl ile ayarlandi ve deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.
Jel elektroforezleri igin kullanilan tamponlar
e 50X TAE (1Litre i¢in)

242.2 Tris baz 600 ml deiyonize su igirisinde ¢oziiliir daha sonra yavasca 57.1 ml
glacial acetic acid eklenir 100 ml 0.5M EDTA pH8 eklendikten sonra 1 litre'ye deiyonize su

ile tamamlanir.
e 6X DNA Loading Buffer (100ml i¢in)

50ml gliserol i¢ine 12ml 0.5M EDTA pH8 eklendikten sonra 10mg bromophenol

blue eklenir ve deiyonize su ile 100ml'ye tamamlanir.
e 1.5M Tris pH 8.8 (1 litre i¢in)

181.65 gram tris baz't 800ml deiyonize i¢inde ¢oziiliir ve daha sonra pH's1 konsantre

HCl ile 8.8'e ayarlanir daha sonra deiyonize su ile 1 litreye tamamlanir.
e (0.5M Tris pH 6.8 (1 litre icin)

60.55 gram tris baz 700ml iginde ¢oziliir daha sonra konsantre HCI1 kullanilarak

pH's1 6.8'e ayarlanir son hacim olarak 1 litreye tamamlanir.
e 10X Tris Glycine running buffer (4 Litre igin)

121.1 gram tris base 3 litre igerisinde ¢oziiliir daha sonra tizerine 576 gram glycine

eklenir 200 ml %20'ik SDS eklendikten sonra deiyonize su ile 4 litreye tamamlanir.
e 2X Sample loading buffer (non-reducing)(100 ml igin)

Sml IM Tris pH 7 lizerine 25ml %20'lik SDS eklenir daha sonra 20ml gliserol
eklendikten sonra 2mg bromophenol blue ile karigtirtlip 100ml'ye deiyonize su ile

tamamlanir.

e 2x Sample loading buffer (reducing) (1ml i¢in)
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950ul 2x non-reducing sapmle loading buffer igine 50ul 3-mercaptoethanol eklenip

kullanilir.
e Stain/destain solusyonu (4 litre i¢in)

200ml absolute ethanol i¢in 200ml glacial acetic acid eklenir ve 4 litreye deiyonize

su ile tamamlanur.
e Fiksasyon Solusyonu (1 litre i¢in)

600ml absolute ethanol igine 75 ml glacial acetic acid eklenip 1 litreye deiyonize su

ile tamamlanir.
e Commasie Blue Stock soliisyonu (100 ml i¢in)

250 mg i¢ine Commasie Brilliand Blue G-250 boyast 100 ml fiksasyon soliisyonu

icine eklendi.
e APS Solusyonu

10 mg Ammonium peroksi disulfat alinip 1 ml deiyonize su igerisinde ¢oziildii.
e Etidyum bromid

Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde 500 pl’lik hacimlerde dH,O’da
coziilerek stok soliisyon olarak hazirlanir ve 4°C’de saklanir. Agaroz jel elektroforezi i¢in son

hacimde 0,5 pg/ml olacak sekilde kullanilir.

PZR ve Ligasyon isleminde kullanilan tamponlar

PZR Tamponu
100 mM Tris-HCI, pH 8.3
500 mM KCI
0.01% Ggelatin
dNTP Mix
12.5 mM dATP
12.5 mM dCTP
125 mM dGTP
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125 mM dTTP
Su pH 8.0

10X Ligasyon Buffer

60 mM Tris-HCI, pH 7.5

60 mM MgCl,

50 mM NaCl

1 mg/ml bovine serum albumin
70 mM B-mercaptoethanol
1mM ATP

20 mM dithiothreitol

10 mM spermidine

Protein izolasyonunda kullanilan ¢ézeltiler

Nativ lizis tamponu: Rekombinant Escherichia coli BL21 (D3) hiicrelerinin

ekstraksiyon isleminde kullanildi.

Native lizis tamponu pH: 7,8

KH,PO, 1M 0.3ml

K;HPO, 1M 4.7ml

NaCl 400mM 2.3¢

KCI 100mM 0.75¢

Glycerol 10% 10ml

Triton X-100 0.5% 0.5ml

Imidazole 10mM 0,068 g

Deiyonize su 100ml tamamlanir.

Ni-NTA spin kolonu i¢in kullanilan tamponlar

Ni-NTA spin kolonlarii1 kullanirken beraberinde g¢esitli tamponlar kullanmak

gerekmektedir. Bunlar; yiiklenen ¢6zelti igerisinde {iretilen rekombinant proteinlerin
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yakalanmasi, yakalanmayan diger proteinlerin yikanmasi ve en son, yakalanan proteinin

serbest birakilmasini saglamada kullanilmaktadir. Biitiin tamponlar hazirlandiktan sonra

Protein elde edilirken hem denatiire hem de native yontem kullanildi bu yiizden her

yontem i¢in farkli tamponlar bulunmaktadir.
Denatiire yontem i¢in kullanilan tamponlar:

B Tamponu: Protein karisimini kolona yiiklemek i¢in kullanilan tampondur

Ure ™
NaH,PO,4 0.1M
Tris-HCL 0.001 M
pH 8.0

C Tamponu: Kolona yiiklenen protein karisimindan tutunmayanlarin yikanip atilmasini

saglayan tampondur.

Ure 8M
NaH,PO,4 0.1M
Tris-HCL 0.001 M
oH 6.3

E Tamponu: Kolon tarafindan tutulan 6x His etiketli rekombinant proteinin kolondan

ayrilmasini saglayan tampondur.

Ure 8 M
NaH,PO, 0.1M
Tris-HCL 0.001 M
pH 4.5

Native yontem i¢in kullanitan tamponlar:

Lizis tamponu: Bakteri peletini pargalayarak proteinlerin disart ¢ikmasini saglayan

tampondur.

NaH;PO4 50 mM
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NaCl 300 mM
Imidiazol 10 mM
pH 8.0

Wash buffer : Kolona baglanan his-tag’li proteinler haricinde kalan diger tiim proteinlerin

yikanarak atilmasini saglamak i¢in kullanilan tampondur.

NaH>PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidiazol 20 mM
pH 8,0

Elution buffer : Kolona baglanilan his-tag’li proteinlerin tamaminin atilarak toplanmasini

saglayan tampondur.

NaH,PO,4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidiazol 500 mM
oH 8,0

Protein miktar tayininde kullanilan ¢ézeltiler

Protein miktar tayininde Bradford metodu kullanildi. Bu metod i¢in kullanilan

cozeltiler asagidaki tabloda verilen sekilde hazirlanmistir.

Coomassie Brillant Blue G-250 0,1g

% 95 ‘lik Etanol 50 mi
% 95’lik Fosforik asit 100 mi
Deiyonize su 1 L tamamlandi

0,1g Coomassie Brillant Blue G-250 50ml %95°lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozelti
tizerine %95°lik 100ml Fosforik asit ilave edildikten sonra deiyonize su ile 1 litreye
tamamlandi. 0,45um lik filtre ile filtre edildikten sonra 151k almayan bir siseye konarak
+4°C’de saklandi.
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Standart: 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) iceren stok standart ¢ozeltisi kullanilarak

farkli miktarda stok igeren standartlar hazirlandu.
Sumoproteaz i¢in kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

Sumoproteaz rekombinant olarak ftiretilip saflastirilan His-Sumo-yvrK proteinin,
saflastirildiktan  sonra, His-SUMO kismin1 proteinden ayiran enzimdir. Sumoproteaz
enziminin optimum reaksiyon vermesi i¢in, tampon icindeki NaCIl ve imidazol
konsantrasyonun optimize edilmesi gerekir. Bu islem igin protein ¢ozeltisinin ortamina gore
tuz konsantrasyonu yliksek ya da diisiik buffer kullanilir. Protein c¢ozeltisi i¢in tuz

konsantrasyonu diisiik buffer1 kullanildi.

SUMO Protease (1 U/ul) 25 mM Tris-HCI, pH 8.0
1% lIgepal (NP-40)
250 mM NaCl
500 uM DTT
50% (v/v) glycerol

10X SUMO Protease Buffer 500 mM Tris-HCI, pH 8.0
2% Igepal (NP-40)
10 MM DTT

Enzim aktivitesinde kullanilan tamponlar.

e 0.1M Citrate Buffer

29.4gram sodium citrate 100ml deiyonize su igeirsinde ¢o6ziilerek hazirlanir ortamin

pH’sinin asidik olmasi i¢in kullanilir.
e Manganaz Kloriir Soliisyonu

197.91mg manganaz kloriir 100ml deiyonize su igerisinde g¢ozeiilerek kullanilir.

Oksalat dekarboksilaz enzimi i¢in kofaktor olarak gorev goriir.

e NAD soliisyonu
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Format dehidrogenaz enzimi igin kofaktér olan NAD soliisyonu 0.1M olarak stok
¢ozeltisi halinde hazirlandi bunun i¢in 685.41mg NAD 10ml deiyonize su igerisinde

¢Oziinerek hazirlandi.
3.2. Yontem
3.2.1. Gen kayna@ organizmay1 belirleme

Uretilecek olan oksalat dekarboksilaz enzimini kodlayan genler birgok canli
organizmada bulunmaktadir. Gelismis bitkiler ve bazi hayvanlarda bu enzimi kodlayan genler
bulunmaktadir fakat rekombinant iiretim yapilirken kullanilacak olan konak¢i organizma
prokaryot oldugundan dolayr translasyon sonrasinda yapilan glikolizasyon ve bagka
posttranslasyon modifikasyonlarindan dolay1 sorunlar ¢ikmaktadir. Bu yiizden gen kaynagi
olarak Bacillus subtilis mikroorganizmasi se¢ilmistir. Bu mikroorganizmanin oksalat

dekarboksilaz enzimini en iyi iireten suslarindan M 168 susu seg¢ilmistir.
3.2.2 Genin belirlenmesi ve primer tasarlama

Oksalat dekarboksilaz enzimini kodlayan iki farkli gen Bacillus subtilis 168 susunda
bulunmaktadir. Iki gen igin de primer tasarlanmistir ve yapilacak olan PZR isleminden sonra

kullanilacak olan gen se¢ilmistir.
Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu GF-1 Bacterial DNA extraction Kiti (Vivantis) kullanilarak yapildi.
Bakterial DNA izolasyon kiti gram negatif ve gram pozitif bakterilerden yaklasik olarak 20ug
genomik DNA ‘y1 saflastirmak icin dizayn edilmistir. Kit; cam filtre membranlarindan olusan
kolonlara yiiksek tuz ortaminda DNA ‘nin baglanmasi prensibine dayanir. Spin kolon
teknolojisi kullanilarak cesitli yikama tamponlar1 ile DNA haricindeki hiicresel bilesenlerin
ortamdan uzaklagmasin1 saglayarak, en son asamada diisiik yogunluklu tuz ile DNA’nin
eliisyonunu saglar. Kolondan eliie edilen DNA miktar1 A260/280 1,7 -1.9 civarinda olup,
PZR reaksiyonunda kullanilabilir safliktadir.

DNA izolasyon protokolii agagidaki islemlerden olusmaktadir.

e Daha oOnceden ¢ogaltilan Bacillus subtilis 168 kiltir ortamindan 3 ml alinarak
10.000RPM’de oda 1sisinda 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi atildi.
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e Kalan pelet 100 ul Tampon R1 ile karistirilip, siispanse hale getirinceye kadar pipetlendi.

(Bakterilerin iyice parcalanabilmesi i¢in peletin tam olarak karismasi gerekir.)

e Hiicre siispansiyonunun tizerine 10 pl lizozyme (50mg/ml) eklendikten somra karistirilip,

37°C 20 dk inkiibe edildi.
e 10,000 RPM’de 3 dk santrifiij edildikten sonra, siipernatan atildi.

e Kalan pelet 180 pl buffer R2 ve 20 pl proteinaz K ilave edilip karstirildiktan sonra 65°©
deki calkalamali inkiibatorde 20 dk inkiibe edildi. (inkiibasyonun sonunda lizatin homojen

seffaf bir hale gelmesi gerekmektedir.)

e Ortamdaki RNA y1 uzaklastirmak i¢in ortama 20ul RNase (20mg/ml) ilave edilip 37°C ‘de
5 dk inkiibe edildi (bu islem sirasinda kalan residuel RNA pargalar1 kolon yikamasi sirasinda

ortamdan uzaklagtirilir).

e Tiipteki ¢ozelti miktarinin iki kati kadar (yaklasik 440ul) buffer BG eklenip tiip birkag kez

alt Ust edilerek ortamin homojenize edilmesi saglandi. Sonrasinda 65°C’de 10 dk inkiibe

edildi.
e 200 pl saf etanol ilave edilip hizlica karigtirildi.

e Karisim kolona yiiklenip, 10,000 x g’ de 1 dk santrifiij edildi. Tipiin dibinde kalan sivi

ortamdan uzaklagtirildi.

e Kolon iizerine 750 pl wash buffer ilave edilip, 10,000 x g ‘de 1 dk santrifiij edildi. Tiipiin
dibindeki siv1 atild1.

e Kolona herhangi bir sey eklemeden, kolonda kalan fazla etanolii uzaklagtirmak igin

10,000g’de 1 dk santrifiij edildi.

e Kolon temiz bir tiipe alinarak, kolon iizerine 100 pl eliisyon buffer ilave edilip, 10,0009
‘de 1 dk santrifiij edildi. Tiiplin dibinde kalan sivi igerisinde saf genomik DNA

bulunmaktadir.

e FElde edilen DNA %1’ lik agarose jel elektroforezinde yiiriitiilerek incelendikten sonra,
kullanilincaya kadar — 20°C ‘de sakland.
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Gen belirleme ve primer tasarlama

Kullanilacak olan geni belirlemek icin Bacillus subtilis 168 susuna ait oksalat
dekarboksilaz ~ proteinine ait gen dizilimi  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ve
http://www.uniprot.org/  sitelerinden, Oxalate decarboxylase OxdC (yvrK) (EC:4.1.1.2)
olarak tespit edildikten sonra; ilgili gen bolgesi i¢in LightCycler Probe Design Software 2
(Roche) programi kullanilarak primer dizayni yapildi.

ENA|CAAL1727|CAAL11727.1 Bacillus subtilis oxdC : Location:1..1158

ATGAAAAAACAAAATGACATTCCGCAGCCAATTAGAGGAGACAAAGGAGCAACGGTAAAAATCCCGCGCAATATT
GAAAGAGACCGGCAAAACCCTGATATGCTCGTTCCGCCTGAAACCGATCATGGCACCGTCAGCAATATGAAGTTT
TCATTCTCTGATACTCATAACCGATTAGAAAAAGGCGGATATGCCCGGGAAGTGACAGTACGTGAATTGCCGATT
TCAGAAAACCTTGCATCCGTAAATATGCGGCTGAAGCCAGGCGCGATTCGCGAGCTTCACTGGCATAAAGAAGCT
GAATGGGCTTATATGATTTACGGAAGTGCAAGAGTCACAATTGTAGATGAAAAAGGGCGCAGCTTTATTGACGAT
GTAGGTGAAGGAGACCTTTGGTACTTCCCGTCAGGCCTGCCGCACTCCATCCAAGCGCTGGAGGAGGGAGCTGAG
TTCCTGCTCGTGTTTGACGATGGATCATTCTCTGAAAACAGCACGTTCCAGCTGACAGATTGGCTGGCCCACACT
CCAAAAGAAGTCATTGCTGCGAACTTCGGCGTGACAAAAGAAGAGATTTCCAATTTGCCTGGCAAAGAAAAATAT
ATATTTGAAAACCAACTTCCTGGCAGTTTAAAAGATGATATTGTGGAAGGGCCGAATGGCGAAGTGCCTTATCCA
TTTACTTACCGCCTTCTTGAACAAGAGCCGATCGAATCTGAGGGAGGAAAAGTATACATTGCAGATTCGACAAAC
TTCAAAGTGTCTAAAACCATCGCATCAGCGCTCGTAACAGTAGAACCCGGCGCCATGAGAGAACTGCACTGGCAC
CCGAATACCCACGAATGGCAATACTACATCTCCGGTAAAGCTAGAATGACCGTTTTTGCATCTGACGGCCATGCC
AGAACGTTTAATTACCAAGCCGGTGATGTCGGATATGTACCATTTGCAATGGGTCATTACGTTGAAAACATCGGG
GATGAACCGCTTGTCTTTTTAGAAATCTTCAAAGACGACCATTATGCTGATGTATCTTTAAACCAATGGCTTGCC
ATGCTTCCTGAAACATTTGTTCAAGCGCACCTTGACTTGGGCAAAGACTTTACTGATGTGCTTTCAAAAGAAAAG
CACCCAGTAGTGAAAAAGAAATGCAGTAAATAA

PZR ile gen bolgesinin cogaltilmast

yvrK gen bolgesinin plasmit vektoriine klonlanmasi icin, gen bdlgesinin istenilen
miktarda ¢ogaltilmasi i¢in PZR islemi uygulandi.
e PZR islemi i¢in asagidaki tabloda verilen PZR bilesenleri belirtilen miktarda ince ¢eperli

151 iletimi fazla olan PZR tiipiine konularak hazirlandi.

