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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

WILLIAMSIA MARIANENSIS KAYNAKLI
KOLESTEROL OKSIDAZIN E. COLI'DE
HETEROLOG IFADESI

ALAA KADHIM SHAREEF

Karsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Ileri Teknolojiler Anabilim Dah

Danmisman: Prof. Dr. Belgin ERDEM
I1. Damisman: Assist. Prof. Ahmed Jasim NEAMAH

En yaygin tedavi protokollerinin sinirlamalari ve sakincalar1 vardir. Bu nedenle, etkili
tedaviler bulmak bir¢ok arastirmacinin amacidir.Terapotik peptitler, proteinler ve
antikorlar dahil olmak tizere geleneksel farmasdtiklere gore ¢ok sayida fayda sunan umut
verici bir ilag sinifidir. Williamsia marianensis'ten iiretilen Kolesterol oksidaz'in terapotik
faydalar1 oldugu gosterilmistir. Yanik ve kulak 6rnekleri, yara siiriintiileri, balgam ve idrar
ornekleri Onceden tamimlanmis izolatlarin geleneksel biyokimyasal tahlillerle
tanimlandigin1 dogrulamak i¢in alindi. Bu ¢alismada, bir ekspresyon vektoriine (pET28b)
Ozgii primerler ile PCR kullanarak kolestrol oksidaz genini klonlayabildik ve IPTG ile
tanimladiktan sonra bunu E. coli (BL-21/DE3) Rosetta'da eksprese edildi. Gyncholestrol
oksidaz (~500 bp), bir cox dizisi saglamak tizere dizilendi ve Genscript Corporation, ABD
tarafindan sentez icin gonderildi. Cift kisitlamali bir sindirim modeli gosterildi. pET-
28a(+) cox-william elde edilen desen iki seritten olusmaktadir: bunlardan biri bir tasiyici
plazmit (4200 bp) idi ve 2800 baz ciftinden olusan bir iplik, kolesterol oksidaz genini
tastyordu. Sonug olarak, kolesterol oksidaz geni basariyla klonlandi ve eksprese edildi.
Williamsia marianensis'ten iiretilen kolestrol oksidaz, gelecekteki terapdtik sonuglarda
kullanilacaktir.

Aralik 2022, 72 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Kolesterol oksidaz, Molekiiler klonlama, Siliko dizi analizi,
Heterolog ifade, Williamsia marianensis
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

HETEROLOGOUS EXPRESSION OF WILLIiAMSIA MARIANENSIS
INDUCED CHOLESTEROL OXIDASE iN E. COLI

ALAA KADHIM SHAREEF

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Department of Advanced Technologies

Supervisor: Prof. Dr. Belgin ERDEM
Il. Supervisor: Assist. Prof. Ahmed Jasim NEAMAH

Most common treatment protocols have limitations and drawbacks. Thus, finding effective
treatments is the goal of many researchers. Therapeutic peptides are a promising class of
drugs that offer numerous benefits over conventional pharmaceuticals including proteins
and antibodies. Cholesterol oxidase, produced from Williamson marianensis, has been
shown to have therapeutic benefits. Burn and ear samples, wound swabs, sputum and urine
were obtained to confirm the identification of previously identified isolates by
conventional biochemical assays. In this study, we were able to clone the cholestrol
oxidase gene using PCR with primers specific to an expression vector (pET28b) and
express it in E. coli (BL-21/DE3) Rosetta after identification with IPTG. Gyncholestrol
oxidase (~500 bp) was sequenced to provide a cox sequence and submitted for synthesis by
Genscript Corporation, USA. A double restriction digestion pattern was demonstrated
pET-28a(+) cox-william. The obtained pattern consisted of two strands: one of them was a
carrier plasmid (4200 bp) and a strand of 2800 base pairs carried the cholesterol oxidase
gene. As a result, the cholesterol oxidase gene was successfully cloned and
expressed. Cholestrol oxidase derived from Williamson marianensis will be used in future
therapeutic outcomes.

December 2022, 72 Pages

Keywords: Cholesterol oxidase, Molecular cloning, In silico sequence analysis,

Heterologous expression, Williamson marianensis
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1. GIRIS

Williamsia  cinsi aerobik  Aktinomisetlerdir [1,2] vebu cins insanlarda ¢esitli
enfeksiyonlara neden olabilir. Williamsia cinsindeki DNA G+C igerigi %64-65 [ 3] olup,
hiicre duvari yapisinda mikolik asit bilesenleri iceren, dallanmayan kisa ¢ubuklu, sporsuz,
hareketli olmayan aerobik organizmalardir.

Williamsia cinsi, Corynebacterium, Dietzia, Gordonia, Mycobacterium, Nocardia,
Rhodococcus, Skermania, Tsukamurella ve Turicella cinslerini de igeren
Corynebacterineae alt takiminda yer alan aktinomisetlerin iginde ayr1 bir grup olusturur.
Williamsia sp. dokuz tiirii belirlenmistir (Williamsia deligens, Williamsia faeni, Williamsia
limnetica, Williamsia marianensis, Williamsia maris, Williamsia muralis, Williamsia
phyllosphaerae , Williamsia serinedens ve Williamsia sterculiae) [3].

Williamsia, sazliklar, derin deniz ¢okeltilerinde , ¢imen, i¢ mekan yap1 malzemelerinden,
insan kani ve akciger enfeksiyonlari, petrolle kirlenmis ve Antarktika topraklarindan |,
buzul ve nadir toprak biyosferi dahil olmak iizere gesitli yerlerden izole edilmistir.
Kolesterol oksidaz biyosensorleri, farkli serum ve gida 6rneklerinde kolesterol seviyesini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Mikrobiyal kolesterol oksidazin ¢ok cesitli endiistriyel ve
klinikk  uygulamalart  nedeniyle, kolesterol oksidazin yeni bir mikrobiyal
kaynaginin/kaynaklarinin izolasyonu ve tanimlanmasi ¢ok 6nemlidir.

Oksido-rediiktaz ailesinin FAD'a bagimli bir enzimi olan kolesterol oksidaz (COX), ¢ok
sayida patojen ve apatojen bakteri tiirleri tarafindan iretilir ve aktinomisetler en tiretken
gruptur. Patojenik olmayan bakteriler kolesterol oksidazi, kolesterol ayrigsmasindan karbon
kaynaklar1 elde etmek igin metabolik bir ara¢ olarak kullanirken, patojenik bakteriler,
membran kolesteroliiniin oksidasyonu yoluyla konak¢r makrofajlar1 enfekte etmek igin
enzimi kullanma egilimindedir.

Ticari degeri yiiksek bir enzim olan COX, ¢esitli klinik ve gida numunelerinde kolesterol
seviyesinin belirlenmesinde kullanilmas1 ve biyosensorlerdeki yeni uygulamalar: nedeniyle
biytik ilgi gormiistiir . EK olarak, COX, bakteriyel patogenezde ve ateroskleroz gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarda ve diger kalp hastaliklarinda da yer alir. Bu uygulamalar ve
patolojik siiregler, yeni COX'un taranmasi ve izole edilmesi ve bunun yapisal ve islevsel
yonleri hakkinda bilginin arttirilmasi ihtiyag duyulmaktadir [4]. Ayrica kolesterol
oksidazin Alzheimer hastaligi, HIV ve tiiberkiilozun belirlenmesinde rol oynadigi

bildirilmistir.Son zamanlarda Bordetella sp.'den elde edilen mikrobiyal kolesterol oksidaz
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akciger kanseri tedavisinde kullanildig: bildirilmistir. Bu nedenle, kolesterol oksidaz, yeni
bir anti-tiimor tedavisi i¢in umut verici bir enzim olabilir.

Insanlarda Williamsia'nin neden oldugu enfeksiyonlar ve hastaliklar bildirilmistir. Cevresel
etkenlere maruz kalmanin bir sonucu olarak enfeksiyon meydana gelebilir [5]. Yash bir
kadinda akciger enfeksiyonunun nedeni olarak W. muralis'i ilk kez bildirilen bir vakadir
[6].

Patojenik bakteriler, konak makrofajin enfeksiyonu i¢in kolesterol oksidaz gerekliydi;
kolesterol ayrica bu organizmalarda enzimin ekspresyonunu da diizenlemistir [7]. Enzimin
patogenezdeki roliiniin, kolesterolii kolest-4-en-3-one'ye doniistiirerek lipid membranin
fiziksel yapisini degistirmek oldugu varsayilmistir [8]. Kolesterol oksidaz, bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisi igin ilging bir farmasétikdir. R. equi, konak¢inin makrofajlarinda
bulunan ve bu enzimi viriilans olarak kullanan bir Gram pozitif kokobasil 6rnegidir [9].
Bir¢ok bilim adami, cesitli mikroorganizmalarin diisiik iiretimi nedeniyle kolesterol
oksidaz verimini artirmaya calisti. Kolesterol oksidaz tiretimi, sicaklik, inkiibasyon siiresi,
pH, inokulum boyutu ve ajitasyon hizi dahil olmak {izere ortamin ve kiiltiir kosullarinin

¢oziiniir bileseninden biiylik 6l¢iide etkilenir [10].

1.1. Calismanin Amaci

Bu g¢alismanin amaci, E. coli'de Williamsia marianensis'ten kolesterol oksidazi kodlayan
geni klonlamak ve eksprese etmekti; ve kolesterol oksidazi kodlayan diziyi in silico analiz

etmektir.
1.2. Cahsmanin Onemi

Bu ¢alismada W. marianensis’ in kolesterol oksidaz protein dizisinin {i¢ boyutlu yapisini
ortaya konuldu. Filogenetik agag¢ ile W. marianensis 'in kolesterol oksidazi ile diger
tirlerden gelen diger kolesterol oksidazlari arasindaki genetik iliskiyi gostererek, bir
bakteri olarak W. marianensis’den kolesterol oksidaz enziminin ¢oziiniir ve aktif olarak
klonlanmasi ve ekspresyonu basariyla saglayarak iretilebilen Kolesterol oksidaz'in

terapotik faydalar1 bu aragtirmada 6nem tasimaktadir.

Cocuklarda 1osemide tedavi amacgli kullanilmak tizere lokal rekombinant kolesterol
oksidazin enziminin iiretimi 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bu enzim su anda ¢ocuklarda
16semi tedavisinde kullanildigindan rutin olarak kullanilmas1 gerekmektedir.

Enzimin fiyat1 pahali oldugu i¢in pek ¢ok hasta bunun maliyetini karsilayamamakdadir.
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Dolayisiyla, kolesterol oksidazin diinya c¢apindaki enzim pazari, bu tiir enzimlerin
farmasoétik talepleriyle basa ¢ikmak i¢in yeni kolesterol oksidazin aramaya acil ihtiyag

duyulmaktadir.

2. GENEL KISIMLAR

2.1.Williamsia spp'nin Karakterizasyonu

Williamsia, hiicre duvari yapisinda mikolik asit bilesenleri iceren, dallanmayan kisa
gubuklara sahip, sporsuz, hareketli olmayan aerobik organizmalardir. Tindall [11]
Corynebacteriales adinin Mycobacteriales ile degistirilmesini Onermistir. Williamsia,
mezo-2,6-diaminoheptandioat (C;H14N,04), dokuz izopren {initeli hidrojeni giderilmis
menakinon [12], difosfatidilgliserol, tiiberkiilostearik asitler, fosfatidilgliserol, , N-glikolil
muramik asit, fosfatidilinositol ve mikolik asitleri igermektedir [3]. Sayrica,
Williamsia'nin yag asitleri heksadekenoik asit oleik asit, palmitik asit ve tiiberkiilostearik
asittir [3]. Williamsia'da zincir mikolik asitlerdeki bazi karbonlar C50-C56'dir [13]. W.
marianensis'in biiylimesi i¢in sicaklik araligi 4 ila 30 °C'dir, Ayrica, biiylime i¢in pH
araligit W. aurantiacus ve W. spongiae igin 4.0 ile 10.0 arasindadir [14] ve W. sterculiae

igin 8.0 olarak belirlenmistir [15].

2.2.Williamsia'nin Tanimlanmasi

Williamsia'nin farkli kiiltiir ortamlar1 tarafindan tanimlanmasi i¢in, Williamsia'nin insan
klinik Orneklerinden izolasyonu i¢in belirlenmis 6zel bir ortam yoktur. Williamsia
izolasyonu igin ¢esitli kaynaklardan ¢ok sayida besi ortami kullanilmistir. Bununla
birlikte, iyi biiyiimesi i¢in veya morfolojik inceleme i¢in en uygun olan ortamlar %5
koyun kanli agar ilave edilmis Columbia agar ve beyin kalp infiizyonu (BHI) agardir.
Bunlara ek olarak, Sikloheksimid ve nistatin ile desteklenmis M3 agar [16], glikoz/maya
oziti agar (GYEA) [17], sikloheksimid ve nistatin ile desteklenmis rafinoz-histidin agar
[17], triptik soya agar [14] ve sikloheksimid ile takviye edilmis nisasta-kazein agar [18),
da iolasyon da kullanilabilir. Bu besi yerlerine nalidiksik asit, novobiyosin ve nistatin ilave
edilmelidir [19].

Williamsia'nin fenotipik karakterizasyonlarina gore, Williamsia aurantiacus [14], W.
deligens [12], Williamsia faeni [19], Williamsia herbipolensis [5], Williamsia limnetica

[18] ve Williamsia maris [16], Williamsia marianensis [16], Williamsia muralis [2],



Williamsia phyllosphaerae [3] , Williamsia serinedens [16], Williamsia spongiae [14] ve
Williamsia sterculiae [15] tiirleri bulunmaktadir. Bu cinsin tiirleri farkli ortamlardan izole
edilmistir. Bununla birlikte, klinik orneklerden de izole edilmislerdir [12]. Williamsia
spp.'de koloni morfolojinin farkli 6zellikleri ve pigment renkleri sar1 ila turuncu veya
kirmizi olarak belirlenmistir [20]. Gram boyama (Williamsia cinsi Gram-pozitifti) ve aside
dayanikli boyama goriilebilir [3, 21]. Williamsia'nin tanimlanmasi ve taksonomik
Ozelliklerin degerlendirilmesinde dogru yontem molekiiler dizilemeye dayali molekiiler
tamimladir. 16S rRNA gen dizilimi, yeni bakterilerin ve ortaya ¢ikan patojenlerin cins ve

tiir seviyelerinde dogru bir sekilde tanimlanmasi igin etkili bir standart yontemdi [22].

Montoya-Porras ve ark., (2018), Williamsia cinsini, 16S rRNA geninin degisken bolgesi
icin 454 pirosekanslama ile tanimladi. Bakteri tiirlerini ayirt etmek igin altin standart
yontem DNA-DNA hibridizasyonu (DDH) yontemi olarak belirlenmistir [23, 24]. Ancak
bu yontem klinik laboratuvarlarda bakteri tanimlamasi i¢in kullanilmamistir. Diger bir
molekiiler yontem ise, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nde (NCBI) bes Williamsia tiirii

icin biriktirilmis olan tiim genom dizilimidir (WGS).

Williamsia marianensis su sekilde siniflandirilmisgtir:
Ust alem: Bakteri

Sube: Posibakteriler

Sinif: aktinobakteriler

Alt sinif: Actinobacteridae

Takim: Corynebacterineae

Familya: Nocardiaceae

Cins: Williamsia

Tiir: Williamsia marianensis [16].
2.3. Kolesterol Oksidaz

Kolesterol oksidaz (COX, EC 1.1.3.6), monomerik, iki islevli FAD iceren (flavoenzim) bir
enzim, oksidorediiktazlar ailesine aittir, 6zellikle alict olarak oksijenle vericinin CH-OH
grubu iizerinde etkilidir. COX, 3pB-hidroksi-steroidlerin oksidasyonunu ve 3-4-ene- 3f-
ketosteroid  (kolest)  tretmek igin  5-6-en-3B-ketosteroidin  (kolest-5-en-3-on)

izomerizasyonunu katalize eder.



Bu enzim smifinin sistematik adi kolesteroldiir: oksijen oksidorediiktazlar ve kullanimda
olan diger yaygm isimler kolesterol-O; oksidorediiktazlar, 3B-hidroksi steroid
oksidorediiktazlar ve 3B-hidroksisteroid de oksijen oksidorediiktazlardir COX ilk olarak
Rhodococcus erythropolis'ten izole edilmis ve karakterize edilmistir [ 24]. Daha sonra hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif bircok bakteri tarafindan iretildigi bulundu, ancak
Aktinomisetler en tiretken COX grubu olarak bildirilmistir. Kolesterol oksidaz, flavin
adenin dintikleotid (FAD) kofaktoriinii baglayan 55 kDa salgilanan bir bakteriyel enzimdir
[25]. Form I'de FAD kofaktorii proteine kovalent olmayan bir sekilde baglanirken, form
II'de FAD grubu His121'e kovalent olarak baglanir [26].

