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Oz: Termostabil bir enzim olan Tgo DNA polimeraz hipertermofilik bir arkea olan Thermococcus
gorgonarius tarafindan sentezlenmektedir. Caligmamizda 3°-5° ekzonUkleaz aktivitesiyle yiiksek kalitede DNA
sentezi gergeklestiren Tgo DNA polimeraz, rekombinant olarak iiretimi hedeflenmistir. Bu amagla, iirettirilen
yapay gen uygun restriksiyon enzimleri ile kesilip ayn1 enzimlerle kesilmis olan pET28a vektor sistemine
ligasyon ile birlestirilmistir. E. coli BL21 hiicrelerinde eksprese edilen enzim aktivitesi, PCR reaksiyonu
gerceklestirilerek kontrol edilmistir.

Anahtar kelimeler: DNA polimeraz, PCR, Rekombinant DNA teknolojisi, Thermococcus gorgonarius.

Recombinant DNA Polymerase Production of Thermococcus gorgonarius

Abstract: A thermostable enzyme Tgo DNA polymerase was produced by a hyperthermophilic
archaea, Thermococcus gorgonarius. In this study, it was aimed to produce the Tgo DNA polymerase which
synthesizes highly qualified DNA by its 3’-5’-exonuclease activity, by recombinant DNA technology. For this
purpose, synthesized synthetic DNA was cut with restriction enzymes and ligated into a pET28a vector. The
activity of the enzyme expressed in E. coli BL21 was controlled by PCR reaction.

Keywords: DNA polymerase, PCR, Recombinant DNA technology, Thermococcus gorgonarius.

1. Giris
Yeni bir

sentezleyebilen enzim, DNA polimeraz

DNA  polinikleotidini

olarak adlandirilir.  Yeni  sentezlenen

poliniikleotitte baz dizilisi, kalip
poliniikleotidin baz dizilisine baghdir ve
eslenigi seklindedir. Bilinen biitin DNA
DNA’y1  5°-3

sentezlerler. Escherichia coli’de 5 tip DNA

polimerazlar yoénunde

polimeraz vardir

2012). 1lk kesfedilen DNA polimeraz,

(Fijalkowska ve ark.,

1959°da Arthur Kornberg ve arkadaslarina
nobel odilii kazandiran, E. coli’den izole
edilen DNA polimeraz I’dir. Enzim bu
reaksiyonu gergeklestirebilmek i¢in, dort
deoksiriboniikleotidin 5’trifosfatina (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP) ihtiya¢ duymakta ve
Mg*? iyonlari ve DNA varliginda aktif
olmaktadir (Gawel ve ark., 2008).

DNA polimeraz I kendiliginden DNA
sentezini baglatamaz ve mutlaka serbest bir

3’-OH ucuna ihtiya¢g duyar. Primer DNA,
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DNA
eklenebilecegi serbest bir 3’-OH grubuna
DNA

sentezi  swrasinda  niukleotidleri

sahip baglangic noktast saglar.
polimeraz I, primer DNA’nin 3’-OH grubu
ile, yeni eklenecek DNA’nin 5’fosfat grubu
arasinda fosfodiester kopriisii olusumunu
katalizler. DNA polimeraz | polA olarak
bilinen bir gen tarafindan kodlanan,
molekiiler agirligt 103.000 dalton olan bir
polipeptidtir. DNA polimeraz I’in polimeraz
aktivitesi yaninda iki enzimatik aktivitesi
daha vardir. Bu aktivitelerin ikisi de
ekzonikleaz aktivitesidir. DNA polimeraz |
hem DNA ipligini 5’ ucundan baslayarak,
5’-3’ yoninde kesme aktivitesine, hem de
DNA’nin  3°-OH grubundan baglayarak
3’-5’
sahiptir.

mononukleotidleri yoninde kesme
5-3’

genellikle 10 nikleotide kadar nukleotid

aktivitesine aktivitesi,
iceren kiicliik oligomerleri kesip ¢ikartir
(Banach-Orlowska ve ark., 2005). pol A geni
mutasyona ugratildiginda, DNA’nin hala
replike farkl

olabildiginin  goriilmesi

polimerazlarin da hiicrede bulundugunu
gostermistir (Yang ve Polisky, 1993).

