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Doktora Tezi
OZET

TERMOFILIK GEOBACILLUS CALDOXYLOSILYTICUS TK4 REKOMBINANT
FOSFOTRIESTERAZ HOMOLOG PROTEINININ MUTASYONLA BAZI
OZELLIKLERININ GELISTIRILMESI

Fulya OZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2016, 83 Sayfa
TUBITAK, 109T985 nolu proje kapsaminda gergeklestirilen bu ¢aligmada, pET-28a(+) vektdriine
klonlanmis olan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 fosfotriesteraz homolog protein geni
(TK4PHP) tizerinde bolge spesifik mutasyonlar yapildi. Elde edilen mutant genler Escherichia coli
(E. coli) BL21(DE3)pLysS konakg1 hiicresinde ekspres edilip, saflastirildi. Protein ekspresyonu ve
saflagtirma islemi, SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak dogrulandi. Aktivite tayini
caligmalarinda genel fosfotriesteraz (PTE) substratlarindan paraokson, paratiyon ve malatiyon
varliginda herhangi bir aktivite elde edilemezken, denenen esteraz substratlari iginde en yiiksek
aktivite p-nitrofenil asetat (pNPA) varliginda gozlendi. TK4PHP rekombinant enzimi,
TK4PHPM3-M4 ve TKAPHPM3-M4-MS5 mutat enzimleri igin optimum pH 8,0 olarak bulunurken,
TK4PHPM3 mutant1 i¢in bu deger 8,5 olarak belirlendi. Optimum sicaklik degerlerinin TK4PHP,
TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-MS5 igin 50 °C, TK4PHPM3 i¢in ise 60 °C oldugu goriildii.
Km Ve Vinax degerleri sirasiyla TK4PHP i¢in 1,27 mM ve 7,59 U/mg protein, TK4PHPM3 igin 1,43
mM ve 14,53 U/mg protein, TK4APHPM3-M4 i¢in 0,59 mM ve 3,34 U/mg protein, TK4PHPM3-
M4-M5 i¢in ise 0,46 mM ve 4,04 U/mg protein olarak hesaplandi. Rekombinant ve mutant
PHP’lerin 4 °C’de, pH 3,0-9,0 araligindaki tamponlarda ayr1 ayr1 7 giin inkiibe edilmesiyle,
aktivitelerini biiyiik oranda korudugu gozlendi. Mutant TK4PHPM3-M4-M5 enziminin, 90 °C’de 7
giin inkiibasyon sonunda aktivitesini %75 oraninda korudugu belirlendi. Bu sonuglar,
TK4PHP’sine yapilan mutasyonlarla birlikte, olduk¢a pH ve 1s1l kararli yeni mutant PHP’lerin

endiistriyel uygulamalar i¢in onemli potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Geobacillus caldoxylosilyticus TK4, Termofilik, Fosfotriesteraz Homolog
Protein, Fosfotriesteraz, Mutasyon
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PhD. Thesis
SUMMARY

DEVELOPMENT OF SOME PROPERTIES OF RECOMBINANT
PHOSPHOTRIESTERASE HOMOLOGY PROTEIN OBTAINED FROM
THERMOPHILIC GEOBACILLUS CALDOXYLOSILYTICUS TK4 BY MUTATION

Fulya OZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Advisor: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2016, 83 Pages

In this study, supported by TUBITAK (Project number is 109T985), site specific mutations in the
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP gene cloned into pET-28a(+) vector was performed, mutant genes
were expressed in E. coli BL21(DE3)pLysS and the mutant proteins were purified. Protein
expression and purification were confirmed by SDS-PAGE. Whereas the enzyme did not have any
activity in the presence of PTE substartes; paraoxon, parathion and malathion, the highest activities
were observed with pNPA as an esterase substrate. The optimum pH were determined to be 8,0 for
TK4PHP, TK4PHPM3-M4, TK4PHPM3-M4-M5 and 8,5 for TK4PHPM3. The recombinant
TK4PHP and the mutant TK4PHPM3-M4, TK4PHPM3-M4-M5 enzymes exhibited optimum
activity at 50 °C and TK4PHPM3’s activity was optimal at 60 °C. K., and Vy.x values were
calculated as 1.27 mM and 7.59 U/mg protein for TK4PHP, 1.43 mM and 14.53 U/mg protein for
TK4PHPM3, 0.59 mM and 3.34 U/mg protein for TK4PHPM3-M4 and 0.46 mM and 4,04 U/mg
protein for TK4APHPM3-M4-M5, respectively. When the enzymes were separately incubated at
4 °C in the buffer solutions (pH ranging from 3,0- 9,0) for 7 days, the activity was mainly retained.
The TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzyme retained about 75% of its original activity after 7 days of
incubation at 90 °C. It is clear from the present results that the enzymes, which are mutated from
TK4PHP showing an extremely pH- and thermo- stable esterase activity, might have a very

important potential for industrial applications.

Key Words: Geobacillus caldoxylosilyticus TK4, Thermophilic, Phosphotriesterase Homology
Protein, Phosphotriesterase, Mutation
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Onemli bir biyomolekiil sinifi olan enzimler, canl hiicrelerde gergeklesen metabolik
reaksiyonlarin ¢ogunun hizini arttiran veya diizenleyen, genellikle protein yapisindaki
biyolojik katalizorlerdir. Biyolojik sistemlerde oldugu kadar endiistriyel uygulamalar
icinde onemli 6zelliklere sahip olan enzimler, organik kimyada kullanilan metotlar ile
gerceklestirilmesi ¢ok gilic olan bir¢ok reaksiyonun uygun ve spesifik bir bigimde
kolaylikla gergeklesmesini saglamasi agisindan, canli hiicrelerden izole edilerek cesitli
amagclar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Enzimatik islemlerin, geleneksel islemlere
oranla daha az miktarda atik olusturarak daha az ¢evre kirliligine yol agmasi, iliml ve
ekonomik sartlarda gergeklestirilebilmesi enzim kullanimini daha cazip hale getirmektedir
(Gtuimiisel, 2002). Enzimler, yeterli kosullar saglandiginda, dis ortamlarda da etkilerini
gosterebildiklerinden dolayr gida, tekstil, kozmetik ve diger bir¢ok alan i¢in vazgecilmez
olmuglardir. Gegen birkac nesil boyunca, bilim, enzimlerin sirrin1 ¢dzmiis ve enzimleri
farkli uygulama alanlarinda daha faydal bir sekilde kullanmak icin gelistirmistir (Sokmen,
2005).

Biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alaninda enzim teknolojisinin giderek
geligmesi, trlinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerlerinin ¢ok yiiksek
olmasi, bu konuda yapilan arastirmalarin daha da 6nem kazanmasina neden olmaktadir.
Son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak enzim {iretimi biiyiik boyutlara ulasmis ve kullanimi1 giderek yayginlagsmistir
(Gessesse, 1998). Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarinin
yapay olarak gerceklestirilmesi esasina dayanan ve arzu edilen herhangi bir gen ya da
iriiniin ¢ogaltilmasini miimkiin kilan bir yontemdir. Molekiiler genetik arastirma
tekniklerinin gelismesi, arastirmacilara farkli kaynaklardan gelen DNA molekiillerinin in
vitro’da birlestirilebilme olanagi saglamistir. Canli hiicrelerinde genetik materyalin
degisiklige ugramasi ve istenilen karakterlerin kendiliginden ortaya ¢ikmasi son derece
yavas bir bi¢cimde gergeklesmektedir. Bu teknoloji, gereksinim duyulan genetik
degisikligin olmasi gerektigi yerde ve hizli bir sekilde meydana gelmesine olanak

saglamakta olup, istenilen degisikligin yani1 sira istenmeyen veya zararli kombinasyonlarin



ortaya ¢cikmasini engellemektedir (EKinci vd., 2005).

Yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen biyoteknolojik islemler pek c¢ok fayda
saglamaktadir. Sicakligin arttirillmasi organik bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii ve biyolojik
olarak kullanilabilme kapasitesini arttirmasi agisindan 6nemli etkilere sahiptir. Sicakligin
artmasi, Viskozitenin diigmesini ve organik bilesiklerin diflizyon katsayisinin artmasini da
beraberinde getirmektedir. Sonu¢ olarak kiigiik alanlarda yiiksek reaksiyon hizi
gerceklestirilmektedir  (Niehaus ve ark.,, 1999). Bu noktada 1siya dayanikli
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler biiyiik ilgi g¢ekmektedir. Endiistriyel
uygulamalarda kullanilan enzimlerin kaynagi olan mikroorganizmalar;

(1) Hiicre ylizey alanmin hiicre hacmine oranmi yiiksek oldugundan, besinleri hizla hiicre
icine alabilir, boylece hizli iireyebilir ve kisa siirede bol miktarda iiriin olusturabilirler,

(2) Biyokimyasal aktiviteleri bakimindan miithis bir gesitlilik gosterir, dolayisi ile ¢ok
cesitli tirtiinlerin elde edilmesinde kullanilabilirler,

(3) Farkli gevresel ortamlara kolaylikla uyum gosterebildiklerinden rahatlikla laboratuvar
ortaminda ucuz besin maddeleri kullanilarak tretilebilirler,

(4) Genellikle biyosentezle aktif formda bilesikler olustururlar,

(5) ve bu mikroorganizmalarin hiicreleri ya da genleri manipiile edilerek daha fazla iiriin
vermelerini saglamak, iiriin yap1 ve aktivitelerini degistirmek, hatta yeni {iriinler
sentezlemelerini saglamak miimkiindiir (Ozcengiz, G., 2002).

Ozellikle endiistriyel uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda aktif olarak calisabilen
enzimler, mezofilik ve psikrofilik enzimlere goére biiyiikk avantajlara sahiptirler.
Termofillerden elde edilen 1s1l kararli enzimler, kendi dogalarinda var olan 1sil
kararliliklar1 ve bunun yaninda pH degisikliklerine, denatiire edici kimyasallara,
deterjanlara, organik c¢oziiciilere ve inhibitorlere karsi dayanikli olmalarindan dolay1
oldukga fazla sayida ticari uygulamada kullanilmaktadir (Liu vd., 2006). Ayrica termofilik
enzimler, mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakligindan daha yiiksek bir sicaklikta
bile kararli ve aktif olup, yiiksek substrat konsantrasyonlarinda iyi bir sekilde ¢aligirlar
(Rhee vd., 2005).

Son yillarda, mutasyonlarla birlikte, enzimlere, organik ¢oziiciiler, ekstrem
sicakliklar ve pH’lar gibi farkli sartlar altinda kararlilik ve performans kazandirabilmek
veya substrat Ozgiinliiklerini degistirebilmek amaciyla, yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerinin gelistirilmesini saglamak mimkiin hale gelmistir (Tao ve Cornish, 2002).

Enzimlerin 06zelliklerinin degistirilmesi amaciyla, bolge spesifik mutasyonlarla veya



yonlendirilmis degisim teknikleriyle birgok ¢alisma yapilmaktadir. Yonlendirilmis
degisimde genler iizerinde rastgele mutasyonla ve/veya rekombinasyonla mutasyonlar
yapilip, bunu takiben istenilen 6zelligin agiga ¢ikip ¢ikmadigini incelemek i¢in uygun
se¢im yontemleri kullanilmaktadir (Nikolaos, 2005). Bdylece, yaban tip proteinde
bulunmayan o6zellikler proteine kazandirilabilmekte, ozellikle aktif bolgede yapilan
mutasyonlar yardimiyla, enzimlere, yeni substrat Ozgilinligii kazandirilabilmekte ve

enzimin substrata olan ilgisi artirilabilmektedir (Wang vd., 2002).

1.2. Enzim Uretiminde Rekombinant DNA Teknolojisinin Avantajlari

Endiistride yaygin olarak kullanilan enzimler, uzun yillardan beri bitkisel, hayvansal
ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir. Ancak bu organizmalardan g¢ogunun
gelisme hizlar1 yavas ve iiretimleri oldukca az olup, cesitli faktorlere bagli olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenlerle enzimler iizerinde g¢alisan arastirmacilar,
bunlar tiretmek i¢in daha etkin yollar bulmak ve mevcut olanlarin 6zelliklerini gelistirmek
amactyla molekiiler biyoloji, genetik, protein miihendisligi vb. alanlardaki gelismeleri
yakindan izlemektedirler. Bu dogrultuda yapilan arastirmalar rekombinant DNA (rDNA)
teknolojisinin genetik miithendisligi ve biyoteknolojinin diger teknikleri ile birlikte, spesifik
bir enzimi kodlayan genlerin 6zellikle bir bakteriye transfer edilerek mikrobiyal yolla
tiretilebilmesi i¢in 6nemli potansiyele sahip oldugunu kanitlamiglardir (Koksel vd., 1989).