COX, asagidakileri kullanan yararli bir biyoteknolojik aragtir:
1. Serum ve diger biyolojik numunelerin kolesterol diizeylerinin belirlenmesinde,

2. Farmasotik endiistrisinde endiistriyel steroid ve sterol olmayanlar i¢in degerli ara iiriinler

saglayan biyokatalizor olarak,
3. Cocloptera'ya kars1 bir insektisit olarak gelistirilmis olan larvisidal protein olarak,

4. Ayrica COX, patojen bakteri Rhodococcus equi'nin ve Mycobacterium sp neden oldugu
enfeksiyonlarda virtilans faktor olarak rol aldigi [34, 35]. Bu enzimatik aktivite

bakterilere 6zgii oldugundan, antibiyotik kesfi i¢in yeni bir molekiiler hedefi temsil
edebilir.

5. COX ayrica Streptomyces natalensis'te polien makrolid pimarisinin biyosentezi igin

sinyal proteini gorevini yerine getirmektedir [4, 36, 37].

6. Protein miihendisligi titiz calismalari sonucunda O6nemli bir strateji saglayarak,

biyoteknolojik uygulamalar i¢in yeni enzimlerin elde edilmesini ortaya koymustur [38].

Gidalardaki kolesterol seviyesini diisiirmek i¢in pek ¢ok deneme yapilmistir; enzimatik

yontemlerle gida kolesterol diizeyleri azaltilmas: da gergeklestirilmistir [39].

Kolesterol oksidaz kullanarak siit ve yumurta saris1 kolesterol seviyelerini diisiirmek i¢in
de ¢ok sayida deney yapilmistir. Ayrica, diger arastirmalar COX'in haserilerin  kontrol
edilmesin de 6nemli bir rolii oldugunuda bildirmislerdir [16]. FAD kofaktorii ile apoenzim

arasindaki bagin dogasina gore iki tip kolesterol oksidaz (CO) vardi. Tip I'de FAD
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kofaktorii proteine kovalent olmayan bir bag yoluyla baglanirken, tip II'de kofaktor
apoenzime kovalent olarak baglanmistir [25]. Kolesterol oksidaz, klinik laboratuvarlarda
en yaygin kullanilan ikinci enzimdir [36]. Benzer sekilde, yapilan ¢alismalarda ChOA geni
klonlanmsi ve gen dizilimi yapilmistir [45, 46]. Yapilan diger bir ¢alismada E. coli'deki
ChOA geni pozitif olarak eksprese edilmisdir. Ayrica, bu enzimin HIV, Alzheimer
hastalig1 ve tiiberkiilozun ortaya ¢ikmasinda rol oynadigida bildirilmistir [47]. Bu enzime
kolesterol, hormon ve steroid ila¢ ara iirlinlerinin sentezi i¢in 6nemli bir 6ncii olarak
ihtiya¢ duyulmustur [48]. Buna ilave olarak, Borodetella sp'‘den gelen COX enzimi akciger
adenokarsinomunda ve meme kanserinde hiicre apoptozuna yol actig1 i¢in yeni bir anti-

timor tedavisi i¢in umut verici bir aday olarak gosterilmistir [49].

Bir¢ok bakteri patojeniteleri i¢cin bu enzime ihtiya¢ duyar. Hiicre zarin1 oksidaz ederler ve
kolesterolii kolest-4-en-3-one'a doniistiirme ve H,0, iiretme yetenegine sahiptirler [50].
Daha oOnce bahsedildigi gibi, CHO birkag bakteriden izole edilmistir. Son zamanlarda
asagidakiler dahil bircok bakteriden CHO geninden daha fazlasi izole edilmistir:
Brevibacterium sterolicum ATCC21387, Arthrobacter simplex, Streptomyces SA-COO ve
Rhodococcus sp. PTCC1633 ve uygun konakgilara klonlanmistir [51]. Steroid substrat
tizerindeki hidroksil grubunun oksidasyonu, eszamanli olarak azaltilan bir FAD kofaktorii

gerektirir (Sekil 1) [52].



Cholesterol

Ay H,O,
Reductive Oxidative
half-reaction half-reaction
E—-FADH + H" O,

Cholest-5-en-3-one

CH,

Isomerization

Cholest-4-en-3-one
CH3

Sekil 1. Kolesterol oksidazin oksidasyon ve izomerizasyon reaksiyonlart [52]

Onemli bir dizi homolojisi olmayan farkli protein ailelerine ait olan ve dolayisiyla yapi,

katlanma ve kinetik ve termodinamik 6zellikler agisindan da farklilik gosteren iki farkli

COX tipi vard1 [53].
1. Simif I COX

Bu enzime kovalent olmayan bir sekilde bagli olan ve glukoz-metanol-kolin (GMC)
oksidorediiktaz ailesine ait olan FAD redoks kofaktorii icermektedir. Cogunlukla, Sinif I
COX, Streptomyces sp. gibi aktinomisetlerde bulunmaktadir (Sekil 2).Aktinomisetlerdeki
dizi analizi, His447 ve Glu361 kalintilarinin izomerizasyon ve oksidasyon gibi cesitli
kimyasal reaksiyonlarla iliskili oldugunu ortaya g¢ikarmistir [54,7]. Streptomyces sp.,
Rhodococcus sp. ve Mycobacterium sp.'den elde edilen sinif I enzimlerden amino asit
dizilerinin bir karsilagtirmasini ve Gly-X-Gly-X-X-Gly'nin COX'teki FAD bdlgesinin N-
ucunda korunan dizi oldugunu bildirmislerdir [55]. Kofaktorlerin yani sira, GXGXG glisin
ile korunan kalintilarin bulundugu N-terminaline yakin ilk a-sarmalda difosfat gruplar

mevcuttudur [25].



Sekil 2. Siif I COX [26]
2. Smif IT COX

Sinif 1I enziminde, FAD kofaktorii enzime kovalent olarak baglanmistir [26]. Bu enzim
Rhodococcus erythropolis ve Brevibacterium sterolicum ve Burkholderia sp.,
Chromobacterium sp. ve Pseudomonas aeruginosa gibi patojenlerde bulunmustur. X-1gin1
kristalografisi ile B. sterolicum COX yapisinin, kovalent baglari nedeniyle en dayanikli
oldugu bulunmustur (Sekil 3) [27]. FAD'n kovalent bagi, enzimin stabilitesine katkida

bulunmakta ve redoks potansiyelinde énemli bir rol oynamaktadir [28].

Sekil 3. Brevibacterium sterolicum kaynakli Sinif IT kolesterol oksidaz [29]

2.4. Kolesterol Oksidaz Aktivitesi Uzerine Membran Etkileri



Genel olarak, lipit ¢ift katmanlari, kolesterol yoklugunda bir jel fazinda veya bir siv1 fazda
bulunur. Erime sicakliklarinin tizerindeki lipidler, lipid ¢ift tabakas1 i¢cinde daha fazla yanal
hareketlilige sahiptir ve bu nedenle katilardan daha ¢ok sivilar gibi davranirlar. Doymus
acil zincirli lipitlerden olusan zarlarda, 6rnegin dipalmitoilfosfatidilkolin, kolesteroliin siv1
faza katilmasi, zarda bir artisa neden olarak hala sivi olan bir faz olusturur, yani lipitler
hala yanal hareketlilige sahiptir, ancak daha yiiksek bir diizen derecesi. Bu kolesterol,
doymus lipid agil zincirlerini, lipid ¢ift tabakasinin merkezindeki diizensizligi sinirlayan
bir S-trans konformasyonuna sinirlar. Bu sivi diizenli durum, kolesterol igermeyen sivi
diizensiz durumdan ayrilir ve iki faz bir arada bulunabilir [30]. Ek olarak, kritik kolesterol
mol fraksiyonlarinda meydana gelen ¢ok cisimli molekiiler etkilesimler nedeniyle, COX
aktivitesi, tek fazli bir bolge icindeki mol fraksiyonu ile orantisiz olarak azalabilir veya
artabilir [31]. Bu nedenle, kolesteroliin mol fraksiyonunun arttirilmasi, zarin fiziksel
durumunu bozabilir ve zarin kolesterol i¢in afinitesini degistirebilir. Bu nedenle, enzimin
goriinen substrat spesifikligi, enzim aktivitesinin belirlendigi lipid kompozisyonuna ve
substrat mol fraksiyonuna bagli olacaktir. Kolesteroliin deterjanla etkilesiminin serbest
enerjisi, enzimin goriinen katalitik aktivitesi ilizerinde biiyiikk bir etkiye sahip olabilir.
Ornegin, setiltrimetilamonyum bromiir/kolesterol miselleri ile herhangi bir devir tespit
edilmedi, oysa aynmi konsantrasyon, pH ve sicaklikta Triton X-100/kolesterol miselleri
kolaylikla oksitlenebilmistir [32].

2.5. Kolesterol Oksidaz Kaynaklari

COX aktivitesi, farkli ortamlarda bulunan ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
retilmisdir. Arthrobacter, Rhodococcus equi, Nocardia erythropolis, Mycobacterium ve
Nocardia rhodochrous gibi mikroorganizmalar bir hiicre igi-membran COX iiretirken,
Pseudomonas, Schizophyllum commune, Brevibacterium sterolicum, Streptoverticillum
kolesterolicum ve Streptomyces bir hiicre dis1 enzim {iretirler. Genel bir kural olarak, COX
enzimleri aktiviteleri i¢in prostetik grup FAD'yi ihtiyag duymaktadir (hem kovalent hem de
kovalent olmayan bir sekilde bagli bir kofaktor olarak). Bunun bir istisnasi, kofaktor olarak
kovalent olarak bagli FMN icerdigi bildirilen c-Proteobacterium Y-134'ten izole edilen
COX olabilir [33]. Bu enzim ayrica bilinen diger COX'lerle karsilastirildiginda substrat
spesifikligi bakimindan da farklilik géstermektedir. Bu enzim, choE geninin {iriinii olup ,

Streptomyces spp.'de tanimlanan ve salgilanan COX'lerle homologdur.



Bu protein ayrica Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae ve Rhodococcus
erythropolis tarafindan kodlanan COX'lerle 6nemli benzerlikler sergilemektedir. [34].

2.6. Kolesterol Oksidaz Membran Etkilesimleri

Genel olarak, lipit ¢ift katmanlari, kolesterol yoklugunda bir jel fazinda veya bir sivi
fazinda bulunurlar. Erime sicakliklarinin lizerindeki lipidler, lipid ¢ift tabakasi icinde daha
fazla lateral hareketlilige sahiptirler ve bu nedenle katilardan ¢ok sivilar gibi
davranirlar. Dipalmitoilfosfatidilkolin gibi doymus acil zincirlere sahip lipitlerden olusan
zarlarda, siv1 faza kolesterol eklenmesi, zar diizeninde bir artisa neden olur, yani lipitler

lateral hareketlilige sahiptir.

Ek olarak, kolesterolde meydana gelen molekiiler etkilesimler nedeniyle, COX aktivitesi,
tek fazli bir bolge i¢inde orantisiz bir sekilde azalabilir veya artabilir. Bu nedenle,
kolesteroliin mol fraksiyonunun arttirilmasi, zarin fiziksel durumunu bozabilir ve zarin

kolesterol i¢in afinitesini de degistirebilir [35].

Streptomyces ve Rhodococcus equi ‘daki  kolesterol oksidaz enzimi, ekspresyon,

mutagenez ve yiliksek ¢Oziiniirlikli kristalografiye uygun olduklar1 igin bilimsel
caligmalarin odak noktasi olmustur. Bu iki bakterideki enzimin mekanizmalar1 ve yapilari
hemen hemen aynidir [26]. Bu nedenle yiizeylerindeki, substrat baglama boslugu, 79-83
kalintilarini iceren bir protein halkasi ile ¢oziiclilerden korunurlar. Bu protein halkasinin
ucundaki 5 amino asit kalintist olan Ser 79, Phe 80, Leu 81, Trp 82 ve Leu 83 silinerek
yiizey dongiisiiniin rolii boylece belirlenmistir [29] (Sekil 4).

X g ile  kristal yapilar gozden gecirilerek model membranlara (lipid vezikiiller)
baglanma ve sonraki aktif bolge dongiisiiniin nerede olacagini tahmin etmek i¢in floresan
151k ¢aligmalarda kullanilmisdir [36]. Diger bir ¢alismada Sistein aminoasidi, R. equi'nin
(Brevibacterium sterolicum) COX'nin 81. pozisyonundaki ilmegine dahil edildi ve gevreye
duyarli bir floresan probu olan akrilodan ile etiketlenmisdir. Bu calisma sonucunda
Akrilodan etiketli sisteinin, halkanin uzatilmis bir zinciri olarak modellenmesi
gerceklestirilmis ve bu halka omurgasmin lipid ¢ift tabakasina niifuz etmedigini, ancak
lipit ¢ift tabakasinin bas gruplar ile etkilesime girdigi yapilan bu calisma ile ortaya
konulmustur [37]. Ayrica bu c¢alisma ile tetrametilrodamin etiketli COX'in

kolesterol/dimiristoilfosfatidilkolin tek tabakasi ile iligkili oldugunu da gdstermistir. Bu
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enzimin membran ylizeylerine baglanmasinin membrani bozmadigini gosteren vezikiil liziz
caligmalart ile de tutarli oldugu bildirilmistir [38]. COX'in lipid cift tabakalar ile birlikte
kolesteroliin aktif bolgesine boliinmesi, ¢ift tabaka da goézenek olusumuna ve bunun
sonucunda vezikiillerde kapsiillenmis ve boya sizintisina izin verecek boyutta olamadigi

da bildirilmistir.

Bununla birlikte, kolesteroliin kolest-4-en-3-one'ye doniistiiriilmesi, lipit ¢ift tabakasinin
genislemesi (aslinda yogunlasma) ile zar gegirgenligini de artirmaktadir. Floresanla
isaretlenmis enzim kullanilarak, ¢esitli lipid vezikiillerine baglanma da izlenmisdir.
Membrana enzim baglanmasi, hidrofobik etkilesimler tarafindan yonlendiriliyor olarak
goriinmektedir [36]. Anyonik membranlara baglanan fosfolipaz A2 ile karsilastirildiginda,
COX'in baglanma afinitesinin ¢ok zayif olmast membran yiizeyinin enzimle doyurmadan
yapildigr anlamina gelir ve substrat preparasyonlari arasindaki farkliliklar basitce

baglanma afinitesindeki farkliliklar1 yansitabilir.

Sekil 4. Aktif bolge dongiisiinii aydinlatan COX'in {i¢ boyutlu yapisi

(a) Aktif bolgeye modellenmis epiandrosteronlu Streptomyces COX (IMXT [35])

goriintiisii. FAD kofaktorii sar1 renkle gosterilmistir. Alt tabaka baglanmasina izin vermek
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icin hareket etmesi gereken aktif site dongiisii mavi renkte gosterilmistir. (b) (a)'daki
Streptomyces COX aktif bolge dongiisiiniin ayni yonelimde atomik temsili. (c)
Rhodococcus equi COX (1COY)'den aktif bolgesi [39]. Tiim Rhodococcous COX yapist,
Streptomyces COX yapist ile kaplanmistir ve (b) ve (c)'deki halkalar ayni enzim
yonelimlerinde gosterilmistir. Elektron yogunlugunun olmadigi yan zincirler alaninler

olarak modellenmistir [26, 40].
2.7. Enzim Substrat Ozgiilliigii

Enzim membran yiizeyine baglandiktan sonra steroliin katalize olmasi i¢in enzimin aktif
bolgesine baglanabilir. Aktivite i¢in steroid tizerinde 3B-hidroksi grubunun olmasi
gerekmektedir. Yan zincirsiz 5-androsten-3p3-ol'den dalli bir yan zincir olan sitosterol'e
kadar degisen kolesterol yan zincirinin modifikasyonunda, steroidler tek tabakali
oldugunda [41] veya dioleoilfosfatidilkolin/sterol tek lamelli oldugunda vezikiiller substrat
tizerinde ¢ok az etkiye sahiptir [42]. Bu eksiklik, deterjan misellerinde, sitosterol ve
androsten-3p-ol ilgili steroid yapilardaki kolesterol i¢in Ozgiilliik gosteren propan-2-ol

¢oziiclisii ile yapilan substrat ¢alismalarinda bir zit durum ortaya konmustur [43].
2.8. Biyokatalizde Kolesterol Oksidaz Kullanim

Cok sayida Aktinobakteri, D5 fi D4 izomerizasyonuna bagli D5-hidroksisteroidlerin 3-OH
grubunu oksitlemede oldukga etkili olmustur. Boylece endiistriyel steroid ilag liretimi igin
degerli ara iiriinler saglanmigdir. Ornegin, R. equi DSM 89-133, kolesterol ve diger
sterolleri androst-4-en-3,17-dion ve androsta-1,4-diene-3,17-dion'a dontistirmek igin
kullanilmigdir [44]. Biiylime ortami asetat ile desteklendiginde kolesterol %82'ye kadar
doniistirilmiistir [56]. Benzer sekilde, kolesteroliin safra asitlerine biyolojik
dontisimiinde,  3b,7a-kolest-5-en-3’nin 7-diol'i  7a-hidroksikolest-4-en-3-one'ye
dontistirmek igin ReCOX kullanilarak  %90'dan daha yiiksek bir verim elde edilmisdir
[57]. R. erythropolis COX, siklik alilik, bisiklik (6r. 10b-metil-D1(9)-2b-oktalol)'un
hazirlayici oksidasyonu i¢in kullanildi ve trisiklik alkollerin yani sira birkag ergot

alkaloidini de sentezlemisdir [58].
2.9. Kolesterol Oksidazin Klinik Kullanimlari

COX, cesitli numunelerde kolesterolii belirlemek i¢in yararli bir analitik aragtir:
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(@) Toplam ve esterlenmis serum; (b) Diisiik yogunluklu lipoproteinlerden yiiksek
yogunluklu lipoproteinlere; (c) Eritrositlerin (ve diger hiicrelerin ve hiicresel bélmelerin)
hiicre zar1 lizerinde; ve (d) Safra taslarinda ve insan safrasinda kullanimigtir. Normal insan
kan serumu 5,2 mm'den (200 mg.dL™) daha az kolesterol igerir; plazmada lip Ateroskleroz
ve diger lipid bozukluklar1 gibi bir dizi hastaligin degerlendirilmesi ve ayrica tromboz,
miyokard enfarktiisii vb. riskinin tahmini, serum kolesterol i¢eriginin bilinmesine baglidir.
Oksidatif stres, hiperkolesterolemi ve Alzheimer hastaligi riskini igeren mekanizmalar
araciligiyla baglantilidir. Alzheimer hastaligi, beyinde oksidatif hasarla baglantili olan 39-
43 amino asitlerinin bir peptidi olan amiloid B-peptidin birikmesiyle tanimlanir.

oproteinler kolesterol igerir ve yaklasik %70'1 yag asitleri tarafindan esterlestirilir [4].