Madde Konsantrasyon | Miktar
Tag buffer 10x 5 ul
MgCl, 50 mM 15l
dNTP 10 mM 1ul
Primer F 10 pmol/pl 1ul
Primer R 10 pmol/pl 1pl
DNA 200 ng 4 ul
Tag DNA polimeraz 5U/ul 0,25 pl
Saf su deiyonize 36,25 pl
Toplam 50 pl

Tablo 4. PZR’da kullanilan madde miktarlari
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e PZR bilesenleri laminar kabin icerisinde herhangi bir kontaminasyon olmayacak sekilde
buz {lizerindeki PZR tilipiine konulduktan sonra, tiip dibinde hava kabarcigi kalmayacak
sekilde iyice karistirilip PZR cihazina konuldu.

e PZR islemi asagida verilen program kullanilarak yapildi. Kullanilan vektor sistemine
klonlama i¢in; klonlanacak pargalarin u¢ kisimlarinda A bazma ihtiya¢c duymaktadir. Bu
nedenle klonlanacak pargalarin u¢ kisimlarina A bazi eklenmesi gereklidir. Thermus cinsine
ait bir¢ok polimeraz enziminin 3’ ucuna polimerizasyon sonrasinda ekstradan bir baz ekleme
(genellikle adenin) 6zelligi vardir. Burada polimeraz enzimini bu 6zelligini ortaya ¢ikarmasini
saglamak i¢in final extension sathasi 10 dk yapilarak bu islemin yapilmasi saglandi. PZR
programinin son safthasinda 72°C de 10 dk uygulanarak taq polimeraz enziminin PZR {iriiniin
uc¢ kismlarina poli Adeninleri eklenmesi saglanir.

e PZR islemi sonucunda, iiriiniin 10 pl agaroze jele yiiklenerek, istenilen PZR {iriiniin
olusup olusmadig1 kontrol edildi. Bunun i¢in hazirlanan %1°lik agaroz jel 120 V 20 dakika
boyunca yiiriitiildii ve daha sonra UV 151k altinda kontrol edildi.

Sicakhik Siire

Initial denaturation | 94°C (6n denatiirasyon) | 3 dk

Denaturation 94°C 3dk
Annealing 56°C 45 sn .
Extension 72°C 1dk 30 dongd

Final extension 72°C 10 dk

Tablo 5. PZR ig¢in kullanilacak olan sicaklik ve dongii bilgileri
3.2.3. Vektor hazirlama

PZR isleminden sonra elde edilen gen kopyalar1 geni tasiyacak olan vektor cesitli
tekniklerle hazirlanir. Vektore geni baglayacak enzim olan DNA ligaz enzimi ile birlikte

gelen tampn ile hazirlanarak vektor olusturulur.

Miktar
Taze PZR iirni 2ul
10X Ligasyon Buffer mi
pET SUMO vector (25 ng/ul) 2ul
Steril su 4pl
T4 DNA Ligase (4.0 Weiss units) mi
Toplam 10l

Tablo 6. Ligasyon i¢in kullanilan bilesenler
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Ligasyon ve TA klonlama

PZR ile ¢ogaltilan gen bolgesinin vektore eklenmesi i¢in yapilan bir islemdir. Bu
calismada kullanilan vektor u¢ kisimlarma Timin niikleotidleri eklenerek, linear bir yapiya
getirilmistir, bu sayede PZR sonucunda u¢ kisminda A bulunan PZR iiriinii T ile etkilesime
girerek hidrojen baglariyla baglanir. Ortamda bulunan DNA T4 ligaz enzimi ise bu bagi
kovalent haline getirerek genin vektore eklenmesi saglanir. Ligasyon asagidaki asamalardan

olusmaktadir.

e Optimum ligasyon verimliligi i¢in taze (en fazla 1 giin dnce) PZR iiriinii gerekmektedir.
PZR iirlinlin ucunda bulunan A gruplari zamanla bozundugu igin, ligasyonun etkinligi

azalacaktir, bu yiizden bu PZR {iriiniin taze olarak kullanilmasi gerekir.

Fazla miktarda PZR 6rnegi kullanilirsa PZR 6rneklerinde bulunan tuzlar T4 DNA
Ligaz1 inhibe edebilir. Bu yiizden ligasyon isleminde kullanilacak PZR {irliniin optimize
edilmesi gerekir. 1:1 oraninda vektor: PZR {irlinti ligasyon i¢in en verimli orandir. Genellikle
0,5 ile 1,0 pl tipik PZR {iriinii ortalama gen uzunlugu (1000-1200bp) arasinda ise 1:1 vektor:

istenilen gen bdlgesi oranini vermektedir.

e Ligasyon karisgimi hazirlandiktan sonra PZR cihazinda 15°C’de gece boyunca (8 saat)
inkiibasyona birakild1.

e Hazirlanan ligasyon 6rnegi kullanilincaya kadar -20°C bekletildi.
Cogaltma konakg¢isina klonlama

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmidin ¢ogaltilmasi veya
protein ifadesinin gergeklestirilmesi i¢cin kompetent hiicrelere plazmidin aktarimi gereklidir.

Transformasyon dncesinde asagida verilen hazirlik asamalarinin yapilmasi gerekir.

e Daha 6nceden hazirlanan 50 pg/ml kanamycinli LB petrileri 37°C de 30 dk inkiibe edildi.
e S.0.C. besiyeri oda 1sisinda bekletip 1liklastirildi.

e Transformasyonda kullanilacak 1 sise One Shot® hiicreleri buz {izerinde eritildi.
Hazirlik islemi tamamlandiktan sonra transformasyon islemine ge¢ildi.

e Kompetent One Shot® Escherichia coli hiicreleri -80°C’den alinip ve buzda 5 dakika siire
ile bekletildi.
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e Ligasyon sonunda elde edilen iirlin hazirlanan kompetent hiicrenin lizerine eklenip,
pipetleme yapmadan, hafif bir sekilde karistirdiktan sonra, buzda 30 dakika siire ile bekletildi.
e Siire sonunda Ornekler buzdan alinip, 42°C’ye ayarlanan 1s1 bloguna yerlestirildi. (Bu
asamada hiicre membranindaki porlarin agilarak plasmitlerin hiicre igerisine girmesi saglanir).
e Hiicreler 1s1 blogunda 30 saniye siire ile bekletildikten sonra, hemen buza alinarak 3
dakika’da buzda bekletildi. Siirenin bitiminde Orneklerin iizerine 250 pl oda 1sisinda
bekletilen S.O.C. besiyeri eklendi.

e 37 °C’de orbital shakerde 200 rpm ve 37 °C’de 1 saat siire ile inkiibe edildi.

e Kiiltlir ortamindan; 150 ve 100 pl alinarak, 6nceden 1lik hale getirilmis iki farkli secici
besiyeri petrilerine yayilip, bir gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi. (Hiicreler kat1 besiyerine
ekildiklerinde ¢ok fazla liremeye bagli petri ylizeyini kaplayarak, hali olusturabilir ve bu
nedenle tek koloniler secilemez. Bu yilizden iki farkli petriye ekim yapilarak tekli koloni

olusumu saglanir).
Klonlamanin dogrulanmasi

Transformasyon isleminden sonra kanamisinli segici besiyerine ekilen hiicrelerden
plasmid transfer edilen hiicreler, kanamisine direncli gen bolgesi icerdiginden dolay1 ortamda
cogalirken, plasmit icermeyen hiicreler kanamisine karsi direng gosteremediklerinden dolayi
oliirler. Fakat ortamda ¢ogalan kolonilerin hepsi istenilen plasmidi igcermemektedir. Besi
ortaminda ¢ogalan koloniler; 1- yvrK genini icermeyen plasmitlere sahip koloniler 2- yvrK
gen bolgesi N ve C terminal kisimlar ters yerlesmis koloniler 3- yvrK gen bolgesini dogru bir
sekilde iceren koloniler. Bu koloniler igerisinden istenilen koloniyi se¢mek i¢in; farkli
ozelliklere sahip koloni PZR islemleri yapildiktan sonra istenilen koloni segilerek yola devam

edilir.
Kontrol PZR igin ii¢ farkli PZR kullanildi olugsmaktadir:

e Capraz PZR A (yvrK forward ve T7 reverse primerleri): yvrK gen bolgesinin forward
primeri ve plasmidin T7 reverse primerleri kullanilarak PZR islemi yapilir. Bu PZR
sonucunda elde edilen iiriin miktar1 1233 bp olacaktir.

e Capraz PZR B (yvrK reverse ve SUMO forward primerleri) : yvrK gen bolgesinin reverse
primeri ve plasmidin sumo forward primerleri kullanilarak PZR islemi yapilir. Bu PZR

sonucunda elde edilen iiriin miktar1 1185 bp olacaktir.
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e Koloni PZR (yvrK Forward ve yvrK reverse): yvrK Forward ve yvrK reverse primerleri
kullanilarak PZR islemi yapilir. PZR sonucunda yvrK gen bolgesi elde edilecektir.

Koloni PZR islemi asagidaki islemlerden olusmaktadir:
e 50 pg/ml kanamisin igeren LB petrilerinde bulunan pozitif kolonilerden on tanesi segilerek
petri lizerinde igaretlendi.
e Mevcut pozitif kolonileri korumak i¢in kiirdanla alinan koloniyi 6nce bagka bir petriye
ekip kopye ettikten sonra 20ul steril su igeren tiip igerisinde siispanse edildi.
e Elde edilen reaksiyon karisimi; hiicreleri pargalamak ve niikleazlar1 inhibe etmek igin 94
°C’de 10 dk inkiibe edildi.
e 10,000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Plasmit iceren siipernatant alinarak yeni tiiplere
konuldu.

¢ Bu sekilde elde edilen siipernatant koloni PZR sirasinda template DNA olarak kullanildu.

Madde Konsantrasyon Miktar
Taq buffer 10x 5ul
MgCl, 50 mM 1,5ul
dNTP 10 mM 1pl
Primer F 10 pmol/ul lul
Primer R 10 pmol/ul lul
DNA 200 ng 4ul
Taq DNA polimeraz 5U/ul 0,25ul
Saf su deiyonize 36,25ul
Toplam 50ul

Tablo 7. Koloni PZR igin kullanilan bilesenler

e FElde edilen positif kolonilerin teklestirilmesi i¢in bunlar1 50 pg/ml kanamycin igeren LB
petrilerine ekildi.

e Petrilerde olusan kolonilerden tek bir koloni izole edilip, 50 pg/ml kanamisin i¢eren 1-2ml
LB besiyerine konuldu. Bu kiiltiir ortaminda bakteriler duragan faza ulasincaya kadar
cogaltildiktan sonra; 0,85 ml kiiltlir ortam1 0,15ml steril gliserol ile karistirilip, cryoviallere
konarak -80°C saklandi. Boylelikle istenilen zamanda tekrar geri doniiliip transforme edilen

bakterileri elde etmek mumk olur.
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3.2.4. Protein ifadesi ve protein saflastirma

Protein ifadesinin yapilip proteinin saflastirilmasi i¢in ilk basamak c¢ogaltma
konakg¢isindan plazmid izolasyonu yapip ifade konakgisina aktarmaktir. ifade konakgisinin
plazmid yapis1 vektor’ii transformasyon yaparak almaya olanak saglayamaz c¢ilinkii kopya
vektor ligasyon asamasinda diisiik kopya olarak bulunmaktadir. Bu yiizden oncelikle vektor
cogaltma konakgisina aktarildi ve yliksek kopya sayisi ile elde edildi. Bdylece gen ve vektor

bilesimi ifade vektoriine aktarilabilir hale getirildi.

Plazmid izolasyonu klonlamanin kontrol edilmesi i¢in ya da plazmidin protein ifade
konakcisina aktarilmast i¢in yapilabilir. Bunun disinda klonlanan parcanin kalip olarak
kullanilarak tizerinde degisiklik yapilmasi veya tekrar ¢ogaltilmasi amaciyla da plazmid
izolasyonu yapilabilir. Koloni PZR sonucunda pozitif oldugu tespit edilen koloniden; protein
eksprese eden BL21 hiicrelerine transformasyon ve sekans analizi i¢in plasmit izolasyonu

yapild.

Plasmitler One Shot® Mach1™-T1R Escherichia coli igerisinde diisiik oranda
kopyalandiklar1 igin istenilen oranda plazmid elde etmek igin hiicrelerin yiiksek miktarda
kiiltiir ortaminda cogaltilmas: gerekmektedir. Yeterli miktarda hiicre cogaltildiktan sonra

plasmit izolasyon asamalarina geg¢ildi.

Bir gece boyunca c¢ogaltilan One Shot® Machl™-T1R Escherichia coli
hiicrelerinden 8ml alinip 12,000 x g’de 1 dk santrifiij yapildi.
e Elde edilen pelet lizerine 200pul resiispension c¢ozeltisi ilave ettikten sonra homojen
oluncaya kadar pipetleme yapilarak karistirildi.
e Siispanse edilen karisim tizerine 200ul lizis buffer eklendikten sonra karisim viskoz ve
acik bir hale gelinceye kadar, tiipler 6-8 defa hafifge alt iist edilerek karistirilip, oda 1sisinda 5
dk inkiibe edildi.
e 350ul notrolizasyon tamponu eklendi. Tiip 6-8 kez alt st edilerek karigtirildi. Karigim
12,000 x g de 10 dk santrifiij edilerek, plasmit DNA disindaki genomik DNA, protein, lipit,
gibi yapilarin, bulutumsu bir yap1 gibi dibe ¢okmesi saglandi
e Kolon tiip igerisine konuldu. Kolon iizerine 500ul Kolon hazirlama soliisyonu konulduktan
sonra 12,00 x g de 1 dk santrifiij edildikten sonra dipte kalan siv1 dokiilerek kolon hazir hale
getirildi.
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e Hazirlanan kolon iizerine siipernatan yiiklendi. 12,000 x g de 1 dk santrifiij edildikten
sonra dipte kalan s1v1 dokiildii.

e Kolon iizerine 500ul wash solution 1 eklenip, 12,000 x g de 1 dk santrifiij edildikten sonra
dipte kalan s1v1 dokiildii.

e Kolon iizerine 750ul wash solution 2 eklendikten sonra, 12,000 x g de 1 dk santrifiij edilip,
dipte kalan s1v1 dokiildii. Bu sayede kolondaki tuzlar ve kalintilar ortamdan uzaklastirildi.

e Herhangi bir sey eklemeden kolon 12,000 x g de 1 dk santrifiij edilerek etanol ortamdan
uzaklagtirildu.

e Kolon yeni bir tiipe konularak iizerine 100pl eliisyon buffer eklenip, 12,000 x g de 1 dk
santrifiij edildikten sonra dipte kalan plazmidli sivi toplanarak, -20°C’de kullanincaya kadar
depolandi.

e Plazmidlerin 10ul si % 1 agarose jelde goriintiilendi.

e izole edilen plazmidlerin bir kismi1 kullanilarak ¢apraz PZR islemi yapildi. PZR diriinii %

1’lik agarose jelde goriintiilendi.