Belirli bir amag i¢in dogrudan genetik materyal iizerinde yapilan bu teknolojiyle, in
vitro sartlarda genetik materyalde planl degisiklikler yapilabilmekte, istenilen genlerin
istenilen canliya sokularak, dogal bigimde bulunmadigi bu konakta cogaltilmasi ve
istenilen iirlinii vermesi i¢in nakledilen genin ifadesi saglanabilmektedir. Bu teknolojiyle,
prokaryotik ve Okaryotik gruplara ait tiirlerin kendi aralarinda oldugu kadar, gruplar
arasinda da gen aktarimlar1 yapmak ve ¢esitlilikler meydana getirmek miimkiin olmaktadir
(Ekici vd., 2006).

Endiistriyel alanda enzim kullanimint sinirlayici faktorlerden biri de enzimlerin
izolasyonu ve saflagtirilmalarindaki giiclikklerdir. Bir enzimi kodlayan gen, kaynak
organizmadan alinip, enzimi daha etkin ve verimli bir sekilde liretebilecek baska bir
organizmaya aktarilarak, enzimin ekonomik iiretimi saglanabilir. Bunun yaninda, patojenik
bir organizmada bulunan bir enzimin geni, patojenik olmayan baska bir organizmaya

taginabilir, belirli bir organizma endiistride uygulanan ekstrem kosullarda kullanilabilecek



sekilde degistirilebilir, dogal enzimlerden daha {istiin Ozellikler gosteren enzimler
tiretilebilir ve spesifik modifikasyonlarla enzimin 6zellikleri DNA diizeyinde gelistirilebilir

(Firidin, S., 2010).
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Sekil 1. Rekombinant DNA’larin iiretilmesi

Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile birlikte, bir proteinin amino asit
sirasinda degisiklikler yapilabilmektedir. Onceden belirlenmis spesifik amino asitleri
kodlayan niikleotid siralarinin kontrollii olarak degistirilmesini gerektiren bu islem, bolge-
spesifik mutasyon olarak tanimlanmis olup, son zamanlarda, enzim miihendisligi ile
birlikte katalitik aktivite ve/veya 1s1l ve pH kararliligi artirmak i¢in oldukca fazla
kullanilmaktadir (Walsh, 2002).

Genetik ve biyoteknoloji alanindaki caligmalar, rekombinant DNA teknolojisinin
kesfine kadar organizmalarin genetik yapilari hakkinda 6nemli bilgiler saglamis, genetik
ve biyoteknoloji alaninda edinilen sonuglarin yaygin kullaniminda 6nemli bir donim
noktas1 olmustur. Bununla birlikte giiniimiizde bir¢ok protein ve enzim rekombinant olarak

tiretilmekte ve endiistriyel kullanima sunulmaktadir (Arslan ve Akyiiz, 2009). Bunlarin



bazilar1 kullanim alanlar1 ile birlikte Tablo 1°de gosterilmistir (Eren Kiran vd., 2006;

Yildirim, M., 2009).

Tablo 1. Rekombinant DNA teknolojisi ile ticari olarak iiretilen bazi proteinler ve enzimler

Protein

Kullanim Alani

Doku plazminojen aktivator

Kalp krizi tedavisi

Interferonlar

Kanser ve viral hastaliklarin tedavisi

Rekombinant f interferon

MS hastaliginin tedavisi

Kolesterol esteraz

Kan Kkolesterol seviyesinin belirlenmesi

Kimosin Peynir iiretimi

Fitaz Hayvan yemlerinde fitik asidin par¢alanmast

a-Amilaz Nisastanin hidrolizi

Proteaz Proteinlerin enzimatik hidrolizi, deterjan endiistrisi

Lipaz Lipidlerin enzimatik hidrolizi, siit tiriinleri endiistrisi
Seliilaz Enzimatik sakkarifikasyon, alkol {iretimi, deterjan sanayi
Ksilenaz Kagit ve kagit hamuru endiistrisi, ekmek ve hamur sanayi

1.3. Termofilik Mikroorganizmalar

Ekstrem sartlarda yasayan mikroorganizmalarin Kesfi ve bunlarin biyoteknolojik
agidan onemli biyomateryalleri lizerinde yapilan ¢alismalar, son zamanlarda biiyiik artig
gostermektedir. Genel olarak, bilinen termofilik bakteriler mezofil ortamlara kolay bir
sekilde adapte olabilmeleri agisindan, diinya iizerinde yasayan tiim bakterilerin atalarinin
termofilik bakteriler oldugu one siiriilmektedir (Madigan vd., 2000). Sicak su
kaplicalarindan izole edilen termofilik bakterilerin, ekstrem sartlarda dayanikli enzimlere
sahip olmasi, mezofilik tiirlere gore yiiksek tireme hizlari, son iiriiniin kolay kazanilmasi,
yiiksek islem kararliligi ve verimi, nisasta seliiloz gibi dogal polimerleri dogrudan fermente
edebilmeleri gibi bir¢ok avantajlari, onlar1 biyoteknolojik agidan 6nemli kilmaktadir (Giil-
Giiven, R., 2011).

Yasam kosullarimizdan oldukc¢a farkli sartlarda yasayan ekstrem canli gruplarindan
biri olan termofilik bakteriler son yillarda yogun ilgi duyulan arastirma odaklarindan biri

olmustur. Pek ¢ok canli grubunun yasayabilmesinin imkansiz oldugu sicakliklarda bile



enzimlerini kullanabilmeleri ve yasamlarini siirdiirebilmeleri, aragtirmacilart bu konuda
caligmalar yapmaya yoneltmistir. Diinyamizda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular,
sicak su kaynaklar1 gibi gesitli jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonlar1
yapilmaktadir  (Baker wvd., 2000). Yapilan pek c¢ok c¢alismada sicakligin,
mikroorganizmalarin  fizyolojik aktiviteleri ve gelisimleri {iizerindeki en Onemli
faktorlerden biri oldugu, yiiksek sicakligin farkli mikroorganizmalar tarafindan farkli
diizeyde tolere edildigi tespit edilmis; pek cok Okaryotik canli kisa bir siire bile 50 °C
sicakliga dayanamazken, bazi mikroorganizmalarin oldukc¢a yiiksek sicakliklarda
yasayabildigi bildirilmistir (Williams vd., 1995).

Termofiller genel olarak 50 °C’nin iizerindeki sicakliklarda yasayabilen, hatta bazi
tirlerinin ise 100 °C’nin tizerindeki sicakliklarda bile yasayabildigi bakteri grubudur.
Optimum biiyiime sicakliklart 50-105 °C arasinda degisen pek cok termofilik bakteri
tanimlanmistir.  Bu  bakteriler yiiksek sicakliklarda yasayabildikleri igin, bunlar
hipertermofiller ve ekstremtermofiller olarak adlandirilmaktadirlar (Burhan vd., 2003).
Termofiller ve hipertermofiller yiiksek sicakhiklarda yalnizca hayatta kalmazlar, ayrica
onlarm biiylimeleri ve c¢ogalabilmeleri igin bu yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyarlar.
Termofillerin  optimum  biiytime sicakligt 50 ©°C’nin iizerindeki sicakliklarken,
hipertermofillerin optimum biiylime sicakligi 80 °C’nin {izerindedir. Termofilik ve
hipertermofilik enzimler yiiksek sicakliklarda aktif olduklarindan dolayr genellikle
40 °C’nin altindaki sicakliklarda aktivite gostermezler (Vieille ve Zeikus, 2001).

Ekstrem sartlarda yasamak ve g¢ogalmak igin organizmalar metabolik ve diger
hiicresel fonksiyonlarinit bu ortamlara adapte etmek zorundadir. Termofillerin hiicre
membrant doymus Yyag asitlerinden meydana gelmistir. Bu yag asitleri hiicreye hidrofobik
bir ortam saglar ve yiiksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi yeterince siki ve sert tutar.
Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve bilesenleri (enzimler,
proteinler, niikleik asitler vb.) yiiksek sicakliga dayaniklidir (65-85 °C). Ayrica ekstrem
derecede asidik ve alkali sartlar gibi denatiirantlara ve de proteolize dayaniklidirlar
(Kristjansson ve Asgeirsson, 2002; Haki ve Rakshit, 2003).

Termofillerin DNA’s1i, DNA’da pozitif sliper sarmallar olusturan geri doniistimii
saglayan bir DNA giraz ihtiva eder. Bu da DNA’nin erime noktasini en azindan
organizmanin maksimum biiyiime sicakligina kadar yikseltir. Termofiller ayrica
elektrostatik, disiilfiir kopriisii ve hidrofobik etkilesimler gibi etkilesimleri kullanarak
yiiksek sicakliklara tolerans gostermektedirler (Haki ve Rakshit, 2003; Fujiwara, S., 2002).



Bu mikroorganizmalar diger geleneksel mikroorganizmalar ile karsilastirildiginda, dogalar1
nedeniyle hiicresel komponentleri, enzimleri ve proteinleri de oldukca 1si1l kararlidir.
Enzimleri mezofilik homologlarima gore sadece 1si1l kararli olmakla kalmaz, ayrica
kimyasal ajanlara da dayaniklidir. Bu da endiistriyel uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemlidir

(Haider ve Qayyum, 2007).

1.4. Isil Kararh Enzimler ve Biyoteknolojide Kullanim

Yiiksek 1s1l kararlilik birgok endiistriyel enzimde tercih edilen bir 6zelliktir, ¢linkii
enzimlerin  kullanmildigi  islemler  genelde yiikksek  sicakliklarda (>50 °C)
gerceklestirilmektedir (Kristjansson ve Asgeirsson, 2002). Bu nedenle giiniimiizde,
ekstremofilik organizmalardan yeni enzimlerin kesfinde biiyiik artis meydana gelmis olup,
ozellikle termofillerden elde edilen enzimlerin sahip olduklari kararliliktan dolay1 olduk¢a
fazla pratik ticari kullanim alan1 bulmustur (Gtil-Giiven, R., 2007). Pek ¢ok canli grubunun
yasayabilmesinin imkansiz oldugu sicakliklarda bile termofil bakterilerin enzimlerini
kullanabilmeleri ve yasamlarini siirdiirebilmeleri, arastirmacilar1 bu konuda c¢alismalar
yapmaya yoneltmistir (Chakraborti vd., 2003).

Yiiksek sicakliklarda denatiire olmalart ve reaksiyonu katalizleyebilmeleri igin
¢oziiciye duyduklar1 ihtiyag, enzimlerin endistriyel kullanimlarin1  sinirlayan
ozelliklerdendir (Hao ve Berry, 2004). Termal denatiirasyon genellikle, diisiik sicakliklarda
proteinin katlanmis formu ile katlanmamis formu arasindaki dengenin katlanmamis form
yoniine kaymas: ve yiiksek sicakliklarda tersinir olmayan ¢okelmelerin ve kovalent
modifikasyonlarin olmasi seklinde meydana gelir. Termofilik organizmalar, proteinlerin
aktif konformasyonlarini yiiksek sicakliklarda siirdiirerek bu problemin {istesinden
gelmektedirler (Arnold, 2001).

Proteinlerin konformasyonel dayanikliligi iki zit faktdr arasindaki dengenin
sonucudur. Bunlar fleksibilite ve sertliktir. Termofilik enzimler, mezofilik enzimler ile
karsilastirildiginda, termofilik enzimlerin mezofilik olanlara nazaran oda sicakliginda daha
sert yapida oldugu belirtilmistir. Bu sertlik onlar1 bozulmadan korumakta ve Kkatalitik
olarak aktif yapiy1 korumalarin1 saglamaktadir. Bundan dolay1 denatiire edici sartlar altinda
optimal olarak daha aktiftirler (Bruins vd., 2001). Termofilik proteinlerin daha fazla halka
delesyonuna maruz kaldigi goriiliir ve bu yiizden mezofilik proteinlerden daha kisadir.