Amiloid B-peptid, Cu2" iyonlar1 ile kompleksler olusturarak, kolesterolii kolest-4-en-3-
one'a oksitleyerek COX'un islevini taklit eder. Aslinda, Alzheimer hastalarinin beyin

dokularindaki kolest-4-en-3-one seviyeleri, kontrol grubuna gore iki kat daha fazladir [59].

Richmond [60], 1973'te serum kolesterolii belirlemeye yonelik kimyasal yontemleri
(6rnegin, Liebermann-Burchard reaksiyonlar1) ortadan kaldirdi: Nocardia'dan COX'in,
iretilen hidrojen peroksit miktarin1 Olgerek serum kolesteroliinii  dlgmek igin
kullanilabilecegini gostermisdir. Hidrojen peroksit, 550 nm dalga boyuna sahip renkli bir
tirtin iiretmek igin dort degerlikli titanyum ve ksilenol turuncu ile reaksiyona sokuldu . Bu
yontemde kolesterol esterlerinin enzimatik olmayan hidrolizi (alkali sabunlastirma)

kullanilmistir.

Ayni enzim daha sonra, 2 saatlik uzun bir inkiibasyon periyodunu takiben iiriin
ekstraksiyonundan sonra kolest-4-en-3-on iiriiniiniin absorbansinin 240 nm'de dogrudan
Olglilmesiyle serum kolesterol testi i¢in kullanildi [61]. Toplam kolesterol, kolesterol
esterlerini hidrolize etmek i¢in kolesterol hidrolazin (EC 3.1.1.13) kullanildigi tamamen

enzimatik bir yontem kullanilarak serumda da (esterler dahil) belirlenebilir [62].

Serbest kolesterolin COX tarafindan oksidasyonunun ardindan hidrojen peroksit
olusturulur. Bu daha sonra, 4-aminoantipirinin fenol ile oksidatif baglanmasiyla enzimatik
olarak yabanturpu peroksidazi ile 6l¢iiliir, bu da bir kinonimin rengi verir (maksimum 500
nm'de absorpsiyon ile). Bu teknik, klinik laboratuvarlarda hala siklikla kullanilmaktadir ve
basitlik, minimum miidahale ve biiyiik tekrarlanabilirlik faydalar ile karakterize edilir.

Safra kolesterolii, pigmentlerden kaynaklanan girisim nedeniyle kolorimetrik yaklasim
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kullanilarak diizgiin bir sekilde olgiilebilse de, COX reaksiyonunun oksijen tiiketimine

dayal1 bir elektrokimyasal yontem tercih edilmektedir [63].
2.10.Viriilansta Kolesterol Oksidaz

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi icin ilging bir farmakolojik hedef COX'tir. Konagin
makrofajlari, Gram-pozitif kokobasil R. equi'ye ev sahipligi yapar. En yaygin semptom,
apse olusumu ve kaviter pndmoni ile seyreden kronik siipiiratif bronkopndmonidir ve geng
atlar1 siklikla enfekte eden yaygin bir toprak organizmasidir [9]. 1967'den beri bu
bakterinin insanlara bulasabilecegi belgelenmistir. Genellikle, %701 HIV pozitif olan

bagisiklig1 baskilanmis hastalarda firsatci bir enfeksiyon olarak tanimlanir [64].

R. equi enfeksiyonlarinin ¢esitli klinik belirtileri vardir: Siddetli pirograniilomatéz hastalik
pnomonisi en yaygin tiptir. Konak hiicrenin R. equi enfeksiyonu sirasinda ekstraseliiler
oksidazin indiiklenmesinin membran lizizini kolaylastirdigi ileri siirlilmistir [55].
Mutasyon analizine gére COX, Listeria ivanovii, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus
gibi sfingomiyelinaz iireten bakterilerin varliginda R. equi tarafindan ortaya g¢ikarilan
sinerjistik hemolitik reaksiyondan sorumlu olan zara zarar veren faktordiir [55]. Bakteriyel

sfingomiyelinaz C'nin varligi, R. equi'nin zara zarar veren etkinligi i¢in gereklidir [7].
2.11. Antifungal Sensor Olarak Kolesterol Oksidaz

Streptomyces natalensis ChOx, polien makrolid pimarisinin biyosentezi i¢in gereklidir
[57]. Bu 26 iiyeli tetraenemakrolid antifungal antibiyotik, gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (peynir kontaminasyonunu ve mantar keratitini onlemek ig¢in), ¢iinkii
membran sterolleri ile etkilesime girerek (ergosterol, mantar zarlarinda bulunan en bol
steroldiir), zar yapisinin degismesine ve hiicre sizintisina neden olur. Varsayilan ChOXx
kodlayan genler, filipin (pteG) ve CE-108 (rimD) dahil olmak {izere antifungal
poliketitlerin diger bilinen biyosentetik gen kiimelerinde bulunur. Bu poliketitlerin tiimii,
zarlar1 ergosterol iceren mantar rakiplerine yanit olarak toprak bakterileri tarafindan tiretilir

ve bu da iiretici bakteriler i¢in segici bir avantaj saglar [65].
2.12. Molekiiler Klonlama

Klonlama ¢ogunlukla tiim genleri igeren DNA pargalarini ¢ogaltmak i¢in kullanildi, ancak

promotorler, kodlamayan diziler ve rastgele pargalanmig DNA gibi herhangi bir DNA
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dizisini ¢ogaltmak i¢in de kullanilabilir. Genetik parmak izinden biiylik 6lgekli protein

tiretimine kadar bir¢ok pratik uygulamada ve biyolojik ¢aligmada kullanilabilir [66].

Klonlama vektorii, bir organizmada stabil olarak depolanabilen ve klonlama amaciyla ona
eklenebilen kiigiik bir DNA parcasidir [67]. Az sayida vektor dogal olarak meydana
gelirken, digerleri uygun modifikasyonla bu dogal olarak meydana gelen yollardan elde
edilmistir [68]. Pek ¢ok klonlama vektorii tiirii vardi, ancak en yaygin olarak kullanilanlart
genetik olarak tasarlanmis plazmitlerdir. Plazmitler, farkli kosullara adaptasyonu
kolaylastiran yeni genler iireterek bakterilerin olusumunda biiylik rol oynayan genetik
unsurlardir [69]. Bu vektorlerdeki klonlanmis genlerin kendilerini transkripsiyon veya
translasyon diizeyinde ifade etmeleri pek olasi degildir. Bu vektorler, genetik miithendisligi
deneylerinde, genomik kiitiiphaneler olusturmak veya problari veya diger temel caligsmalar
hazirlamak i¢in kullanilmisdir. Klonlama vektoérlerinin se¢imi, klonlama deneyine, vektor

bilgisine, ¢alisma kolayligina, uygunluguna ve giivenilirligine baglidir [70].

Cok sayida klonlama vektoriin secilmesi asagidakiler gibi cesitli faktdrlere bagli olabilir:
ek iizerindeki boyut, kopya sayisit ve klonlama islemi. Biiyiik ekler, 6zellikle ¢ok sayida
kopyaya sahip olanlar i¢in genel bir klonlama vektoriinde kararli bir sekilde muhafaza

edilemez [71].

Tipik olarak klonlama, ilk olarak E. coli kullanilarak gerceklestirilir ve E. coli'deki vektor
klonlama, plazmit, kozmitler, bakteriyofajlar (6rnegin faj y) ve bakteriyel yapay
kromozomlar1 (BAC'ler) igerir. Bununla birlikte, birkag DNA E. coli'de saglam bir sekilde
korunamaz, ornegin c¢ok biiyiik DNA fragmanlarinda kullanilabilir ve maya gibi diger
organizmalar kullanilabilir [72]. E. coli'nin konuk¢u mikroorganizma olarak kullanilmasi,
hizli biiytime kinetigi, hizli yiiksek yogunluklu yetistirme dahil olmak iizere bircok
avantaja sahipti ve genetik manipiilasyon kolayligi, nispeten ucuz yetistirme, heterolog
DNA ile kolay ve hizli plazmit transformasyonu [73], hizli ekspresyon, bir giinliik bir siire
boyunca rekombinant protein {retimi, bilinen metabolik yollar ve fermantasyon

yontemlerinin ve kosullarinin gelistirilmesi oldukg¢a basar1 saglanmustir [74, 75].

B suslart ve K12 arasindaki farklar, BL21'de (DE3) kamgcili bilesen genlerinin, DNA
sitozin metilaz dem'nin ve ompT'nin olmamasini igerir. B suslari, K12'de bulunmayan ek

bir tip II salg1 sistemine sahip olabilir.
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BL21 (DE3) dahil olmak iizere laboratuvarda yaygin olarak bulunan suslar olan protein
ekspresyonu i¢in en yaygin E. coli konakg1 suslarindan biri. BL21, minimal ortamda hizla
biiyiiyebildi [78]. BL21 (DE3), T7 RNA polimerazin kontrolii altinda rekombinant protein
tiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tiirdiir [79]. OmpT ve Lon proteazlarini kodlayan
genlerdeki eksik BL21. OmpT, saflagtirma sirasinda proteinleri bozabileceginden,
rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in iyi bir sonuca sahipti [80]. Shuffle T7 Yetkili E. coli,
katlanmalar1 ve aktiviteleri i¢in E. coli sitoplazmasinda disiilfid baglarinin olusumunu
katalize etmek tizere tasarlanmustir [81]; bu, aktif sitoplazmik DsbC'yi ifade eden gor ve
trxB'nin kromozomal kopyalariin genetik olarak silinmesiyle saglandi [82]. XL-1 Blue,
klonlama ve protein ekspresyonunda kullanilan K suslaridir ve plazmit veya lambda
vektorleri kullanan rutin klonlama uygulamalari i¢in harika konakgilardir ve mavi-beyaz
tarama icin en popiiler sustur [83]. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) iiriinlerinin E. coli
plazmitlerine klonlanmas1 molekiiler teknikler i¢in ¢ok énemliydi [84]. Cok sayida sistem
onerildi ve birgogu PCR iirlinlerinin plazmitlere dahil edilmesine izin verecek sekilde

ticarilestirildi. Cogu PCR klonlama vektdrii li¢ temel 6zelligi paylasir:
1. PCR f{iriiniiniin dairesel bir plazmit DNA'sina dahil edilmesi;

2. Plazmidi dahil eden E. coli klonlarmin se¢imi; ve

3. Ilgilenilen PCR iiriiniinii igeren klonlarin se¢imi [85].

2.13. Plazmider

Plazmidler, Bakteriler, Arkealar ve Okaryotikler alanlarindaki bircok mikroorganizmada
bulunan dairesel veya lineer kromozom disi replikonlardir [86]. Plazmidler konjugasyon
yoluyla bulasabilirler [87]. Smillie ve digerleri [87], tam dizili plazmitlerin yaklasik
%14'iniin konjugatif oldugunun tahmin edildigini bildirmisdir. Konjugasyon, genetik
elementleri bakteriler arasinda yaymak icin en etkili mekanizmalardan biridir [88]. Bu
nedenle, bakterilerde goriilen hizli evrim ve adaptasyon yeteneklerini kolaylagtiran, genetik
bilginin bakteriyel iletisimi i¢in en 6nemli “araglardan” biridir [89]. Niikleotid dizileme
teknolojisindeki son devrimle birlikte yeni plazmitler rapor edilmistir; NCBI Plazmit
Genom veritabaninda 4602 tam plazmit dizisi vardir: 4418'i bakterilerden, 137'si

Arkea’dan ve kalan 47'si NCBI veri tabanina dayali olarak Okaryot’lardandir
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Plazmidler ¢ogu bakteri tiiriinde her yerde bulunur. Onlar gen akisinin dnemli ajanlartydi.
Paradigmatik bir 6rnek olarak, insan tibbinda giderek daha fazla taninan bir tehdit olan
¢oklu antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasindan ve yayilmasindan sorumludurlar [90].
Yeni DNA dizilerini birlestirmek i¢in ¢ok sayida yontem tanitilmisdir [91], simdiye kadar
kisitlama endontikleaz enzimlerinin kullanimi molekiiler klonlamada en yaygin olarak
kullanilan tekniktir. Hem ekleme hem de vektor DNA dizileri iizerinde uyumlu kisitlama
enzim bolgeleri mevcut oldugunda, klonlama basittir; bununla birlikte, kisitlama bolgeleri
uyumsuzsa veya yerlestirme kasetinin yakininda herhangi bir kisitlama bdélgesi bile yoksa,
klonlama daha karmasik hale gelebilir. Uyumlu kisitlama enzim sitelerinin gémiilii oldugu
PCR primerlerinin kullanimi, bu sorunu etkili bir sekilde ¢o6zebilir ve c¢ok asamali
klonlama prosediirlerini kolaylastirabilir. PCR klonlama biyolojik miihendislikte biiyiik
Olciide kullanilmasina ragmen, gerekli tiim adimlar1 ve ipuglarini ardisik bir sirayla

aciklayan pratik kilavuzlar az bulunmaktadir [92].
2.14. pET-28a (+) Vektorii

E. coli, iyi calisilmis 6zellikleri ve ticari olarak temin edilebilen ¢ok ¢esitli vektorlere ve
konake¢1 suslara erisilebilirligi nedeniyle rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in yaygin
olarak kullanildi. En popiiler ekspresyon sistemlerinden biri, E. coli B suslart (6rn.,

BL32(DE3)) ile kombinasyon halinde kullanilan pET vektor sistemidir [93].
2. 15. BL21 (DE3) Rosetta Doniisiimii

Molekiiler klonlamadaki ¢ogu bilimsel arastirma E. coli'ye baghidir ¢iinkii bu bakteri
rekombinant protein liretimi i¢in yaygin olarak kullanilan en profesyonel konaktir. Bu
bakteri ayn1 zamanda genetigi, yiiksek transformasyon kapasitesi, basit kiiltiir durumu, hiz
ve ucuzlugu ile taninirdi. E. coli'de farkli genler iiretebilir ve bu genler farkli proteinlerin
ifadesinden sorumludur [94]. Rosetta (DE3) konakg1 suslari, bu bakterilerde kullanilan
nadir kodonlar iceren yliksek frekanslarda 6karyotik proteinlerin ekspresyonunu arttirmak
icin pRARE plazmitini barindiran miihendislik BL21 tiirevleriydi. Yaygin olarak
kullanilan ek E. coli K-12 laboratuvar susu, rutin klonlama i¢in kritik bir platform saglayan
DH5a idi. Yiiksek verimli transformasyon ve spesifik olmayan endoniikleaz I (endAl)
eksikligi, yiiksek kaliteli plazmit DNA'ya yol agmistir [95, 96]. Gen, RNA polimeraz
ekspresyonu gibi verimli bir sekilde inaktive edebilir, ancak indiiksiyonun ardindan

ekspresyonun derecesi iizerinde dogrudan bir kontrolii yoktur. Kiiltiir ortami1 formu,
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indiikleyici konsantrasyonu, indiiksiyon sonrasi sicaklik ve siire gibi indiiksiyon
kosullarinin E. coli'de protein ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir [97]. IPTG, 100 uM
ile 3.0 mM arasinda bir konsantrasyon araligina sahip etkili bir protein ekspresyonu
indiikleyiciydi. Kullanilan konsantrasyon, kullanilan hiicreler veya plazmit genotipi ile
birlikte uygun indiiksiyonun yogunluguna baghdir. IPTG, yapisal bir laktoz analoguydu;
ancak hiicre i¢inde E. coli metabolik yolunun bir pargasi degildi. Metabolik olmayan
Ozellikleri, parcalanmamasi nedeniyle laboratuvar deneyleri i¢in ideal olmasini saglar.
Laboratuvar ortaminda IPTG'nin birincil kullanimlari, mavi/beyaz koloninin taranmasi ve
rekombinant proteinlerin uyartlmasidir [98]. IPTG, E. coli‘de lac operon ekspresyonunu
indiikleyen ve lac represoriiniin baglanmasinda ve konformasyonunun degistirilmesinde
islev goren, metabolize edilemeyen bir galaktoz analoguydu. Bu inaktivasyon, [-

galaktosidaz i¢in lac kodlayan genin baskilanmasini 6nlemektedir [99].