Capraz PZR sonucu pozitif olan plasmitlerin bir kismiyla’da sekans analizi yapildi.
Sekans analizi, plazmid igerisine yerlestirdigimiz genlerin dogru yonde yerlesip
yerlesmedigini ve N- terminal kisminda tag fiizyon proteinin bulunup bulunmadigini kontrol
etmek amaciyla yapildi. Bu islem ic¢in plasmite 6zgin SUMO Forward ve T7 Reverse
primerleri kullanildi. Sekans analizi; Sentromer DNA (Istanbul) tarafindan Sanger-
Coulson’un zincir sonlanma yontemi, ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer cihazinda
kullanilarak Otomatik (Fluoresan Isaretleme) Dizi Analizi yapildi. Elde edilen sekans sonucu
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ ve http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  gibi
biyoinformatik analizlari yapabilen programlari kullanilarak, yvrK protein dizisi ile

karsilastirildi.
Ifade konak¢isina klonlama

Plazmid izolasyonundan sonra yapilan dizilime sonucunda dogru klon belirlenip
ifade basamaklarina gecildi. Bundan sonraki asamada ifade konakgisina dogru oldugu
belirlenen plazmid aktarilacaktir. Plazmid aktarma basamaklar1 asagida yazilan sekilde

olmaktadir;
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e Bir sise BL2I(DE3) One Shot® hiicreleri buz iizerinde eritildikten sonra, hiicrelerin
tizerine 5 ul hacimde 10 ng plasmid DNA” s1 eklendi, hafifce karigtirildi.

e Buz iizerinde 30 dk inkiibe edildi.

e Hiicreler 1s1 blogunda ¢alkalamadan 42°C’de 30 saniye 1s1 sokuna tabi tutuldu

¢ Is1 sokundan hemen sonra tilipler buz iizerine alinarak, 5 dk inkiibe edildi.

e Tiiplerin {izerine 250ul oda 1sisinda bekletilmis S.0.C. medium eklendi.

e Tiiplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra, orbital shakerde 200 rpm ve 37°C’de 1 saat inkiibe
edildi.

e Tiiplerde transformasyona ugramis olan karigimindan 100 pl alinarak, 6nceden 1lik hale
getirilmis 50 pg/ml kanamisin igeren LB petrilerine yayilarak 37°C’de inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sirasinda olusan kolonilerden en iyi gelisen ii¢ koloni secilerek kontol PZR

islemi yapildi.
Indiikleme ile protein ifadesi

e Kontrol PZR isleminden sonra pozitif olan koloni 10ml 50ug/ml kanamisin igeren 1%
glukozlu LB s1v1 besiyerine konularak, orbital shakerli inkiibatorde 37 °C 200 rpm’ de gece
boyunca inkiibe edildi.

e 1,7ml kiiltiir ortaminin bir kismu steril gliserol ile karistirlip -80 C saklandi.

e Besiyerinden 500 pl alinarak 10ml 50 pg/ml kanamycin 1% glucose iceren LB besiyerine
konuldu.

e 2 saat 37°C 200rpm de ¢ogaltildi. 1ml alinarak spektrofotmetrede 600 nm 6lgiildii.

e Bu siirede OD600 de absorbans 0,5 ulastiktan sonra; 10ml besiyeri 5ml lik iki tiipe
boliindii. Bu tliplerden birinin {izerine final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG
eklendi. Bu sekilde tiiplerin biri IPTG ile indiiklenmis digeri indiiklenmemis oldu. (Bu islem
hangi zaman araliginda protein ekspresyonun fazla oldugunu tespit etmek amaciyla yapildi)

e Her iki kiiltiir ortaminin 37°C 200 rpm ‘de cogalmalarina devam edildi. 3 ile 7. saatleri
arasinda saat bas1 her iki kiiltiir ortamindan (IPTG (+),IPTG (-) 500 pl 6rnek alinip ayri bir
tiipe konuldu.

e 15,000 rpm ‘de 1 dk santrifiij edilip, siipernatant kismi atildi. Kalan pelet SDS PAGE
yapmak iizere -80°C ‘ye konuldu.

e 1,3, 6., 24, saatlik inkiiba syon siliresinden sonra toplanan 6rnek peletleri 80 ul 1X SDS-
PAGE ornek buffer ile karistirilip buz iizerine konuldu.
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e 95°C * de 5 dakika inkiibe edildi,
e 10,000 rpm 2 dk santrifiij edildikten sonra 10ul si SDS-PAGE yapildi. Kalan &rnekler -
80°C’de saklandi.

Bu islem sonucunda hangi saat araliginda protein ekspresyonun optimum oldugu saat

tespit edildi.

SDS page sonucunda eksprese edilen protein ¢ogunlugunun pelet kisminda oldugu

tespit edildiginden protein saflastirma isleminde denatiire lizis metodu uygulandi.

50ml kiiltiir ortamu santrifiij edildikten sonra, elde edilen pelet PBS ile yikanip, pelet

tizerine 2ml lizozim (1mg/ml) eklenip karistirildi. Buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi.

e 6ml denatiire lizis buffer eklendikten sonra karistirildi.

e 10ul’lik kismu protein saflagtirma isleminde kullanilmak iizere — 20°C’de saklandi.
e Lizat 10dk 8sn pulslarla ultrasonikasyonla buzlu ortamda pargalandi.

e Odasinda 1 saat shakerda inkiibe edildi.

e Oda 1sisinda 10,000rpm 30 dk santrifiij edildi.

Protein ayirma ve saflastirma

PET-SUMO vektor sistemi ile iiretilen proteinin daha sonra organizmadaki diger
proteinlerden ayristirilmasi i¢in kolon kromotografisi yapildi. Kolon i¢inde bulunan Ni-NTA
partikiilleri 6his igeren proteinleri tutarak diger proteinlerden ayristirilmasi saglandi. Bu
teknik i¢in kullanilan spin kolonlar santrifiij ile kullanilarak proteinin ayrismasi saglandi.
Protein saflastirma asamasinda proteinlerin hem denatiire yontemle hem de native yontemle

lizise ugratilarak yapilmasindan dolay: iki farkli prosediir ile protein ayristirilmasi yapildi.
Denatiire yontem ile protein ayristirma:

Bakteriler 6nce kanamisin igeren besiyerinde bir gece biiyiitiildii. Daha sonra ertesi
giin 1ml besiyeri alinip 10 ml taze kanamisin igeren besiyerine aktarildi 2 saat sonra OD’si
600 nm’de olciilerek 0.5 absorbans olup olmadig: 6l¢iildii. OD 600 0.5°1 gegtikten sonra son
konsantrasyon 1mM olacak sekilde IPTG eklenerek bakterilerin indiiklenmesi saglandi.
37°C’de 6 saat sonra bakteriler topland1 ve santrifiij yapilarak pelet toplandi. Pelet PBS ile
yikanip ayristirilmaya hazir hale geldi. Ayristirma asamalar1 agagidaki gibi yapildi.
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e Kolonlar agilarak igindeki bulunan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in igine birsey yiiklenmeden
1600 RMP’de 5 dakika boyunca santrifiij yapildi.

e Bakteri beleti -20°C’de 5 saat bekletildikten sonra 15dk boyunca ¢oziilmesi i¢in bekletildi.

e 700ul B tamponu ile muamele edilten sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi.
e B tamponu ile muamele edilen bakteri peleti daha sonra 12000 g’de 30 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi ve daha sonra iist kisim toplanip dncesinde sadece B tamponu ile
yikanan kolona ytiklendi.

e 5 dakika 270 g’de santrifiij yapildiktan sonra kolondan gec¢en kisim toplanip SDS page i¢in
saklandi.

e Kolona daha sonra 600 pl C tamponu yiikleyerek 2 dakika 890 g’de santrifiij yapildi.
Kolondan gecen kisim tekrar toplanarak SDS-PAGE i¢in saklandi.

¢ Son olarak kolondan 200 ul E tamponu yiiklenerek 890 g’de santrifiij edildi boylelikle son

kisimda kolona baglanan 6his tag’l1 tiim proteinler elde edildi.

Native yontem ile protein ayristirma:
Denatiire yontem gibi yine ayni sekilde pelet elde edildikten sonra;

e 630l lizis tamponu ile muamele edilip buz iizerinde 30 dakika bekletildi.

e Daha sonra lizis tamponu ile muamele edilen pelet 12000 g’de 30 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Ust kisim toplandi. Iginden 20 pl’si toplanarak SDS-PAGE igin sakland.

e Onceden lizis tamponu ile santrifiij edilen kolonlara toplanan iist kisim konularak 5 dakika
boyunca 270 g’de santrifiij edildi.

e Kolondan gegen kisim toplanarak SDS-PAGE i¢in sakland1

e Daha sonra kolon {izerine 600 pl wash buffer eklenerek 890 g’de 2 dakika boyunca
santriifiij edildi.

e Son olarak 300 pl eliisyon tamponu kolona yiiklenerek kolona bagli olan 6his tagli olan
proteinlerin toplanmasi saglandi. Bunun i¢in 300 pl eliisyon tamponu kolona yiiklenerek 2

dakika boyunca 890 g’de santrifiij yapildi ve kolondan gecen kisim toplanda.
SDS-PAGE elektroforezi

Proteinlerin denatiire edilerek biiyiikliiklerine gore ayrilmasi SDS-PAGE yontemi ile

yapilir. Bu yontem ile proteinler dimer, tetramer ya da molekiiler kompleks olustursalar bile
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denatiire formlarinda monomer yapilari gozlenir. Yontem ile olusturulan jel proteinlerin
biiyiikliik hesaplamasinda ve Western Blot Deneyinden kullanilabilir.

SDS-PAGE jeli iki farkli 6zellikteki jelden olusur. Bunlardan ilki ayirma jelidir ve
proteinlerin asil olarak ayriminin yapildigi jeldir. Sahip oldugu por c¢api dar olan bu jel
genellikle % 8-12 oraninda hazirlanir. Diger jel ise yigma jelidir. Bu jel daha genis por
biiyiikliigiine sahiptir. SDS’nin proteinleri tam olarak kaplamasi ve ayni hizada ayirma jeline
yonlendirmesi amaci ile kullanilir. Genellikle % 4-12 oraninda hazirlanir.

SDS-PAGE deneyinin adimlar1 asagida verilmistir.

e Elektroforez camlari kullanilmadan 6nce su ve alkol yikanarak iyice temizlenir, sonra
camlar arasinda 0,75mm olacak sekilde sistem olusturulur. Oncelikle jelin hazirlanacag: jel
dokme aparati kurularak su ile test edilir. Sizdirma yapmiyorsa jel hazirlanmaya baglanir.

e Ayirma jeli hazirlanir, jeli hazirlarken en son asamada TEMED ve APS eklendikten sonra
camlara dokiiliir.

e Ayirma jeli dokiildiikten sonra polimerlesmenin saglanmasi ve jelin iist kisminin diiz bir
sekil almasi i¢in 0,5ml isopropanol ayirma jelinin iizerine hafifce eklenir 30-60 dk arasinda
oda 1sisinda jel polimerlestikten sonra, jel iizerindeki isopropanol kurutma kagidiyla
uzaklagtirildiktan sonra su ile yikanip, kurutma kagidiyla su uzaklastirilir.

e Yigma jeli, ayirma jelinin {zerine dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilir. 30-45 dk
arasinda polimerlesme saglanir.

e Jel hazirlandiktan sonra; Protein Ornegi 1:1 oraninda 2X SDS o6rnek tamponu ile
karistirildiktan sonra ornekler buz iizerinde tutuldu, sonra 5 dk 95°C’de inkiibe edildi. (SDS
oda 1sisinda eklendiginde protein ornekleri proteazlar tarafindan parcalanir, bunu 6nlemek
i¢cin buz iizerinde tutulur, proteazlari inhibe etmek i¢in kaynatilir). Kaynama isleminden sonra
ornekler oda 1s1sinda sogutuldu.

e 10,000 rpm ‘de 2 dk santrifiij edildikten sonra jele yiiklenir hale getirildi.

e Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra kuyular 1X SDS elektroforez tamponu ile
yikanarak polimerlesmeyen monomerler uzaklastirildi. Ciinkii kuyularda polimerlesme
olabileceginden dolay1 kuyulara 6rnek yiikleme islemi aksar.

o Jeller tanka yerlestirildikten sonra i¢ kistm 1X SDS elektroforez tamponu ile dolduruldu.

e Ornekler kuyulara aym1 miktar ve yogunlukta eklenir yoksa yan kuyucuklara yayilma
olabilir. Kuyucuklara fazla yiiklendiginde bantlarda bozulma gozlenir. Bu yiizden
kuyucuklara 20ul den fazla 6rnek yiiklenmedi.
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e Protein biiyiikliikklerinin belirlenmesi icin belirteg olarak, Pageruler Prestained marker1
(Thermo) kullanildi.

e Jeller once 100 V yiiriitiildii, bromofenol ayirma jeline geldiginde akim 120V ¢ikarildi. Bu
islem 2 saat siirdii. Calisma ortaminin 1sis1 10-20°C arasinda olmali ve 5°C’den kiigiik
olmamalidir. Ortamin agir1 1sinmasi bantlarin egri olmasina neden olmaktadir.

e Yiriitme iglemi bittikten sonra i¢ kisimdaki tamponu alttaki tampon ile karigtirmadan
dokiildii. Dis kisimdaki tampon bir kag kez daha kullanilabilir.

e Camlar agilip jel cikarildiktan sonra bir kosesi isaretlenir sonrasinda boyama islemine
gecildi. Hazirlanan jelin tist kismi daha diisiik yogunlukta oldugundan dolay1r kopmasi daha
kolaydir ayrica o bolgede protein olmadigindan dolay1 kesilip atilabilir.

e Jel boyama ¢ozeltisinde bir gece boyunca birakildi. Sonrasinda fazla boyanin giderilmesi
icin jel yikama ¢ozeltisine kondu. Bantlar belirginlesip fazla boya giderildikten sonra jel
goriintlilendi.

Diyaliz

Diyaliz islemi iki asamali olarak gergeklestirildi. Birinci asamada ortamdaki
imidazole miktarinin uzaklastirilarak SUMO proteaz enziminin ¢alismasi i¢in uygun ortam
olusturmak. Ikinci asamada ise; kolondan saflastirma isleminde eliisyon asamasinda
kullanilan yiiksek tuz konsantrasyonu azaltildi. Bu sayede sumo kesim isleminin

gerceklesmesi saglandi.

Optimal sumo proteaz reaksiyonu; < 300 mM NaCl ve < 150 mM imidazole iceren
bir tampon igerisinde yapilmasi gerekir. Sumo proteaz enzimi; belirtilen tuz ve imidazole
konsantrasyonun tizerine ¢iktiginda inhibisyona ugramaktadir. Kolondan direk eliisyon
edilmis olan saf proteine, sumo proteaz islemi uygulanirsa tuz ve imidazole miktar istenilen
miktarin lizerinde ¢ikacaktir. Bu yiizden tuz ve imidazole miktarini azaltmak i¢in dializ islemi
yapildi.

e Diyaliz membrani igerisine; saflagtirma islemi sirasinda eliisyon fraksiyonlarindan elde
edilen recombinant proteinlerden 2ml konulup diyaliz torbas1 mandallarla kapatildi.

e Sirasiyla 500ml 400mM ---->250mM ----> 150mM ----> 50mM imidiazol igeren PBS
tamponunda +4°C’de manyetik karistiricida 100 rpm hizda her bir gradiente 3 saat boyunca
diyaliz edildikten sonra en son asamada 1L PBS tamponunda gece boyunca dializ yapildi.

Diyaliz sonrast elde edilen protein ¢ozeltisinin konsantrasyonu sumo proteaz kesim
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reaksiyonda kullanilacak konsantrasyonda oldugu igin, protein ¢ozeltisinin konsantre etme

islemine gerek kalmadi.
SUMO proteaz ile kesim iglemi

Flizyon proteini saflagtirildiktan sonra, dogal proteini elde etmek amaciyla sumo
proteaz kullanilarak N-terminal peptid kisminda bulunan 6xHis tag ve SUMO kisimlari

uzaklastirildi.

Tabloda verilen kimyasallar, karigtirtlip +4°C “‘de gece boyunca inkiibe edildi.

Fiizyon protein 400ul
10 X tuzsuz sumo proteaz buffer | 80ul
Deiyonize su 280
Sumo proteaz(10 U) 40ul
Toplam 800ul

Tablo 8. SUMO Proteaz kesim i¢in kullanilan kimyasallar

Inkiibasyon sonrasinda 20 pl almip iizerine 20 ul 2X SDS sample buffer eklenip SDS

page yapildi. Geriye kalan ornek ¢alisma tamamlanincaya kadar -20°C saklandi.

Hem SUMO fiizyon proteini hemde SUMO Proteaz enzimi N- terminal kisminda
polyhistidine igerdiklerinden dolayr Ni-NTA affinite kromatografisi ile ortamdan kolayca
uzaklastirilabilir. Kesim reaksiyon ¢ozeltisi kolon baglama buffer: ile seyreltilir. Kolona
protokoluna gore yliklenir. Sonugta proteinimiz kolonda ¢ikarken diger yapilar kolona bagl
kalmais olur.

Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford metoduyla 6l¢iildii. Bu metod 0,1-200 pg protein 6lgme
hassasiyetine sahiptir. Bu yéntemde spektrofotometrik &l¢iim metodyla dlgiiliir. Olgiim igin
Iml’lik plastik tek kullanimlik kiivetler kullanmildi. Spektrofotometre oOncelikle sadece

bradford boyasiyla sifirlandi.

e | mg/ml BSA (bovine serum albiimin) iceren stok standart ¢ozeltisi kullanilarak farkli
miktarda stok igeren standartlar hazirlandi.

e 20 pl 6rnek ya da standart tizerine 980 pl Bradford ayiraci eklendikten sonra vortekslendi.
e (Odasisinda 10 dk inkiibe edildi.

e Spektrofotometerede 595 nm okundu.
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3.2.5. Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Izole edilen proteinin enzimatik karakterizasyonu igin optimum kosullarin
saglanmasi1 gerekir. Oksalat dekarboksilaz enzimi kofaktér olarak manganezkloriir
kullanmaktadir. Bu yiizden enzimin bulundugu ortamda optimum manganezkloriir
bulunmalidir. Ayrica enzim asidik ya da bazik karakterde olabilir bunu bulabilmek igin asidik

ve bazik tamponlar denenerek optimum pH ortam1 bulunmalidir.