DNA polimeraz 11, DNA polimeraz |
gibi bir DNA

(proofreading). Fakat ¢cok az polimerizasyon

tamir enzimidir
aktivitesi vardir. 5°-3” polimeraz ve 3’-5’

ekzonlkleaz  aktiviteleri vardir. DNA
polimeraz III ¢ok sayida alt birimden olusan
kompleks bir enzimdir. Bu enzim 5’-3’
polimeraz ve 5’-3’ve 3’-5° ekzonikleaz

aktivitesine sahiptir. DNA polimeraz 1V ve

V ise DNA polimeraz II ile birlikte hasarl

DNA’nin  replikasyonunda Onemli  rol
oynarlar (Banach-Orlowska ve ark., 2005).
Bakteriyal, viral ve okaryotik DNA

polimerazlar hakkinda ¢ok sey bilinmesine

ragmen, arkeal replikasyon tam olarak
aydinlatilamadigt  icin  arkeal = DNA
polimerazlar  hakkinda smirli  bilgiye

ulasilmaktadir. Cogu bilinen arkeal DNA
polimerazlar dkaryotik DNA polimerazlarin
da bulundugu B tipi smifa aittir. Arkeal
DNA  polimerazlar ~ 0Okaryotik = DNA
polimeraz a ve 0’ya benzemektedir. Ancak
okaryotik DNA polimerazlardan farkli
olarak daha yiiksek sicakliklarda daha diisiik
hata oram ile (3.3—2.2X10'6) caligmaktadir.
Bu da arkeal DNA polimerazlarin
biyoteknolojik a¢idan kullanimimi uygun
hale getirmektedir (Hopfner ve ark., 1999).

DNA

mikroorganizmalardan

Termostabil polimerazlar
genellikle termofil
izole edilmis olan enzimlerdir. Archaealerde
DNA polimeraz sayist mikroorganizmasina
gore degismektedir. DNA polimerazlarda
5’-3” polimeraz 5’-3’ ekzonukleaz 3’-5’

bulunmaktadir

2014). PCR’da

ekzoniikleaz  aktiviteleri

(Jozwiakowski ve ark.,
kullanilan Taq DNA polimeraz, sicak
kaplica sularindan izole edilmis Thermus
aquaticus bakterisinin DNA polimeraz |
enzimidir.

Pfu polimeaz, hipertermofilik

Pyrococcus  furiosus arkesinden izole

edilmis bir polimerazdir. Bu enzimler 1s1 ile

denatiire olmadiklar1 i¢in in vitro PCR
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caligmalarinda, DNA’y1 denatiire etmek igin

94°C’ye sicaklik cikartildiginda
aktivitelerini  korurlar (Ishino ve Ishino,
2014).

Bu calismada PZR (polimeraz zincir
reaksiyonu)’da kullanilmak iizere yiiksek
dogrulukta DNA polimerizasyonu yaptigi
bilinen Thermococus gorgonius arkesine ait
DNA olarak

polimeraz  rekombinant

iiretilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Hedef Genin Secilmesi

Elde etmek istedigimiz Tgo DNA
polimeraz enziminin genomik dizi National
Information

Center for Biotechnology

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) web sayfasi

kullanilarak belirlenmis ve Thermococcus’a
ait bir gen, Escherichia coli hucresinde
kodon
2.6.1

sentezlettirilecegi i¢in

optimizasyonunu  Serial ~ Cloner
programi kullanilarak yapilmistir. BamHI ve
Xhol restriksiyon enzimi kesim bdlgeleri de
ekledikten sonra, elde edilen dizi Sentegen

firmas1 tarafindan ampisilin direng geni

iceren pTZ57RT vektor icinde
sentezlenmistir.