Fiizyon yontemi, bagimsiz ligasyon klonlamasiyd: ve DNA Polimerazin 3'-5' eksoniikleaz
aktivitesinin benzersiz ozelliklerine bagliydi [100]. Bu sema, Mg®" ve diisik dNTP
konsantrasyonlarinin varliginda homolog uglarla inkiibe edilen lineer dubleks DNA'lar igin
gerekliydi. Tek iplikli uclar olusturmak i¢in 3 ugtan niikleotitleri kaldiran poksviriisten
DNA polimerazin 35" diizeltme okumasi islemidir. Tamamlayic1 bolgeler, c¢entikli bir
hibrit bolge, 1-5 niikleotit bosluklar1 veya kisa ¢ikintilar igeren birlestirilmis bir molekiil
olusturmak i¢in baz eslesmesi sirasinda kendiliginden baglandi. Dubleks uclara kiyasla
DNA polimerazin ¢entikli veya bosluklu DNA uclarina diisiik afinitesi, meta-kararl
yapilarin yapilandirilmasina izin vermektedir. Son olarak, transformasyondan sonra E. coli,
verildiginde herhangi bir tek iplikli bosluklar1 onarabilir ve sonugta , DNA'nin uglarindaki
bir rekombinasyon olayina esdegerdir. Bu nedenle In-Fusion klonlama ydntemi, genomdan
secilen kodlama bolgelerini pTriEx1.1 vektoriine klonlamak i¢in en uygun yontem olarak

secilmistir [101].
2. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. EKipman ve Cihazlar

Bu c¢aligmanin prosediiriinde kullanilan tiim ara¢ ve geregler kaynaklarla birlikte asagida

Tablo 3'de gosterilmistir.
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Table 1. Bu Calismada Kullamlan Arag- Geregler, Sirketler ve Ulke

No. Ekipman ve Cihazlar Sirket Ulke

1 Denge Kernp Almanya

2 Kulugka Makinesi Memmert Almanya

3 Su banyosu Memmert Almanya

4 Pastor Firini Memmert Almanya

5 hassas terazi Sartorius Almanya

5 Mikro-spin Santrifiij biyosan Almanya

6 Mikropipetler (10-1000u1) Insan Almanya

7 Termik-manyetik karistirici Ika-Werk Almanya

8 Girdap Digsistemi Almanya

9 Nanodrp ThermoScientific® | Almanya

9 Otoklav Tomy Seiko Japonya

10 Mikroskop Olimpos Japonya

11 Spektrofotometre U-VIS Shimadzu Japonya

12 Dijital kamera kanon Japonya

13 Santrifiij Hettich ABD

14 Jel elektroforez sistemi Aparat ABD

15 Diyaliz Torbalar1 Sigma ABD

16 Termal dongti cihazi Uygulamali ABD

17 Calkalayici-Inkiibator Biyosistem ABD

18 Eppendorf tezgah santrifiijii Esnaf Bilimsel ABD

19 NanoDrop2000 Hettich ABD

20 Mikrodalga Termo balikg1 Cin

21 Dondurucu (-20°C) Gosonik Cin

22 Derin dondurucu (-80°C) Haier Cin

23 Su damitma cihazi Haier Cin

24 Ultraviyole 151k Jrad Italya

25 Transilliiminator Vilberlourmat Tiirkiye

26 Briilor Amal Ispanya

27 Buzdolab1 TEKA UK

28 Sonikator Soniprep Ingiltere

29 Laminer akis bagligi Gallenkamp South

30 Nano damla biyoner Korea

31 Tek kullanimlik Petri biyoner Giiney

32 Ultrasonik islemci UP5S0H Hielscher Ultrasonik | Kore
HisTrapTM HP GMBH©O Almanya

SLS Uluslararasi Ingiltere




Sekil 5. Thermal Cycler cihazi

Sekil 6. Thermal Cycler cihazi

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Bu c¢aligmada deneyimlerde kullanilan kimyasallar agagida Tablo 2'de gosterilmistir.
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Table 2. Bu Calismada Kullanilan Kimyasallar, Sirketler ve Ulke

No. Kimyasallar Sirket Ulke
1 MgCl, abm Kanada
2 Niikleaz icermeyen su abm Kanada
3 Etidyum bromiir abm Kanada
4 Etilen-diamin tetraasetik asit (EDTA) abm Kanada
5 Agaroz abm Kanada
6 DNA yiikleme boyasi abm Kanada
7 DNA marker (100 bp) Promega ABD
8 Primerler IDT Kanada
9 Bisakrilamid abm Kanada
10 Akrilamid (BDH abm Kanada
11 Sodyum dodesil siilfat abm Kanada
9 Metanol abm Kanada
10 Buzul asetik asit, Amonyum Perstilfat abm Kanada
11 TEMED abm Kanada
12 NaHCO; abm Kanada
13 Bromofenol mavisi abm Kanada
14 Etanol abm Kanada
15 NaOH BDH Ingiltere
16 Gliserol 20% BDH Ingiltere
17 Sodyum kloriir (NaCl) BDH Ingiltere
18 Izopropanol BDH Ingiltere
19 Sefakril S-1000 ROMIL pure UK
20 Kanamisin Chemistry UK
21 IPTG Sigma Kore
22 Protein isaretleyici Aldrich Kore
23 Agar agar Interon Almanya
24 TBE (10X) Interon Hindistan
25 Alkali Fosfataz (SAP) Santacruz ABD
26 Tris-Asetat-TAE10X Himedia ABD
27 Sigir serum albiimini (BSA) Promega ABD
28 Coomassie-blue G250 Thermo ABD
29 Tris-baz rCutSmart® Tampon (10X) Fisher ABD
30 Triton X100 Promega ABD
31 PMSF Promega ABD
3.1.3. Kitler

Bu ¢alismada deneyimlerde kullanilan kitler asagida Tablo 3'da gdsterilmistir.

Table 3. Bu Caligmada Kullanilan Kitler

No. Kit Sirket Ulke
1  Genomik DNA saflastirma Promega ABD
2  Gene]ET PCR saflagtirma Thermo Fisher ABD
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dNTP Scientific GE ABD
3 Healthcare

3.1.4. Besiyerleri
Bu ¢alismadaki deneylerde kullanilan besi yerleri asagida Tablo 4'te gosterilmistir.

Table 4. Bu Calismada Kullanilan Besiyerleri

No. Besiyeri Sirket Ulke
1 Laura Bertani Agar Difco Hindistan
2 Laura Bertani Broth Difco Hindistan

3  Modifiye edilmis interon Kore

Ezapelc'in dox suyu

3.1.5. Bakteriyel Suslar ve Vektorler

E.coli (BL21) DE3 Rosetta susu, rekombinant proteinler i¢in ekspresyon konakgilari olarak
kullanildi. pET-28a (+) vektori, ekspresyon vektorii olarak kullanildi. Tiim bakteri suslari,
%350 (h/h) gliserol stoklarinda uzun siireli koruma i¢in muhafaza edildi ve -800C'de

saklanda.
3.2. Yontemler
3.2.1. Kolesterol Oksidaz Deneyi

A. Deney Prensibi

Kolesterol oksidaz aktivitesi, daha dnce belirtilen prosediire gore spektrofotometrik olarak

degerlendirildi [102].

Bu yontemde, substrat olarak kolesteroliin kolesterol oksidaz tarafindan enzimatik
sindirimi nedeniyle serbest kalan hidrojen peroksit, yaban turpu peroksidaz tarafindan

katalize edilen fenol 4-aminoantipirinin oksidatif baglanmasiyla saptanabilmektedir.
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Ikinci reaksiyon, 500 nm'de spektrofotometrik olarak olciilebilen kinonimin kirmizi

boyasinin olusumu ile sonuglanacaktir (Sekil 3).

cholesterol ox1chse
+ H,0,

0h016516f01 fl cholestene-3- one

Q OH W0, 4HO
k
-N/N\-O + é \ / - _N/ \\-0

=

(red) M
Q

0

Sekil 7. Kolesterol oksidazin substrat olarak kolesterol iizerindeki etki mekanizmasi[103]

N'Hz

B. Test Prosediirii

1 mL %21 Triton X-100 i¢inde 3 uM kolesterol, 100 uL enzim soliisyonu, 300 uM
potasyum fosfat tamponu pH 7.0, 1,2 uM 4-aminoantipirin, 21 uM fenol ve 20 U yaban

turpu peroksidazindan olusan reaksiyon karisimi son hacmi 3 mL olacak sekilde hazirlandi.

Enzim reaksiyonu, inkiibasyon periyodu sirasinda hafif ¢alkalama ile 37 °C'de 10 dakika
boyunca gergeklestirildi. Reaksiyon, 100 °C'de 3 dakika kaynatilarak durduruldu.
Reaksiyon tiiplerinin oda sicakligina sogutuldu.Daha sonra gelisen renk spektrofotometrik
olarak 500 mn'de o6l¢iildii. Bir birim enzimatik aktivite (U): belirtilen test kosullar1 altinda

37 °C'de dakikada bir mikromol H,0, serbest birakan enzim miktart olarak tanimlandi.
3.2.2. Sterilizasyon Y éntemleri
Laboratuvarda Tercih Edilen Proses I¢i Sterilizasyon Yéntemi

« Otoklav: Sterilize edilecek esyalar1 1sitmak igin basingli buhar kullanilmasi, suyun

varliginda yogun 1s1 ile verimli bir sekilde elde edilen kiiltiir sterilizasyonu i¢in ¢ok
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etkili bir yontemdir. Sikistirilmis buharin yiiksek bir gizli 1s1s1 vardir; 121°C'de 15

dakikada sterilizasyon gerceklestirilir.

* Kuru Isi: Cam esyalarin kuru 1s1 ile etkin bir sekilde sterilizasyonu i¢in daha yiiksek

sicakliklar gerektirir, bu da genellikle 180°C'lik bir sicaklik gerektirir.
3.2.3. Kimyasal Cozeltiler

Bu ¢aligmada kullanilan tiim ¢ozeltiler iiretici firmanin protokoliine gore asagidaki gibi

hazirlandi:

1. Normal Tuzlu Su (NaCl) (%0,85); (0.85 gm) NaCl (10 ml) distile su iginde ¢oziiliirek
son hacim distile su ile (100 ml)'ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti otoklavlanarak
sterilize edilmistir.

2. Etidyum Bromiir; (0.25 gr) Ethidium bromiir boyasini (50 ml) distile su i¢inde ¢oziildi
ve son konsantrasyonda (5 mg/ml) ¢ozelti elde edildi ve 4°C'de saklandu.

3. Sodyum Hidroksit (NaOH)/(10N); 40 gr NaOH 60 ml distile suda ¢oziilerek hacmi saf
su ile 100 ml ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

4. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA)/(50 mm); (1.86 gm) Naz-EDTA'nin (10 ml)
Distile su i¢inde ¢oziilmesi, ardindan hacmi (100 ml) Distile su ile tamamlandi,

ardindan pH (8.0)'a ayarlandi ve otoklavlanarak sterilize edildi.
3.2.4. Kimyasal Tamponlar

Bu calismada kullanilan tiim tamponlar (IDT) Kanada 'dan temin edilmis ve iireticilerin

talimat protokoliine gore asagidaki sekilde hazirlanmistir:

1. Tris Borat EDTA Tamponu 1X (TBE 1X); 1000 ml TBE (1X) elde etmek i¢in (900
ml) distile su eklenerek bir litreye kadar stok TBE soliisyonunun (10X) seyreltilmesi

(100 ml) yapilmustir.
3.2.5. Primer Hazirlama ve Saklama

Liyofize primerler (IDT/DNA Company) niikleaz igermeyen su ile stok ¢ozelti olarak 100
picomol/ul olacak sekilde hazirlandi. 10 pikol/ul'lik primer soliisyonu, 90 pl niikleaz
icermeyen suya 10 pl stok soliisyonu eklenerek hazirlandi ve sonrasinda dondurucuda -20

OC'de saklandi.

3.2.6. Protein Saflastirma Tamponlar: ve Coziimleri
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* Lizis Tamponu: 25 mM Tris HC1 ve 2 mM EDTA (pH 7,6 )ile hazirlanmistir.

+ ElutionTamponu: 300 mM NaCl, %5 lik Gliserolve400 mM Imidazol'den pH 8'de 50 mM
Tris ile hazirlanmisdir.

+ Yikama Tamponu: (NaCl'den 300 mM'de pH 8'de 50 mM Tris, Imidazol'den %35 Gliserol
ve 20 mM) ile hazirlanmigdar.

* Tris-HCI Tamponu (0,05M, pH=8,0): Bu ¢ozelti, 6.057g Tris-HCI'nin 900 ml distile suda
¢oziilmesi, pH"1 8'e ayarlanmasi ve ardindan tam hacmi distile su ile 10000 ml'ye
tamamlanarak hazirlanmisdir.

* Bradford Soliisyonu: 0,1 g Commasie Brilliant Blue G250'nin 50 ml %95 etanol i¢inde
¢cozlilmesi, ardindan 100 ml fosforik asit (%85) sollisyonunun sogutularak ve
karistirilarak ilave edilmesi ve ardindan distile su ile altlik hacmine tamamlanmasi ile
hazirlanmistir. Leke whatman filtre kagidindan iki kez siiziildii ve kullanilana kadar

koyu renkli sisede 4°C'de saklandh.
3.2.7. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Laurie-Bertani (LB) broth ve LB agar, bu ¢alismada kullanilan E. coli (BL21) DE3 Rosetta
susu yetistirmek i¢in kullanildi [104].

* 10 g Tripton ve ....... NaCl ve 5g Maya ekstrakti 1 litre Distile suda ¢ozdiiriildi.
* LB Agar i¢in %1,5 son konsantrasyona agar eklenmistir.

* Karisimi kaynatarak agar ve diger bilesenler ¢ozdiiriilmiistiir.

« Sterilizasyon, 121°C'de 15 dakika otoklav kullanilarak yapilmistir.

* Son olarak sterilizasyonu kontrol etmek i¢in kiiltiir ortamini1 37 °C'de 24 saat inkiibe ettik.
3.2.8. E. coli BL21’ nin Cesitli Metal Iyon Ortamlarinda Uretilmesi

E. coli BL21 (DE3) Rosetta susu bakteri susu, MgCl, (0,1 M) ve CaCl, (0,1 M) tuzlu
cozeltileri ile strese sokularak kimyasal isleme tabi tutulmustur.

* Izole kolonilerden susun &n asilari, antibiyotik icermeyen Luria Bertani Broth (LB)
ortaminda, 5 mL'lik hacimlerde hazirland1 ve gece boyunca 37°C'de (200 rpm) altinda
inkiibe edildi.

* 300 mL antibiyotik icermeyen LB'ye 5 mL 6n inokulum eklendi ve 37°C ve 200 rpm'de
600 pm 0,4'te optik yogunluga (OD) ulasana kadar (yaklasik 3 saat) inkiibe edildi.

25



* Bir kez O.D. ulasildiginda, bakteri kiiltiirii hacmi 4°C'de 10 dakika boyunca 5000 x g'de
santrifiijlendi ve 40 mL soguk MgCl; ile hiicre yeniden siispansiyonu i¢in sadece hiicre
peleti (pellet) sakl tutuldu.

* Bunu 4°C'de 3000 x g'de 10 dakika boyunca yeni bir santrifiij izledi ve ardindan
slipernatant atildi.

* Pelet, bu sefer 2 mL soguk CaCl; ile yeniden siispanse edildi, bakteriler 20 dakika buz
tizerinde dinlenmeye birakildi, ardindan 1 mL %50 gliserol ilave edildi.