Karakterizasyon yapilirken spektrofotometrik 6l¢iim yontemlerinden yararlanilir.
Oksalat dekarboksilaz enzimi substrat olarak oksalat kullanmaktadir. Ortamda bulunan
oksalat, oksalat dekarboksilaz enzimi sayesinnde katalizlenerek format ve karbondioksite
kadar parcalanir. Olgiim yapilirken oksalat dekarboksilaz enziminin reaksiyon sonucu ortaya
cikardigr format ticari olarak satin alinan format dehidrogenaz enzimi ile Slgiiliir. Oksalat
dekarboksilaz enzimi sayesinde parcalanan oksalattan meydana gelen format, format

dehidrogenaz enzimi ile

NAD varh@ginda formik asit ve H' iyonlarina ayrilir bdylelikle ortamda bulunan
NAD, parcalanma sonucu olusan H™ iyonlariyla tepkimeye girerek NADH+H" olusturur.
Sonunda ortamda bulunan NADH™’lar 340 nm’de spektrofotometre ile dlgiilerek enzimatik
reaksiyon olgiiliir. Reaksiyon olciimii tiikenen yerine ortaya ¢ikan NADH® {izerine

oldugundan dolay1 artan bi grafik elde edilmesi beklenmektedir.

Spektrofotometrik yontem ile enzim aktivitesi belirleme

Lambert-Beer esitligi; 1sik siddeti, konsantrasyon ve 1sik yolunun uzunlugu arasindaki
matematiksel iliskiyi aciklar. Esitlikteki lq ve I sirasiyla kiivete giren ve kiivetten ¢ikan 1s181n siddetini,

T ise 151k gegirgenligi olan transmitansi ifade etmektedir.

lo 1
A= log(7> = (T) =a.b.c
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(a) absorptivite adi verilen oransal bir sabittir. (b) santimetre olarak 151k yolunun
uzunlugunu, (c) ise 15181 absorbe eden maddenin konsantrasyonunu gostermektedir. Isigin
dalga boyuna ve 15181 absorbe eden maddenin 6zelligine bagli olan absorbansin (A) birimi
yoktur. Konsantrasyonun molarite olarak verildigi durumda, (€) molar absorpsiyon katsayisi
olarak adlandirilir ve esitlik A= e.b.c seklinde gosterilir. Bu kosulda (g)’nun biriminin
L/mol.cm oldugu esitlikten hesaplanabilir. Konsantrasyonun mg/mL, %1 olarak verildigi

durumda ise, (a) spesifik absorpsiyon katsayisi olarak adlandirilmaktadir. Cozeltiye gelen
A
lg T
- ] -
Y Transmittans=T/1x100

T
- —.-] 261007

I

T .
‘ -J WT=0rnegin transmisyon sinyali

Kérin transmisyon sinyali

Ornek

Sekil 9. Yiizde transmitans (% T)

monokromatik 15181n bir kismi ¢ozelti tarafindan absorbe edilir, diger kismi ise ortamdan
serbestce gecerek dedektor lizerine diiser ve fotoelektrik olay sonucunda elektriksel sinyale
doniislir. Yiizde transmitans (%T); Ornekten gecen 1518in enerjisinin, Ornege gelen 151k
enerjisine oraninin 100 ile ¢arpimina esittir. Gelen 15181n tamaminin absorbe edildigi durumda
%T=0, tamaminin gectigi durumda ise %T=100 degerine esittir. Absorbansi Olciilecek
maddeyi icermeyen ¢oziicii (kor, blank tlipliniin icerigi) 151k yoluna yerlestirilir. Bu olay
sonucunda kiivete gelen 151k biiyiik oranda gegerek dedektdre ulasir, kismen de ¢oziicli ve
kiivet tarafindan absorbe edilir. Bu durumda cihazin gostergesi %100 T’a ayarlanir. Isig1
absorplayan ornegi iceren kiivet 151k yoluna yerlestirilerek yeniden transmisyon olgiiliir. Tki
transmisyon olgiimii arasindaki fark absorbansi oOlgiilecek maddeden kaynaklanmaktadir.
Spektrofotometrelerde Ornekten kaynaklanan transmisyon degerinin, koriin transmisyon

degerine boliinmesiyle elde edilen % T degerini verir.
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Lambert-Beer kanunun hesaplanmas:

Lambert-Beer esitliginin bulunmasi asagida agiklamasi yapilan bir dizi matematiksel

hesaplama ile miimkiin olmaktadir.

veya

dl
B kbdc

-dl ile gosterilen 151k transmisyonundaki (T) kiigiik bir azalma, sabit bir 151k yolu
uzunlugunda hesaplanan dc konsantrasyonunda bir artisa yol agmaktadir. Oransal bir sabit
olan k konsantrasyonu arastirtlan maddenin ozelligine baghdir. Isik siddeti ve

konsantrasyonla ilgili olarak, limitler arasinin integralinin alinmasi ile iglemlere devam edilir.

I

[-8 ko fa
10 ¢
0

10
1 I—kb
N5 = kbe

Yukaridaki esitligin basindaki (- ) isaretinden esitligi, kurtarabilmek i¢in In’li ifadedeki pay
ve payda yer degistirir.

In lo/l = kbc

Ustteki esitlikte yer alan e tabanina gére logaritma asagidaki sekilde de yazilabilir

2.3 log lo/l = kbc

log lo/1I=k/2,3 b ¢

log lo/1 yerine A, k/2,3 yerine ise a yazilarak Lambert-Beer esitligi bulunur.

A=ab.c

Enzimler biyolojik materyalde c¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarindan

aktivitelerinin oGlglilmesi tercih edilir. Enzim aktivitesinin 6lgiilmesiyle ilgili metotlarda
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genellikle fotometrik olarak artmis iirlin konsantrasyonu, azalmig substrat veya koenzim
konsantrasyonu, ya da degisime ugramis koenzim konsantrasyonundaki artis Olgiiliir.
Laboratuarda enzim aktivitesinin Ol¢iilmesi; ortamda fazla miktarda substrat ve koenzim
varhiginda yani “sifirinci derece kinetikte” gerceklesir. Bu durumda enzim tarafindan
katalizlenen reaksiyonun hizi dogrudan enzim aktivitesine baglidir. NADH, laboratuarlarda en
siklikla Ol¢iilen koenzimdir. NADH 340 nm’de maksimum absorbans yaptigi halde, NAD bu
dalga boyunda absorbans yapmaz. Enzim aktivitesi lineer fazda (ilk 6-8 dakikalik zaman)
Olcliliirken yontemde Onerilen sabit sicaklik ve pH degerleri saglanmalidir. Spesifik kosullar
altinda (sabit sicaklik, pH, substrat, aktivatorler) dakikada 1 pmol substrati {irline doniistiiren
enzim miktarina bir internasyonal tinite (U) adi verilmektedir. Genellikle U/L olarak ifade
edilir. Enzim aktivitesinin SI’deki karsilig1 ise katal’dir. Katal saniyede bir mol substrati

iirline dontistiiren enzim miktaridir. 1 U=16,7 nkat’dir.

Biyokimyasal redoks sistemlerinde, enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar
NAD" (NADP") ‘nin ve NADH (NADPH)’1n birbirlerine doniisiimii ile gdzlemlenebilir. 260
nm dalga boyunda her iki koenzimin de yiikseltgenmis ve indirgenmis formlari 1s181
absorblarken, 340 nm dalga boyunda piridin niikleotid yapisindaki bu koenzimlerin sadece
indirgenmis sekilleri 15181 absorbe eder. NADH’ 1n 340 nm’deki molar ekstinksiyon katsayisi
e= 6.22 x10° mol-1 x L x cm-1 degerine sahiptir. Absorbans degisikligini internasyonal

tiniteye ¢evirmek i¢in agsagidaki formiilden yararlanlhr.lO6

L (ol
TakL T M T s

AA/min=Dakikadaki absorbans degisimi, Vt=Toplam reaksiyon hacmi = Ornek + Reaktif +

Diliient Vs=Ornek hacmi € = ekstinksiyon katsayisi
Format dehidrogenaz enziminin optimizasyonu

Formate dehidrogenaz enzimi ortamda bulunan format’t formik asit ve
karbondioksite pargalar ve ortama H" iyonlarmin salinmasini saglar boylece ortama eklenims
olan NAD’lara bu salman H" iyonlarim1 baglayarak NADH kompleksinin olusmasini saglar.
Spektrofotometrik 6l¢iim teknikleri kullanilarak da 340 nm’de NADH olgiiliir boylece enzim
aktivasyon tayini yapilir. Enzim ticari olarak satin alindigindan dolay: icerisinde kag iinite

enzim ne kadar kaldigi gibi bilgiler yazili olarak bulunmaktadir. Rekombinant DNA
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teknolojisi ile lretilecek olan oksalat dekarboksilaz enzimi pH araligi olarak 5-7 arasi
optimum kosullarda ¢alistigindan dolay1r optimizasyon i¢in asagidaki iki basamak

calisilacaktir:

e Optimum kosullar1 asidik pH’ya dogru indirebilme

e Minimum NAD konsantrasyonu belirlenerek en az miktarda NAD kullanilmasi
Rekombinant oksalat dekarboksilaz enzimi aktivite tayini

Uretilecek olan oksalat dekarboksilaz enziminin aktivite tayini ve optimizasyonu igin
oncelikle izole edilen proteinin agirlik olarak miktar1 6l¢iildiikten sonra U/L cinsinden miktari

Olciilecek ve daha sonra aktivitesi dlgiilecektir.

0
OH —————— )k + CO,
0 H

e Oksalat dekarboksilaz ™

Format Dehidrogenaz
NAD*+ H +2¢¢ ——— 3 NADH

Formik asit /\
O
)'I\ CO2 + 2H" + 2¢°

H OH

Sekil 10. Oksalat dekarboksilaz ve format dehidrogenaz enziminin tepkime semasi

Oksalat dekarboksilaz enzimi son iiriin olarak ortaya ¢ikardig:r format (formik asit)
Olciilmesi icin birgok yol bulunmaktadir. En kolay ve biyokimyasal kitlere uyumluluk
acisindan en iyi yontem format’in format dehidrogenaz enzimi ile hem pargalanarak
karbondikokside doniismesi hem de ortaya ¢ikan H' iyonlarmin ortama dnceden eklenmis
NAD’lara baglayarak NADH" ortaya ¢ikmasiyla birlikte 340 nm’de spektrofotometrik olarak

Olciilmesi prensibine dayanur.

Yukaridaki sekilde de goriildiigii izere 1 mol oksalattan yine 1 mol format (formik
asit) olustmaktadir. Ayn1 sekilde 1mol formik asitten kopan 2 elektron ve 1 mol H*, 1 mol
NAD" ile birleserek 1 mol NADH olusmaktadir. Buna gore oksalat dekarboksilaz enziminin
aktivite tayini ve miktarin1 dlgmek i¢in direkt olarak format dehidrogenazin ortaya ¢ikardigi

NADH™lar élgiilerek belirlenebilir.
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4. BULGULAR

Bacillus subtilis 168 yvrK proteini rekombinant DNA teknikleri ile iretildikten
sonra, Ni-NTA Spin kolon kromatografisi ile saflastirildi. Calisma kisaca asagida verilen
asamalardan olusmaktadir;

e Bacillus subtilis 168 mikroorganizmasindan genomik DNA izolasyonu.

o Oksalat dekarboksilaz yvrK gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi

e PZR iriiniiniin (Oksalat dekarboksilaz yvrK gen bolgesi) pETSUMO plasmidine
ligasyonu

e Ligasyon firliniiniin klonma konagi olan Escherichia coli One Shot® Machl ™TIR
hiicrelerine transformasyonu

e Transformasyon sonucu Escherichia coli One Shot® Machl ™TIR hiicrelerinin segici
besiyerine (50pg/ml kanamisin) konularak pozitif kolonilerin secilmesi ve PZR ile (capraz
PZR ve yvrK primerleri ile) kontrol edilmesi.

e Plasmit izolasyonu ve PZR ile kontrol edilmesi

e Sekans analizinin yapilmasi

e Plazmidlerin protein ekspresyon konakgisi olan Escherichia coli BL21 (D3) hiicrelerine
transfer edilmesi

e Transformasyon hiicrelerinin segici besiyerine ekilmesi ve pozitif kolonilerin PZR ile
kontrol edilmesi

e Pozitif recombinant yvrK gen bolgesini igeren BL21 (D3) hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve
optimum protein ekspresyon siiresinin tespit edilmesi i¢in farkli inkiibasyon siirelerinin
uygulanmasi.

e ifade edilen proteinin ¢oziiniirliigiin tespit edilmesi.

e BL21 (D3) hiicrelerinin ekstraksiyonu ve Ni-NTA spin kolonu ile saflagtirilmasi ve protein
miktarinin tayin edilmesi

e Saflastirilan recombinant His-Sumo-yvrK proteinin, Sumo proteaz uygulanarak His-Sumo

kisminin, yvrK protein kismindan kesilmesi
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¢ Native yvrK protenin enzimatik aktivetesinin belirlenerek format dehidrogenaz enzimi ile
birlikte kullanilarak oksalat miktarinin 6lgiilmesi.

4.1. Gen Kaynag Secilen Organizmadan Genomik DNA izolasyonu

Gen kaynagi olarak Bacillus subtilis mikroorganizmasinin 168 susu segilmistir.
Biitliin genomdan gen alabilmek i¢in mikroorganizmadan genomik DNA izolasyonu yapilmasi
gerekmektedir. Liyofilize halde satin alinan miktroorganizma ornegi sivi LB besiyerinde
37°C’de bir gece bekeletilerek biiylimeleri saglanmistir. Daha sonra sivi besiyerinede
biiyliyen bakterilerden bir kismi stok yapilip -80°C’de saklanmak i¢in gliserol ortamina alinip
saklandi. Daha sonra tekrar sivi besiyerinde 1, 3, 5, 10 ve 20mI’lik kiiltiirlerden 6rnekler
santrifiij edilip elde edilen peletten genomik DNA izolasyonu yapilip %1’lik agaroz jel

elektroforezinde yliriitiiliip gosterilmistir.

Jel goriintiisiinden sonra Sml’lik bakteri peleti kullanilarak ¢aligmaya devam edildi.

Kalan DNA’lar daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Sekil 11. izole edilen Bacillus subtilis 168 M susundan elde edilen genomik DNA
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4.2. Belirlenen Gen ve Tasarlanan Primerler

Klonlanacak olan gen www.uniprot.org ve ncbi.nih.gov sitelerinden yapilan

aragtirma sonucunda YVrK proteinini kodlayan genler se¢ildi. Biyoinformatik yazilimlar ile
yapilan analizler sonucunda yvrK proteinin kodlayan genler i¢in bir ¢ift primer tasarimi

yapildi. Primerler asagidaki gibidir;

Baz MW [Tm|GC

Skala

Oligo Ad1 Baz Dizisi 5'-3 Sayst (g/mol) | )| (6) nmol

yvrK-Forward ATG AAA AAA CAA AAT GAC ATT CCG 24 (50 nmol| 7371 (54.2(29.2| 62.1

yvrK-Reverse| TTATTTACTGCATTTCTTTTT CACTACT | 28 |50 nmol| 8436 [56.3|25.0| 53.1

Tablo 9. yvrK geni i¢in belirlenen primerlerin bulgular

. N Baz MW |Tm|GC
Oligo Ad1 Baz Dizisi 5'-3 ] Skala (g/mol)| )| (6) nmol
SUMO AGATTC TTG TAC GAC GGT ATT AG 23 R00 7094 (57.1|39.1| 54.4
Forward nmol
T7 Reverse TAG TTA TTG CTC AGC GGT GG 20 nzrggl 6179 |57.3| 50 | 60.4

Tablo 10. pET-SUMO vektorii i¢in kontrol amagli belirlenen primerlerin bulgulari

4.2.1. PZR ile ¢cogaltilan gen bolgesi bulgusu

Izole edilen Bacillus subtilis genomik DNA’s1 ve yvrK gen bolgesi icin dizayn edilen
primerler kullanilarak PZR islemi yapildi. PZR isleminde optimum iiriin elde etmek icin, en
uygun Tm sicakligini (primerlerin baglanma 1sis1) tespit etmek icin farkli Tm sicakligi ve

stirelerde (anneling siiresi) PZR islemi yapildi. PZR sonucu % 1’lik agarose jel

Sekil 12. Gradient PZR sonucu. M) 1500bp DNA marker 1) 52°C, 2) 54°C, 3)58°C 4) 60°C
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elektroforezinde goriintiilendi. PZR islemi sonucunda 1158 bp biyiikliginde farkli
yogunlukta iiriin elde edildigi tespit edildi. En iyi {irliniin 4. bandta elde edildigi tespit edildi.
Bunun sonucunda sonraki PZR islemlerinde anneling asamasi i¢in optimum sartlar 58°C*de

45 sn olarak tespit edildi.