2.2. Genin pET28a Vektorine
Klonlanmasi

Klonlama teknikleri Sambrook ve
Russell (2001)’e gore yapilmistir. Tgo DNA
Polimeraz genini iceren plazmid ve pET28a

vektorinin Xhol (Thermo) ve BamHI

(Promega) ile kesimi, uygun tamponlar
kullanilarak  ger¢eklestirilmistir. Enzimle
kesim ile ilgili optimizasyonlar, DNA

miktarina gore hesaplanmistir. Restriksiyon
karigimi, {retici firmanin Onerilerine gore
hazirlanmistir. Genel olarak 20pL son hacim
icin, 2 pL vektor, 4uL 10x tampon, 2uL,
10U/mL BamHI, 1 pL Xhol, 11pL dH20
kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
iki restriksiyon enzimi ayni1 tamponda kesim
yapmadig i¢in, ilk dnce BamHI ile kesim
yapilmustir, sonra da Xhol ile tek tek kesim
Gerek duyuldugunda DNA

konsantrasyonu etanol

yapilmustir.
ile presipitasyon
teknigi kullanilarak yogunlastirilmistir.
Kesim
%0.8’lik

fragmentler, Biobasic jel ekstraksiyon Kiti

gerceklestirildikten  sonra

agaroz  jelde  goruntulenen

kullanilarak  iiretici firmanin  Onerileri
dogrultusunda prosediir uygulanarak jelden
izole edilmistir. Spektrofotometrik olarak
belirlendikten

DNA

konsantrasyonlar1 sonra,

fragmentler T4 ligaz enzimi
kullanilarak +4°C’de gece boyunca birbirine
baglanmistir. Daha sonra ligasyon {iriiniiniin

CaCl; yontemi ile kompetent hale getirilmis

E.coli DHS5a hiicrelerine 1s1  soku
transformasyon teknigi kullanilarak
gergeklestirilmistir. 100 pL  ligasyon

urinleri, kanamycin iceren LB agar
besiyerlerine

37°C’de

yayildiktan sonra, petriler

1 gece etivde inklbasyona

birakilmstir.
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Etiivden c¢ikarilan petrilerde olusan
koloniler, i¢inde 5ml+5 pl kanamycin sivi
kaltdr  bulunan  steril tlplere kirdan
araciligiyla aktarildiktan sonra gece boyunca
37°C’de 200 rpm’de

Ureyen

inkiibe edilmistir.
hicrelerden plasmid profilleri
gOzlemek icin jelde ydratulir. Bunun igin
oncelikle 100°C’de 5 dakika bekletilen
hiicreler, 13000 rpm’de santrifilj edildikten
sonra dogrudan agaroz jele yiiklenerek
plazmit varliklar1 arastirilir. Bu basamak,
petride ¢ok sayida transformant oldugu
zaman gerceklestirilmistir.

Dogru  ebatta

plazmit  igerdigi

gbzlemlenene hucrelerden izole edilen
plazmitlerin ebatlar1 sadece BamHI enzimi
ile kesilerek dogrulandiktan sonra, protein
ekspresyonu caligmalar yapilmistir.

2.3. Tgo DNA Polimeraz Enziminin
Ekspresyonu

Protein ekspresyonu i¢in E. coli BL21
pLysE susu kullanilmigtir. Restriksiyon
kesimleri sonucunda Tgo DNA polimeraz
enziminin basarili bir sekilde klonlandigi
anlasildiktan sonra kompetent hale getirilmis
E. coli BL21 pLysE susuna daha once
anlatildig1 gibi 1s1 soku ile transformasyon
islemi yapilmistir. Transforme edilen E.coli
hicreleri klorofenikol ve kanamisin iceren
LB agar besi yerine yayma ekim yontemiyle
ekilmis, lireyen hiicrelerden koloniler alarak
tekrar antibiyotik iceren 4 ml’lik LB
besiyerine alinip 1 gece inkiibe edilmistir.
klorofenikol ~ ve

Buyuyen  hicreler

kanamisinli 50 ml LB besi yeri bulunan
erlenlere inokiile edilerek, 600 nm’deki OD
degeri yaklagik 0.6’ya ulasgtiginda buz
tizerinde 10 dakika sogutulmus ve daha
sonra IM IPTG (Izopropil tiyogalaktozit)
indtklenerek  3-4  saat

ilave edilerek

inkiibasyona  brrakilmuistir.  Indiikleme
sonrasinda hiicre kiiltiiri 8000 rpm de 5
dakika santrifujlenerek ortamdan besi yeri
uzaklastirilmig ve pellet 10 mM Tris-HCI
pH: 8.5 igerisinde ¢Ozilmiistiir. Hiicreler

sonikator  kullanilarak
10000 rpm, 10 dakika

santrifiij sonucu ¢ozindr haldeki proteinlerin

soguk  ortamda

parcalanmustir.
bulundugu siipernatant, Tgo Polimeraz
kaynag1 olarak kullanilmigtir. Siipernatant,
80 °C’da 10 dk isitilarak siipernatanttaki
diger proteinler denatiire edilerek saflagtirma
yapilmistir. 15000 rpm’de 30dk santrifiij
edilerek supernatantta aktif haldeki Tgo
Polimeraz diger proteinlerden ayrilmstir.
Karigim igerisine son konsantrasyon %50