Halka delesyonu proteinin ii¢ boyutlu yapilarinin entropisini diistirerek, serbest enerjisini



arttirmakta, dolayisiyla proteinin kararliligini artirmaktadir (Thompson ve Eisenberg,
1999). Ayn1 zamanda termofilik proteinler {i¢ boyutlu yapisina katlanirken, daha kiiciik ve
daha az sayida oyuklar olusturabilecek daha etkili bir paketlemeye sahiptirler (Russell
vd., 1997, 1998). Is1 soku proteinlerinin bir tiirii olan saperonlar, yiiksek molekiiler agirlikli
kompleks proteinlerdir ve bunlarin gorevi denatiire edilmis proteinlere baglanmak ve
onlarin aktif formlar1 icerisinde tekrar katlanmalarimi saglamaktir. Ayrica, organik
¢oziiciiler de protein yiizey alanin1 azaltarak proteinin {i¢ boyutlu yapisinin korunmasini
saglar (Das ve Gerstein, 2000).

Isil kararli enzimlerin endiistriyel islemlerde kullanilmalar ile yiiksek sicaklikta
bakteriyel ve viral kontaminasyon riski azaltilmis olup, biyolojik olarak olduk¢a gii¢
sekilde pargalanan ve c¢oziinmeyen ¢evresel kirleticilerin olusumu da engellenir. Bu
proteinlerin mezofilik proteinlere nazaran yiiksek a-sarmal ve f-kirmali tabaka igerigine
sahip olmalar1 ve ¢ok yavas katlanma hizi gostermeleri, degisik denatiire edici sartlara
kars1 dogal yapiyr korumada daha etkin olduklarmi gostermektedir (Fujiwara, S., 2002;
Van Den Burg, B., 2003). Bazi termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endiistriyel
kullanim alanlar1 Tablo 2’de verilmektedir (Giil Giiven, R., 2011).

Tablo 2. Termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endiistriyel uygulamalari

Mikroorganizma Enzimler Uygulama
Amilaz Tatlandiricilar i¢in glukoz,
i 0 fruktoz hidrolizi
Termofiller (45-65 °C) Ksilenaz Kagit beyazlatma
Lipaz/Esteraz Tip, tarim, deterjan, deri sanayisi
[-galaktozidaz Siit ve siit iirtinlerinde laktoz
Ekstrem termofiller (65-85 °C) hidrolizi
Proteaz Ekmekgilik, deterjan sanayisi
Hipertermofiller (>85 °C) DNA polimeraz Genetik mithendisligi

1.5. Esterazlar

Esterazlar (EC 3.1.1.1), sulu ortamda ester baglarinin hidrolizini katalizleyip, organik
¢oziicii ortaminda da bu baglarin olusumunu saglayan hidrolaz smifi enzimlerdir ve
hidrolizledikleri ester baglarina gore kendi aralarinda bazi alt siniflara ayrilirlar.

Esterazlarin alt siniflar1 sirasiyla: Karboksil esterhidrolazlar (EC 3.1.1.x), tiyoesterazlar



(EC 3.1.2.x), fosforik monoester hidrolazlar (EC 3.1.3.x), fosfodiester hidrolazlar
(EC 3.1.6.x), difosforik monoesterazlar (EC 3.1.7.x), fosforik triester hidrolazlardir
(EC 3.1.8.x) ( Schmid vd., 1998).

Esterazlar ¢oziinebilir substratlara karsi su/lipid ara yiizeyi varliginda etkindirler.
Trigliseridlerin hidrolizinde katalizor olarak rol almalari nedeniyle memeliler, bitkiler ile
bakteri ve maya gibi mikroorganizmalarda bol miktarda bulunurlar (Unlii, 2004).
Esterazlar kendilerini, yiiksek safliktaki kimyasal sentezinde optik saf bilesenlerin iiretimi
igin ilging biyokatalizler yapan yiiksek bolge ve stereospesifite gosterirler. Kofaktorlere
ihtiyac duymamalari, genellikle stabil olmalar1 ve organik c¢oziiciilerde bile aktivite
gostermeleri bu enzimlere olan ilgiyi arttirmakta ve esterazlarin farmakoloji, gida
miihendisligi ve kimya endiistrilerinde 6nemli bir biyokatalizér olmasini saglamaktadir

(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).

Sekil 2. o/f-hidrolaz katlanmasi. (1-8) p-kirmali tabakast mavi oklar, (A-F)
a-sarmal kirmizi situnlar; Kkatalitik amino asit tglisiiniin  konumu
turuncu daireler ile gosterilmistir

Esterazlarin {i¢ boyutlu yapisi karakteristik a/f-hidrolaz katlanmasi ile meydana
gelmektedir ve a/fla sandvigi olusturacak sekilde besten sekize kadar a-sarmallarla
baglanmis, f-kirmali tabakadan olusan yapilardir. Cogu familyada fS-kirmali tabakalar
paraleldir. Katalitik mekanizmalar1 Ser-His-Asp(Glu) amino asitlerinin olusturdugu ve tiim
enzimlerde korunmus katalitik ti¢li tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2) (Ollis vd., 2002).

Genel olarak, al/f-hidrolaz enzim ailesi esterazlarin tipik serin hidrolaz
mekanizmasini  kullanirlar. Ester hidrolizi ve olusumu reaksiyonlar: esterazlar igin

benzerdir ve dort adimdan olusur (Bornscheuer, 2002). Ik basamakta aktif bolgedeki serin
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biriminin substratin karbonil karbonuna niikleofilik saldirisi sonucu tetrahedral bir ara tiriin
olusur. Bu ara iiriin histidin ve asparagin amino asitleri tarafindan kararl hale gelir. ikinci
adimda alkol salinir ve agil-enzim kompleksi olusur. ikinci bir niikleofilin saldirs1 ile agil-
enzim kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara {irtin olusur. Son olarak bir asit
ya da esterin ayrilmasi ile enzim yeniden elde edilir (Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).
Her iki tetrahedral ara iriin bir oksianyona sahip olup bu oksianyon, oksianyon
boslugundaki protein atomlarinin hidrojen bag: kapasitesi ile kararli kilinir (Gandhi vd.,
2000).

1.5.1. Esterazlarin Biyoteknolojik ve Endiistriyel Kullanim Alanlar:

Esterazlar, lipazlar gibi genis bir endiistriyel kullanim alanina sahiptir. Esterazlar,
dogal materyallerin, tahil atiklarinin, plastikler ve diger toksik kimyasallar gibi endiistriyel
kirleticilerin bozunmasinda Onemli rol oynamakla birlikte optikge saf bilesiklerin,
parfimler ve antioksidanlarin sentezinde de yaygin olarak kullanilirlar (Panda ve
Gowrishankar, 2005). Ayrica kirli sularin temizlenmesinde, biyostirfaktan olarak deterjan
iiretiminde, karbohidrat ve amino asit tiirevlerinin eldesinde ve hayati 6nem arz eden
enantiyomerik olarak saf ila¢larin hazirlanmasi gibi biyoteknolojik uygulamalarda da sik¢a
kullanilmaktadirlar (DeFlaun ve Fredrickson, 2007; Tirawongsaroj ve Sriprang, 2008).

Esterazlarin endiistride uygulama bulduklar1 alanlardan biri tarimdir. Tarim
kimyasallarina kars1 dayanikliligi saglayan yollarin basinda karboksilesteraz seviyesinin
yiikseltilmesi gelmektedir. Karboksilesterazlar tarim kimyasallarinin ii¢ simifin1 olusturan
organofosfatlar, karbamatlar ve piretroidlerle etkileserek tarim kimyasi ve
detoksifikasyonu tizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Harold ve Ottea, 2000).

Baz1 ¢alismalarda ise karboksilesterazlarin kolestrol biyosentezi (Benayoud, 2000)
ve A vitamini hepatik kullanimi1 (Harrison, 2000) iizerinde rol oynayabilecekleri
belirtilmistir. Karboksilesterazlar, farmakolojik agidan onem arz eden birgok bilesigin
sentezinde kullanilmakta olup, amid ve ester bagi igeren bircok ilacin farmokinetik
davraniglarinin ~ belirlenmesinde  temel olarak  kullanilan  belirleyiciler — olarak
tanimlanmiglardir (Oliver, 2000).

Yag rafinerisi, sabun ve deri liretimi gibi bir¢ok endiistriyel islemler esnasinda
olusan lipidce zengin atiklar; yag, yag asitleri ve siilfatlar gibi yiiksek konsantrasyonda

oksitlenebilen maddeleri igerirler. Atik miktar1 ve bilesimi uygulanan enddistri tiirtinde
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kullanilan hammaddelere baglidir. Boylelikle esterazlar ¢evre temizligi konusunda da
uygulama alani bulmaktadir (Hasan vd., 2006). Bunun yaninda, Ophiostoma piceae sterol
esterazi, trigliseritleri ve sterol esterlerini etkili bir sekilde hidroliz ettigi i¢in kagit
endiistrisinde kullanilmaktadir. Pseudomonas sp., Chromobacterium viscosum ve Candida
rugosa’dan elde edilen esterazlar, kagit hamuru iiretimi esnasinda agiga c¢ikan ziftlerin
uzaklagtirilmasinda kullanilmaktadirlar (Kontkanen vd., 2004).

Esterazlar bazi hastaliklarin tedavisinde olduk¢a faydali olan kiral ilaglarin
sentezinde biiyiikk bir rol oynamaktadirlar (Bornscheuer, 2002). Ornegin, Trichosporon
brassicae’den elde edilen bir esteraz eklem iltihabi, giines yaniklari, adet sancilar1 ve atesli
iltihab1 azaltmakve agriy1 dindirmek igin oldukga etkili olan optikge aktif (S)- ve/veya
(R)-ketoprofen [2-(3-benzoilfenil) propiyonik asit] tiretiminde kullanilmaktadir (Shen vd.,
2002). Bunun yaninda Alzheimer ilaglarinda, biitirilkolinesterazin inhibe edilmesinde
karboksilesterazlar kullanilmaktadir (Yu vd., 2001). Insan serum esterazi ise etoposidin
hidrolizinde ve toksisitesinin azaltilmasinda kullanilmaktadir. Etoposid tiirevleri oldukga
etkili antikanser ilaglaridir (Wrasidlo vd., 2002).

Esterazlara basvurulan bir diger endiistri kolu da gida sanayidir. Fermente gida
tirtinleri géz Oniine alindiginda tat cok onemli bir parametredir. Tadin, reaksiyon ilerleyisi
sirasinda, lipid bilesiminde meydana gelen hidrolitik ve oksidatif degisikliklerle iliskili
oldugu belirlenmistir. Bu hidrolitik degisimler, gliserol-ester bagli yag asitlerinin
saliverilmesi, bakteriyal lipaz ve esterazlardan kaynaklanir (Lopes vd., 1999). Bilim
adamlar1 yillarca, siit iirlinlerinin olgunlastirilmasi islemini kisaltmaya, maliyeti diisiirmeye
ve farkli peynirlerin tadini artirmaya yonelik ¢alismislardir ve bu amag i¢inde yine lipaz ve
esterazlardan faydalanilmistir (Choi ve Lee, 2001). Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada,
beyaz peynirin 6zellikleri tizerine Mucor miehei‘den izole edilen lipolitik enzim ilavesinin
olgunlagma siiresine etkileri incelenmis, elde edilen sonuglardan peynirlerin olgunlagma
katsayis1 ve ugucu yag asitleri iceriginde 6nemli diizeyde artisa neden oldugu belirlenmistir

(Karaca ve Giliven, 2004).