Primerler her ne kadar yazilimlarla tasarlandiginda PZR uygulamasindaki baglanma
sicakliklart belirlense de bu hesap her zaman dogru olmayabiliyor. Bu yilizden gradient PZR
yapilarak optimum baglanma sicakligl belirlendi. Gradient PZR igin izole edilen genomik
DNA’lar kullanilarak 52°C, 54°C, 58°C ve 60°C sicakliklarinda gradient PZR yapildi.
Optimize edilen PZR programi kullanilarak elde edilen iiriin, %1 lik agarose jelde

goriintlilendikten sonra kalan PZR iiriinii ligasyon isleminde kullanildu.
4.3. Vektor Hazirlama

Gen konakgist mikroorganizmadan PZR ile ¢ogaltilan gen bdlgesi klonlama yapmak
icin kullanilan vektore aktarildi. Bunun i¢in pET-SUMO vektorii kullanildi. Bu vektore PZR
ile ¢ogaltilan gen bolgesi DNA Ligaz enzimi ile vektorde acik bulunan uglara baglayarak

vektorii hazirlar.
4.3.1. Ligasyon ve TA klonlama bulgular:

yvrK gen bolgesinin PZR islemi esnasinda, PZR programinin extension asamasinda
(72°C’de 10 dk) ekzoniikleaz aktivitesi olmayan taq polimeraz enzimi kullanildig: i¢in, gen
bolgesinin u¢ kisimlarina poli A (adenin) niikleotidleri eklenir. Bu sayede u¢ kisimlarinda T
(timin) niikleotidleri eklenerek lineer hale getirilmis pETSUMO vektoriine, yvrK gen
bolgesinin baglanmasi saglanir. Ligasyon islemiyle; ortama ilave edilen T4 Ligaz enzimi’de

gen bolgesinin pPETSUMO vektoriine saglam bir sekilde entegre olmasini saglar.

Ligasyon islemi sonrasinda PZR {iriiniin, pETSUMO vektoriine yerlestigi ve lineer
bir yapiya sahip olan pETSUMO vektoriiniin yvrK gen bdlgesinin eklenmesiyle sirkiiler bir
yapiya doniistiigli varsayildi.

4.3.2. Transformasyon ve klonlama bulgular:

yvrK gen bolgesi yerlestirilen pETSUMO vektdriiniin ¢ogalmasi ve stabil bir yapiya

kavusmas:1 i¢in Escherichia coli One Shot® Machl™TIR hiicrelerine transfer edildi.
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Transformasyon 1s1 soku uygulanarak yapildi. Transformasyon igleminden sonra; 50pug/ml
kanamisinli LB agar besiyerine ekim yapildi. Transformasyon sonrasinda plazmid iceren
koloniler, kanamisine direngli olduklarindan dolay:r kanamisinli besiyerinde ¢ogalip koloni

olustururken, plasmid icermeyen bakteriler diren¢ gosteremediklerinden dolay oliirler.

Sekil 13. Transforme edilmis bakterilerin bilyiidiigii petri kabi

Kanamisinli besiyerinde olusan koloniler, plazmid igerebilirler fakat yvrK gen
bolgesini icerip igermediklerinin kontrol edilmesi gereklidir. Bu yilizden olusan kolonilerden
yedi tanesi segildi. Koloniler segilirken; iyi gelismis, tek ve diger kolonilerden biraz uzakta
bulunan koloniler se¢ildi. Kolonilerin uzakta olmasi; koloniden 6rnek alinirken, koloniler

arasinda muhtemel kontaminasyonu 6nlemek i¢in yapildi.
4.4. Dogru Klon ve Transformant Hiicrelerin Tespiti

Petride bulunan her koloni dogru plazmidi almamis olabilir. Bazi durumlarda
ortamdaki kontaminasyondan dolay1 antibiyotik olmasina karsin bu antibiyotike kars1 direngli
olan mikroorganizmalarin karisma ihtimali olabiliyor. Diger kolonilerden farkli olarak daha
biiylik ve digerlerinden uzak olan koloniler se¢ilip PZR ve kontrol amacl olarak ¢apraz PZR

yapilarak transforme edilen bakterilerin icerdigi gen bolgesi dogrulandi.
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4.4.1. Koloni PZR sonucu

Secilen 7 kolonilerden steril kiirdan ile alinan 6rnekler Sml’lik kanamisin i¢eren LB
besiyerinde gece boyu 37°C’de inkiibe edilerek biiylimeleri saglandi. Daha sonra
santrifiijlenerek elde edilen pelet 50ul saf su ile ¢oziilerek 95°C’de 10 dakika boyunca 1stildi.
Sonrasinda 10.000rpm’de 5 dakika santrifiij yapilip supernatant kisimlar1 kalip DNA olarak
kullanilip PZR yapildi.

yvrK gen bolgesinin primerleri ile yapilan PZR islemi; pozitif kolonilerin i¢erdigi
plasmidler’de yvrK gen bdlgesinin olup olmadigini tespit etmek amaciyla yapildi. Eger
mevcut koloni igerisinde yvrK geni varsa PZR islemi sonucunda, 1158 biiyiikliigiinde {iriin

elde edilmesi gerekir.

Bu islem i¢in toplam 7 koloniden 6rnek alinarak PZR yapildi. PZR firtinii % 1°lik
agarose jel elektroforezinde goriintiilendi. Sonugta 7 koloninin 5 inde yvrK gen bolgesinin

oldugu tespit edildi.

Asagidaki sekilde yvrK primerleri kullanilarak yapilan PZR sonucu goriilmektedir.
Sonugta secilen 7 koloniden 5’inde 1158bp biiyiikliigiindeki yvrK gen bolgesinin oldugu

tespit edilmistir.

1500bp

1000bp

500bp

Sekil 14. Transforme edilmis bakterilerden yapilan PZR bulgusu
4.4.2. Capraz PZR sonucu

Capraz PZR islemi; yvrK gen bolgesini iceren plazmidlere sahip Escherichia coli
One Shot® Machl™TIR bakterilerinde, yvrK gen bdlgesinin dogru bir sekilde plazmide

yerlesip yerlesmedigini test etmek amaciyla yapildi. His-sumo-yvrK recombinant proteinin
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sentezlenebilmesi i¢in, plazmidin sumo kismindan hemen sonra, yvrK gen bdlgesinin
baslangi¢ kodonunun gelmesi gerekir, aksi durumda yvrK gen bolgesinin stop kodonu N-
terminal kisma geleceginden, His-sumo-yvrK recombinant proteinin yerine, yalnizca His-

sumo proteini tiretilir.

YvrK gen bolgesini igerdigi tespit edilen 7 koloniden 4 tanesi alinarak ¢apraz PZR-A
ve PZR-B islemi yapildi. Capraz PZR islemi sonunda se¢ilen 4 koloninin tamaminda pozitif

sonug elde edildi.

Asagidaki agarose jel seklinde 4 pozitif koloniden farkli biiytikliikte 3 farkli bant
gozlenmektedir. Her koloniden sirasiyla SumoForward ve yvrK-Reverse, yvrK-Forward ve
T7 Reverse son olarak yvrK-Forward ve yvrK Reverse primer ¢ift ile yapilmis PZR

sonucunda agaroz jel elektroforezi sonucu bantlar olusmustur.

Sekil 15. Kontrol amagli yapilmis ¢apraz PZR sonucu

Capraz PZR sonucunda pozitif olan 4 koloniden bir tanesi alinarak ¢aligmaya devam
edildi. PZR isleminden 6nce LB agar ortamina ekimi yapilan bu koloniye kiirdan ucuyla

dokunularak, yeni bir 50pg/ml kanamisinli LB agar besiyerine ekimi yapildi.
4.4.3. Plazmid izolasyonu ve kontrol PZR

Cogalan recombinant Escherichia coli One Shot® Machl ™TIR hiicrelerinden
plasmit izolasyonu yapilarak 100ul plasmit elde edildi. Plasmitlerin 10ul’si agarose jel
elektroforezinde izole edilen plasmiti goriintiilemek icin kullanilirken, bir kismida ¢apraz PZR
ve yvrK PZR islemlerinde kullanildi. Geriye kalan plazmidler ise sekans analizi ve BL21

(D3) hiicrelerine transfer etmek i¢in — 20°C*de saklandi.

izole edilen plazmidler BL21 (D3) hiicrelerine transfer edilmeden &nce kontrol ve

capraz PZR islemlerine tabi tutuldu. Bu islemler sayesinde transfer isleminden once
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plazmidlerin yvrK gen bolgesini igerip icermedigi ve YyvrK gen bolgesinin plazmide dogru
yonde yerlesip yerlesmedigi test edildi.

1500b

1000b;

500bp

Sekil 16. izole edilen plazmidlerle yapilmis PZR bulgulusu.

Yukaridaki sekil incelendiginde; YvrK primerleri kullanilarak yapilan plasmit PZR
sonucunda 1153 bp iiriin olustugu gozlendiginden dolayi, izole edilen plazmidlerde yvrK

prcursor gen bolgesinin oldugu tespit edilmistir.
4.4.4. Dizileme sonucu

Izole edilen plazmidlerin 50ul’si sekans analizi igin kullanildi. Sekans analizi gen
aktarimi yapilan plazmidte, genin dogru bir sekilde yerlesip yerlesmedigi ve PZR islemleri
sirasinda eklenen gen bolgesinde herhangi bir mutasyonun olup olmadigini test etmek
amaciyla yapildi. Sekans analizi ¢ift yonli Sumo Forward ve T7 reverse primerleri
kullanilarak yapildi. Sekans sonucu http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ adresinden
clustal W2 programi kullanilarak karsilagtirildi, sonugta sekans analizi yapilan bolgenin, yvrK
gen bolgesiyle % 96,6 oraninda benzerlik gosterdigi, farklilik olusturan kismin ise plazmide
ait bolgede oldugu ve bu farkliligin sekanslama sonucunda olusan bir hata oldugu tespit
edilmistir. Ayrica sekans sonucu http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ adresinden blastlama yapilarak

sonuglarin dogrulugu teyit edildi.

yvrK s e
Dizileme AGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATG 60
yvrKk S mm e
Dizileme GAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTATGAACACTCGTGCT 120
yvrK ATGAAAAAACAAAATGACATTCCGCAGCCAATTAGAGGAGACAAAGGAGCAACGGTAAAA 60
Dizileme ATGAAAAAACAAAATGACATTCCGCAGCCAATTAGAGGAGACAAAGGAGCAACGGTAAAA 180
KA A A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A IR A R AR A A I A AN A A A A A AR A AR A A A A A AR AR K kK
yvrK ATCCCGCGCAATATTGAAAGAGACCGGCAAAACCCTGATATGCTCGTTCCGCCTGAAACC 120
Dizileme ATCCCGCGCAATATTGAAAGAGACCGGCAAAACCCTGATATGCTCGTTCCGCCTGAAACC 240
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yvrK GATCATGGCACCGTCAGCAATATGAAGTTTTCATTCTCTGATACTCATAACCGATTAGAA 180

Dizileme GATCATGGCACCGTCAGCAATATGAAGTTTTCATTCTCTGATACTCATAACCGATTAGAA 300
Kok ok ok kK K K K ko ok ok kK K K ko o ok ok ok kK K ko ok ok ok K K Kk ok ok ok kK K K ko ok kK K K ok kK

yvrK AAAGGCGGATATGCCCGGGAAGTGACAGTACGTGAATTGCCGATTTCAGAAAACCTTGCA 240

Dizileme AAAGGCGGATATGCCCGGGAAGTGACAGTACGTGAATTGCCGATTTCAGAAAACCTTGCA 360
ok ok ok ok k kK kK ok kK ok k kK ok ok ok ok k kK ko ok ok ok ok k kK ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK K K kK ok

yvrK TCCGTAAATATGCGGCTGAAGCCAGGCGCGATTCGCGAGCTTCACTGGCATAAAGAAGCT 300

Dizileme TCCGTAAATATGCGGCTGAAGCCAGGCGCGATTCGCGAGCTTCACTGGCATAAAGAAGCT 420
ok ok ok ok Kk kK K ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok k kK ko ok ok ok ok k kK ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK K kK ok

yvrK GAATGGGCTTATATGATTTACGGAAGTGCAAGAGTCACAATTGTAGATGAAAAAGGGCGC 360

Dizileme GAATGGGCTTATATGATGTACGGAAGTGCAAGAGTCACAATTGTAGATGAAAAAGGGCGC 480
Kok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok kKK ko ok ok ok ok kK K ko ok ok ok K kK ko ok ok ok K K K ko ok kK K K K ok kK

yvrK AGCTTTATTGACGATGTAGGTGAAGGAGACCTTTGGTACTTCCCGTCAGGCCTGCCGCAC 420

Dizileme AGCTTTATTGACGATGTAGGTGAAGGAGACCTTTGGTACTTCCCGTCAGGCCTGCCGCAC 540
Kok ok ok ok K k% ok ok ok ok ok kK kK ok ok ok ok kK kK ko ok ok ok k kK kK ok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K ok ok

yvrK TCCATCCAAGCGCTGGAGGAGGGAGCTGAGTTCCTGCTCGTGTTTGACGATGGATCATTC 480

Dizileme TCCATCCAAGCGCTGGAGGAGGGAGCTGAGTTCCTGCTCGTGTTTGACGATGGATCATTC 600
Kok ok ok ok kK K Kk ko ok ok K Kk ko ko ok ok kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K K ko ko ok ok kK K kK kK

yvrK TCTGAAAACAGCACGTTCCAGCTGACAGATTGGCTGGCCCACACTCCAAAAGAAGTCATT 540

Dizileme TCTGAAAACAGCACGTTCCAGCTGACAGATTGGCTGGCCCACACTCCAAAAGAAGTCATT 660
Kok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok kK ok ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K K kK ok ok ok ok kK kK K K ok ok

yvrK GCTGCGAACTTCGGCGTGACAAAAGAAGAGATTTCCAATTTGCCTGGCAAAGAAAAATAT 600

Dizileme GCTGCGAACTTCGGCGTGACAAAAGAAGAGATTTCCAATTTGCCTGGCAAAGAAATATAT 720
Kok ok ok ok kAR Ak ok ok k kA XA Ak ok kk kA A A Ak ok kk kA A Ak ok ok k ok x A Ak ok ok ok kkxkx &k koK

yvrK ATATTTGAAAACCAACTTCCTGGCAGTTTAAAAGATGATATTGTGGAAGGGCCGAATGGC 660

Dizileme ATATTTGAAAACCAACTTCCTGGCAGTTTAAAAGATGATATAGTGGAAGGGCCGAATGGC 780
Kok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK Kk ok ko kK ok k kR k ok ok ok kR Rk ok ok ok kK k% ok ok ok ok ok kK K K ok ok kK

yvrK GAAGTGCCTTATCCATTTACTTACCGCCTTCTTGAACAAGAGCCGATCGAATCTGAGGGA 720

Dizileme GAAGTGCCTTATCCATTTACTTACCGCCTTCTTGAACAAGAGCCGATCGAATCTCAGGGA 840
Kok ok ok ok kAR ARk kk kA XA Ak ok kk kXA A Ak ok k ok kA Ak ok ok ok ok ok x Ak ok ok ok kkkx &k ok kK

yvrK GGAAAAGTATACATTGCAGATTCGACAAACTTCAAAGTGTCTAAAACCATCGCATCAGCG 780

Dizileme GGAAAAGTATACATTGCAGATTCGACAAACTTCAAAGTGTCTAAAACCATCGCATCAGCG 900
Kok ok ok ok ok Kk Kk kK ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K kK ok ko ok ok kK K ok ok kK

yvrK CTCGTAACAGTAGAACCCGGCGCCATGAGAGAACTGCACTGGCACCCGAATACCCACGAA 840

Dizileme CTCGTAACAGTAGAACCCGGCGCCATGAGAGAACTGCACTGGCACCCGAATACCCACGAA 960
Kok ok ok ok K K kK ok ok ok ok kK K K ko ok ok ok ok kK kK ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok ok K K K ok ok ko

yvrK TGGCAATACTACATCTCCGGTAAAGCTAGAATGACCGTTTTTGCATCTGACGGCCATGCC 900

Dizileme TGGCAATACTACATCTCCGGTAAAGCTAGAATGACCGTTTTTGCATCTGACGGCCATGCC1020
Kok ok ok kR Kk Kk ko ok ok K Kk ko ok ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok kK ok ko ok ok kK K Kk kK

yvrK AGAACGTTTAATTACCAAGCCGGTGATGTCGGATATGTACCATTTGCAATGGGTCATTAC 960

Dizileme AGAACGTTTAATTACCAAGCCGGTGATGTCGGATATGTACCATTTGCAATGGGTCATTAC 1080
Kok ok ok kK kK Kk ok ok ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK kK ko ok ok ok ok kK ok ok ok ok K kK ok ok ok ok ok kK K K ok ok ko

yvrK GTTGAAAACATCGGGGATGAACCGCTTGTCTTTTTAGAAATCTTCAAAGACGACCATTAT 1020

Dizileme GTTGAAAACATCGGGGATGAACCGCTTGTCTTTTTAGAAATCTTCAAAGACGACCATTAT 1140
Kok ok Kk ok ok Kk Kk kK ok ok ok K Kk ko o ok ok ok K ko ok ok ok ok ok ko ok ok ok K kK ko ok ok kK K ok ok ok kK

yvrK GCTGATGTATCTTTAAACCAATGGCTTGCCATGCTTCCTGAAACATTTGTTCAAGCGCAC 1080

Dizileme GCTGATGTATCTTTAAACCAATGGCTTGCCATGCTTCCTGAAACATTTGTTCAAGCGCAC 1220
Kok ok ok kK K K Kk ok ok ok ok ok K K Kk ok ok ok ok kK K ko ok ok ok K K K ok ok ok ok K kK ko ok ok ok ok K K K Kk ok K

yvrK CTTGACTTGGGCAAAGACTTTACTGATGTGCTTTCAAAAGAAAAGCACCCAGTAGTGAAA 1140

Dizileme CTTGACTTGGGCAAAGACTTTACTGATGTGCTTTCAAAAGAAAAGCACCCAGTAGTGAAA 1280
Kok ok ok kR kK Kk kK ok ok ok ok Kk ko ko ok ok ok Kk ko ok ok ok kK ko ok ok ok kK Kk ok ok ok kK K Kk kK

yvrK AAGAAATGCAGTAAATAA 1158

Dizileme AAGAAATGCAGTAAATAA 1298

KAk Ak Ak Ak kA kA Ak kkxk*k

4.5. Protein Ifade Bulgular

Plazmid PZR ve sekans analizi islemlerinden sonra, kalan plazmidler protein
ekspresyonu saglayan Escherichia coli One Shot® BL21(DE3) hiicrelerine 1sil soku
uygulanarak, transfer edildi. Transformasyon sonucunda, plazmidlerin BL21(DE3)

hiicrelerine transfer edilip edilmedigini kontrol etmek amaciyla, transformasyon sonrasinda,
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transformant hiicreler 50pug/ml kanamisinli LB agar besiyerine ekilerek inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda olusan ii¢ koloni aliarak kontrol PZR islemleri yapildi.