50 mM KCI, 10 mM 2-
Merkaptoetanol, 0.1 mM EDTA olacak

gliserol,

sekilde ilaveler yapildiktan sonra -20°C’de

kullanilincaya kadar saklanmistir.

2.4. Tgo DNA Polimeraz Enziminin
Aktivite Tayini
Is1 denatiirasyonu yolu ile saflastirilmis Tgo

polimerazin  aktivite tayini i¢in PZR

denemeleri yapilmistir. Bunun i¢in template
bulunan  Pseudomonas

olarak elimizde

DNA’s1 ve universal bakteri primerleri
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EubF, (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) ve EubR, (5’-
GGAACATGTGTGGCGGGCC-3%)

kullanilmigtir.  Reaksiyon tamponu 5X
konsantrasyonundaki 50 mM Tris-HCI pH

8.5, 87.5 MM (NH4)»SO4, 6.25 mM MgCI2,

%2.5 tween 20 %7.5 DMSO olarak
kullanilmastir.

Reaksiyon kosullari; baslangi¢
denatirasyon 94°C 2 dk. 1 dongq,

denattirasyon 94°C 30 s annealing 52°C 60
s, uzama 72°C 2 dk., 30 dongi ve son
72°C 7 dk. sekilde

uzama, olacak

gergeklestirilmistir.

3. Sonuclar ve Tartisma
Termostabil bir enzim olan Tgo DNA
polimeraz hipertermofilik bir archaea olan T.
gorgonarius tarafindan sentezlenmektedir.
3’-5’ ekzonikleaz aktivitesiyle Tgo DNA
polimeraz ylksek kalitede DNA sentezi
gerceklestirir (Jozwiakowski ve ark., 2014).
arasinda

Calismamizda domainler

klonlama yapildiZni ve bu anlamda
ekspresyonda kodon egilimlerinin 6nemi
oldugu icin Tgo DNA polimeraz geni in
vitro olarak sentezlenmistir. BamHI ve Xhol
restriksiyon kesim bdlgeleri iceren yapay
genin ve pET28a ifade vektorinin ikili
kesimi verimli olmadig1 icin, ayr1 ayri
tlplerde, enzimlerin uygun calisma kosullari
altinda kesimler gerceklestirilmistir.

Tgo DNA polimeraz geni 2324 ve

pTZ57RT  vektori 2886 baz cifti

uzunlugunda oldugu i¢in toplam 5210 baz
¢ifti uzunlugunda bir bant elde edildigi Sekil
I’de  gozlenmektedir. Uygun kosullar
belirlendikten sonra restriksiyon enzimleri
ile kesimler 100 pl son hacimde yapilmis ve
reaksiyon sonrasi jel ekstraksiyonlari
yapilarak temiz bantlar elde edilmistir. Islem
sonras1 9.8 ng/uL konsantrasyonlarinda elde
edilen DNA fragmentleri, molar katsayilari
3:1 olacak sekilde asagidaki formiil
kullanilarak karistirilmis ve T4 DNA ligaz

varhiginda +4 °C’de gece boyunca inkiibe

edilmistir.

Sekil 1. Restriksiyon enzimleri ile kesim
1)DNA Ladder 2)pTZ57RT+BamHlI
3)pTZ57RT+Xhol 4)pTZ57RT 5)pET28a+BamHI
6)pET28a+Xhol 7)pET28a

Insert kiitlesi (ng)=3x [insert ebati

(bp)A(Vektor ebat1 (bp)] x vektdr kiitlesi
(ng)

Insert:vektéSr molar  konsantrasyon
oranlar1 1:1, 3:1 ve 6:1 olacak sekilde ¢esitli
optimizasyonlar yapildiktan sonra E.coli

DH5a hiicrelerine 1s1 soku ile transforme
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edilmigtir. Transformantlarin inkiibasyonu
sonucunda elde edilen kolonilerden dogru
ebatta vektor iceren hucreler belirlendikten
sonra izole edilen plazmit, yine 1s1 soku ile
E. coli BL21 pLysE susuna aktarilarak
hiicreler indiiklenmis ve inkiibasyon sonucu
bliyliyen hiicreler pargalanmig ve proteinler
izole edilmistir.