» MgCl; ve CaCl; ortaminda tireyen E. coli hiicrelerinin gliserol stokunu i¢eren eppendorf

tiiplerine 100 pL'lik yerlestirildi ve -80 °C'de saklandh.

Yukarida bahsedilen E.coli susunun yetkin hiicreleri, CaCl, kullanilarak daha once
anlatildig1 gibi [105] hazirlandi. Kisaca, 250 mL'lik bir Erlenmeyer sisesi i¢inde 100 mL
LB'yi agilamak i¢in 1 mL E.coli kiiltiri kullanildi. Asilanmis LB, 600 nm'de 0.4'liik bir
optik yogunluga ulagana kadar 37°C'de 200 rpm'lik bir calkalama hiz1 ile 2-3 saat siireyle
inkiibe edildi. Daha sonra bakteri liremesi buz {izerinde 30 dakika durduruldu. Hiicreler
4500 rpm'de 4°C'de 20 dakika santrifiij edilerek toplandi.  Siipernatantin
uzaklastirlmasindan sonra bakteri peleti 20 mL soguk 0,1 M CaCl, iginde siispanse edildi
ve 30 dakika buz iizerinde tutuldu. Hiicrelerin toplanmas1 4,500 rpm'de 4°C'de 20 dakika
santrifiij edilerek elde edildi. Bakteri peleti 2 mL soguk 0,1 M CaCl; iginde siispanse edildi
ve bu bakteri siispansiyonu eppendorf tiiplerine dagitildi, Her tiip 100 uL bakteri
stispansiyonu ve 100 uL %100 (h/h) gliserol igermektedir. E.coli hiicrelerinin gliserol

stogunu iceren eppendorf tiipler -80°C'de saklanmuistir.

Eppendorf tiipteki (100 ulL) kimyasal ortamda iireyen E.coli hiicreleri, 2-3 uL (50 ng)
vektor (plazmit) ile karistirildi. Karigim buz iizerinde 40 dakika tutuldu. Daha sonra
hiicreler su banyosunda 42°C'de 45 saniye 1s1 sokuna tabi tutuldu ve ardindan eppendorf
tip 5 dakika buza daldirildi. Daha sonra eppendorf tiipe 900 uLL LB broth ilave edildi ve
37°C'de 180 rpm galkalama hiz1 ile 1,5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
bu 1 mL'lik kiiltiir, kanamisin iceren LB agar plakalarinin yilizeyine yayildi. Daha sonra

asilanmis agar plakalar1 37°C'de 24 saat inkiibe edildi.

3.2.9. Williamsia marianensis Susu DSM 44944'ten Kolesterol Oksidaz Kodlayan

Genin Klonlanmasi

W. marianensis susu DSM 44944'ten kolesterol oksidaz genini kodlayan agik okuma

cercevesi GenBank'tan alindi. Bu agik okuma c¢ergevesi, QEOMO01000003.1 erisim
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numarast ile W. marianensis susu DSM 44944'iin genomundaki c¢248375-246561
niikleotidlerinden olusmaktadir. Kolesterol oksidaz lokusu ic¢in protein kimligi
PVY31399.1°dir. Kolesterol oksidaz geninin (PVY31399.1) elde edilen niikleotid dizisinin
uzunlugu 1834 bp'dir. Kolesterol oksidaz geninin bu niikleotid dizisi, Genscript Co., ABD
tarafindan sentezlendi. Daha sonra, ligasyondan bagimsiz klonlama (LIC) olarak
adlandirilan EZ Clone yontemiyle pET-28a(+) ekspresyon vektorii iizerinde klonlandi.
Sekil (2-4), W. marianensis susu DSM 44944'ten kolesterol oksidaz genini tasimak i¢in
GenScript tarafindan sentezlenen pET-28a(+)'nin vektdr haritasini temsil ediyordu. Yapi,

pET-28a (+)/Cox-william olarak adlandirildi.

Plasmid Construct Map

The gene was cloned in pET-28a(+) by CloneEZ .

rCIoneEZ U548TGI010-12 CloneEZ —)

ﬂu Xho |
< Not I
o 7 terminator Jina s
q',b ai
&)
5y Blp! |His ta
4 (oo

‘_-—— hrombin Nhe |
Hi
pET-28a(+) ':éasg Neo !
5.4kb lacO Ixba |

PG T7 promoter

Bgl Il

Bl 1l 17 promoter lac operator Xba | by
— AGATC TCG ATC COG CGA AAT TAA TAC GAC TCACIA TAG GGG AAT TG1 GAG CGG ATA ACA ATT CCC CTC TAG AAA TAA TTT TGT TTA ACT TTA AGA AGG AGA
New | Mis tay Ndet __Nhel 17 tag
TAT ACC ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGE CAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT
N T e S Al v ) 8 R M A S MT G @ BB MG
Thron
BamH | EcoR1  Secl Sall  HindWN_ Notl Xho |

CGC GGA TOC GAA TIC GAG CTC CGT CGA CAA GCT TGC GGC CGE ACT CGA GCA CCA CCA
G- 8 B W BB R R K A C O R TR A R

CCACTO AGA TCC GGC TGE TAA CAA AGC CC GAA AGG
R P L R 8 G C sup

P
Bip) 17 term or
AAG CTG AGT TGG CTG CTG CCA COG CTG AGC AAT AAC TAG CAT AAC COL TTG GGG CCT CTA AAC GGG TCT TGA GGG GTT TTT TG -

Notes:This map is based on a commercial vector. Some of the clone sites may be lost after cloning.

Sekil 8. W. marianensis susu DSM 44944'iin kolesterol oksidaz geninin sokulma yontemini

gosteren pET-28a (+) haritast.

PET-28a (+)/Cox-william yapisi, yukarida bahsedildigi gibi E. coli BL21 (DE3)

Rosetta'nin MgCl, ve CaCj, ortamlarinda da tliretilmistir.

3.3.0. pET-28a (+)/Cox-william'mm E. coli BL21 (DE3) Rosetta Hiicrelerine

Doniistiiriilmesi
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PET-28a (+)/Cox-william yapisini tasidigr varsayilarak transformant hiicrelerden rastgele
secilen bes tek koloni, 50 mL falkon tiiplerde ayr1 ayr1 15 mL LB/kanamisin'e aktarildi.
Inokiile edilen broth'lar 16 saat 37°C'de inkiibe edildi. Ertesi giin, GeneJET plazmit
miniprep kiti (Thermo Fisher Co., ABD) kullanilarak on kiiltiirden plazmit mini hazirlik
yapildi. Izole edilen plazmitler, pET-28a (+) vektérii iizerinde kolesterol oksidaz geninin
varligini kanitlamak i¢in PCR sablonlar1 olarak kullanildi. Tek bir koloniden kaynaklanan
saf bir kiiltiirden izole edilen her plazmit, Mlul ve Xhol restriksiyon enzimi kullanilarak

restriksiyon endoniikleaz ektivitesine tabi tutuldu.
Reaksiyon asagidaki gibi gergeklestirildi:

1 pg plazmit, 4 U Mlul, 4 U Xhol, 1 pL (10X kisitlama sindirim tamponu), 3uL niikleaz
icermeyen su karisimi, gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi.Ertesi giin rekstrikson

endoniikleaz aktivitesi agaroz jel kullanilarak gézlemlendi.

Table 5.PCR Reaksiyon Karigimi Hacimlerinin Protokolii

PCR Reaksiyon Karisimi Son Hacim (25 ul)
2X Tag PCR MasterMix/boya ile 5
[leri Primer 1.5
Geri Primer 15
Plazmit DNA sablonu 4
Niikleaz igermeyen H,0O 13

3.3.1. PCR Termo Dongii Kosullar:

PCR tiipleri termocycle icine yerlestirildi ve Tablolar 6'da belirtilen kosullarda reaksiyon
gergeklestirldi.

Table 6. Kolesterol Oksidaz Geninin Tespiti i¢in PCR Isil Dongii Kosullart Programlari

Ik denatiirasyon

Denatiirasyon

Primerlerin
Baglanmasi

Kolesterol
oksidaz

Primerlerin Uzamasi
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Son Uzatma 72.0C° 10 dk 1
40C° Daima
Bu ¢aligmada kullanilan COX -Willimansia primeri Tablo 7'de listelenmistir.

Tablo 7. COX Willimansia genlerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Gen Primer Dizileri (5- 3") Uriin

Boyutu

COX- Willimansia | F*: ATGTACGATGGCGTGGTGTCTGTA | 1809bp

R*: GCTCACACCGTCGGTCTTGGT

3.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi daha dnce bahsedildigi gibi gerceklestirilmistir [105]. Kisaca, 100
mL TAE tamponuna (1X) 1,0 g agaroz ilave edildi (bakimiz Ek I). Karisim, agaroz
karisimin1  tamamen eritmek ic¢in 1sitildi. Daha sonra, 0,5 ug/mL'lik bir nihai
konsantrasyonda erimis agaroza etidyum bromiir ilave edildi. Erimis agaroz, jel
elektroforez iinitesinin (Cleaver Scientific Co., UK) dokiim tepsisine dokiildii, ardindan
katilastirilmis jelde kuyucuklar olusturmak ig¢in tarak sokuldu. Jel katilasmasindan sonra
dokiim tepsisi elektroforez tankina daldirildi. TAE tamponu (1X), jel tamamen tampon
yiizeyinin altina daldirilana kadar ilave edildi. Her DNA numunesi, jele yiiklenmeden 6nce
1X jel yiikleme boyasi (bakiniz Ek I) ile karigtirilmistir. Elektroforez islemi, anot ile katot
arasinda 5-8 Voltaj/cm'de 45 dakika silireyle gerceklestirildi. Elektroforezin sona
ermesinden sonra, agaroz jel, bir UV transilliminator (Cleaver Scientific Co., UK)

kullanilarak ultraviyole (UV) 151k altinda goriintiilendi.
3.3.3. Hiicre Hasad1 ve Bozulmasi

Hiicre lizizi, Hielscher Ultrasonics GMBH®©'den bir ultrasonik islemci UP50H kullanilarak
sonikasyon yoluyla (genlik %50, dongii 1) mekanik olarak gerceklestirildi. Pellete yaklagik
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10 ml lizis tamponu (20 mM Imidazol (pH 7,6) igeren 50 mM Tris ve 300 mM NaCl), 20
ul Triton X100 ve 100 ul PMSF (0,03 mM) ilave edildi. E. coli, nazik¢e yeniden siispanse
edilen ve prosediir boyunca bir buz banyosunda dinlendirilen pET-28a (+)/Cox-william ile
doniistiiriilmiistiir. Ornek, homojen bir hiicre karisimi elde edilene kadar 30 saniyelik
dongiiler ve 20 tekrar ile sonikasyon asamasina gecti. Hiicre lizati, hiicre kalintilarini
ayirmak ve protein ekstraktini (¢oziiniir fraksiyon) kurtarmak icin 4 °C'de 30 dakika
boyunca 10,000 xg'de santrifiijlendi ve lizatan 100 pL alinarak ayr1 olarak santrifiijlendi,
sonra -20°C'de saklanana kadar saklandi. Cozlniirliigii degerlendirmek icin elektroforezde
(SDS-PAGE) kullanilir.

3.3.4. Cox-william Proteininin Saflastirilmasi

A. Metaller icin Afinite Kromatografisi (IMAC)

Rekombinant Cox-william'in saflagtirma islemi i¢in 3 yikama tamponu (25, 50, 100 mM
imidazol igeren 300 mM NaCl ve 50 mM Tris) ve eliisyon tamponu (300 mM NaCl, 50
mM Tris) hazirlandi. Tris ve 250 mM imidazol), her ikisi de pH 8.0'da.Nikel iyonu (Ni+)
ile konjuge edilmis agarozdan olusan HisTrapTM HP kolonunun yaklasik 2 mL'si, i¢inde
saklandig1 kalint1 alkolii ¢ikarmak i¢in 5 mL Milli Q su ile yikand1 ve daha sonra lizis
tamponu ile dengelendi ve yaklasik 10 mL protein 6zii ile 1 saat, bir buz banyosunda ve

yorilingesel ¢alkalama altinda 100 rpm'de inkiibe edildi.

Daha sonra bu hacim plastik bir destege yerlestirilerek kromatografik islem baslatildi, ilk
olarak, 25, 50 ve 100 mM imidazol yaklasik 35 mL yikama tamponu ve 250 mM imidazol
ile ellisyon, burada yaklasik 7 mL saflagtirilmis fraksiyon kurtarildi ve denatiire edici
poliakrilamid jelde uygulamaya kadar 4 °C'de saklandi. 300 mM imidazol igeren tampon
icindeki eliisyon fraksiyonu, 50 mM Tris tamponu ve 300 mM NaCl (pH 8.0) i¢inde
diyalize edildi ve yaklasik 5 mL'de konsantre edildi, 10 kDa membranli Vivaspin (GE
Healthcare®) yardimiyla -80°C'de saklanmaktadir.

B. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE analizi)

SDS-Polyacrylamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) [106]:
* %30 Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu; 29,2 gr akrilamidin (BDH) 70 ml dist.H,O
iginde 0,8 gr bisakrilamid ile ¢oziilmesiyle hazirlanmis ve hacim distile H,O ile 100

ml'ye tamamlanmistir, ardindan Millipore filtre (0,45 mm) ile siiziilmiistiir ve steril opak
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kapta 1 giin siireyle saklanmistir, en az 30 giin ve kullammdan 15 dakika once
kabarciklar vakumlandi.

« Alt tampon (Tris —HCI tamponu 1,5 M), pH =8,8; 17,15 g Tris-baz 80 ml distal suda
coziilerek hazirlandi, pH 8,8'e ayarlandi, ardindan hacim 100 ml distal suya tamamlandi
ve siizme ile sterilize edildi ve 4°C'de saklandi.

« Ust tampon (Tris —HCI tamponu 0,5 M), pH =6,8; 0,7 g Tris-baz 60 ml distal suda
¢oziilerek hazirlandi. pH 6,8'e ayarlandi ve hacim dist., H,O yoluyla 100 ml'ye
tamamlandi, daha sonra siiziildii ve 4°C'de saklandi.

* %10 Sodyum —dodesil siilfat (SDS); 10 gr SDS (BDH) distal suda ¢oziilerek hazirlandi
ve kuvvetlice karigtirilarak hacmi distile H,O ile 100 ml'ye tamamlandi.

* %10 Amonyum persiilfonat (APS); 10 gm APS distile H,O i¢inde ¢oziilerek hazirlandi ve
kuvvetlice karistirildi ve dist., H>O ile hacmi 100 ml'ye tamamlandi.

* SAB; (%1 SDS+%10 B-markapto etanol + %10 gliserol + 0,6 Tris, pH 6,8 i¢inde %0,05
Bromofenol mavisi).

* 10X Calisan tampon elektrot, 6 gm Tris-baz 28,8 gm Glisin ve 2 g SDS ile 200 ml distile
su ile ¢oziilerek hazirlanir, sonra her 25 ml ¢alisan tampondan Elektrot iinitesi ile
calismak i¢in 250 ml distal suya tamamlanir, 4°C'de saklandi. (Cokelti goriiliirse,
kullanmadan 6nce tampon 1sitilabilir).

+ Coomassie Blue Boyama Soliisyonu; (Metanol, 300 ml; Glasiyel asetik asit, 100 ml;
Distile su, 600 ml) karistirtlarak hazirlanir.

* Yiirtitme Tamponu; 10 ml %12 ¢oziicii jel ilk olarak asagidaki bilesenler kullanilarak
hazirlandi: (3,3 ml damitilmis su; 4,0 ml Akrilamid/bisakrilamid (%30); 2,5 ml Tris-
HCI tamponu (1,5 M, pH 8,8); 0,1 ml Sodyum dodesil siilfat (SDS %10);0,1 ml
Amonyum persiilfonat (APS) %10;0,006 ml Tetrametiletilendiamin (TEMED).

» Toplama (Staking) jeli asagidaki bilesenleri igeriyordu; (2,1 ml damitilmig su; 0,5 ml
Akrilamid/ bisakrilamid (%30); 0,38 ml Tris-HCI tamponu (1M, pH 6,8); 0,03 ml
Sodyum dodesil siilfat (SDS %10); 0,03 ml APS (%10); 0,005 ml TEMED).