PZR islemi sonucunda segilen tiim kolonilerde plazmidlerin BL21 (DE3) hiicrelerine
transfer edildigi tespit edildi. Bu islemden sonra hiicreler 50ug/ml kanamisinli LB sivi

besiyerine ekilerek, protein ekspresyon islemine gegildi.

500bp

Sekil 17. Transformasyon sonucu izole edilen ifade konakgilarinin kontrol PZR’1

Protein ekspresyonu i¢in 40ul recombinant Escherichia coli BL21 (D3) kiiltiir
ortami, 20ml 50pg/ml kanamisinli LB sivi ortama eklenip, 37°C 200 rpm’de yaklasik olarak
2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrede 600 nm’de absorbansin 0.5
oldugu tespit edildikten sonra kiiltiir ortam1 10ml lik iki tiipe ayrildi. Tiiplerin birine son
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG eklendikten sonra 1. saatten baslanarak saat basi

7.saate kadar kiiltiir ortamindan 1ml ‘lik kiiltiir ortami alinarak SDS page yapildi.

Optimum protein ekspresyonun yapildigi ortam sartlarimi tespit etmek amaciyla
cesitli denemeler yapildi. Oncelikle His-Sumo-yvrK fiizyon proteinin inkliizyon taneciklerine
doniismeden iiretilmesi icin 1 mM IPTG ile 30°C de farkli siirelerde inkiibe edilerek 1-24.
saatlerde ornek alinip, protein ekspresyon seviyesi SDS-PAGE yapilarak incelendi. Farkli
inkiibasyon siirelerinde 6rnek alinarak protein ekspresyon seviyesine bakildi. Her saat basi
alman Ornek IPTG ilave edilmis grup, IPTG ilave edilmemis grup ile karsilastirilarak
incelendi.

Sonugta; His-Sumo-yvrK flizyon proteinin ¢ok az miktarda bazal ekspresyon
seviyesinde iiretildigi tespit edildi. Yapilan denemeler sonucunda protein ekspresyonu igin
optimum ortam sicakliginin 37°C, protein ekspresyon indiikleyici IPTG konsantrasyonun 1

mM oldugu tespit edildi.
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Protein ekspresyonun hangi inkiibasyon siiresinde optimum oldugunu tespit etmek
icin, farkli inkiibasyon siirelerinde, protein ekspresyon seviyeleri SDS page yapilarak
gozlendi. Sekilde verilen; 0-24. saatlik inkiibasyon sonrasi kiiltiir ortami1 kullanilarak yapilan
SDS Page sonucuna gore; protein ekspresyonun 0-2. saatler arasinda ¢ok az oldugu, 2. saatte

basladig1 ve 24. saate kadar devam ettigi tespit edildi.

M. 1 2 3 4. 55 6 7 8 9
60 kDa | " "
55 kDa - -
30 kDa
10 kDa

Sekil 18. IPTG ile indiikleme sonucu elde edilen farkli saatlerdeki proteinlerle yapilmig SDS-Page bulgusu. M)
Protein Marker 1) 0 saat IPTG (-) 2) 0 saat IPTG (+) 3) 1 saat IPTG (+) 4) 2 saat IPTG (+) 5) 3 saat IPTG (+)
6) 4 saat IPTG (+) 7) 5 saat IPTG (+) 8) 6 saat IPTG (+) 9) 24 saat IPTG (+)

Sonraki asamada; elde edilen toplam protein miktarinin hiicre sayisiyla dogru orantili
olarak artacagli varsayilarak, daha uzun inkiibasyon siirelerindeki protein ekspresyon
seviyesine bakildi. Bu amacla 6-8.saatlerde inkiibasyon yapilarak protein ekspresyon
seviyelerine bakildi. Ayrica bu denemede IPTG eklendikten hemen sonra (0. saat) ve 1.
saatte’de 6rnek alinarak diisiik inkiibasyon siiresindeki ekspresyon seviyesi de kontrol edildi.

SDS page sonucuna goére; 0. ve 1.saatlerde protein ekspresyonun olmadigi, 6 saatlik
inkiibasyondan sonraki siirelerde ekspresyon seviyesinde azda olsa azalma oldugu tespit
edildi. Sonugcta yiiksek miktarda protein ekspresyonu i¢in optimum inkiibasyon siiresi 6 saat
olarak tespit edildi.

Protein ekspresyonunda kiiltiir ortaminin inkiibasyon siiresi tespit edildikten sonra,
protein saflagtirma asamasinda yiiksek verim elde etmek i¢in, protein ¢dziiniirligiiniin test

edilmesi gerekir. Bu yiizden kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre peleti, nativ lizis metodu ile
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lize edildikten sonra siipernatant kismi SDS page yapilarak goriintiilendi. Sonugta siipernatant
kisminda His-sumo-yvrK flizyon proteinin oldugu belirlendi. Bu sonug¢ His-sumo-yvrK
flizyon proteinin inkliizyon tanecikleri halinde depolanmadigini gostermektedir.

Yapilan denemeler sonucunda; hiicrelerin dncelikle native metodla lize edildikten
sonra, elde edilen peletin inkliizyon tanecikleri agisindan zengin olmadigi tespit edildi. Nativ
lizis sonucu olusan pelet igindeki inkliizyon tanecikleri denatiire lizis yapildiktan sonra SDS
page yapilarak incelendiginde protein verimliliginin belirgin sekilde arttirmadigi gosterildi.
Bu sonuclar dogrultusunda protein saflagtirma islemi esnasinda nativ liziz yontemi yeterli
goriildii.

4.6. Protein Saflastirma Bulgulan

His-Sumo-yvrK flizyon proteini rekombinant olarak iiretildikten sonra protein tiretim
konakgist olan Escherichia coli BL-21 (DE3) hiicrelerinden toplam protein izolasyonu
yapildi. Uretilen rekombinant protein, N- terminal kisminda His-tag kismina sahip oldugu i¢in
histidin’e (His) afinite gosteren Ni-NTA agarose partikiillerinden olusan affinite
kromatografisi ile toplam protein igerisinden rekombinant protein saflastirilarak, SDS-PAGE
jelinde goriintiilendi.

Escherichia coli BL21 (D3) hiicreleri, 37°C’de, 50 ml kiiltiir ortaminda 6 saat 1 mM
IPTG ile indiiklenerek protein ekspresyonu gerceklestirildi. Protein ekspresyonundan sonra,
elde edilen hiicre peleti (0,96 mg) ekstraksiyon yapilarak lize edildi. Elde edilen hiicre lizati,
Ni—NTA spin kolonuna yiiklenerek protein saflagtirma iglemine tabi tutuldu.

4.6.1. Ni-NTA spin kolon ile ayirma bulgular:

Affinite kolonunda; 6rnekler binding buffer (dengeleme tamponu) igerisinde diliie
edilerek kolona yiiklendi. Binding buffer (baglama tamponu) yiiklemesi sonucu oncelikle,
kolona baglanmayan proteinler kolondan ayrildi, washing buffer (yikama tamponu) kolona
yiiklendiginde ise kolona zay1f baglanan proteinlerin kolondan ayrilmasi saglanarak, yalnizca
His-tag kismi igeren His-sumo-yvrK rekombinat proteinin kolona bagli olarak kalmasi
saglandi. En son asamada ise; immidazol konsantrasyonu yiiksek eliisyon tamponu kolona
yiiklenerek, kolona bagli olan rekombinant His-sumo-yvrK proteinlerinin kolondan ayrilmasi
saglandi. Bu sekilde total hiicre lizati igerisinde bulunan binlerce protein igerisinden
recombinant His-Sumo-yvrK proteinini saflastirildi.

Asagidaki sekilde goriildiigl lizere yapilan SDS-PAGE’de native yontemle yapilmis

lizat, baglama tamponu ile yapilmis yiikleme, birinci ve ikinci yikama ve birinci ile birlikte
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ikinci eliisyon islemleri sonucunda elde edilmis proteinlerin goriintiisii yer almaktadir. 1.
bantta liziz edilen tim proteinler goriintilenmektedir, 2. bantta ise kolona yiiklenen
proteinlerin kolondan gegtikten sonra elde edilen tiim proteinlerin goriintiisii bulunmaktadir.
Burada ifade edilen rekombinant proteinin yikama sonrasi bile hala bir miktar bulunmasi
kolonun baglanma kapasitesinin istiinde bir miktarda iiretim oldugunu gostermektedir. 3.
bantta ikinci defa yapilan yikama islemindeki proteinler gosterilmektedir burda da yine az
miktarda diger proteinlerin oldugu gdsterilmistir. Son iki bantta ise birinci ve ikinci eliisyon

islemleri sonucunda elde edilen rekombinant protein gériilmektedir. Ikinci eliisyonda bile hala

Sekil 19. Spin kolon kullanilarak elde edilmis protein saflagtirma islemlerini gosteren SDS-PAGE goriintiisii. 1)
Native yontemle elde edilen bakteri lizat1 2) Kolona yiiklendikten sonra toplanan proteinler 3)Yikama islemi
sonraso toplanan kisim 4) ilk eliisyon basamagi 5) Ikinci eliisyon basamag:

birinci eliisyona nazaran az ama yine etkili bir miktar rekombinant protein elde edilmistir.
4.6.2. Diyaliz membran sonucu

Spin kolonlardan gegirildikten sonra elde edilen saflastirilmis rekombinant proteinler
diyaliz islemine tabi tutulmasi gerekiyor. Son saflagtirma basamagi olan eliisyon basamaginda
500mM konsantrasyonunda bulunan imidazol SUMO proteaz i¢in ¢ok yliksek miktar oldugu
icin SUMO proteazin ¢alismasini etkilemektedir. Bu yiizden seriler halinde imidazol miktari
azaltild1 ve en son asamada PBS ile diyaliz yapilarak hem tuz miktar1 hem de imidazol miktar1
optimum diizeye indirildi.
4.6.3. SUMO Proteaz ile kesim sonucu

Sumo proteaz enzimi; His-Sumo-yvrK proteininin His-Sumo- kismini keserek nativ

yvrK proteinin elde edilmesini saglar. Ni-NTA affinite kolonu ile saflastirma isleminden
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sonra elde edilen His-Sumo-yvrK fiizyon proteini diyaliz edildikten sonra, proteaz islemine
tabi tutuldu. SUMO proteaz ile kesim isleminden sonra proteinler tekrar Ni-NTA spin

aE b | =1 R

——
65 kDa

55 kDa
A5 kDa . .

15 kDa

5 kDa

Sekil 20. SUMO Proteaz ile yapilan enzimatik kesim iglemi sonrasin yapilan spin kolon ile saflastirma
goriintiisii. M) Protein marker 1) Eliisyon sonrasi elde edilen His-Sumo-yvrK proteini 2) Enzimatik kesim
sonucu olusan bantlar 3) Spin kolon ile elde edilen saf rekombinant protein

kolondan gecirildi boylece ilk asamada hem SUMO proteaz enzimi hem de kesilmis olan His-
SUMO kisimlar1 iiretilen rekombinant proteinden ayrilmis oldu. Onceki Ni-NTA spin
kolondan farkli olaran bu sefer yikama islemindeki proteinler toplandi ve bdylece iiretilen
rekombinant protein enzim saflastirilmis olarak elde edildi. SUMO proteazla kesim sonucu

SDS page yapilarak goriintiilendi.
4.6.4. Protein miktarimin belirlenmesi
Bradford yontemiyle yapilan Ol¢lim ile protein miktar1 belirlendi. Bunun igin

degerlendirmede kullanilanacak olan standartlar 6l¢iildii ve asagidaki grafik elde edildi.

Bradford Standart Ol¢lim Grafigi

09 y=0,4299x - 0,0218
0,8 R? =0,99697

mg/mL
Sekil 21. Bradford standart 6lgiim grafigi
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Elde edilen saflastirilmis rekombinant oksalat dekarboksilaz enzimi protein olarak
Bradford yontemi ile 6lgiildii. Sonug olarak elde edilen enzim, protein olarak 1.8mg/ml olarak

elde edildi.

4.7. Enzimatik Aktivite Bulgular:
4.7.1. Format dehidrogenaz enziminin optimizasyon bulgulari

Format dehidrogenaz enzimi 300mg 250U olarak. SIGMA firmasindan satin alindi.
Uretilen rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin aktivite tayini icin 6nceden format
dehidrogenazin enziminin optimizasyonu yapilmasi gerektmektedir. Rekombinant oksalat
dekarboksilaz enzimi asidik karakterde oldugu ic¢in Oncelikle pH’nin asidik karaktere

diisiilmesi gerekmektedir bunun i¢in farkli pH’lardaki tamponlar kullanildi.

pH | Tampon ve konsantrasyonu Sodyum format Format dehidrogenaz NAD AA

7 PBS 100mM 1M 4mg/ml 500mM 0,230
6 PBS 100mM 1M 4mg/ml 500mM 0,350
5 Sitrat Tamponu 100mM 1M 4mg/ml 500mM 0,39

Tablo 11. Format dehidrogenaz enzimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmalari.

Kullanilan bilesen Miktar | Ilk konsantrasyon
Format dehidrogenaz 250ul 4mg/ml

Sodyum format 100ul M

NAD 250ul 50mM

Tablo 12. Format dehidrogenaz enzimi ile yapilan optimizasyon ¢alismalarda kullanilan bilesen ve miktarlari
Tabloda yazili olan bilesenler kullanilarak format dehidrogenaz enziminin asidik

Ozellikte calisabilecegi optimum kosullar belirlendi. Bu degerler daha sonra firetilen
rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin enzimatik aktivitesini 6l¢mek icin kullanildi.
4.7.2. Rekombinant oksalat dekarboksilaz’in enzimatik aktivite bulgulari

Bacillus subtilis M168 susundan elde edilen genlerin pET-SUMO vektor sistemiyle
aktarildig1r Escherichia coli mikroorganizmalarla iretilen rekombinant oksalat dekarboksilaz
enziminin aktivitesinin gostermek i¢in Abbott marka Achitect c8000 model arastirma cihazi
kullanildi. Bu cihaz sayesinde ¢ok daha az miktarda reaktiflerle daha hizli ve net sonuglar elde

edilebildi. Ilk denemede asagidaki miktarlar kullanilarak &lgiim yapildi.

81



Bilesen Miktar
R1 (Format dehidrogenaz + NAD) 150ul
R2 (Rekombinant Oksalat dekarboksilaz +MnCl,) 75ul
Numune Sul

Tablo 12. Rekombinant oksalat dekarboksilaz’in aktivite bulgularinda kullanilan bilegsen ve miktarlar
Aktivite tayininde dncelikle substrat olarak su kullanildi boylelikle enzimin substrata
0zgiil oldugu gosterildi. Grafikte suya kars1 olugsan absorbans miktar kirlilikten dolay1 oldugu

ve miktar1 gozardi edilebilecedi i¢cin 6nemsiz sayildi.