E. coli hiicresine ait proteinler yuksek
sicaklik ile denatiire olacagi icin, protein
karistmi  1sitildiktan  sonra  aktif olan
proteinin Tgo DNA polimeraz olacagi kabul

edilerek PCR ¢alismalar1 yapilmistir.

konizsl matier

= ST 7508

Fal
= T200 N
1545 134

Sekil 2. Pseudomonas geninin Tgo DNA

polimeraz ile amplifikasyonu

Optimizasyonlar sonrasi Pseudomonas
hiicresine ait olan 1400 kb biiyiikliigiinde
16s TRNA kodlayan gen bdlgesi, iiretmis
oldugumuz Tgo DNA polimeraz ile
cogaltilmistir (Sekil 2). Sekil 2’de de
goriildiigli gibi bantlar oldukc¢a parlak ve
goriinmektedir.

temiz Bilindigi  gibi

rRNA’lar ribozomun yapisinda bulunan,

protein sentezinin gergeklestirilebilmesi i¢in
mRNA’y1 ribozoma sabitleyen bdylelikle
sentezlenen ilk aminoasitin
metionin/formilmetionin olmasini saglayan,
evrimsel olarak cok az degisiklige ugramis
1200-1600 bp uzunlugunda RNA’lardir.
Calismamizda bu bolgenin ¢ogaltilmasinin

nedeni,

kodlayan DNA bolgesinin yaklasik 1400 baz

Pseudomonaslarda 16s rRNA’y1

uzunlugunda  oldugunun  bilinmesinden

kaynaklanmaktadir.  Reaksiyon karigimi
icine eklenen Tgo polimerazin aktif oldugu
ve Pseudomonas DNA’sindan bu bolgeye ait
beklenen uzunlukta geni ¢ogaltmasi,
saflastirilan Tgo Polimerazin aktif oldugunu
gostermektedir. DNA polimeraz eklenmeyen
reaksiyon karisiminda herhangi bir bant
olusumunun goézlemlenmemesi de, bant
gOzlemlenme sebebinin, Tgo Polimeraz
aktivitesinden oldugunu kanitlamaktadir.
DNA polimeraz enzimleri yaygin
olarak tarimdan tibbi ve biyolojik aragtirma
laboratuarlarina kadar bir¢ok alanda rutin
analizlerde kullanilan PZR c¢alismalarinda
kullanilmaktadir (Kovalskaya ve ark., 2014;
Grogan, 2015; Mitchel ve ark., 2016). Boyle
calismalarda

diisik hata oranm1 oldukca

onemlidir. Diisiik hata oranina sahip arkeal
piyasaya

girmesi ile diger enzimlerin kullaniminin

DNA polimeraz enzimlerinin
kisitlanacagr Ongoriilmektedir (Zhang ve
ark., 2015).

uluslararasi

fakat

Bu enzimlerin uretimi

platformalarda  gergeklestirilmistir
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iilkemize kullanilmak istendiginde c¢ok

yuksek maliyet, Grlnin teslimat siresinin
uzunlugu gibi  bircok

sorun  ortaya

cikmaktadir. Bu c¢alisma  kapsaminda
uluslararas1 platformda yapilan tiretimlerde
daha disik bir

maliyette daha fazla miktarda Uriin Gretimi

olusan maliyetlerden

Tesekkiir

yapilacaktir. Bdylece iilkemiz agisindan

enzim sektorii olarak diga bagimlilik

azalacaktir. Bilimsel calismalarda diisiik
maliyet ve kolay ulasilabilmesiyle iiretimi
gergeklestirilecek olan enzimin kullanimi

saglanmis olacaktir.

Bu calisma TUBITAK 2209/B - Sanayi Odakli Lisans Bitirme Tezi Destekleme

Programi kapsaminda 1139B411500184 numaral1 proje ile desteklenmistir.
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