1.5.2. Isil Kararh Esterazlarin Mikrobiyal Uretimi

Lipazlarin aksine esterazlarin yiiksek miktarlarda izolasyonu kolay bir islem degildir
(Kademi vd,.2000). Bunun yaninda endiistride yiiksek bir potansiyele sahip olmalarina

karsin, sert reaksiyon sartlarinda (yiiksek sicaklik, organik ¢oziiciiler, kuvvetli bazik veya
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asidik ortamlar gibi) kararsiz olduklarindan, endiistriyel islemler i¢in ¢ok uygun degildir.
Ancak, sulu ve susuz ortamlarda ¢alisma yetenegi, bu enzimleri streospesifik hidroliz,
transestrifikasyon ve ester sentezi reaksiyonlarinda essiz kilmistir (Gao vd.,2003). Termofil
mikroorganizmalarin sahip oldugu termofilik enzimlerin daha 1s1l kararli oldugu, proteoliz
ve denatiirasyona daha dayanikli oldugu belirtilmistir (Kumar vd, 2000). Bu agidan
yaklagarak, DNA teknolojisi yardimiyla termofilik mikroorganizmalardan izole edilen 1sil
kararli esterazlar, istenilen 6zellikler bakimindan gelistirilerek, endiistriyel olarak birgok
alanda yer bulmakta ve artan potansiyel uygulamalara ilaveten, bu organizmalardan elde
edilen enzimler, olaganiisti termodinamik kararliliklar igin yapisal gereksinimleri
incelemek amaciyla da biiytik ilgi ¢cekmektedirler.

Bu artan ilgiyle birlikte ¢esitli mikrobiyal kaynaktan klonlanan veya saflastirilan
birgok 1s1l kararli esteraz karakterize edilmistir. Termoasidofilik Picrophilus torridus ve
Sulfolobus solfataricus P1, termoalkalifilik Rhodococcus sp. LKE-028, hipertermofilik
arkeler Archaeoglobus fulgidus, ve Pyrobaculum calidifontis’in 1sil kararli esterazlar
tirettikleri belirlenmistir (Manco vd., 2000; Hotta vd., 2002; Hess vd., 2008; Kumar vd.,
2012; Nam wvd., 2013). Termofilik bakterilerden ise Thermoanaerobacter
tengcongensis’den (Zhang vd., 2003), Thermotoga maritima’dan (Kakugawa vd., 2007),
Bacillus cereus AGP-03’ten saflastirilan (Ghati ve Paul, 2014) ve Geobacillus
thermoleovorans YN’den (Soliman vd., 2007), Geobacillus thermodenitrificans T2’den
(Yang vd., 2012), Pelagibacterium halotolerans B2 ’den (Wei vd., 2013), Thermomyces
lanuginosus’tan (Li vd., 2014) ve Bacillus gelatini KACC 12197’den (Kim vd., 2015)
klonlanip karakterize edilen 1s1l kararli esterazlar literatiirde bildirilmistir. Ayrica Bacillus
subtilis tliri bir esteraza, enzimin 1sil kararli mutantlarini elde edebilmek yoniinde

yonlendirilmis evrim tiirli mutasyonlar uygulanmistir (Gong vd., 2014).

1.6. Fosfotriesterazlar (PTE’ler)

Organofosfatlardaki  fosfoester baglarmin hidrolizini  katalizleyen enzimler,
fosfotriesterazlar (PTE, EC 3.1.8.1), organofosfat hidrolazlar (OPH), organo-fosfat
pargalayan enzimler (OPD), paratiyon hidrolazlar veya paraoksonazlar (SsoPox) (Hou
vd.,1996; Merone vd., 2005) olarak adlandirilirlar. PTE’ler, substratlarinin ester
gruplariyla etkilesen ti¢ farkli baglanma cebine sahip hidrofobik bir aktif bolge iceren,

metal bagimli hidrolazlardir. PTE, dogal halinde, iki Zn*" atomu icermektedir (Omburo
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vd., 1992). Substratlarinin fosfor merkezlerinin aktivasyonu, aktif bolgede bulunan
divalent metal merkez ve fosforil oksijeninin dogrudan etkilesmesi sonucu gergeklesir
(Bigley ve Rausel, 2012). PTE’ler amidohidrolaz iist ailesinin bir tyesidir. Ailenin diger
tiyelerinde oldugu gibi PTE’ler de aktif bolgenin f silindirinin C ucunda yerlesmis oldugu
bir TIM silindir (a/f)8 katlanmasi igerir (Sekil 4).

Metal iyonlarinin biri veya ikisi i¢in potansiyel katalitik fonksiyonlar, fosfor
merkezindeki elektrofilik karakteri artirmak icin substratin P=O veya P=S baglarin
polarizlemesi, hidrolitik su molekiiliinii aktiflestirmesi ve P-O baginin parcalanmasi
esnasinda ayrilan grup tlizerinde meydana gelen negatif yiikii notrallestirmesi seklinde

aciklanmaktadir (Aubert vd., 2004).

-

Sekil 3. PTE’nin biniikleer metal merkezi (Bigley ve Raushel, 2012).
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Sekil 4. TIM silindir katlanmasi igeren bir PTE’nin kristal yapisi
(Bigley ve Raushel, 2012).

\(l\ )

/

D301

&

Sekil 5. PTE’nin susbstrat baglanma cepleri (Bigley ve Raushel, 2012).

Paraokson, PTE i¢in bilinen en iyi substrat olmasina ragmen, enzimin substrat
Ozgiinliigli olduk¢a genistir ve organofosfatlarin, tiyofosfatlarin ve fosforotiyolatlarin
bircok cesidini icermektedir (Hong ve Raushel, 1996). PTE’nin dogal substrati heniiz
bilinmemektedir. Ancak, enzim, paraokson yaninda (Sekil 6), bocek oldiiriiciiler olan

paratiyon, metilparatiyon, fensulfotiyon gibi organofosfatlar1 da hidrolizleyebilmektedir
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(Schrader, 1950;Dumas vd., 1989). Ayrica, sinir ajanlar1 olan sarin, soman ve VX gibi
maddeleri de hidrolizleyebilir. Fakat bu substratlar i¢in katalitik aktivite, daha az toksik
olan bocek oldiiriiciiler i¢in olandan daha diisiiktiir (Dumas vd., 1990; Kolakowski vd.,

1997).

OH

NO,

NO,

Sekil 6. PTE katalizli paraoksonun hidrolizi

Organofosfatlar (OP), merkezi sinir sisteminin esas enzimi asetilkolinesterazi
(AChE) doniistimsiiz inhibe ederek, periferik ve santral kolinerjik reseptorlerin agiri
uyarilmasina neden olan, son derece oliimciil nérotoksinlerdir (Marrs, 2007). OP’ler
II. Diinya Savasi’ndan beri diinya genelinde sarin, soman ve VX gibi kimyasal savas
ajanlarmin gelistirilmesinde ve tarimda bdcek Oldiiriiciilerin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Bigley ve Raushel, 2012). Yapilan son arastirmalar; Hindistan gibi
Ucgiincii Diinya Ulkeleri’nde, malatiyon, metil paratiyon, klorpirifos ve diazinon gibi
cevreyi kirleten OP bocek oldiiriiciilerin kullaniminin, meyve-sebze ve i¢gme suyu
kaynaklariin OP’larca endise verici seviyelerde kirletildigini ortaya koymustur (Sinha vd.,
2011; Danis vd., 2011). Ayrica son donemlerde sarinin Suriye’de kullanimi OP
zehirlenmelerine karsi etkili tibbi ajanlarin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir (Eisenkraft
vd., 2014).

Arastirmacilar, sinir ajanlarinin sinaptik AChE’1 inhibe etmeden once katalitik
hidrolizini gergeklestirmeye yonelik ¢alismalar yiiritmektedir. Alternatif bir yaklasim ise
katalitik biyotemizleyicilerin tanimlanmasi ve optimizasyonuna dayanmaktadir (Masson ve
Rochu, 2009). Ancak yaban tip enzimlerin hidroliz yetenekleri bu tip sinir ajanlarinin

detoksifikasyonunda yetersiz kalmakta, bu da arastirmacilari enzimleri mutasyona
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ugratarak, yliksek katalitik etkinlik gibi bazi o6zelliklerinin gelistirilmesi yOniinde
caligmalar yapmaya yonlendirmektedir (Amita vd., 2006; Gupta vd.,2011).

Giliniimiizde, OP’lerin detoksifikasyonu, agartict muamelesi, alkali hidrolizi ve yakip
kil etme gibi yontemlerle gerceklestirilmektedir. Yavas, pahali ve ¢evreye zarar verebilen
bu yontemlerde sartlar serttir ve yan ftriinler toksik olabilmektedir. Bu nedenle enzim
katalizli detoksifikasyon iizerine caligmalar yapilmaktadir (Worek vd., 2014). Genis
substrat spesifitesi ve stercosegiciligi nedeniyle PTE, OP sinir ajanlarinin in vivo ve in vitro
detoksifikasyonu i¢in timit vericidir (Ghanem ve Raushel, 2005). Organofosfatlarca
kirlenmis alanlarda organofosfat miktarin1 tayin edebilmek amaciyla ¢ok yonli
organofosfat hidrolaz-tabanli bir biyosensoriin kullanildigi bir metot gelistirilmistir. Bu
yontem, enzimin ¢ok yakinindaki bir ¢evrede pH’da meydana gelen substrat bagiml
degisimi esas almaktadir. Bu pH degisimi, enzime kovalent olarak immobilize edilmis olan
floresin izotiyosiyanat (FITC) kullanilarak tayin edilmektedir. Bu yontemle, miktari tayin
edilebilen organofosfat bocek Oldiiriiciiler; etilparatiyon, metilparatiyon, fensulfotiyon ve
diger bircok maddeyi icermektedir (Rogers vd., 1999). Bunun yaninda, potansiyometrik
(Mulchandani vd., 1998), amperometrik (Wang vd., 2003; Chough vd., 2002) ve optik
(Rogers vd., 1999) doniistiiriiciiler iceren bircok OPH enzim temelli biyosensorler de

gelistirilmistir.

1.7. Fosfotriesteraz Homolog Proteinler (PHP’ler)

Evrimin, genellikle bir organizmanin 6zel bir ekolojik bolgeye se¢imli adaptasyonu
i¢in milyonlarca yil gerektirdigi tahmin edilmekte iken son bulgular, mikroorganizmalarin
evriminin ¢ok uzun zaman degil de 10 yillik veya 100 yillik daha kisa siirelerde meydana
gelebilecegini onermektedir. Bakterilerin laboratuar ortaminda yapay evrimi ¢aligmalari,
proteinlerin segici baskilara cevaben daha kisa bir zaman yelpazesinde degistigini
belgelemektedir (Benner veEllington, 1988). Yeni aktivitelerin kazanilmasi, belirli bir
katalitik fonksiyon i¢in enzim oOzgilinliigiinii degistirmek iizere bir proteinin substrat
baglanma bdlgesinin yeniden diizenlenmesini veya bir katalitik fonksiyona sahip olmayan
fakat var olan bir baglanma bolgesinde yeni kazanilmis bir katalitik aktivitenin olusumunu
gerektirebilir (Buchbinder vd.,1998).

Pseudomonas diminuta PTE’si, ¢evre kosullarinin degismesine karsilik yeni bir

enzimatik aktivitenin dogal evrimine bir 6rnek olabilir. PTE’ nin substrat1 olan OP’larin
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tamami sentetik bilesiklerdir ve enzim icin dogal olarak bulunan herhangi bir substratla
benzerlikleri bilinmemektedir. Paraoksonun sentezi, ilk olarak 1950°de (Schrader, 1950)
bildirilmistir. Bu durum, bakterilerdeki PTE aktivitesinin, bu gecen birkag 10 yillik siire
zarfinda benzer bir katalitik fonksiyona sahip baska bir enzimden, besin ihtiyaglarini
karsilayabilmek amaciyla sentetik bilesikleri hidrolizleyebilme kabiliyetine sahip olacak
sekilde evrimlestigini gostermektedir (Buchbinder vd., 1998).

PTE’ye en yakin sira homolojisini, PHP’ler gostermektedir. Her ne kadar PHP’nin
dogal substrat1 bilinmese de yapilan ¢alismalarla paraoksonaz aktivitesi gostermedigi tespit
edilmistir. Fonksiyonu bilinmeyen bir enzim olan PHP nin PTE ile sira 6zdesligi %28, sira
benzerligi %66°dir. Her iki enzim de aym biniikleer (Zn?*) metal merkezine sahiptir ve
yiizeydeki 3 nolu lop hari¢ 3 boyutlu yapilar birbiri ile oldukca giizel Ortlismektedir
(Buchbinder vd., 1998).