Su ile yapilan dl¢iimden sonra oksalat dekarboksilaz enziminin substrati olan oksalik

asidin farkli konsantrasyonlardaki absorbans degisimleri 6l¢iildii.
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Sekil 22. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin su kullanilarak yapilan spektrofotometrik 6lgtimii
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Sekil 23. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin 1mM oksalik asit kullanilarak yapilan spektrofotometrik
Ol¢limii
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éSSIE:(;l;iIanﬁ4. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin 2mM oksalik asit kullanilarak yapilan spektrofotometrik
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Sekil 25. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin 3mM oksalik asit kullanilarak yapilan spektrofotometrik

Ol¢timii
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Sekil 26. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin 4mM oksalik asit kullanilarak yapilan spektrofotometrik

Olglimii
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Sekil 27. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin 5mM oksalik asit kullanilarak yapilan spektrofotometrik 6l¢timii.

Son olarak en uygun degerlerin asagidaki tablodaki gibi oldugu belirlendi ve son
absorbsiyon degisimi dl¢iilerek aktivite belirlendi ve U/L olarak dl¢iildii.

Bilesen Miktar

R1 (Format dehidrogenaz + NAD) 95ul

R2 (Rekombinant Oksalat dekarboksilaz +MnCl,) | 95ul
10ul

Numune
Tablo 13. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enzimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmalarda kullanilan bilesen

ve miktarlari
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Sekil 28. Rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin 10mM oksalik asit kullanilarak yapilan spektrofotometrik

Olgtimii.
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Yapilan tiim Ol¢limler sonrasinda en uygun degerlerin 10mM oksalik asid
kullanilarak yapilan 6l¢iimde elde edildigi belirlendi. Buna gore asagidaki baginti kullanilarak

enzim miktar1 belirlendi.

£ l_AA.Vr
/ml =538

x10°

Bu formiildeki simgeler asagidaki gibidir;

EU/ml : Iml’deki enzim tinitesi

AA : 1 dakikadaki absorbans degisimi

€ : NADH" nin molar absorpsiyon katsayis1 6,22x10°

Vr : Olgiimiin yapildig1 toplam hacim

Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Buna gore elde edilen veriler yukaridaki formiilde yerine koyuldugunda rekombinant
dna teknolojisi ile elde edilen oksalat dekarboksilaz enziminin 1 ml tampon igerisinde iinite

olarak miktarii bulmus olduk.

iy BAVE

/Ml = ey *

EU/ml = 115x200 116
6220x95

EU/ml = 389,23675
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5. TARTISMA

Bu calismada, idrar oksalat seviyesinin Ol¢limii amaciyla oksalat dekarboksilaz
enziminin rekombinant DNA teknolojisi ile tiretimi hedeflenmis, iretilen rekombinant
oksalat dekarboksilaz enzimi, ticari olarak satilan format dehidrogenaz enzimi ile birlikte
kullanilarak oksalat tayininde kullanilacak sensitivitesi yiiksek yeni bir enzimatik fotometrik

6lclim metodu gelistirilmistir.

Oksalik asid: Oksalik asid ve karboksilli asidlerin molekiiler agirlig1 en kii¢iik olan
iki molekiil kristal su kapsayan formudur. Bilesimlerinde fazla miktarda oksalat bulunan
besinlerin yenilmesinde eksojen kaynakli oksalat alimini arttirarak hiperoksaliiriye sebep olur.
Diger yandan eksojen kaynakli oksalatin 6n maddelerini asir1 miktarda kapsayan besinlerin
veya maddelerin alimi1 da oksalat miktarini arttirir. Bu gibi maddeler arasinda glisin, askorbik

asid, glikolat, hidroksiprolin, triptofan, etilen glikol sayilabilir.

Idrar ve kandaki oksalat miktarin1 belirlemek icin kolorimetrik ve enzimatik
yontemleri kullanan gesitli teknikler gelistirilmistir. Son zamanlarda tris(2,2’-bipyridyl)
ruthenium(Il) kullanilarak gelistirilen kolorimetrik yontemlerden birinde 0,2-10pmol/L
araliginda kandaki oksalat miktar1 Glgiilmiistiir (32). Bu metodda kullanilan malzemelerin
pahali olmasit ve yiiksek pH gerektiren bir islem oldugundan dolay1 ozellikle idrar ile
kullanim1 konusunda bazi hatalar meydana getirmektedir. Ayrica metodun laboratuvara

uyarlanmas1 hem zaman agisindan hem de kullanim pratikligi agisindan eksikliklere sahiptir.

S. Gilman [33] yaptigi bir g¢alismada; platinyum elektrotlar1 sayesinde olusan
potansiyel farki kullanilarak ortamdaki oksalik asit miktar1 Slgiilmistiir. S. Gilman'a gore
perklorik asit kapli platin elektrot kullanilarak oksalik asit igeren bir soliisyonda
oksalat/bioksalat anyonlar1 difiizyon kontollii oksijen adsorbisiyonunda ¢ok hizli bir sekilde
Olclim yapilabilmektedir. Enzimatik 6l¢iimlere gére daha fazla miktarda 6rnek gerektiren bu
yontemde elektrotlarin pratikligi ve zamanla asinmasindan dolayr hem zor hem de spesifitesi
diisiik bir yontem olarak kalmistir. Bu yontem oksalik asit dlgmede gelistirilen ilk
yontemlerden biridir. Halen bir soliisyondaki oksalik asit dl¢imiinde elektrot kullanilarak
yapilan 6l¢iim metodu olarak gegerliligi koruyor olsa da 6rnek miktarinin yiiksek miktarda

gereksinimi metodun uygulanabilirligini diisiirmektedir.
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A. Hudgkinson ve Ann Williams [9, 34] yaptig1 bir teknige gore 0,5 ml idrar igindeki
oksalik asit miktar1 kalsiyum siilfat ile presipitasyon on iglemine tabi tutulup glikolik asit ile
rediikte edilip olusan peletin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Hazirlanan
ornekler daha sonra hidrojen peroksit ile yavas bir sekilde karistirtlip 30 dakika boyunca
kaynatlip spektrofotometrik yontemle 570 nm'de Slglimii yapilmistir. Teknikte kullanilan
hidrojen peroksitin strabilitesinin diisiik olmas1 ve dncesindeki rediiksiiyon tepkimelerindeki
verim diisiikliigli ile teknigin spesifitesini diistirmektedir. Teknik idrar O6lgiimiinde
kullanildiginda dogru sonuglar verebilirken kandaki oksalat miktarini 6lgmede basarisiz
olmustur. Kanda bulunan diger proteinlerin ¢okmesiyle oksalik asit miktarmin &lgiilmesi

zorlagmaktadir.

Iyon-Degistirici kromotografidan saglanan oksalat glikolik asit ile rediiklenir ve
kromotropik asit ile renklendirilir. Onceki ¢alismada bahsedildigi gibi daha sonra siilfirik asit
ile reaksiyon durdurulur ve 570 nm'de sepektrofotometrik olarak olgiimii yapilir. Bu
calismaya gore Ol¢iilmek istenen oksalat miktarinin %98 kadar miktar1 dl¢tilebilmektedir [35].
lyon-Degitirici kromotografi ile yapilan bu teknik oksalat miktarinin en yiiksek olctildigi
tekniklerden birisidir. Enzimatik 6l¢limlere gore hassasiyeti yiiksek olsan bu teknik maliyet
acisindan oldukca pahali olmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen enzimler ile
gelistirilen enzimetik oksalat tayin metotlarinda S6l¢lim maliyeti diger metotlara gore daha

distiktir. .

Oksalat miktar1 kolorimetrik ol¢iimlerle yapildigi gibi ayrica bir veya birden fazla
enzimin bir arada kullanilmasiyla da ol¢iimii yapilabilmektedir [36]. Oksalik asidin okside ya
da dekarboksile olmasiyla olusan iriinlerin daha sonra yine bagka tepkimelerle son iiriin
eldesi sonrasinda olusan iiriinlerin dlgiilmesiyle dogrudan kantitatif olarak 6lgiimii miimkiin
olmaktadir. Teorik olarak oksalik asitin okside olmasi ile birlikte ortaya g¢ikan hidrojen
peroksit horse radish peroksidaz enzimi pargalanip elde edilen son {irliniin spektrofotometrik
olarak ol¢iilmesi sonucunda oksalat miktarinin Sl¢lilmesi miimkiin olmaktadir. Bir diger
enzimatik Ol¢lim teknigindeki dekarboksilasyon isleminde oksalik asittin pargalanmast
sonucunda ortaya ¢ikan format miktar;; format dehidrogenaz enziminin format’
karbondioksit ve formikasit’e parcalamasi sonucunda olusan NADH+’y1 340nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢limiiyle oksalat miktar1 belirlenebilmektedir [37]. Calismamizda

da kullandigimiz bu teknik oksalat miktarint en dogru ve en uygun maliyette Slgen
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tekniklerden birisidir. Teknigin en zor yani ise iiretilecek olan enzimlerin karakteristik olarak
birbirlerine yakin 6zelliklere sahip olmasi gerektigidir. Ozellikle pH sicaklik ve kofaktorlerin
birbiriyle olan iliskileri metodun gelistirilmesi asamasinda énmli sorunlar ¢ikarmaktadir. pH
baslh basina bir etken olmaktadir. Enzimlerin optimum pH noktalar1 arasindaki fark arttikca
enzimlerden elde edilecek verim diismektedir. Sicaklik, pH kadar g¢alisma kosullarinda
belirleyici olmasa da yine de en yiiksek verim i¢in ¢alisma sicakliklarinin birbirbirlerine yakin
olmalar1 gerekmektedir. Kofaktor, birden fazla enzim kullanilan yontemlerde optimizasyonu
etkileyen faktorlerden birisidir. Birbirleriyle etkilesime girebilen kofaktorler enzimlerin
inhibisyonunu neden olabiliyorken ayrica birlesip ¢oken kofaktdrler de metod i¢in sorun

olusturabilmektedir.

M.F. Laker ve arkadaslariin [38] yaptig1 bir ¢alismada bir yosun tiiriinden elde ettigi
oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) enzimi kullanarak idrarda oksalat miktar1 tayini yapilmistir. Bu
metotda oksalat oksidaz (EC 1.2.3.4) tarafindan pargalanan oksalik asit reaksiyon sonucundan
hidrojen peroksit ve karbondioksit meydana gelmektedir. Kullanilacak olan ikinci bir enzim
olan horseradish peroksidaz (EC 1.11.1.7) ile ortaya ¢ikan 3,metil-2,benzothiozolinon
hidrozon bilesigi N,N-dimetilanilin ile boyanarak indamin rengi aciga ¢ikarir ve bu 595nm'de
spektrofotometrik olarak oSlgiilmesi sonucundan oksalik asit miktar1 tayin edilir [38]. Bu
idrarda bulunan oksalik asit miktar1 i¢in yiiksek spesifiteye sahipken kanda bulunan oksalik
asit miktar1 i¢in yanlis sonu¢ vermektedir. Spektrofotometrik 6l¢iim esnasinda kullanilan
595nm ayrica biitiin proteinlerde interferans yapma ozelligine sahiptir. Bu dalga boyunda
proteinlerin azot kismindaki baglar da absorbans vermektedir. Bu yiizden idrara epitel doku

ya da sistemik yolla idrara karisan proteinler oldugunda yanlis sonug verebilmektedir.

Oksalik asidi karbondioksit ve formik aside doniistiiren oksalat dekarboksilaz (EC
4.1.1.2) enziminin kullanildigr bir yontemde, olusan karbondioksit bir tampon i¢inde
tutulmakta, pH'da meydana gelen degisim ise ya direkt olarak ya da bir indikatoriin renk
degisiminden yararlanilarak tesbit edilmektedir. Boylece kantitatif olarak tayin edilen
karbondioksitin miktarindan oksalik asit miktarina gecilmektedir [38]. Karbondioksit ¢ok
hizl1 hareket eden ve sicaklikla hareketi artan bir gazdir. Tampon igerisinde tutulabilme giicii
diisiik oldugundan dolayr bu teknikte alinan sonuglar tam dogru sonu¢ verememektedir.
Ayrica karbondioksitin tutuldugu tampon verimi diisiiren bir faktdor olmaktadir. Ciinkii

tampon her seferinde degismesi gerekmektedir.

89



Bacillus subtilis ilk olarak calisilan model mikroorganizmalardan birisidir. Ilk kez
1835 yilinda Vibrio subtilis olarak isimlendirilen mikroorganizma daha sonra 1872 yilinda
Bacillus subtilis olarak isimlendirilmistir. Biitiin genomu dizilenen bu model mikroorganizma
gen kaynag1 olarak en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalardan biridir. Ozellikle proteazlar
konusunda gen kaynagi mikroorganizma olarak tercih edilen bu tiir karboksilasyon

reaksiyonlarinda kullanilan enzimler olarak da zengin proteinlere sahiptir.

Sensitivite ve spesifitsi yiiksek ve ayni1 zamanda ekonomik bir oksalat 6l¢tiim yontemi
gelistirmek,bobrek tasi hastaliklarinin tanist i¢in énemli olup,  toplumsal amaca hizmet
edecektir. Bundan dolayr bakteriyel kaynakli enzimlerin kullanimi endiistriyel amagh
caligmalara biiyiik katki saglamaktadir. Ancak, mevcut oksalat miktari 6l¢iim metotlar1 tanida
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, hem iilke ekonomisine katki hem de 6l¢iim dogrulugunu
arttirtlmast acisindan yeni metodlarin gelistirilip iiretime dayali ¢alismalarin yapilmasi

Oonemlidir.

Basta bitki olmak {izere baska organizmalardan saflagtirma yontemleri ile elde edilen
oksalat oksidaz ve oksalat dekarboksilaz enzimi hem maliyet agisindan hem de etkinlik
acisindan sorunludur.. Son yillarda, rekombinant DNA teknolojisi sayesinde diisitk maliyet
ve yiksek verimlilikle enzim dretimi alanindaki c¢alismalar artmistir. Kaynak
mikroorganizmalardan alian genler, model mikroorganizmalara aktarilarak hizli ve yiiksek

miktarda protein elde edilmesini miimkiin hale gelmistir.

Calismamizda kullandigimiz Bacillus subtilis 168 susundan elde edilen oxdC geni
yvrK proteinini ifade etmede kullanilmaktadir. Aslinda zaten Bacillus subtilis 168 tiiriinde
bulunan bu gen oksalat dekarboksilaz enzimini iiretebilmektedir fakat bu tiiriin bu enzimi
irettigi kosullar hem zor hem de verim acisindan diisiik olmaktadir. Bu yiizden bir vektor
aracilig ile liretim i¢in daha az maliyetli ortamlar ve miimkiin olunabilen kosullar ile model

organizmalara gen aktarimi yapilmasi enzim iiretimini kolaylastirmaktadir.

Onceki galismalarda kullanilan pET28a, pET28b, pET-11a gibi vektorleri hem
oksalat oksidaz hem de oksalat dekarboksilaz enziminin iiretiminde basar1 saglamistir. Bu
plazmidlerin {izerinde bulunan mutasyon sayesinde enzim zarar gérmeden ve dogru sekilde

tiretilmesini saglamaktadir. Bu caligmada ilk olarak kullanilan pET-SUMO plazmidi hem
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tizerinden promotor sayesinde hem de liretilen proteine ek olarak eklenen SUMO ve Histidin

yapilart {iretilen rekombinant proteinlerin saflastirmasini kolaylastirmaktadir.

Calismamizda Bacillus subtilis m168 susunun yvrK proteinini klonlanmasi,
ekspresyonu ve saflastirma islemlerini gergeklestirdik. yvrK proteini bacillusa ait
dehidrogenazlar ailesine ait olan enzim siifina girmektedir. Bacillus subtilis M168¢e ait yvrK
proteini, NCBI genom bankasindaki ORF gen dizisi kullanilarak iiretildi. ORF gen bolgesinin
tamami1 PZR yapildiktan sonra pETSUMO ekspresyon vektoriine klonlanarak tiretildi.

Rekombinant protein {iiretiminde en biiyiilk sorunlardan biri olan saperonlarin
proteinleri paketlemede yetersiz kalmalarindan dolayr iiretilen proteinlerin inkliizyon
tanecikleri haline doniismektedir. Calismamizda bdyle bir sorun yasamadigimiz i¢in iiretilen
protein nativ halde elde edebildik. Hem kaynak hem de konak¢i mikroorganizmanin
prokaryotik olmasi ve genom olarak birbirlerine yakin olmasi nedeni ile inkliizyon
taneciklerinin olusmadig1 diisiiniilmektedir. Onceki calismalarda kullanilan plazmidlerde
bulunan polihistidin tag proteinin nativ olarak elde elde edilmesini engellemistir. Bizim
calismamizda ilk olarak plazmidde bulunan polihistidine ek olarak bulunan 11kDa
uzunlugunda SUMO proteini, SUMO proteaz sayesinde kesilerek proteinin nativ halde

edilmesi saglandi.