Havuzlanmis sonikasyonlu plazmit pET-28a (+)/Cox_william yaklasik (5 mg/ml), 3X
numune uygulama tamponu (SAB) ile karistirildi, ardindan 3 dakika kaynatild1 ve oyuklara
yiiklendi. Calisma, boya sabitleme jelini gegene kadar 15 mA'da baglatildi, daha sonra
akim, ¢6ziicli jelin dibine hazir olana kadar 30 mA ve 120 volt'a yiikseltildi. Jel daha sonra
cikarildi ve commassie parlak mavi soliisyonu kullanilarak gece boyunca boyandi,

ardindan boya giderme soliisyonu kullanilarak boya giderme yapildi.
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3.3.5. Elde Edilen Agaroz Jelden Gen Orneginin Saflastiriimasi

Elde edilen %1'lik bir agaroz jelinde veya bir amplifikasyon sonrasi soliisyonda bulunan
gen fraksiyonunun saflastirilmasi, GeneJET PCR saflastirma (ThermoScientific®), DNA
Temizleme ve Konsantrasyon Sisteminin ticari kitinin {reticisinin talimatlarina gore
yapildi. Saflagtirilmis numuneler, Nanodrop ekipmani (ThermoScientific®) kullanilarak

spektrofotometri ile Sl¢iilmiistiir.

3.3.6. Rekombinant Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bradford yontemine goére protein konsantrasyonu, standart protein olarak Coomassie-
brilliant blue G250 ve bovin serum albiimini (BSA) kullanilarak 0,5ug/mL
konsantrasyonda standart olarak BSA kullanilarak belirlendi [107].
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Sekil 9. Sigir Serumu Albiimin Konsantrasyonunun Standart Egrisi

3.3.7. Cox-William Aktivitesinin Belirlenmesi ve Protein Tayini
A. Modifiye edilmis ezapelc'in Dox suyu

Cox-william enzimi {ireten bakterilerin zenginlestirilmesi i¢in kullanilan modifiye
ezapelc'in dox broth yolu. Ortam, substrat olarak 0,01 M Cox-william ve bir gosterge
olarak fenol kirmizisi (etanol i¢inde 2,5y) ile desteklenmistir / Cox-william L-asparagin
tizerinde etki gosterdiginde, amonyak aciga c¢ikar ve alkalide fenol kirmizisindaki sari
rengin pembeye doniisiimiine yol acar sart. Ezapelc'in dox ortami, asagidaki bilesigin (g/L)
;( di-potasyuml; Potasyum dihidrojen fosfat 0,5; Magnezyum Siilfat heptahidrat 0,5;
Sodyum kloriir 5; Cox-william 3; Glikoz 10), pH 6,8, 250C fenol kirmizist 0,0094. ve
121C'de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

B. Silico Dizi ve Filogenetik Analizi
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Niikleotidin sekanslari, NCBI (//www.ncbi.nlm.nih.gov) tarafindan elde edilen BLAST
kullanilarak sekans veritabani ile analiz edilmek ve karsilastirilmak iizere elde edildi ve

ClustalW, Jalview kullanilarak hizaland1 ve kiimelendi, BioEdit ve DNAStar programlari.

W. marianensis Cox-william amino asidi dizisi, niikleotid dizisinin ExPASy
sunucusundaki (http://web.expasy.org/translate/) ceviri araci kullanilarak cevrilmesiyle
elde edildi. Bu nedenle, Phylogeny.fr Yazilim1 (http://www.Phylogeny.fr) kullanilarak ve
[107] Liolios ve digerleri'e gore, Williamsia marianensis Cox-william geninin

Phylogenetic agaci olusturulmustur.

Ikincil yapinmn tahmini, SAS ¢evrimici programina (yapiya gore agiklamali dizi) gore

yapild1 (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/sas/). Daha sonra, verileri elde

etmek icin proteinin sekansi Isvicre model sunucusuna gonderilerek boyutsal yapi
beklentisi yapilmis ve 3 boyutlu yapisal tahmin, PDB goriintiileyici programi kullanilarak

analiz edilmistir.

Son olarak, protein 3D yapisinin modellenmesi, TASSER ve LOMET yinelemeli montaj
simiilasyonu kullanilarak ¢oklu is par¢acigi hizalamalarina gore tasarlandi ve Williamsia
marianensis Cox-william'in molekiiler kiitle ve teorik (pI) degerleri, ProtParam araci
kullanilarak belirlendi [107].

4. BULGULAR

4.1. Kolesterol Oksidaz Deneyi

Testten sonra elde edilen enzim birimleri 4,5 U/mL dir. Sekil 10, yaklasik olarak 1809bp

olan COX -Willimansia geninin boyutunu gostermektedir.
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809 bp

Sekil 10. COX- Willimansia gen amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi, M: Marker,
2-4: pozitif sonuglar; 1: olumsuz sonug

4.2. pET-28a (+)/CoxWilliam Yapisinin Dizisi

pET-28a (+)/Cox-william yapisinin tam dizisi asagida fasta formatinda Sekil 11
gosterilmistir. Ayrica vektor yapisi, Sekil 11'de gosterildigi gibi SnapGene programui ile
gorsellestirildi.

> pET-28a (+)/Cox-william

tggcgaatgggacgcegcecctgtagecggcegceattaagegeggegggtgtggtggttacgegeagegtgaccgetacacttgeca
gcgcecctagegeecgcetectttegctttetteecttectttetcgecacgttcgecggctttcecegtcaagctctaaatcgggggete
cctttagggttcegatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggecatcgeect
gatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatcte
ggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcectattggttaaaaaatgagcetgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaa
caaaatattaacgtttacaatttcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaaccectatttgtttatttttctaaatacattcaaatat
gtatccgctcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatattttt
gaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggceagttccataggatggcaagatcctggtateggtetgegattceg
actcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatce
cggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgctegtcatcaaaatcactcgeatcaa
ccaaaccgttattcattcgtgattgcgectgagegagacgaaatacgegatcgetgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaat
gcaaccggcgcaggaacactgccagegcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgetgttttcee

ggggatcgeagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgettgatggtcggaagaggcataaattcegtcage
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cagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggegeatcgggcettceca
tacaatcgatagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgcgagceccatttatacccatataaatcagcatceatgttggaatttaat
cgcggcctagagcaagacgtttccegttgaatatggcetcataacaceecttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttcatg
accaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagegtcagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcectttttttctg
cgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccga
aggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactctgtag
caccgcctacatacctcgctetgctaatcctgttaccagtggcetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaag
acgatagttaccggataaggcgcageggtcgggetgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagegaacgacctaca
ccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgecacgcttcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaage
ggcagggtcggaacaggagagcegeacgagggagceticcagggggaaacgectggtatctttatagtectgtcgggtttcgecac
ctctgacttgagegtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgecagceaacgeggcctttttacggtte
ctggccttttgctggcecttttgctcacatgttetttcctgegttatcecctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgat
accgctcgecgceagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaageggaagagegectgatgeggtattttetect
tacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgecgceatagttaagccagtatacactce
cgctatcgetacgtgactgggteatggetgegecccgacaccegecaacaccegetgacgegecctgacgggcttgtetgetece
ggcatccgcttacagacaagetgtgaccgtetecgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegagg
cagctgcggtaaagctcatcagegtggtcgtgaagegattcacagatgtetgectgttcatccgegtecagctegttgagtttcteca
gaagcgttaatgtctggcttctgataaagcgggecatgttaagggeggttttttcctgtttggtcactgatgecteegtgtaaggggga
tttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgeecggttactg
gaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagegcettegtt
aatacagatgtaggtgttccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggegcetgacttee
gcgtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgeagacgttttgcagcageagtcgcettca
cgttcgctegegtatcggtgatteattctgctaaccagtaaggcaaccecgecagectagecgggtectcaacgacaggageacy
atcatgcgcacccgtggggecgcecatgecggegataatggectgcttetcgecgaaacgtttggtggcgggaccagtgacgaag
gcttgagcgagggcegtgcaagattccgaataccgcaagcgacaggecgatcatcgtcgegetccagegaaageggtectegec
gaaaatgacccagagcgctgecggeacctgtectacgagttgcatgataaagaagacagtcataagtgcggegacgatagtcatg
ccecgegeccaccggaaggagcetgactgggttgaaggcetctcaagggceatcggtegagatceccggtgectaatgagtgagcetaa
cttacattaattgcgttgcgctcactgecegctttccagtcgggaaacctgtcgtgecagctgceattaatgaatcggecaacgegeg
gggagaggcggtttgcgtattgggegecagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggceaacagcetgattgeecttcaccgectg
gccctgagagagttgcagcaageggtcecacgctggtttgccccagcaggcegaaaatectgtttgatggtggttaacggegggata
taacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgagatatccgeaccaacgegceageccggactcggtaatggegegeat
tgcgcccagegecatctgatcgttggcaaccageatcgeagtgggaacgatgeccteattcageatttgcatggtttgttgaaaace
ggacatggcactccagtcgecttceegttecgctatcggetgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagecagecagacgeag

acgcgccgagacagaacttaatgggceccgctaacagegegatttgctggtgacccaatgcgaccagatgetccacgeccagteg
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cgtaccgtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcagg
cagcttccacagcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcageccactg
acgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgeegctttacaggcttcgacgecgcttegttctaccatcgacaccaccacgetggeace
cagttgatcggcegcgagatttaatcgecgegacaatttgcgacggegegtgcagggecagactggaggtggeaacgcecaatcag
caacgactgtttgcccgcecagttgttgtgccacgeggttgggaatgtaattcagetccgecatcgecgcttecactttttcecgegtttt
cgcagaaacgtggctggcectggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgtt
actggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggegctatcatgccataccgecgaaaggttttgegcecattcgatggtgte
cgggatctcgacgctctcecttatgcgactcctgeattaggaagcageccagtagtaggttgaggecgttgagcaccgecgecge
aaggaatggtgcatgcaaggagatggcgceccaacagtcececcggecacggggectgecaccatacccacgecgaaacaagey
ctcatgagcccgaagtggcegageccgatcttccccatcggtgatgtcggegatataggegecagcaaccgeacctgtggegecg
gtgatgccggcecacgatgegtccggegtagaggatcgagatctcgatcccgegaaattaatacgactcactataggggaattgtg
agcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacCATGTACGATGGCGTGGT
GTCTGTATCACGCGGTAACAGCTACTCCCAGCCCGAGCAGCCGGCCACTC
GCGAGAAGCACGATTACGACGTATTGATCGTCGGATCGGGCTTCGGTGGG
AGTGTCAGCGCCTTACGGCTGGTCGAGAAGGGCTACAAGGTCGGTGTCGT
CGAAGCGGGCCGACGGTACGCCGACGACCAGTTCGCCAAAACCAGTTGG
CGACTGCACAAGTGGCTGTGGGCTCCCAAGCTCGGGATGTTCGGCATCCA
ACGCATCCATCTGCTCAAAGACGTGATGGTGATGGCCGGTGCGGGCGTCG
GCGGCGGGTCACTGAACTATGCCAACACTCTCTACAAACCGCCGACACCG
TTCTTCCGAGATCCACAGTGGGAGCACATCACCGACTGGGAGAGCGAGCT
GTCGCCGTACTACGACCAGGCCAGCCGCATGCTGGGTGTGGTCAGCACCC
CGATCGTCACCCACGCCGACCGCGTCATGCGGCAGGTGGCCGACGAGAT
GGGGGTGGGTGACACCTTCGGGCCGACCCCCGTGGGCGTCTTCTTCGGT
GAGAAGTCCGGTGGCACAGGAACTCCGGGCGAGCGGGTGGCCGATCCGT
ACTTCGGGGGCGCAGGCCCCGACCGGACGGTGTGTGTCGAGTGTGGCGC
CTGCATGACCGGATGCCGGTACGGCGCGAAGAACACCCTGCTGAAGAACT
ACCTTGGTCTGGCCGAATCACGCGGGGCGACGATTCTCGACCGCACCACG
GTCACCGGGCTGGATCCGCAGGCAGACGGCAGCTGGAAGGTGCACACGG
CTCGGTCGGCGGCCTGGGGCCGGATCGGTGCCCGCCGCCGGACCCTGAC
CGCGGGTCAGGTGATCGTCGCCGCCGGTACGTTCAACACCCAGAAGATCA
TGCATCTGGCCAAGGACAGGGGTTCGCTGCCGGAACTTTCCGAGACGTTG
GGTGTGCTGACCCGCACCAACTCCGAATCGATCTTGGGTGCGATGCGCCG
TTCCTACGATCCGGCACAGGATTTCTCCGAGGGCATCGCGATCACCTCGT
CCTTCCACCCGTCGCCCGACACGCACATCGAACCAGTCCGATATGGCAAG
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GGATCCAACGCCATTGCGGCGCTGCAGACATTCCTCACCGACGACAAGCC
GGGTCGGTCGAGGCGGCTCAAGCTGCTCGACAAGGCCCGTGAAGAGGGC
TGGCGGGGCGTTCTGCAGCTGATCTGGTTGCGGCATTGGAGTCAGCGCAC
GGTGATCCTGCTGGTGATGCAGAACCGGAACAATTCGCTCACCACCTTCG
TGAAGAAGTTCGGGCCGTGGCGTCTGGTCACCACCAAACAGGGCCATGG
GGAGCCCAACCCCACGTGGATCCCTGCGGGTAACGAAGCCACCGAGCGT
GCGGCGAAACAGTTCGACGGTCTGCCCGGCGGAACCTGGGGAGATGTGT
TCAACATGCCGCTCACCGCTCACTACCTCGGCGGGTGTGTGATCTCCGAC
AGTCCCGACACCGGTGTGATCGACCCCTACCACCGGGTGTGGAATTACCC
GACCCTGCACATCACCGATGGTGCGGCCATCTCGGCGAACCTTGGTGTCA
ATCCCTCGCTGTCGATCTGTGCCCAGGCCGAGCGCGCAATTGCGTTGTGG
CCCAACAAGGGTGAGCGCGACATCCGGCCGCCGCAAGGCGAACCCTACG
AGCGGATCTCGCCGACGCCGCCCAAGGCGCCGGTGGTTCCGGCGGATGC
GCCCGGTGCGCTTCGGCTGCCACTGACGGTGATCACCAAGACCGACGGT
GTGAGCGCCctcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagcetgagttgge
tgctgccaccgcetgagceaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtettgaggggttttttgctgaaaggaggaactat
atccggat

Sekil 12: Fasta formatinda pET-28a (+)/Cox-william'in tam dizisi. Kii¢iik harflerle dizi:
PET-28a (+) vektori. Biiylik harflerle yazilan kalin harflerle dizilim: kolesterol oksidaz
geni. Kirmiziyla vurgulanan dizi: kolesterol oksidaz geninin baslangi¢ kodonu. Soluk
maviyle vurgulanan dizi: 6-His etiketleri. Menekse rengiyle vurgulanan dizi: durdurma

kodonu. Sar1 ve yesille vurgulanan diziler: sirasiyla Mlul ve Xhol i¢in tanima bolgeleri.
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(6883) PaeR7I - PspXI - Xhol BlpI (6962)

(s7s1)f Eagl N Psil (370)
(6713) Mfel _ /

(6586) Agel—

(6443) PmII——__ o
(6423) Necol —

_AsiSI (945)

_TspMI - Xmal (1067)
—Smal (1069)

(5989) Mscl
(5933) AhdI - Sacll

Untitled 2
7045 bp

RBS

T7 promoter|

(4964) BglII
" BspQI - Sapl (2258)
~— Tatl (2337)
Accl (2373)
~ BstZ171 (2374)
(4566) BstAPI

(4242) Mlul
(4039) Apal | e
(4035) PspOML 7 A PpuMI (3136)
(3796) EcoRV FspI - FspAl (3164)
(3740) HincII - Hpal PshAI (3401)

Sekil 11. SnapGene yazilimi tarafindan olusturulan, GenScript Co. tarafindan sentezlenen
rekombinant yapt pET-28a (+)/Cox_william'in haritasi. Kolesterol oksidaz geninin

eklenmesinden sonra rekombinant plazmitin tam uzunlugu 7045 bp'dir

Gosterildigi gibi, tam uzunluk 7045 bp'dir. Sekil 13'de gosterildigi gibi, beklenen
rekombinant protein kolesterol oksidaz, niikleotid seviyesi ve protein seviyesi acisindan
sirasiyla 1821bp ve 69,3 kDa molekiiler agirliga sahip olmalidir. Kolesterol oksidaz
geninin uzunlugu 1821bp idi. 6-His etiketi, rekombinant kolesterol oksidaz proteinine 18
ekstra amino asit katacaktir. Ayrica, Xhol'nin tanima bdlgesi iki ekstra amino asit
ekleyecektir. Ayrica, XholI'nin tanima bdlgesi iki ekstra amino asit ekleyecektir. Boylece,
rekombinant kolesterol oksidaz proteinine 23 ekstra amino asit eklenecek ve bu da 630
amino asitli  bir rekombinant kolesterol oksidaz proteininin ekspresyonu ile
sonuglanacaktir. Durdurma kodonunun ¢ikarilmasindan sonra, nihai rekombinant protein
629 amino asitten olusacakti. Rekombinant proteinin beklenen molekiiler agirligi 69,3
kDa'dir.
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4.3. Mlul ve Xhol ile pET-28a (+)/Cox-william Yapisimin Cift Kisitlamal Sindirim
Modeli

pET-28a (+)/Cox-william'in ¢ift kisitlamali sindirim modeli Sekil 12'te gosterildi. Elde

edilen model iki bantti: biri plazmit vektorii i¢in (~4200 bp) ve kolesterol oksidaz genini

tastyan 2800 bp bandi.
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Sekil 12. pET-28a (+)/Cox-william'm Mlul ve Xhol ile kisitlama sindirimi modelini gosteren
agaroz jel elektroforezi (%1). Ust bant: plazmit vektdriiniin 4200 bp'si. Alt bant: 2800 bp:

ek kolesterol oksidaz dahil. M: 1kbp DNA marker1
4.4. Cox Protein Dizisinde Sinyal Peptidinin Varhgmin Tespiti

W. marianensis 'ten kolesterol oksidazi kodlayan PVY31316.1 protein kimligi i¢in hi¢bir

sinyal peptidi saptanamadi.
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Sekil 13. Protein dizisi ID: PVY31316.1'de sinyal peptidi varliginin tespiti i¢in sinyal sunucusu

6.0'dan ¢iktinin diyagramau.