Sekil 7. ePHP ve PTE’nin yapilarinin ist iiste g¢akistirilmasi. ePHP
mor, PTE ise yesil renk ile gosterilmektedir

PHP’lerin varligina ilk olarak E. coli’de rastlanmistir (Scanlan ve Reid, 1995).
Bunun disinda homolog siralar1 olan diger 4 genin varlig: sirasiyla sigan, fare, mikobakteri
ve mikoplazmada belirlenmistir (Hou vd., 1996; Himmelreich vd., 1996; Philipp vd., 1996)

Sira homolojisine dayanilarak PHP’nin yapisinin PTE ile aym olabilecegi beklenebilir.
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PHP ve PTE’nin primer siralarinin incelenmesi sonucunda, PTE’de bulunan ¢inkonun
koordinasyonunda gorev alan 4 histidin ve 1 aspartat biriminin PHP’de korunmus oldugu
gorilmistiir (Scanlan ve Reid, 1995). Sadece, PTE’de 169. pozisyonda bulunan lisin tam
olarak korunmamuistir. Bu birim, PHP’de bir glutamat ile yer degistirmistir ve E. coli, fare
ve sican PHP’lerinin siralarinda bir pozisyon kaymis durumdadir. Mikobakteri ve
mikoplazma PHP’lerinde ise PTE’deki lisin 169’un yerinde ise yine bir lisin birimi vardir
(Buchbinder vd.,1998). Ancak, literatiirde, bu yapisal farkliligin PTE aktivitesi {lizerine

etkisinden bahsedilmemistir.

1.8. Protein Miihendisligi ile Mutant Enzimlerin Gelistirilmesi

Yeni aktiviteler ve/veya daha istiin Ozelliklere sahip biyokatalizorlere daima
gereksinim vardir. Dogadan elde edilen ¢ok sayida mikroorganizma izolatinin yeni enzim
aktiviteleri i¢in taranmasi da her zaman amaca uygun enzimler elde edilmesini saglamaz.
Iste protein miihendisligi ile bu smirlamanin 6niine gecebilebilmekte, (i) bilgisayar
araciligr ile molekiiler modelleme ve bolge hedefli mutasyonlar ya da (ii) yonlendirilmis
molekiiler  evrim  teknikleriyle = dogal  enzimlerden  yeni  biyokatalizorler
olusturulabilmektedir. Protein miihendisliginin bu iki farkli yaklagimi Sekil 8’de sematik
olarak karsilagtirilmaktadir.

Bolge hedefli mutasyonlari temel alan yaklasim “rasyonel protein tasarimi” adini alir
ve adeta terzi yapimi enzimler elde edilmesini saglar. Ancak, bu yaklagimin
kullanilabilmesi i¢in enzimin yapisinin, yapisini olusturan amino asitlerin diziliminin ve
yapi-fonksiyon iligkilerinin ¢ok 1iyi biliniyor olmasi gerekir. Protein yapisinin NMR
spektroskopi ile ¢Oziilmesindeki hizli gelisme artitk ¢ok sayida sekansin herkesin
ulagabildigi veri tabanlarina girmesini saglamis olup pekg¢ok protein icin yeni tasarimlari
kolaylastirmaktadir. Mevcut bilgiler 1s18inda, molekiiler modelleme ile enzimin substrat
seciciliginin, aktivitesinin ve stabilitesinin hangi tlir amino asit degisiklikleri ile
gerceklesebilecegi  kestirilir, daha sonra bu degisiklikleri saglayacak DNA
manipulasyonlarina karar verilir. Bir sonraki asamada bolge hedefli mutasyon teknikleriyle
DNA f{izerinde gerekli mutasyonlar yapilir. Degistirilen molekiiller konak¢i hiicrelere
aktarilir, orada ifade edilerek iiriine doniistiiriiliir, daha sonra konakg¢idan izole edilerek
saflastirilir ve substrat 6zglinligii, kinetik 6zellikleri, stabilitesi vb. agidan analiz edilerek

istenilen ozellikleri tastyip tasimadiklar: belirlenir.
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Yonlendirilmis evrim yaklasiminda ise enzim genini igeren DNA fragmentleri 6nce
rastgele mutasyona ugratilir (polimeraz zincir reaksiyonu veya parcalanmis DNA
fragmentlerinin rekombinasyonu ile). Daha sonra mutasyona ugramis fragmentler
klonlanarak bir mutant gen kiitiiphanesi olusturulur. Bu kiitiiphane taranarak belirli se¢im
parametrelerine gore istenilen degisikliklere sahip klonlar secilir. Bundan sonraki
asamalar, diger yaklasimda oldugu gibi enzimin ve {riiniiniin karakterizasyonunu ve
gelistirilmis mutant enzimlerin secilmesini igerir. Daha ileri bir iyilestirme i¢in, DNA
karmasi (shuffling) adi verilen yontem uygulanip yonlendirilmis evrim protokolu bastan
tekrarlanabilinir. DNA karmasi yontemi rastgele mutajenez sirasinda olagelen faydali
mutasyonlar1 biraraya toplamaya yarar. Her iki yaklasim da, istenilen 6zellikleri tagiyan
biyokatalizorler elde edilinceye kadar tekrarlanir. Istenilen 6zelligin ya da fonksiyonun
mekanistik temelinin ne 6l¢iide anlasildigi ve se¢im i¢in etkin prosediirlerinin mevcut olup
olmadigi iki yaklasimdan hangisinin daha etkin bi¢imde kullanilacagini belirleyen faktorler
arasindadir. Her ne kadar her iki yontem de gayet etkin olsa da, her ikisinin bir arada

kullanilmas1 en basarili yol olmaktadir (Ozcengiz, G., 2002).



20

/ RASYONEL PROTEIN TASARIMI \ / YONLENDIRILMiS EVRIM \

AT e ey Rastgele mutasyon I¢

——
e % Protein yapist n FAT u
D /

l ’ P Mutasyona ugramis
O 0 ‘Q & genlerin kiitiiphanesi
1.Mutasyonlarin h 3

planlanmasi

2.Bolge hedefli mutagenez ) N T E. coli’ye
L'.Ql!ﬁﬂ&ﬁ aktanimalan | *7]

: I

ff} @ .Mutant geTIer Mutant
e . igeren vektorler kiitiiphanesi
Mutsnt 1 Mutied 2 1

L 2 Mikrotitre kaplarinda

protein ifadesi

:5[{5\|§.€ﬁ E. coli’ye aktarilmalar ||
LN N

———d

Secim parametreleri:
-Substrat ¢esitliligi
-Restriksiyon
kosullarinda kararlilik

4 ] 3
1. Proteinlerin {iretilmesi
2. Saflastirma - - -Organik ¢oziicii
varliginda kararlilik
\ Mutant / -Is1l kararlilik
R Lo | RO R R
\ v, PPN /

Analizler
Protein karakterizasyonu: Uriin analizi
-Substrat gesitliligi kiral 6zellikler VIR UELAS:
-Kinetikler o
-Kararlilik
-Enantiyosegicilik ~ T TS
M ',
ﬁ, w ! ¢ In vitro
b 40 s rekombinasyon
Kararl Diisiik Diisiik Grorvarer
degil enantiyosegicilik  aktivite RNy o
3 Genler 4
Istenmeyen ;

]
mutasyonlar m &:g%
' / / L/

Gelistirilmis mutant genler

Sekil 8. Protein mithendisligi ile mutant enzimlerin gelistirilmesi



21

1.9. PHP’nin Bazi Biyokimyasal Ozelliklerinin Bolge Ozgiin Mutasyonlar ile
Gelistirilmesi

Son yillarda, PTE tarafindan zayif olarak hidroliz edilen substratlara kars1 aktiviteyi
artirmak amaciyla birka¢ bakteriyal PTE’nin mutant formlar1 gelistirilmistir. Soman ve
sarin kimyasal savas ajanlar1 ve bazi bocek oldiriiciilerin hidrolizi i¢in Pseudomonas
diminuta PTE’sinin mutantlar1 yapilmigtir (Chen-Goodspeed vd., 2001a,b; Li vd., 2001;
Raushel, 2002). Bunun yaninda, diger bakteriyal tlirlerden elde edilen PTE’ler VX
hidrolizini artirmak icin mutasyona ugratilmistir (Gopal vd., 2000). Ayrica, tarim
tiriinlerini korumak amaciyla ¢ok kullanilan bir bocek oldiiriicii olan klorpirifoz’un
hidrolizi yonlendirilmis degisim ile 700 kat artiritlmistir (Cho vd., 2004).

E. coli PHP’si (ePHP) ve PTE’nin 3 boyutlu yapilart iist iste g¢akistirildiginda,
PTE’nin ePHP’den hacim olarak daha biiyiik oldugu ve N ucunda yaklasik 40 ilave amino
aside daha sahip oldugu goriilmektedir. PHP amino asit siras1 ve bimetal katalitik bolge
acisindan PTE’ye oldukga benzemesine ragmen, li¢ aktif bolge lopunda (lop 1, 7 ve 8)
kismen biiyiik farkliliklar goriilmektedir (Afriat vd., 2006). Amidohidrolaz {ist ailesinde,
lop 7 ve lop 8, aktif bolgedeki ligandlarla etkilesime giren ve substrat spesifitesini
belirleyen bolgelerdir (Seibert ve Raushel, 2005). ePHP’de, Thr210Ala ve Thr245Ala
mutasyonlari ile yaban tipte bulunmayan fakat diisiik de olsa bir paraoksonaz aktivitesi
elde edilmistir. Thr210Ala mutasyonu aktif bolgeyi olusturan lop 7°de meydana gelirken,
Thr245Ala mutasyonu ise lop 8 iizerinde bulunmaktadir (Roodveldt ve Tawfik, 2005).
Deinococcus radiodurans bakterisinden elde edilen organofosfat-parcalayan bir
fosfotriesteraz homologunda yapilan caligmada ise reaksiyon mekanizmasinda etkili
oldugu ortaya konulan Gly207 amino asidinin Gly207Asp’ye mutasyonu ile metil-
paraokson varliginda aktivitenin 166 kat arttigi belirlenmistir. Ayrica metal baglanma
bolgesinde gorev alan Tyr97°nin Tyr97Trp seklinde mutasyonu ile aktivitede 118 kat artig
tespit edilmistir (Hawwa vd., 2009). Elde edilen bu veriler degerlendirildiginde bir veya
daha fazla mutasyonla ¢alisilan PHP’ye, yaban tipte bulunmayan, yeni bir PTE

aktivitesinin kazandirilabildigi goriilmiustiir.
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1.10. Geobacillus ~ caldoxylosilyticus TK4 Susunun Bazi Fizyolojik ve
Biyokimyasal Ozellikleri

G. caldoxylosilyticus TK4 susu Canakkale Kestanbol Kaplicasi’ndan elde edilen su
orneklerinden izole edilmistir ve 14283 kodlu numarayla National Collections of Industrial
Food and Marine Bacteria’da stoklanmistir. Bakteri izolasyonu, zenginlestirme kiiltiirleri
yapilarak ve membran filtresinden gecirilerek gerceklestirilmistir. Canakkale Kestanbol
Kaplicasi, Canakkale ilinin Ezine ilgesinin sinirlart igerisinde bulunup, bu ilgeye uzakligt
10 km, Canakkale’ye olan uzakligi ise 50 km’dir. Kestanbol Kaplicasi’nin yerden ¢ikis
sicaklign 71 °C’dir. Izolatin tiir tayininin yapilabilmesi icin gesitli morfolojik, boyama,
fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler yapilmistir.
G. caldoxylosilyticus TK4 susu i¢in elde edilen sonuglar Tablo 3’te verilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda termofilik izolatin basil morfolojisine sahip oldugu, spor

olusturabildigi ve katalaz enzimi {iretebildigi gézlenmistir (Diilger, 2003).

Tablo 3. G. caldoxylosilyticus TK4 susunun bazi biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Sonug Ozellik Sonug
Gram Boyama +/- Anaerobik Biiyiime -
Spor Boyama + Glukoz fermantasyonu +
Katalaz Uretimi + Mannitol fermantasyonu +
Jelatin Hidrolizi + Arabinoz fermantasyonu +
Nisasta Hidrolizi + Ksiloz fermantasyonu +
VP Testi - %2-5 NaCl’de biiylime +
Sitrat Kullanimi - %7-10 NaCl’de bitylime -
Propiyonat Kullanimi + 30-37 °C’de Biiyiime -
Indol Testi - 40-70 °C’de Biiyiime +

1.11. Calismanin Amaci ve Pratik Onemi

Gelisen teknoloji ile birlikte bircok alanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadir.
Enzimlerin biyokimyasal o&zelliklerinin ortaya konmasi ile ¢ok c¢esitli endiistriyel
kullanimlar1 miimkiindiir. Klasik kimyasal yontemler, spesifik olmamasi, verimin diisiik

olmasi, yan iirlinlerin fazla olmasi ve ¢evreye daha ¢ok zararli atik verilmesinden dolayi
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cok fazla tercih edilmemektedir. Endistriyel enzimler, kolay eldeleri ve reaksiyon
ortamindaki kararliliklarindan dolay1, genellikle mikrobiyal kaynaklidir.