Elde edilen enzimin aktivitesini belirlemek i¢in ikinci bir enzime ihtiyag
duyulmaktadir. Format dehidrogenaz enzimi ticari olarak satin alinabilen bir enzimdir. Ekmek
mayasindan elde edilen bu enzim oksalat dekarboksilaz enziminin oksalati kullanarak
olusturdugu format sayesinde ortamdaki NAD’larin indirgenerek NADH olglimii ve
boylelikle oksalat miktarinin belirlenmesi miimkiin olmustur. Uretilen rekombinant enzim
kofaktor olarak manganez kloriir kullanmaktadir. Manganez kloriir enzim aktivitesin énemli
rol oynamaktadir. Oksalat dekarboksilaz enziminde aktif bolgelerin calismasini
saglamaktadir. Bicupin ailesine ait olan oksalat dekarboksilaz enzimi manganez’den bagka

demir brom kiikiirt diger elementlerle yapilan ¢alismalarda aktivite gdstermemistir.

Bu caligmada iiretilen rekombinant enzim suan diinyada en ¢ok kullanilan oksalat
Olctim kitlerinden biri olan Trinity Biotech firmasina ait olan kit ile yapilan karsilastirmada bu

kitden on kat daha verimli ve sensitivitesi %19 daha yiliksek bulunmustur. Bunun baslica
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nedeni diger kitde kullanilan enzimin oksalat dekarboksilaz yerine oksalat oksidaz olmasi1 ve

enzimin bitkisel kaynakli olmasi diisiiniilmektedir.

Bu ¢aligmanin amaci rutin biyokimyada kullanilabilecek bobrek tasi olusumunu
belirlemek igin yapilabilecek bir kit igin rekombinant olarak enzim iiretmektir. Ileriki
asamalarda yapilabilecek bir kit i¢in trettigimiz oksalat dekarboksilaz enzimi format
dehidrogenaz enzimi ile birlikte c¢alisarak idrar ve kandaki oksalat miktarin1 Slgmede

kullanilabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Bobrekler bel omurunun her iki yaninda yer alan ortalama 150 gr agirliginda
organlardir. Viicut metabolizmasi sonucu olusan atik iiriinlerin uzaklastirilmasini saglamak ve
viicut sivilarmin icerdigi maddelerin yogunlugunu ayarlamak baslica gorevleridir. Idrardaki
kalsiyum, oksalat ve iirik asit gibi minerallerin kristalleserek kiimelesmesiyle ve tas
olusumunu engelleyici maddelerin idrarda yogunluklarinin azalmasiyla tas olusur. Tas
hastalig1 lilkemizde ortalama % 15 siklikta goriilmektedir.

Tas olusumunda genetik, cevresel faktorler ve diyet baslica etkenlerdir. Erkeklerde
kadinlara gore 3 kat daha fazla goriiliir. Ailesinde tag hastalig1 olanlarda %20-30 oraninda tag
olugma riski vardir. Baz1 enzim eksiklikleri tas olusumuna zemin hazirlar. Ayrica, alinan sivi
miktar1 azaldik¢a idrar yogunlasmakta ve atik maddelerin birikip tas olusturmasi
kolaylagsmaktadir. Her durumda ggecerli olmamakla birlikte, bazi hastalarda hayvansal
protein, siit, sofra tuzu ve oksalat igeren 1spanak, pancar, ¢ikolata gibi besinlerin fazla
miktarda alinmasi tas olusumunu artirir. Kortizon, asit gidericiler, idrar soktiiriiciiler
(furosemid), D vitamini gibi baz ilaclarin tag olusumu iizerine etkisi vardir.

Hastanelerde idrar ve kanda oksalat miktar1 6l¢iim yontemleri biyokimyasal kitlerle
yapilmaktadir. Biyokimyasal kitler enzimatik reaksiyonlar sonucu elde edilen iirlinlerin
Olgiilmesiyle kullanilmaktadir. Enzim olarak oksalat oksidaz ya da oksalat dekarboksilaz
kullanilmaktadir. Oksalat oksidaz enzimi oksalat dekarboksilaz enzimine gore hassasiyet
bakimindan daha diisiik bulunmustur [64]. Ayrica spektrofotometrik Slgiimlerde interferans
verme agisindan oksalat oksidaz enzimi oksalat dekarboksilaz enzimine gore daha yiiksek
ozellik gostermektedir. Her iki enzim de sonug¢ olusturmak icin bir baska enzime ihtiyag
duyar. Hem oksalat oksidaz hem de oksalat dekarboksilaz enzimi son iiriin olarak tirettikleri
tirtinler ancak ikinci bir enzim tarafinda reaksiyona girmesi sonucu ¢ikan lriinler 6lgiilerek
SoNug Vverir.

Her iki enzim de hem bitkilerden hem de mikroorganizmalardan elde
edilebilmektedir. Bitkisel kaynakli enzimler hem elde edilmesi hem de saflagtirma
islemlerindeki  giicliilik ve maliyet acisindan verim kaybi  olusturmaktadir.

Mikroorganizmalardan elde edilenler ise enzimin iiretim asamalarinda zorluklar
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yaganmaktadir. Mikroorganizmalarin irettigi enzimlerin optimum kosullar1 olusturmak gii¢
hale gelmektedir. Ayrica bu mikroorganizmalarin iirettigi diger enzim ve proteinler de elde
edilmek istenilen enzimlerin yapisin1 bozmaktadir.

Bu yiizden nativ 6zellikte bir enzim elde edebilmek i¢in son yillarda rekombinant
DNA teknolojisi kullanilmaktadir. Bakterilerin bir¢ogunun tiim genomu agiklanmis ve tiim
gen dizileri belli olmustur. Boylelikle bakterilerin 6zelliklerini kodlayan genleri kopyalayarak
model bagka bir mikrorganizmaya aktararak istenilen sartlarda tiretmek miimkiin olmustur
[58].

Bu calismada; Bacillus subtililis M168 susundan el etigimiz oxdC genini pET-
SUMO vektor sistemi kullanarak Escherichia coli mikroorganizmasina aktardik. Yiksek
miktarda elde edilen ve saflastirilan yvrK proteini gerekli katlanmalar sayesinde enzimatik
ozellik gostermektedir. Enzimatik aktivite i¢in kofaktdr olarak MnCl kullanildi ve iiretilen
rekombinant oksalat dekarboksilaz enziminin aktivitesi ticari olarak satin alinan format
dehidrogenaz enzimi ile birlikte kullanilarak gosterildi. Boylelikle biyokimyasal test olarak
kullanabilecek idrar ve kanda bulunan oksalat miktarin1 Slgecek bir metod gelistirmek
amactyla oksalat dekarboksilaz enzimi rekombinant olarak iiretildi. Calisma kisaca asagidaki
agamalardan olugsmustur.

o Bacillus subtilis M168 susundan genomik DNA iizolasyonu

Rekombinant oksalat dekarboksilaz enzimini iretebilmek i¢in kaynak olarak bu
enzimi kodlayan genleri tagiyan genler Bacillus subtilis m168 susundan elde edildi. Bunun
icin bakterinin tiim genlerini igeren genomu, genomik izolasyon kiti kullanilarak izole edildi.
Izole edilen genom agaroz jel elektroforezine yiiklenerek yiiriitiildii ve daha sonra UV 151k
altinda kontrol edildi.

e PZR ile gen bolgesi ¢ogaltma

Klonlanacak olan yvrK (oksalat dekarboksilaz) proteini kodlayan genler yiiksek
miktarda elde edilmek i¢in PZR uygulumasi ile ¢ogaltilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in elde
edilen genomik DNA dizayn edilen primer ¢ifti ile ¢ogaltildi.

Primerler, NCBI gen bankasinda agiklanan oksalat dekarboksilaz enzimini kodlayan
gen bolgesini Lightsycler (Roche) yazilimi kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerlerle
yapilan PZR uygulamasi1 sonrasinda 1158bp’lik bir gen bdlgesi elde edildi. PZR
uygulumasindan sonra elde edilen iirlinler yine agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilerek kontrol

edildi. En uygun olan banta sahip olan tiip se¢ilerek devam edildi.
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e Kopyalanan gen bolgesinin vektore baglama islemi

PZR ile ¢ogaltilan gen bolgesi konakg¢1r mikrorganizmaya aktarilmadan 6nce uygun
bir vektore baglanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in pET-SUMO vektor sistemi kullanildi.
Cesitli baglama teknikleri bulunmaktadir. Kullandigimiz vektor sistemi T/A klonlama
teknikgine sahiptir. PZR sonrasinda elde edilen {irlinlerin u¢ ve son kisimlarinda timin ve
adenin bazlarmin karsiligi bulunmaktadir. Boylelikle DNA ligaz enzimi PZR iiriinlerini
vektoriin agik olan A/T kisimlarina baglayarak vektorii kapatir.

e Transformasyon ve koloni se¢imi

Gen aktarilan vektoriin iiretim yapacak bakteriye aktarilmasi i¢in transformasyon
islemi gerekmektedir. Bunun igin lizerine birakilan vektorleri sicak/soguk sok islemiyle igine
alabilecek kompeten hiicreler kullanildi. Bu ilk asama hazirladigimiz vektoriin aktarilip
cogaltilmasi icin gerekmektedir. Boylece protein ifadesi i¢in kullanilacak mikroorganizmaya
yiiksek kopyada plazmid elde edilmesi saglandi.

Kopyaladigimiz gen eger basarili bir sekilde kopyalanmissa vektdrde bulunan B
galaktozidaz geninin inhibasyonuna neden olur. Boylece bakterilerin transformasyon sonrasi
ekildigi besiyerinde beyaz renkli koloniler olusur. Eger gen dogru bir sekilde
kopyalanmamissa besiyerine eklenen x-gal genin yanlis kopyalandigi bakteri kolonileri
tarafindan kullanilarak mavi renk olusumu gortiliir.

e Pozitif koloni se¢imi genin dogrulugunun saglanmasi

Ekim yapilan transforme olmus bakterilerden beyaz renkli ve digerlerine gore daha
biiyiilk olan kolonilerden bazilar segildi ve sivi besiyerine aktarildi. Daha sonra sivi
besiyerinde biiyiiyen bakteriler pelet halinde toplanarak PZR yapildi. Ayrica c¢apraz pzr
yapilarak gen bolgesinin ters ya da diiz oturdugu kontrol edildi.

Dogru koloni secildikten sonra yapilan kontrolden sonra bakterilerden tekrar sivi
besiyerine ekilerek pelet elde edildi ve plazmid izolasyonu yapildi. Elde edilen plazmidler
sekans analizi i¢in Sentromer DNA (istanbul) firmasina gonderildi ve dizi analizi sonucu
kopyalamanin dogru oldugu gosterildi.

e Protein ifadesi saflastirma

Secilen klonun dogrulugu PZR, c¢apraz PZR ve dizi analizi islemleriyle kontrol

edildikten sonra tekrar plazmid izolasyonu yapildi ve ifade konak¢isina yine 1s1 soku

uygulamasiyla aktarildi.
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Ayni1 dogrulama islemleri tekrar ifade konakgisi i¢in yapildiktan sonra protein ifadesi
calismalar1 yapildi. Vektoriin 6zelligi olan IPTG ile indiikleme sonucunda aktarilan gen ¢alist1
ve yvrK proteini ifade edildi.

Yiiksek miktarda protein elde etmek i¢in yliksek miktarda bakteri fermantasyonu
yapilmasi gerekmektedir. Bu yiizden daha yiliksek miktarda bakteri fermantasyonu yapilarak
yiiksek miktarda protein eldesi edildi.

Ni-NTA spin kolonlar1 kullanilarak elde edilen His-Sumo ekli rekombinant
proteinimiz diger binlerce protein arasindan izole edildi. Bunun i¢in dncesinde bakteri peleti
nativ yontemle liziz edildikten sonra santrifiij yapilarak tim proteinler toplandi. Saflastirilan
protein His-Sumo ekli oldugundan dolay1 enzimatik aktivitesinin bozulmamasi i¢in sumo
proteaz enzimi kullanilarak sumo kismindan kesim islemi yapildi. Tekrar Ni-NTA spin
kolonlar kullanilarak saf halde rekombinant protein elde edilmis oldu.

e Enzimatik aktivite ¢alismalari

Elde edilen proteinin enzimatik aktivite gostermesi igin gerekli kofaktdr ve tampon
optimizasyonlar1 yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in dncelikle ticari olarak satin aldigimiz
format dehidrogenaz enzimi optimizasyonu yapildi. Format dehidrogenaz enziminin optimum
tamponunun olabildigince asidik olmasi gerekli ¢linkii iiretilen rekombinant protein asidik
karakterde bir proteindir. Format dehidrogenaz pH 6 tampondada 500uM NAD
konsantasyonu icerisinde 50pM format’t kullanarak NADH™1 optimum absorbsiyon
gosterecek sekilde olusturdu.

Format dehidrogenaz enziminin optimizasyonu saglandiktan sonra iiretilen
rekombinant enzimimizin aktivite tayini yapildi. Uretilen rekombinant protein pH 6’da 500uM
MnCI, kofaktorii ile birlikte kullanilarak 100uM oksalik asit’i AA=0,690 absorbsiyon ile
Olctligii gdsterilmistir.

6.2. Oneriler

e (Calismamizda trettigimiz rekombinant oksalat dekarboksilaz enzimi etkinligi yiiksek ve
maliyeti diisiik bir enzim olmustur. Oksalat miktarini1 6l¢mek i¢in kullanilacak kitlerde uygun
bulunmustur. Gen kaynagi olarak Bacillus subtilis mikroorganizmasi yerine kullanilacak
baska gelismis 0karyotik canlilardan elde edilebilecek genler kullanilarak verimi ve aktivitesi
daha yiiksek olan enzimler elde edilebilir.

e Vektor olarak kullandigimiz pET-SUMO vektorii her ne kadar yiliksek verim saglasa da

tizerinde bulundugu SUMO proteinini son asamada rekombinant proteinden kesmek protein
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kaybina neden olmaktadir. Bunun yerine daha gelismis vektor sistemleri kullanilarak verim
daha da yiikseltilebilir.

e Protein ifadesi i¢in kullanilan Escherichia coli bakterisi rekombinant DNA teknolojisinde
oncili mikroorganizmalarin en dnemlilerinden biridir. Fakat yiiksek baz¢ifti uzunluguna sahip
olan genlerin ifadesi konusunda bazi sorunlar yasanabiliyor. Ozellikle protein paketlemesinde
yetersiz kalan bakteri saperonlar1 verimin diismesine neden olmaktadir. Eschericha coli yerine
daha gelismis maya mikroorganizmalart kullanilabilir. Boylece hem iiretim kosullari
bakimindan daha az maliyette ve diigiik sicaklikta enzim tiretilmesi saglanabilir. Ayrica diisiik
sicaklikta aktivitesini kaybeden HSP’ler ve aktivitesi artan CSP’ler sayesinde en fazla saperon
aktivitesi ile daha ¢ok protein ifadesi miimkiin olabilir.

e FElde edilen enzim miktarini arttirmak icin liyofilizasyon islemi yapilmasi daha az ¢ozelti
icerisinde daha fazla enzime sahip olabilmeyi saglar. Bu yiizden hacimce yiiksek miktarlarda
elde edilen enzimler liyafilizasyon islemine tabii tutularak daha az miktarda hacimle daha
fazla enzim sayesinde aktivite artig1 saglanacaktir.

e Hernekadar oksalik asit kullanilarak yapilan aktivite 6l¢timlerinde iiretilen rekombinant
oksalat dekarboksilaz enzimi yiiksek aktivite gosterse de enzim idrar ve kan kullanilarak
yapilmali ve kit gelistirilmelidir.

e Aktivite tayininde kullanilan format dehidrogenaz enzimi ile iiretilen rekombinant oksalat
dekarboksilaz enziminin ¢alisma tamponlari birbirlerine yakin olduklari siirece aktiviteleri
daha yiiksek olacaktir. Bu ylizden ikisinin de en yakin pH’ya gelebilmeleri i¢in secilecek
konakg¢1 genlerin iirettigi proteinler birbirlerine daha yakin optimum kosullara sahip olmasi
gerekmektedir. Birbirine karakteristik olarak yakin olan enzimler beraber calistiginda daha
yiiksek aktivite ortaya ¢ikabilir.

e Glinlimiizde tip ve diger arge calismalarinda kullanilan tani kitleri, enzimler, asilar ve
terapotik ajanlar rekombinant DNA teknikleri kullanilarak iiretilmektedir. Bu kadar genis
yelpazede iirlin olusturma potansiyeli olan rekombinant DNA teknolojisi, ne yazikki
tilkemizde ¢ok genis bir yer bulamamuistir. Bu tezde kullanilan rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak protein iiretimi ve saflastirma tekniklerinin tiim asamalar1t miimkiin oldugunca
ayrintili olarak vermeye calistik. Bu sayede, bu tekniklerin lilkemizde daha ¢ok kullanilarak,
iilke ekonomisine katma deger saglayarak, disa bagimlilig1 azaltacak hali hazirda kullanilan
cesitli tan1 kitlerin liretimesinin yani sira, yeni tam kitlerinin, (kanser, markirlar1 v.b) ortaya

cikarilmasi saglanabir.
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