Sekil 14. W. marianensis'in kolesterol oksidaz protein dizisinin tahmini {i¢ boyutlu yapisi (Protein
ID: PVY31316.1)
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Uc boyutlu yap1, SWISS-Model cevrimi¢i sunucusu tarafindan tahmin edildi. Kullanilan
sablon 6a2u.1.B'dir (Burkholderia cepacia FAD glikoz dehidrojenazdan gama-alfa alt
birim kompleksinin kristal yapis1). PVY31316.1 ve 6a2u.l1.B arasindaki dizi 6zdesligi
%23.09'dur. Ongoériilen {i¢ boyutlu yapt PyMOL programu ile gorsellestirilmistir. Sorgu

protein dizisinde herhangi bir transmembran bolgesi tespit edilemedi.

TMHMM posterior probabilifies for WEBSEQUENCE
1.2 :
-| L
0.8
2
8 06
[#]
&
0.4
0.2
o A ara—T : .
0 100 200 300 400 500
fransmembrane —— nside —— oulside

Sekil 15. PVY31316.1'in (W. marianensis ‘'ten oksidaz) transmembran bélgesinin varliginin

saptanmasi icin TMHHH-2.0 programindan ¢ikt1 diyagrami
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— WP 219110666.1 [Rhodococcus globerulus]

¢ pdb|1BBS|nStreptomyces sp
WP_110471332.1, [Williamsia limnetica
; g WP_030171304.1, [Kitasatospora arboriphila]
PVY31316.1, [Williamsia marianensis
—WP_188546282.1, [Rhodococcus trifoli]
—WP_068148931.1, [Rhodocaccus corynebacterioides)

—_

s

{ WP _089244125.1, [Rhodococcus kyotonensis]
WP_072802887.1 [Rhodococcus yunnanensis)

Sekil 16. W. marianensis'in kolesterol oksidazi (Protein ID: PVY31316.1) ve diger tiirlerden diger
kolesterol oksidazlar arasindaki genetik iliskiyi gdsteren CLC Dizisi tarafindan

olusturulan komsu birlesen Filogenetik agac.

MNDYDVVVVGSGFGGSVAALRLVEKGYKVAVLEAGRRFTDDQLPKTSWRLRKY
LWAPWLGCYGLQRIHLL

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDPQWGHITDWQDELNPYYDQAR
RMLGVVDNPLVTAADKV

MREVADDMGVGDTFTTTPVGVFFGNGTEREADPFFGGVGPERTACTECGSCMTG
CRVGAKNTLVKNYLHL

AENAGVTVLPLTTVRAVRPAAEGYELVTRRTGAKLRRKDRSIFAGQVVFAAGTY
GTQKLLLAMKETGELP

ELSDQLGSVVRTNSEAVLAATARDREVDYTQGIAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKGS
NAIGLLQTVLSDGG

GPVPRVFKTIGVALRHPAAFFRSLSVRHWSEKTVIALVMQTDDNSLELGSKRTIFG
RQLTSRRGAGDPPP
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SWIPQGHKAIRLLADKIDGDPGGSIAEVVNIPMTAHFLGGCVIGADADHGVVDPY
HRIYGHPGLHVVDGS

AVSANLGVNPSLTITAQAERAIAMWPNKGEQDKRPGLGEPYRRVAATAPRSPVVP
ESAPGALRLPLFVTM

PESAKGAC
>WP_030171304.1 GMC family oxidoreductase [Kitasatospora arboriphila]

MNDYDVVVVGSGFGGSVAALRLAEKGYKVAVLEAGRRFTDDQLPKTSWRLRKY
LWAPWLGCYGLQRIHLL

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDPQWGHITDWQDELNPYYDQAR
RMLGVVDNPLVTAADKV

MREVADDMGVGDTFTTTPVGVFFGNGTERESDPFFGGVGPERTACTECGSCMTG
CRVGAKNTLVKNYLHL

AENAGVTVLPLTTVRAVRPSADGYEVVTRRTGAKLRRKDTSIFAGQVIFAAGTYG
TOKLLLAMKETGELP

ELSDQLGSVVRTNSEAVLAATARDRKVDYTQGIAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKGS
NAIGLLQTVLSDGG

GPVPRVFKTIGVALRHPAAFIRSLSVRHWSEKTVIALVMQTDDNSLELGSKRTIFG
RQLTSRRGAGDPPP

SWIPQGHEAIRLLADKIDGDPGGSIAEVVNIPMTAHFLGGCVIGADADHGVVDPYH
RIYGHPGLHVVDGS

AVSANLGVNPSLTITAQAERAIAMWPNKGEQDKRPGLGEPYRRVPATAPRSPVVP
ESAPGALRLPLFVTM

PESAKGAC
>WP_110471332.1 GMC family oxidoreductase [Williamsia limnetica]

MNDYDVVIVGSGFGGSVAALRLAEKGYKVAVLEAGRRFADDELPKTSWRLRKYL
WAPWMGCYGVQRIHLL
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PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYKPPTRFFEDPQWGHITDWHDELTPYYDQARR
MLGVVDNPSVTPADKV

MREVADDMGVGSTFTTTPVGVLFGNPGEQVADPFFGGAGPERTACTECGSCMTG
CRVGAKNTLVKNYLHL

AEEAGVTVLPLTTVRAVRPAGDDYEIVTRRTGAKIRRREKSIFAGQVVFAAGTYGT
QKLLLAMKETGQLP

HLSDPLGSVVRTNSEAVLAATARDRKTDYTQGIAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKGS
NAIGLLQTVLSDGG

GKVPRILKTAGVAVRKPGAFMRSLSVRHWSEKTVIALVMQTDDNSLELGSKRGIF
GRQLTSRAGAGDPPP

AWIPQGHEAIRLLADKIGGDPGGSMAEIVNIPMTAHFIGGCVIGADPGEGVVDPYH
RMFGHPGLHVVDGS

AVSANLGVNPSLTIAAQAERAIAFWPNKGEIDERPDLGADYRRISPIRPLAPAVPEQ
APGALRLPLFVRD

RPNP
>WP_089244125.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus kyotonensis]

MSDFDVLVIGSGFGGSVAALRATEKGYRVGVLESGRRFADDELPKTSWRLRKYL
WAPALGCYGVQRIHLL

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDPQWGHITDWHRELAPYYDQAK
RMLGVETNPTITPSDKV

MKEVADDMGVGETFTSTPVGVFFGEAGKTSPDPFFGGVGPARTGCTECGSCMTG
CRVGAKNTLVKNYLYL

AEQAGAEVFPLTTVTAVRPAEGGGYQVVTRRTGGKVRRAETVMTADQVVFAAG
TYGTQKLMLAMKETGQL

PGLSDRIGSLVRTNSEAVLAATARGREVDYTEGVAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKG
SNAIGLLQTVLSDG
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GGRTPRILKTLGVALRHPGAAMRSLSVRRWSERTVIALVMQTDDNSLELGSKKGL
FGRTLTSRPGAGDPP

PEWIPQGHTAIRLLADKIGGDAGGSIADVVDIPMTAHFLGGCAIGDSAERGVVDAY
HRVFGYDGLHVVDG

SAVSANLGVNPSLTITAQAERAMALWPNKGEKDARPGVGEPYRETTPTQPSRPVV
PAAAPGALKLPLLQR

GSSCGA
>WP_072802887.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus yunnanensis]

MSDYDVLVIGSGFGGSVAALRATEKGYRVGVLESGRRFADDELPKTSWRLRKYL
WAPAIGCYGVQRIHLL

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFDDPQWGNITDWHRELGPYYDQAK
RMLGVEKNPTITQSDKV

MKEVADDMGVGETFTSTPVGVFFGTAGEKSPDPFFGGVGPSRTGCTECGSCMTGC
RVGAKNTLVKNYLYL

AEHAGAQVFPLTTVTAVRPATGGGYEVVTRRTGGKLRRTETVMTADQVVFAAGT
YGTQKLLLAMKETGRL

PALSERIGSLVRTNSEAVLAATARGRDVDYTQGVAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKG
SNAIGLLQTVLSDG

GGRTPRLLKTVGVALRHPGAALRSLSVRRWSERTVIALVMQTDDNSLELGSTKGL
FGRHLTSRPGPGDPP

PQWIPQGHEAIRLLADKIGGDPGGSIAEIVNIPMTAHFLGGCAIGDSARTGVVDAY
HRVYGYEGLHVVDG

SAVSANLGVNPSLTITAQAERAMALWPNKGELDARPALGSEYREIVPTHPARPVV
PVAAPGALRLPLTAL

GGSTCGA

>WP_188546282.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus trifolii]
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MSFDYDVLVVGSGFGGSVSALRLTEKGYRVGVLEAGRRFEDDELPKTSWRLRKY
LWAPALGCYGIQRIHL

LPDVLVMGGAGVGGGSLNYANTLYQPPSSVFEDDQWADITDWEEELTPYYDQAR
RMLGVEDNPTITPADK

VMSDIANEMGVGDTFTTTPVGVFFGEGQRGKDIADPYFGGAGPGRTACTECGSC
MTGCRVGAKNTLVKNY

LYLAEKAGAQVLPLTTVRTVRPRPGGGYDVVTRRTGAKLRRKETVLTAEQVIFAA
GTYGTQKLMLHAKAI

GDLPKLSDKLGSVVRTNSEAVLAATAHNRDIDYTEGVAITSSFHPDDHTHVEPVR
YGKGSNAIGLLQTVL

SDGGGRVPRPLKTLGVAVRHPVAAFRSLSVRNWSERTVIALVMQTDDNSLELGTK
RGRLTSRKGPGDPPP

SWIPQGHTVVRKAAEKIGGDPGGSFADVVNIPMTAHFLGGCVIGSSSERGVIDGYQ
RAYGYEGLHVVDGS

SVSANLGVNPSLTITAQAERAMALWPNKGEVDSRPPVGAGYRPTKAVKPDRPVV
PEHASGALRLPLFVVN

K

>WP_219110666.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus globerulus]

MTATHYDVVVIGSGFGGSVAALRLTEKGYRVGVLESGRRFADDELPETSWRLRK
YLWAPWIGCYGVQRIH

LLPDVLVMAGSGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDRQWEHITDWHDELAPYYDQA
KRMLGVRTNPSFTPAD

AVMKEVAEEMGVGETFTSTPVGVFFGDAGVSVPDPFFGGKGPERTGCTECGGCM
TGCRVGAKNTLVKNYL

HLAEHAGARVHPLTTVRELRPRKGGGYQLLARRTDGIRKREQIFTADQVVVAAGT
YGTARLLLGMKESGA
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LPHLSNALGTVVRTNSEAVLAATSKSRRRDFTQGVAITSSFHPDDHTHIEPVRYGK
GSNAIGLLQTVLSD

GGGKVPRVLKTLAVAARHPSAFARSLSVRNWSERTVIALVMQTDDNSLELSKNTR
RFGRSLTSRPGPGDP

PPTWIPQGHTAIRKVAQKIDGDPGGSIAEIVNIPMTAHFLGGCAIGDSPSTGVVDPY
LRAYGHNGLHVMD

GSVVSANLGVNPSLTITAQAERACALWPNAGRDDARPAVGDPYVRLVPTPPSNPV
VPEHASGALRLPLIF

PTEKVPDVERP
>WP_068148931.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus corynebacterioides]

MKDTYDVIVIGSGFGGSVAALRATEKGYRVGVLESGRRFEDHELPKTSWRLRKYL
WAPLIGCYGLQRIHL

LPNVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPTPFFRDPQWGDITDWEKEMAPYYDQA
KRMLGVEDNPTITPADK

IMRDIAEEMGVGDTFGTTPVGVFFGAPGQKGKDVPDPYFGGVGPTRTGCTECGSC
MTGCRVGAKNTLVKN

YLHLAERAGATVHPLTTVTSVRPRAGGGYEVRVRRTGAKLRRRETVMTASQVVF
AAGTYGTQKLMLAMKE

SGELPRLSDKLGSVVRTNSEAVLAATARDRQIDFTEGVAITSSFHPNDHTHIEPVRY
GKGSNAIGLLQTV

LSDGGGRLPRPLKTLGVAVRHPAATLRSLSVRNWSERTVIALVMQTDDNSLELGS
KKGRFGRRLTSRPGG

GTPPPKWIPEGHVAIRKAADKIGGDPGGSFADVFDIPMTAHFLGGCVIGATPERGVI
DPYHRVYGYEGLH

VVDGSAVSANLGVNPSLTITAQAERALALWPNKGEEDRRPPMQGEYVALPPQSPA
APVVPVHAPGALRLP

LTVVGQDR
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>pdb|LCOY|A Chain A, CHOLESTEROL OXIDASE

APSRTLADGDRVPALVIGSGYGGAVAALRLTQAGIPTQIVEMGRSWDTPGSDGKIF
CGMLNPDKRSMWLA

DKTDQPVSNFMGFGINKSIDRYVGVLDSERFSGIKVYQGRGVGGGSLVNGGMAV
TPKRNYFEEILPSVDS

NEMYNKYFPRANTGLGVNNIDQAWFESTEWYKFARTGRKTAQRSGFTTAFVPNV
YDFEYMKKEAAGQVTK

SGLGGEVIYGNNAGKKSLDKTYLAQAAATGKLTITTLHRVTKVAPATGSGYSVT
MEQIDEQGNVVATKVV

TADRVFFAAGSVGTSKLLVSMKAQGHLPNLSSQVGEGWGNNGNIMVGRANHMW
DATGSKQATIPTMGIDN

WADPTAPIFAEIAPLPAGLETYVSLYLAITKNPERARFQFNSGTGKVDLTWAQSQN
QKGIDMAKKVFDKI

NQKEGTIYRTDLFGVYYKTWGDDFTYHPLGGVLLNKATDNFGRLPEYPGLYVVD
GSLVPGNVGVNPFVTI

TALAERNMDKIISSDIQ
>pdb|1B8S|A Chain A, Protein (cholesterol Oxidase),Streptomyces sp.