Termofilik organizmalar iizerinde yapilan ¢aligmalar sonucu ekstrem sartlarda daha
kararli olan proteinlerin varligi ortaya konulmustur. Mezofilik organizmalardan elde edilen
proteinler yiiksek sicaklik, basing, pH ve organik c¢oziiciiler mevcudiyetinde diisiik
kararliliga sahiptir. Termofilik proteinler ise yiiksek sicakliklarda kararlilik
gosterebilmekte ve yiiksek basinglarda termal kararliliklar1 devam etmektedir. Bu yiizden
endiistriyel agidan termofilik enzimler daha caziptirler.

PHP’nin varligi ¢ok az sayida mikroorganizmada bildirilmistir. Ayrica, farkli
organizmalardan PHP kodlayan genlerin klonlanmasi ve ekspres edilip ayrintili
biyokimyasal karakterizasyonunun yapildigi calismalarin sayist da yok denecek kadar
azdir. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin klonlanmasi, ekspresyon {irliniiniin esteraz
aktivitesine sahip, oldukca 1s1l ve pH kararli bir enzim oldugu, laboratuarimizda daha 6nce
yapilan ¢alismalar sonucu ortaya konulmustur (Yildirim vd., 2009). PHP’ler, hem zararli
boceklere kars etkili kimyasal ajanlar hem de savas sinir ajanlar1 olarak kullanilan OP’lar
hidroliz edebilen PTE’lerle, aktif bolgelerinin yapist ve ii¢ boyutlu yapilar1 agisindan
benzerlik gostermektedir. Bu benzerlikten dolayr, TUBITAK (109T985) tarafindan
desteklenen bu calisma ile, rekombinant G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin bélge
spesifik mutasyonlar yapilarak, endiistriyel ve klinik agidan olduk¢a Gnem tasiyan PTE
aktivitesi kazanmasi, bdylece elde edilen yeni mutant PHP’nin bilimin ve insanligin
hizmetine sunulmasi amaglanmistir. Biyokimyasal ve kinetik 6zellikleri incelenen yeni
mutant enzimlerin amino asit siralar1 protein veri bankalarinda yayinlanacak ve diger

arastirmacilarin da kullanimina sunulacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma Model
Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE
Buzdolabi Profilo BD4303ANFE
Derin Dondurucu Regal RDD1280
DNA Elektroforezi Owl Separation Systems Easy Cast B1A
Gii¢ Kaynagi Thermo EC 1000XL
Hava Banyolu Calkalayici Barnstead/Lab-Line MaxQ Mini 4450 Shaker
Isitici/Magnetik Karistirici HS31 Chiltren
Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Mikrodalga Firin Regal RMD-17
Mikrosantrifiij Sigma 1-14
Mikrotiipler I¢in Termal Sallayict Boeco TS-100 Thermo Shaker
Otoklav Tomy SX-700E
PCR Bio-Rad MJ Mini Personal
pH Metre InoLab WTW pH 720
Protein Elektroforezi Biorad Mini PROTEAN-Tetra Sistem
Saf Su Cihaz1 Sartorius Arium 611UV
Sogutmal1 Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Sonikator Bandelin Sonopuls HD3100
Steril Kabin JSR JSCB-1200SB
Su Banyolu Calkalayict Memmert WNB 7-45
Terazi Ohaus Pioneer
Ultra Low Temperature Freezer New Brunswick Scientific | U410
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25

Vorteks

Thermolyne

Type 37600 Mixer
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2.1.2. Enzimler

Calismada kullanilan enzimler Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyon
Dpnl Thermo Scientific 10 U/ul
Fast PCR Enzme Mix Thermo Scientific 5 U/ul

2.1.3. Kullamilan Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme Firma

Kimyasal maddeler ve ¢oziictiler Fluka, Sigma-Aldrich, Merck

Plazmid DNA izolasyon Kiti

(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems) Promega
PCR Uriinlerini Temizleme Kiti Promega
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System)

Protein Se}ﬂastlrn.qa Kiti_ o Promega
(MagneHis Protein Purification System)

DNA Standardi ( 10 kb¢ DNA Ladder) Thermo Scientific

SDS-PAGE Standardi

(Broad Range Protein Molecular Weight Markers) Thermo Scientific

2.1.4. Primerler

Mutasyon c¢aligmalarinda, polimeraz zincir reaksiyonlari (PCR) igin kullanilan

primerler Tablo7’de verilmistir.
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Tablo 7. PCR’da kullanilan primerler

Primer Sentezleyen
Adi Baz Sirasi Firma
M3F |5’-gtggctttagcagctatgtgaccaacattcaatcacatttactttctcgeggegg-3° IDT
M3R |5’-gaatgttggtcacatagctgctaaagccacgcegttacatcgctagaaagcaag-3’ IDT
M4F |5’-gcctggaagataacgcgagegegagegegcetgetgggeattcgcagtgacatgagecgaatgaaategttge-3° IDT
MA4R 5’ctgcgaatgcccagcagegegcetegegcetegegttatcttccaggegataattctcttttcctatcgtatctagegegat DT

gtatacgcc-3’
M5F |5’-atcgcaaagcgctgctggatcttgtagtagaagatttaaaag-3° IDT
M5R  [5°-gcagcgctttgcgattttgtagacacgtatcggtattttttttaac-3’ IDT

2.1.5. Kullanilan Suslar

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan Escherichia coli (E. coli) suslar1 Tablo 8’de

verilmigtir.

Tablo 8. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan E. coli suslar

Tiir Sus Kullanim Amaci
E. coli DH5a Klonlama hiicresi
E. coli BL21(DE3)pLysS Ekspresyon hiicresi

2.1.6. Luria-Bertani Sivi ve Kat1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

e Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya
ekstragi ve 5,0 g NaCl yaklagik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile
titre edilerek 7,5’¢ ayarlandi. Cozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de,
1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi.

e Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LB Agar) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton,
5,0 g maya ekstargi, 5,0 g NaCl ve 15 g agar yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra
pH’s1 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Hacmi 1000 mL’ye tamamlanan ¢o6zelti 121 °C’de ve
1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi.
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2.1.7. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.7.1. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na,COz3): 0,4 g NaOH ve 2,0 ¢
Na,COs saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandh.

e Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO04.5H,0 ¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf su ile
¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de sakland.

e Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile
¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de sakland.

e Lowry D Cozeltisi: 1 kisim Lowry B ve 1 kisim Lowry C karistirilarak hazirlandi.

e Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

e Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e 0,1 N NaOH i¢inde %0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su

ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de sakland.

2.1.7.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e EDTA Cozeltisi (0,5 M, pH 8,0): 18,61 g EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 8,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

o Tris-Asetik Asit-EDTA Cozeltisi (50X TAE): 24,2 g Tris, 5,7 mL glasiyal asetik
asit ve 10 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) ¢ozeltsinin saf su ile iyice karistiritlip hacminin
100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Jel Hazirlama ve Yiriitme Tamponu (1X TAE): 20 mL 50X TAE ¢6zeltisinin
hacminin saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmasi ile elde edildi.

e Etidiyum Bromiir Cozeltisi (5 mg/mL): 50 mg etidiyum bromiir saf suda

coziilerek hacmi 10 mL’ye tamamlandi.
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2.1.7.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 8,8’e ayarlanarak hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 6,8’e ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1,0 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi
10 mL’ye tamamlandi ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de saklandi.

e TEMED: Orijinal sisesinden kullanildi.

o Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢6ziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Bromofenol Mavisi (%0,1): 10,0 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve
hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 puL %10
SDS, 100 uL %0,1 bromofenol mavisi, 250 uL %80 gliserol ve 60 uL p-merkaptoetanol’iin
karistirilmasi ile hazirlandi ve kiigiik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

e SDS-PAGE Yiirtitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 480 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra {izerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e ayarland1
ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

e Jel Boyama Cozeltisi: 1,0 g Coomassie Brillant Blue R250’nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlandi.

e Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve

600 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.

2.1.7.4. Tampon Cozeltiler

e A Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su
ile ¢oziiliip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
e B Cozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,9 g Na,HPO4.2H,0’nun

saf su ile ¢oziiliip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
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e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A ¢ozeltisi ile 19,7 mL B ¢ozeltisi
karisimindan 20,8 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirland.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A ¢ozeltisi ile 38 mL B ¢ozeltisi
karistmindan 18,1 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A c¢ozeltisi ile 51 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 16,6 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A ¢ozeltisi ile 62,6 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 15,3 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A ¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 13,8 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,5): 8,3 mL A ¢dzeltisi ile 91,7 mL B ¢ozeltisi
karigimindan 13 mL alinip saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 7,5): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 7,5’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 8,0’e ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,5): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 8,5’e ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye tamamland.

e Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N HCl ile 9,0’e ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye tamamland.

e Tris-HCI Tamponu (100 mM, pH 7,4): 1,2 g Tris yaklagik 90 mL saf suda

coziildiikten sonra pH’s1 7,4’e ayarlandi ve hacmi 100mL’ye tamamlandi.

2.1.7.5. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Diger
Cozeltiler

e Paraokson Cozeltisi (100 mM stok): 21,5 pL paraoksonun hacminin saf su ile
1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

e Paratiyon Cozeltisi (20 mM stok): 5,8 mg paratiyon metanolde ¢oziildii ve hacmi
1 mL’ye tamamlandi.

e Malatiyon Cozeltisi (100 mM stok): 33,0 mg malatiyon aseton ile ¢oziildii ve

hacmi 1 mL’ye tamamlandi.
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e Ellman’s Reaktifi: 4 mg 5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)’in 1 mM EDTA
iceren fosfat tamponunda (100 mM, pH 8,0) ¢6zeltisiyle hazirlandi.

e p-Nitrofenil Butirat Cozeltisi (10 mM stok): 1,78 pL p-nitrofenil butiratin hacmi
asetonitril ile 1 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

e p-Nitrofenil Asetat Cozeltisi (10 mM stok): 1,8 pg p-nitrofenil asetatin asetonitril
ile ¢oziiliip hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e p-Nitrofenil Laurat Cozeltisi (10 mM stok): 3,2 pug p-nitrofenil lauratin asetonitril
ile ¢oziiliip hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e p-Nitrofenil Palmitat Cozeltisi (10 mM stok): 3,7 pg p-nitrofenil palmitatin
asetonitril ile ¢oziiliip hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Trikloroasetik Asit (TCA) Cozeltisi (%10): 10 g TCA’nin saf suda ¢oziiliip
hacminin 100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Sodyum Karbonat Cozeltisi (%10): 10 g Na,CO3’in saf suda ¢6ziiliip hacminin

100mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

2.1.7.6. Diger Cozeltiler

e Kanamisin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg kanamisin saf suda ¢6ziiliip, hacminin
10 mL’ye tamamlanmas: ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile steril edilip kiiglik
kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

e [PTG Cozeltisi (0,2 mg/mL): 2,0 g IPTG nin saf suda ¢oziilip hacminin 10 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile steril edilip kiigiik kisimlara
boliinerek -20 °C’de saklandi.

o Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,1 M): 1,47 g CaCl,.2H,0 saf suda ¢oziiliip hacminin
100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti otoklavda steril edilip 4 °C’de
saklandi.

e Lisozim Cozeltisi (10 mg/mL): 10 mg lisozimin saf suyla ¢oziiliip hacminin

1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
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2.2. Mutasyon Calismalari

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 fosfotriesteraz homolog protein geninde
(TK4PHP) hangi mutasyonlarin yapilabilecegine karar vermek amaciyla TK4PHP’sinin
amino asit sirasi, Pseudomonas diminuta fosfotriesterazi (PDPTE, bilinen en aktif
organofosfat hidrolizleyen PTE’dir), Mycobacterium tuberculosis PHP’si (MTPHP) ve
Escherichia coli PHP’sinin (ePHP) amino asit siralar1 ile karsilastirilmistir. Yapilan
karsilastirma sonucunda belirlenen farkliliklar1 gidermeye yonelik mutasyonlar planlanmis

ve uygulanmistir.

2.2.1. PCR icin Kalip DNA’min Elde Edilmesi

PET-28a(+) vektoriine klonlanmis olan yaban tip G. caldoxylosilyticus TK4PHP
genini (Yildirim vd., 2009) igeren E. coli BL21(DE3)pLysS gliserol stok kiiltiiriinden,
50 pg/mL kanamisin iceren LB agar besiyerine yayma ekim yapildi. 37 °C’de biiyiitiilen
kolonilerden 6ze yardimiyla LB besiyerine ekim yapildi ve ¢alkalayicili hava banyosunda

37 °C’de inkiibe edilerek gece kiiltiirii hazirlanda.

2.2.2. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu, plazmid DNA izolasyon kiti (Promega) kullanilarak
gerceklestirildi.

e 1-5 mL hazirlanan gece kiltiri, 10.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek
stipernatan uzaklastirildi. Eppendorf tiip ters cevrilip, kagit bir havlu tizerine bastirilarak
ortamda kalan fazla besiyerinin tamamen uzaklasmasi saglandi.

e Bakteri peltesinin tiizerine 250 pL Hiicre Siispansiyon Cozeltisi (Cell
Resuspension Solution) ilave edildi ve pipetlenerek hiicrelerin tamamen ¢6ziinmesi
saglandi.

e 250 uL Hiicre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildikten sonra 4 kere
altiist edildi. Hiicre siispansiyonu 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e 10 pL Alkali Proteaz Cozeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edildikten sonra
4 defa altiist edilip oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
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e 350 uL Notralizasyon Cozeltisi (Neutralization Solution) ilavesinden sonra hemen
4 kere altiist edildi.

e Elde edilen bakteriyal lizat 14.000 x g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij
edildi.

e Siipernatan, toplama tiipii iizerine yerlestirilmis olan minikolon igine aktarilarak
14.000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipiine
gecen s1vi uzaklastirildi.

e Minikolona 750 puL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi
ve 14.000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiine gegen sivi
uzaklastirildi.

e Minikolona 250 puL Kolon Yikama Cdzeltisi ilave edilerek 14.000 x g’de oda
sicakliginda 2 dakika santrifiij edildi.

e Minikolon, temiz bir eppendorf tiipiine yerlestirildi ve minikolon i¢ine 50 pL
Niikleaz igermeyen Su (Nuclease-Free Water) ilave edildi. 14.000 x g’de oda sicakliginda
1 dakika santrifiij edilerek elde edilen plazmid DNA ¢ozeltisi -20 °C’de sakland.

2.2.3. PCR ile Mutant Genlerin Cogaltilmasi

TK4PHP plazmidleri ve ilgili mutasyon primerleri kullanilarak PCR islemleri

gerceklestirilmigtir (Tablo 9).

Tablo 9. PCR bilesenleri

Bilesen Kullanilan Miktar
dNTP karisimi (10 mM) S5uL
fleri primer 2 uL
Geri primer 2 ulL
Long PCR enzim karigimi 1 uL
10X Long PCR tamponu MgCl, ile birlikte S5uL
Plazmid DNA 2 ulL
Niikleaz igermeyen su 33 uL
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2.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR iiriinlerinin saflastirilmasi i¢in PCR fiiriinii temizleme kiti (Promega) kullanildi.

e PCR d{rilinlinii iceren reaksiyon karigimina, ayni hacimde Membran Baglanma
Cozeltisi (Membrane Binding Solution) ilave edilip karistirildi ve elde edilen karisim
toplama tiipii lizerine yerlestirilmis olan minikolon i¢ine aktarildi.

e (Oda sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi ve minikolondan toplama tiipiine gecen sivi uzaklastirildi.

e Minikolona 700 uLL Membran Yikama Cozeltisi (Membrane Wash Solution) ilave
edildi ve 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipiine gegen siv1
uzaklagtirildu.

e Yikama islemi, 500 pL yikama ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlandi. 16.000 x g’de
5 dakika santrifiij edildi.

e Minikolondan toplama tiipiine gecen sivi uzaklastirildi ve yikama ¢ozeltisinden
gelen etanoliin tamamen uzaklagmasi i¢in 1 dakika daha santrifiij edildi.

e Minikolon, temiz bir eppendorf tiipiine alinip minikolon i¢ine 50 pL niikleaz
icermeyen su ilave edildi. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra 16.000 x g’de
1 dakika santrifiij edildi. Saf PCR f{iriinii 4 °C’de saklandi.

2.2.5. Kalip DNA’nmin Ortamdan Uzaklastirilmasi

Yapilan PCR isleminde kullanilan kalip DNA ilgili organizma tarafindan metilenmis
durumda olup, sentezlenen yeni zincirler metillenmemis durumdadir. Bu nedenle, kalip
olarak kullanilan yaban tip geni iceren vektorii ortamdan uzaklastirmak amaciyla,

saflastirilmig PCR {irtinii Dpnl enzimi kullanilarak kesildi (Tablo 10).

Tablo 10. Dpnl enzimi ile kesim

Bilesen Kullanilan Miktar
Saf PCR iiriinii 10 uL
Tango buffer 2 ulL
Dpnl 2 uL
Niikleaz igermeyen su 6 uL
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2.2.6. Mutant Vektorlerin Konake¢i Hiicreye Aktarilmasi

2.2.6.1. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicreler kalsiyum kloriir metoduna uygun olarak hazirlandi (Maniatis
vd., 1982). Klonlama islemleri i¢in E. coli DH5a susundan, ekspresyon yapmak amaciyla
ise E. coli BL21(DE3)pLysS susundan kompotent hiicreler hazirlandi.

e 3 mL LB besiyerine, dnceden LB agar besiyerinde biiyiitiilmiis olan E. coli
susundan ekim yapild1 ve ¢alkalayici su banyosunda 37 °C’de inkiibe edilerek gece kiiltiirii
hazirlandi.

e Hazirlanan gece kiiltiirinden 30 mL LB besiyerine asilama yapildi ve 600
nm’deki optik yogunluk degeri 0,4-0,6 arasina ulasincaya kadar yaklasik 2 saat 37 °C’de
biiyiittldi.

e Bu degere ulasan hiicre kiiltiirii, steril bir tiipe konularak 4 °C’de 4.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi.

e Tiip i¢ine 10 mL 0,1 M CacCl, ilave edildi ve hiicre peltesi, yavasca pipetlenerek
siispansiyon haline getirildi.

e 30 dakika buz iginde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi.

e Pellet, 2 mL 0,1 M CaCl; ¢ozeltisinde siispansiye edilerek 200 pL’lik kisimlar
halinde steril eppendorf tiiplerine bdliindii.

e Kompotent hiicreler, 2 saat buzda bekletilerek transformasyona hazir hale

getirildi.

2.2.6.2. Transformasyon

e Eppendorf tiip i¢inde bulunan kompotent hiicrelere 3-5 pL, saflastirilmis PCR
tirtinlerinin Dpnl enzimi ile uygun sartlar altinda kesilmesiyle elde edilen mutant vektorler
ilave edildi ve 30 dakika buz i¢inde bekletildi.

e 2 dakika 42 °C’de bekletmek suretiyle plazmidin hiicre i¢ine girmesi saglandx.

e Buz icine alinan hiicrelere 200 pLL LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1 saat
bekletildi.
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e Bu siirenin sonunda tiip i¢indeki silispansiye karisim, 50 pg/mL kanamisinli LB
agar iceren, 45 uL IPTG siirtiliip 1yice kurutulmus petrilere yayma ekim yapilarak ekildi ve

37 °C’de 1 gece bekletilerek plazmidi igeren hiicrelerin bliyiimesi saglandi.

2.2.7. Mutant Plazmidlerin Secimi, izolasyonu ve Sira Analizi

Mutant plazmidleri igeren kolonilerden kanamisinli LB besiyerine ekim yapilarak
37 °C’de biyiitiildii ve gece kiiltiirleri hazirlandi. Hazirlanan gece kiiltiirlerinden her bir
mutasyon i¢in plazmit izolasyonu yapildi ve izole edilen plazmidler, ilgili mutasyonlarin
gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek amaciyla sira analizi yapilmak lizere Macrogen

Inc. (Giiney Kore)’ye gonderildi.

2.2.8. DNA Siralarinin incelenmesi

Macrogen Inc.’den gelen DNA siralar1 Oncelikle protein sirasina doniistiiriildii

(URL-1) ve daha sonra BLAST programi (URL-2) yardimiyla incelendi.

2.2.9. Mutant Genlerin Ekspresyonu

Mutant genlerin E. coli BL21(DE3)pLysS konak¢i hiicresine transformasyonu
saglandi. Olusan rekombinant plazmidleri i¢eren koloniler kanamisin igeren LB besiyerine
ekilerek 37 °C’de biiyiitiildii. Hazirlanan gece kiiltiiri %1 (v/v) olacak sekilde 50 ug/mL
kanamisin iceren LB’ye aktarilarak ODgpp=0,6—0,8 olana kadar biiyiitme islemine devam
edildi. Istenilen optik yogunluk saglandiginda nihai konsantrasyon 1 mM olacak sekilde
IPTG ilave edilerek indiiklendi ve 37 °C’de 3 saat inkiibe edildi.

2.2.10. E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspres Edilen Mutant Proteinlerin
Saflastiriimasi

Indiikleme isleminin ardindan hiicreler, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek toplandi. Toplanan hiicreler, 1 mL 100 mM Tris-HCI (pH 7,4) tamponunda

siispansiye edildi ve siispansiyona 0,5 mg/mL olacak sekilde lisozim ilave edildi. Hiicreler



36

37 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra, %80 siddetinde, 1 devirde 5 dakika boyunca
sonikasyona maruz birakilarak patlatildi. Daha sonra 4 °C’de 10.000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan, ham enzim o&ziitii olarak kullanildi. On
saflagtirma amaciyla ham enzim o6ziiti 70 °C’de 5 dakika bekletildi ve 4 °C’de 10.000
rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek denatiire proteinler ortamdan uzaklastirildi.

Ekspres edilen protein, N ucunda 6 tane histidin birimi igerdiginden dolayz,
paramagnetik nikel parcaciklari igeren “MagneHis Protein Purification System (Promega)”
kullanilarak asagidaki prosediire gore saflastirildi.

e 1 mL ham enzim o6ziitiine, nikele baglanmayi kolaylastirmak amaciyla nihai
konsantrasyonu 500 mM olacak sekilde NaCl ilave edildi ve karigtirildi.

e Daha sonra 120 pL vortekslenmis Ni ilave edilip, oda sicakliginda 2 dakika alt
iist edilerek karistirildi.

e Ni pargalarini tiipiin kenarma toplamak i¢in tiip manyetik tutucuya yerlestirildi ve
30 saniye bekletildikten sonra siipernatan uzaklagtirildu.

e Manyetik tutucudan alinan eppendorf tiip i¢ine 1000 pL Baglanma/Yikama
tamponu (Binding/Wash Buffer) ilave edildi. 2 dakika boyunca alt iist edilerek Ni
parcalariin yikanmasi saglandi ve tiip 30 saniye manyetik tutucuda tutulduktan sonra
slipernatan uzaklastirildi.

e Yikama islemi 750 pL Baglanma/Yikama tamponu kullanilarak iki defa daha
tekrarland.

e Ni pargalar lizerine 250 pL eliisyon tamponu (Elution Buffer) ilave edildi ve tiip
oda sicakliginda 2 dakika alt st edildikten sonra manyetik tutucuya yerlestirildi ve 30

saniye bekletildikten sonra saf enzim dikkatlice pipetlenerek alindi ve 4 °C’de saklandi.