DNGGYVPAVVIGTGYGAAVSALRLGEAGVQTLMLEMGQLWNQPGPDGNIFCGM
LNPDKRSSWFKNRTEAP

LGSFLWLDVVNRNIDPYAGVLDRVNYDQMSVYVGRGVGGGSLVNGGMAVEPKR
SYFEEILPRVDSSEMYD

RYFPRANSMLRVNHIDTKWFEDTEWYKFARVSREQAGKAGLGTVFVPNVYDFGY
MQREAAGEVPKSALAT

EVIYGNNHGKQSLDKTYLAAALGTGKVTIQTLHQVKTIRQTKDGGYALTVEQKD
TDGKLLATKEISCRYL

FLGAGSLGSTELLVRARDTGTLPNLNSEVGAGWGPNGNIMTARANHMWNPTGAH
QSSIPALGIDAWDNSD
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SSVFAQIAPMPAGLETWVSLYLAITKNPQRGTFVYDAATDRAKLNWTRDQNAPA
VNAAKALFDRINKANG

TIYRYDLFGTQLKAFADDFCYHPLGGCVLGKATDDYGRVAGYKNLYVTDGSLIPG
SVGVNPFVTITALAE

RNVERIIKQDVTAS
>pdb|1KDG|A Chain A, cellobiose dehydrogenase, Phanerodontia chrysosporium

PTVSATPYDYIIVGAGPGGIIAADRLSEAGKKVLLLERGGPSTKQTGGTYVAPWAT
SSGLTKFDIPGLFE

SLFTDSNPFWWCKDITVFAGCLVGGGTSVNGALYWYPNDGDFSSSVGWPSSWTN
HAPYTSKLSSRLPSTD

HPSTDGQRYLEQSFNVVSQLLKGQGYNQATINDNPNYKDHVFGYSAFDFLNGKR
AGPVATYLQTALARPN

FTFKTNVMVSNVVRNGSQILGVQTNDPTLGPNGFIPVTPKGRVILSAGAFGTSRILF
QSGIGPTDMIQTV

QSNPTAAAALPPQNQWINLPVGMNAQDNPSINLVFTHPSIDAYENWADVWSNPRP
ADAAQYLANQSGVFA

GASPKLNFWRAYSGSDGFTRYAQGTVRPGAASVNSSLPYNASQIFTITVYLSTGIQ
SRGRIGIDAALRGT

VLTPPWLVNPVDKTVLLQALHDVVSNIGSIPGLTMITPDVTQTLEEYVDAYDPAT
MNSNHWVSSTTIGSS

PQSAVVDSNVKVFGTNNLFIVDAGIIPHLPTGNPQGTLMSAAEQAAAKILALAGGP

>sp|P22637.2|CHOD_BREST RecName: Full=Cholesterol oxidase; Short=CHOD;

AltName: Full=Cholesterol isomerase; Flags: Precursor, Brevibacterium sterolicum

MTDSRANRADATRGVASVSRRRFLAGAGLTAGAIALSSMSTSASAAPSRTLADGD
RVPALVIGSGYGGAV

AALRLTQAGIPTQIVEMGRSWDTPGSDGKIFCGMLNPDKRSMWLADKTDQPVSN
FMGFGINKSIDRYVGV
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LDSERFSGIKVYQGRGVGGGSLVNGGMAVTPKRNYFEEILPSVDSNEMYNKYFPR
ANTGLGVNNIDQAWF

ESTEWYKFARTGRKTAQRSGFTTAFVPNVYDFEYMKKEAAGQVTKSGLGGEVIY
GNNAGKKSLDKTYLAQ

AAATGKLTITTLHRVTKVAPATGSGYSVTMEQIDEQGNVVATKVVTADRVFFAA
GSVGTSKLLVSMKAQG

HLPNLSSQVGEGWGNNGNIMVGRANHMWDATGSKQATIPTMGIDNWADPTAPIF
AEIAPLPAGLETYVSL

YLAITKNPERARFQFNSGTGKVDLTWAQSQNQKGIDMAKKVFDKINQKEGTIYRT
DLFGVYFKTWGDDFT

YHPLGGVLLNKATDNFGRLPEYPGLYVVDGSLVPGNVGVNPFVTITRLAERNMD
KIISSDIQ

>sp|POWMV8.1|CHOD_MYCTO RecName: Full=Cholesterol oxidase; AltName:
Full=Cholesterol isomerase

MKPDYDVLIIGSGFGGSVTALRLTEKGYRVGVLEAGRRFSDEEFAKTSWDLRKFL
WAPRLGCYGIQRIHP

LRNVMILAGAGVGGGSLNYANTLYVPPEPFFADQQWSHITDWRGELMPHYQQAQ
RMLGVVQNPTFTDADR

IVKEVADEMGFGDTWVPTPVGVFFGPDGTKTPGKTVPDPYFGGAGPARTGCLEC
GCCMTGCRHGAKNTLV

KNYLGLAESAGAQVIPMTTVKGFERRSDGLWEVRTVRTGSWLRRDRRTFTATQL
VLAAGTWGTQHLLFKM

RDRGRLPGLSKRLGVLTRTNSESIVGAATLKVNPDLDLTHGVAITSSIHPTADTHIE
PVRYGKGSNAMGL

LQTLMTDGSGPQGTDVPRWRQLLQTASQDPRGTIRMLNPRQWSERTVIALVMQH
LDNSITTFTKRGKLGI
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RWYSSKQGHGEPNPTWIPIGNQVTRRIAAKIDGVAGGTWGELFNIPLTAHFLGGA
VIGDDPEHGVIDPYH

RVYGYPTLYVVDGAAISANLGVNPSLSIAAQAERAASLWPNKGETDRRPPQGEPY
RRLAPIQPAHPVVPA

DAPGALRWLPIDPVSNAG

45. SDS-PAGE Prokaryotik Sistemde Heterolog ifadenin Analizi ve pET-28a

(+)/Cox-william Yapisinin Saflastirilmasi

Cox-william geninin rekombinant W. marianensis susu, E. coli BL21 (DE3) Rosetta
Susunda eksprese edildi; konaker susu, Sekil 17'da gosterildigi gibi 30°C'de 18 saat
boyunca (bir mM IPTG) ile indiikleme iizerine elde edilen uygun bir gen ekspresyonu
seviyesini tespit eder; daha sonra hiicre lizizinden sonra rekombinant proteinin protein
Oziitli (¢Oziiniir fraksiyon) IMAC Kromatografisi ile saflastirildi, daha sonra proteinin
¢Oziiniirliiglinli degerlendirmek ve ayrica rekombinantin molekiiler agirligimi (M.W)

belirlemek i¢in SDS-PAGE ile analiz edildi.
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kDa

~175
~130

Tris-Glycine
15%

Sekil 17. M: protein Marker1 Gosteren SDS-PAGE (%10)

Bandlar (16, 17) 1 mM IPTG kullanilarak Cox-william barindiran indiikklenmis E. coli
BL21 (DE3) Rosetta'nin rekombinant Cox-william ¢oziiniir fraksiyon proteinlerinin
ifadesidir. ve seritler (1;2;3), indiiklenmemis E. coli BL21 (DE3) Rosetta / Cox-william'in

¢oziinmeyen fraksiyon proteinlerini temsil etmektedir.

Cox-william enzimi proteininin tahmin edilebilir M.W'si 69.3 kDa'dir. burada SDS analizi,

protein bandinin boyutunun 61,0 kDa'da oldugunu ortaya koymaktadir.

Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, sonug, W. marianensis Cox-william'in sitozolde yerlesik
Cox-william igin belirgin bir sekilde spesifik olan ve ¢ozelti icinde homodimer olarak
hareket eden Cox-william tipine oldukga benzer oldugunu gosterir. Bu homodimer, etki

alan1 formiilasyonu i¢in oldukga gereklidir ve sirayla kataliz igin gereklidir.
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S. TARTISMA VE SONUC

Kolesterol oksidaz tamamen prokaryotik mikroorganizmalar (patojenik ve patojenik
olmayan bakteriler) tarafindan {iretilmistir. Patojenik bakteriler, bu enzimi, membran
kolesteroliiniin oksidasyonu ile konak¢i makrofajlarin enfeksiyonu i¢in kullanirken,
patojenik olmayan bakteriler, kolesterol ayrismasindan karbon kaynaklari elde etmek igin
ChO'yu metabolik bir arag¢ olarak kullanma egilimindedir [4]. Simdiye kadar orijinal
mikroorganizmalardan ChO elde etmek i¢in bir¢ok caba sarf edildi. Bununla birlikte, bu
yaklasim, zor biiylime kosullar1 ve orijinal mikroorganizmalarin diisiik tiretkenligi gibi bazi
zorluklardan muzdariptir [108, 27]. Farkli bakteri kaynaklarindan elde edilen ChO genleri
klonlanmis ve enzim iiretiminin ticari uygulamasi icin etkili olabilecek ifade edilmistir
[109]. Molekiiler klonlama, genomik DNA'dan spesifik DNA dizilerinin hizl
amplifikasyonu ve izolasyonu igin tercih edilen yontemdi [119]. Bununla birlikte, karmasik
PCR fiiriin karisimlari, 6rnegin prob olarak kullanim i¢in belirli {iriinlerin izolasyonu i¢in

hala klonlamay1 gerektirir [120].

Bu "rekombinant” formlar, E. coli'yi ¢ok verimli bir sekilde doniistiirmek i¢in kullanilds;
Prosediir, %100 rekombinant klonlarla sonug¢laniyor gibi goriiniiyor. Bagka bir LIC
prosediirii [121] tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem, PCR iirliniinin ve vektoriin

denatiirasyonunu ve heterolog baglanmada kullanir ve kontrol edilmesi zordur.

Mevcut caligmanin sonuglari, pET-28a (+)/Cox-william'm ¢ift kisitlamali sindirim
modelinin kullanilmasinin; elde edilen bu desen iki bantt1: biri plazmit vektorii (~4200 bp)

ve kolesterol oksidaz genini tasiyan 2800bp bandi bulunmaktadir.

Tam uzunluk 7045 bp idi, beklenen rekombinant protein kolesterol oksidaz, niikleotid
seviyesi ve protein seviyesi agisindan sirasiyla 1821 bp ve 69.3 kDa'lik bir molekiiler

agirliga sahip olmalidir. Kolesterol oksidaz geninin uzunlugu 1821 bp'dir.

Bu enzimler genellikle 4-8 baz ¢iftinden olusan DNA dizilerini tanir ve DNA'y1 ¢ift
sarmalli, tek bir yapiskan ug¢ birakarak veya her bir zincirde ayn1 pozisyonda kor bir ucu
keserek sasirtabilir [122]. Bakteri iiremesi igin kullanilan besiyerinin icerigi ¢ok dnemliydi
ve etkisi biiyiiktiir; Luria Bertani, bakteri iiremesinin ifade amaglari i¢in kullanildi, ayrica

bu ortam, IPTG ilavesiyle ifadenin indiiklendigi basit bir ortamdir [123].

Artmanin kolaylastirilmasi i¢in fiizyon etiket(ler)i baska bir anahtar faktordiir. Polihistidin

(His) etiketi, protein saflastirma amaciyla kullanilan en yaygin etikettir. Bu etiket nispeten
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kiictiktiir, genel yapi iizerinde kiigiik bir etkiye sahiptir ve ¢ogu durumda protein yapisina

miidahale etmezler [124].

Bu ¢aligmanin sonuglari, W. marianensis’ in kolesterol oksidaz protein dizisinin {i¢ boyutlu
yapisini1 gostermistir. Yap1 ve fonksiyon iligkilerine dayali tasarim, enzimatik performansi

iyilestirmede 6nemli basarilar elde etmisti [126].

Toyama ve digerleri (2002) tarafindan gergeklestirilen ¢alismanin sonuglari, substrat
spesifikligini ve afinitesini arastirmak i¢in bolgeye yonelik mutajenez ve yapisal
karsilagtirmalar kullanarak Streptomyces kolesterol oksidazina amino asit dahil etmistir
[127].

R. equi enziminden Q145E mutanti, gelismis bir termal stabilite gostermisdir [116].
Brevibacterium sp. kolesterol oksidaz, yapisal analize dayali olarak termal stabiliteyi ve
aktiviteyi gelistirmek i¢in tasarlandi, oysa Q153E/F128L mutanti, vahsi tip enzimden daha
Ustlin termal stabilite ve enzimatik aktivite gostermisdir [128, 129]. Toplam serum
kolesteroliinii 6lgmek i¢in bir enzim elektrotu olarak potansiyel endiistriyel uygulamasi

icin kolesterol oksidaz varyantlarinin rasyonel tasarimi zordur.

Pimelobacter simplex (Arthrobacter simplex olarak da adlandirilir), organik ¢oziiciilere
kars1 yiikksek toleranst nedeniyle steroid transformasyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir [130] ve Pimelobacter simplex'ten yeni bir varsayilan kolesterol oksidaz
geni, PsChO tanimlanmistir [120]. Mevcut sonuglar, mevcut protein (PVY31316.1) ve
6a2u.1.B arasindaki sekans 6zdesliginin %23,09 oldugunu kaydetti.

Brevibacterium sterolicum'dan elde edilen kolesterol oksidazin kristal yapist (PDB ID:
1COY, 1.8A), o-sarmallar arasmna sikistirilmis bir B-kivrimli tabakadan olusan
karakteristik niikleotid baglayici kata (Rossmann kivrimi) sahiptir ve %66 sekans
0zdesligine sahiptir. Hedef protein PsChO, sablon olarak se¢ilmisdir. Daha sonra, her
model ilk Once eslenik gradyanlarla degisken hedef fonksiyon yontemiyle optimize
edilmisdir[131].

Filogenetik agag¢, gozlemlenen niikleik asit varyasyonlarina dayanan bu calismada
olusturulmustur. Bu agag, W. marianensis 'in kolesterol oksidazi ile diger tiirlerden gelen
diger kolesterol oksidazlar1 arasindaki genetik iliskiyi gosterdi. Filogenetik agacin

sonuglari, agag i¢inde ana birlesik PVY31316.1' temsil edilen olarak gosterildi.
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Kitasatospora abroriphilia'y1 temsil etmek iizere mevcut kapsayici agaca diger yiiksek
diizeyde iliskili organizmalar da dahil edildi ve incelenen 6rnek %99 6zdeslige sahipti ve

Kitasatospora abrorifilia dizileri iginde yalnizca bir dalda kiimelendi (Sekil 3.7).

W. marianensis ve Kitasatospora abroriphilia arasinda baglanan dal, WP110471332.1
Williamsia limnetica ile tek dalda %91 oraninda baglanir. Mevcut sonuglara gore, son dalin

Pdp 1B8S Streptomyces ile %40 6zdesligi oldugu kaydedilmistir.

WP-188546282.1 Rhodococcus trifolii, WP-06814893.1 ile %70 0&zdeslige sahipti.
Rhodococcus corynebacterioides; bu suslar, Pdp 1B8S Streptomyces ile %40 6zdeslige
sahipti.

16S rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik analiz, Rhodococcus kyotonensis sp. susu, en
yakin filogenetik komsular1 olarak Rhodococcus yunnanensis YIM 70056(T) ve
Rhodococcus fascians DSM 20669(T) ile Rhodococcus cinsi i¢inde yeni bir alt ¢izgi
olusturur (strastyla %98,2 ve %97,8 dizi benzerligi) [132].

Izolat1 MTS8T, yalnizca Williamsia cinsi tarafindan isgal edilen evrimsel radyasyon bdlgesi
icinde yer almakla kalmaz, ayn1 zamanda W. muralis tirii susu ile birlikte ayr1 bir filetik
¢izgi olusturur. Tim aga¢ yapma algoritmalari ve komsu birlestirme analizindeki %100
onyiikleme degeri tarafindan desteklenen bir iliskilendirme. Iki organizma, 16S rRNA gen
benzerliginin %99'unu paylasir. Hizalama i¢in mevcut 1450 konum {iizerinden 7 nt farka

karsilik gelen bir deger [16].

E. coli BL21 (DE3) Rosetta susunda ifade edilen rekombinant Cox-william yapisinin
baslangi¢ seviyesi; pET-28a (+)/Cox-william yapisini1 barindiran 4,5 U/mL idi. Uygulanan
optimize edilmis strateji, LB biiylime ortaminin ikame edilmesi iizerine rekombinant
Rosetta susunun hiicre lizatinda izlenen Cox-william yap1 aktivitesini basarili bir sekilde
gelistirmistir. Daha sonra (IMAC) Kromatografisi ile protein saflastirmasi, ¢oziiniirligii
degerlendirmek ve ayni zamanda rekombinant proteinin molekiiler agirhigint (M.W)

belirlemek i¢in SDS-PAGE ile analiz edildi.

W. marianensis 'in Cox-william yap1 enziminin beklenen M.W'si 69.3kd idi, burada SDS

analizi, protein bandinin boyutunu ortaya ¢ikardi. Bu nedenle, W. marianensis 'in
rekombinant proteini, ¢Oziiniir fraksiyonda eksprese edildi ve enzimatik aktivitesini

korudu. Kolesterol oksidaz, 501.05 U/ml toplam aktiviteye sahip DEAE Sepharose CL-6B

56



ve 31,15 mg protein iceren iyon degistirme kolonu ayrimindan sonra homojenlige

saflastirildi. Enzim, 16.08 U/mg proteinin spesifik aktivitesi ile saflagtirildi [133].
Kolesterol oksidazlarin molekiiler agirliklar1 47-61 kDa araliginda rapor edilmistir [39].

Fiksasyonla ilgili 6neriler degiskenlik gosterir, ancak iyi sonuglar alinabilir. Elektroforez
jelinin ¢ogu SDS'yi boya ¢ozeltisinden g¢ikarmak i¢in suda yikandiktan sonra basit bir
prosediirle elde edilir [134].

Sonug olarak, bu ¢alisma, yeni bir bakteri W. marianensis klonlamasindan ve kolestrol
oksidazin E. coli'deki heterolog ekspresyonundan ilk kez Kolestrol oksidazini basariyla

tiretti, gelecekte tedavi edici 6zelliklerini incelemeye hazir hale gelmistir.

Ayrica bu ¢alismanin bulgusu, sitozolde yer alan ve ¢ozeltide homodimer olarak hareket
eden kolesterol oksidaza belirgin sekilde spesifik olan E. coli'nin tip kolesterol oksidazina

olduk¢a benzemektedir.

Son olarak, bir Novel-bakteriyel W. marianensis kolesterol oksidaz enziminin ¢dziiniir ve

aktif olarak klonlanmasi1 ve ekspresyonu basariyla saglanmistir.
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