2.3. Enzimin Karakterizasyonu Calismalari
2.3.1. Protein Tayini
Protein tayini Lowry metoduna gore gergeklestirildi (Lowry vd., 1951). Protein

standard: olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Tayini gerceklestirmek igin

asagidaki basamaklar takip edildi.
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e Kalibrasyon grafigi cizmek ic¢in hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney
tiiplerine sirastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi.

e Diger bir deney tiipiine saflastirilmis enzim ¢6zeltisinden 5 pL ilave edildi.

e Standartlara ve 6rnege son hacimler 500 pL olacak sekilde 0,1 N NaOH igerisinde
hazirlanan %0,1 (w/v) SDS ¢6zeltisinden ilave edilip vortekslendi.

e Her bir tiipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi ilave edilip vortekslendi. Sonrasinda oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

e Standartlara ve 6rnege saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin reaktifinden
100 pL ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.

e 650 nm’de absorbanslar okundu ve kalibrasyon grafigi ¢izilerek saf enzimdeki

protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.3.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, %12’lik ayirma jeli ve %5’lik yiikkleme jeli kullanilarak Sambrook ve
arkadaglarina (1989) gore gergeklestirildi.

Tablo 11’de belirtildigi sekilde hazirlanan jeller, cam plakalar arasina dokiildii.
Standart proteinler ve Ornekler, icerisinde 30 pg protein olacak sekilde SDS-PAGE
yiirlitme boyasiyla ve diger bilesenlerle karistirildi ve 95 °C’de 5 dakika bekletilip,
Hamilton siringas: yardimiyla kuyucuklara yiiklendi. Jelde olusan boya, ylikleme jelinden
¢ikana kadar yaklasik olarak 15 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina
gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’de yiiriitiildii. Elektroforez islemi sona erdikten sonra, jel
sistemden dikkatlice alinarak, yaklasik 1 saat boyunca boyama c¢ozeltisi igerisinde
bekletildi. Protein bantlarinin goriiniir hale getirilebilmesi i¢in jel, boyama uzaklagtirma

¢oOzeltisiyle 2-3 saat calkalandi.
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Tablo 11. SDS-PAGE’nin bilesenleri

Bilesenler Yigma Jeli Ayirma Jeli
(%5, pH 6,8) (%12, pH 8,8)

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5mL --
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) -- 2,5mL
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 4,0 mL

dd H,0 2,74 mL 3,3mL
%10 APS 0,04 mL 0,1 mL
%10 SDS 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

2.3.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi genel fosfotriesteraz (PTE) ve genel esteraz substratlar1 varliginda

asagida ifade edildigi sekilde incelenmistir.

2.3.3.1. Genel PTE Substratlar ile Aktivite Tayini

PTE aktivitesi, 1 mM paraoksonun enzim tarafindan dietilfosfat ve
p-nitrofenole hidrolizlenmesi sonucu 400 nm’de meydana gelen absorbanstaki artis takip
edilerek belirlenmektedir (Dumas vd., 1989). Bir kiivet iginde 970 uL Tris-HCI tamponu
(50 mM, pHS,0), 10 puL paraokson (100 mM stok) ve 20 puL saf enzim karistirilarak
400 nm’de 5 dakika siireyle absorbanstaki artig takip edildi. 1 {inite (U) enzim aktivitesi,
1 dakikada 1 uM p-nitrofenol olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg protein
basina enzim tinitesi olarak tanimlandi.

Paratiyon substrati varliginda PTE aktivitesi bazi degisikliklerle birlikte Chu ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan kullanilan yontemle belirlenmistir. 100 pL paratiyon
(20 mM stok), 870 pL Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 8,0), 10 uL metanol ve 20 uL saf
enzim 50 °C’de 10 dakika bekletildi. Reaksiyon 1 mL %10’luk TCA ilave edilerek
durduruldu. Renk olusumunu gorebilmek i¢in 1 mL %10’luk Na,COj ilave edildi ve
410 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 uM p-nitrofenol
olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg protein basina enzim initesi olarak

tanimlandi.
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Malatiyon ile PTE aktivitesi, hidroliz sirasinda agiga c¢ikan tiyol gruplarinin
miktarinin Ellman’s reaktifi kullanilarak kantitatif olarak Ol¢iilmesi ile belirlendi (Irene
vd., 2002).10 puL malatiyon (100 mM stok), 470 uL Tris-HCI tamponu (100 mM, pH 7,4)
ve 20 pL safenzim 50 °C’de 20 dakika bekletildi. 2250 uL 1 mM EDTA igeren fosfat
tamponu (100 mM, pH8,0) ve 50 pL Ellman’s reaktifi ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi ve 412 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1
dakikada 1 puM p-nitrofenol olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg protein basina

enzim unitesi olarak tanimlandi.

2.3.3.2. Genel Esteraz Substratlar ile Aktivite Tayini

p-Nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve
p-nitrofenil palmitat (PNPP) substratlar1 kullanilarak esteraz aktivitesi tayinleri
gerceklestirildi (Lee vd., 1999). Bunun i¢in 10 mM’lik stok substrat ¢ozeltileri kullanilarak
1:4:95 (v/vlv) oraninda substrat:etanol:tampon (50 mM Tris-HCI, pH 8,0) karisimlari
hazirlandi. Daha sonra 2490 pL karisim, 10 pL saf enzim ile 50 °C’de 15 dakika bekletildi.
Tiipler buz icine alinarak reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans okundu. 1 U
enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 uM p-nitrofenol olusturan enzim miktari, spesifik aktivite

ise mg protein basina enzim iinitesi olarak tanimlandi.

2.3.4. Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Esteraz aktivitesi lizerine pH’nin etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lik stok pNPA
cozeltisi kullanilarak farkli pH’larda tampon c¢ozeltilerle 1:4:95 (v/v/v) oraninda
substrat:etanol:tampon karisimlar1 hazirlandi. Bunun i¢cin 50 mM konsantrasyonda
hazirlanan Mcilvaine (pH 3,0-7,5) ve Tris-HCI (7,5-9,0) tamponlar1 kullanildi. Bu sekilde
hazirlanan karisimlarin 2495 plL’si, ayrt ayrt 5 pL saf enzim ile 50 °C’de 15 dakika
bekletildi. Tiipler buz icine alinarak reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans okundu
(Yildirim vd., 2009).
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2.3.5. Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Esteraz aktivitesi lizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lik stok
PNPA c¢ozeltisi ve 50 mM Tris-HCI tamponu (optimum pH degerlerinde) kullanilarak
1:4:95 (v/v/v) oraninda substrat:etanol:tampon karisimi hazirlandi. Bu karisimdan alinan
2495 pl’lik kisimlar ayri ayr1 5 pL saf enzim ile 10 °C’lik artiglarla birlikte 10-90 °C
arasindaki sicakliklarda 15 dakika bekletildi. Daha sonra yukarida belirtildigi sekilde
aktiviteler tayin edildi ve optimum sicakliklar belirlendi (Ertunga vd., 2009).

2.3.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun EtKkisi

Enzim aktivitesinin protein miktarina bagimliligini incelemek amaciyla 10 mM’lik
stok pNPA ¢ozeltisi ve 50 mM Tris-HCI tamponu (optimum pH degerlerinde) kullanilarak
1:4:95 (v/v/v) oraninda substrat:etanol:tampon karisimi hazirlandi. Bu karigimdan alinan
2495 pL’lik kisimlar, reaksiyon karigiminda ayri ayr1 1-100 pg/mL arasindaki degerlerde
son konsantrasyonda protein icerecek sekilde seyreltilmis olan 5 pL’lik enzim
cozeltileriyle optimum sicakliklarda 15 dakika bekletildi ve aktiviteler tayin edildi. Elde

edilen sonuglar incelenerek optimum enzim konsantrasyonlari belirlendi (Faiz vd., 2007).

2.3.7. Bazi Kinetik Parametrelerin incelenmesi

Her bir mutant enzimin Ky, ve Vmax degerlerinin belirlenebilmesi amaciyla optimum
pH degerlerinde, 5-800 uM son konsantrasyonda pNPA substrati iceren etanol:tampon
karigimlart hazirlandi. Bu karisimlar kullanilarak sabit protein konsantrasyonunda ve
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Lineweaver-Burk grafigi cizilerek

Km Ve Vimax degerleri hesaplandi (Colak vd., 2009).
2.3.8. Enzimlerin pH Kararhliklarinin incelenmesi
TK4PHP ve mutant enzimlerinin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim

50 mM Mcilvaine (pH 3,0-7,0) ve Tris-HCI (pH 8,0 ve 9,0) tamponlar1 ile 1:1 oraninda

karistirildi. Enzim-tampon karigimlar1 4 °C’de 1, 2 ve 7 giin boyunca inkiibe edildikten
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sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ayni sekilde hazirlanmig
fakat inkiibe edilmemis enzim-tampon karigimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri
bakilarak bu degerler %100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanarak inkiibe

edilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesapland1 (Yildirim vd., 2009).

2.3.9. Enzimlerin Isil Kararhhiklarinin incelenmesi

TK4PHP ve mutant enzimlerin 1sil kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim, 50,
60, 70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarinda ayr1 ayr1 3, 5 ve 7 giin boyunca inkiibe edildi.
Bu siirenin sonunda enzim ¢0zeltisi buz i¢ine alinarak 5 dakika bekletildi ve buzdan
cikartilip oda sicakligina kadar isinmasi beklendi. Daha sonra optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri gergeklestirildi. Is1 ile hi¢ muamele edilmemis enzimin aktivitesi %100
olarak kabul edilerek, inkiibe edilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandi (Yildirim
vd., 2009).

2.3.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarmn Etkisi

Her bir enzim aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile
Na', Li", Mg2+, Mn2+, Zn2+, Ca2+, Co®" ve Cu2+, iyonlarinin kloriir tuzlarinin 100 mM’lik
stok ¢ozeltileri kullanildi. Reaksiyon karisgimlarina nihai konsantrasyonlart 1 mM ve 5 mM
olacak sekilde her bir metal iyonundan ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri gerceklestirildi. Metal iyonu icermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul

edilip metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesaplandi (Ayna vd., 2013).

2.3.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Organik Céziiciilerin Etkisi

Esteraz aktivitesi lizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkisini incelemek amac ile,
reaksiyon karigimlarina nihai konsantrasyonlart %10 ve %30 olacak sekilde metanol,
etanol, izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO ilave edilerek optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri yapildi. Coziicii icermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip
%kalan aktiviteler hesaplandi (Yildirim vd., 2009).



3. BULGULAR

3.1. Mutant Primerlerin Tasarlanmasi

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 PHP (TK4PHP) geninde hangi mutasyonlarin
yapilabilecegine karar vermek amaciyla TK4PHP’sinin amino asit sirasi, Pseudomonas
diminuta fosfotriesterazi (PDPTE), Mycobacterium tuberculosis PHP’si (MTPHP) ve
Escherichia coli PHP’sinin (¢PHP) amino asit siralar1 ile karsilastirilmistir (Sekil 9).
Yapilan karsilastirma sonucunda, metal ligasyonunda gorev alan birimlerin korundugu,
ancak birinci, yedinci ve sekizinci f/o birimlerini 6rten 3 aktif bolge lobunun (lop 1, lop 7,
lop 8) ePHP’de oldugu gibi TK4PHP’de de PDPTE’den daha kisa oldugu goriilmiistiir
(Buchbinder vd., 1998; Afriat vd., 2006). Bu bilgiler 1s1ginda, 6nceki bir¢ok ¢alismada
oldugu gibi TK4PHP’ye PTE aktivitesi kazandirmak igin bu loplardaki eksikliklerin
giderilmesi gerektigi sonucuna varilmistir (Buning vd., 2000; Filion vd., 2004;Hawwa vd.,
2009).

PTE ile PHP’ler arasindaki en biiyiik farkliliklardan birisinin, substrat baglanma
birimleri olan Phe306 ve Tyr 309u igeren lop 8’de oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, ilk
olarak lop 8’de, PTE’lerden 9 amino asit kisa olan bu farkliligi giderecek bir mutasyon
yapilmasi planlanmis. M3F (5°-gtggctttagcagctatgtgaccaacattcaatcacatttactttctcgcggegg-3°)
ve M3R (5’-gaatgttggtcacatagctgctaaagccacgcgttacatcgctagaaagcaag-3’)  primerleri
bu amagla tasarlanmig ve ticari bir firmaya sentezlettirilmistir.

[Ik mutasyondan sonra lop 7°de PTE’lerden 14 amino asit kisa olan farklilig
giderecek bir mutasyon yapilmast planlanmis ve bu amagla M2F (5’-
gcctggaagataacgcgagcgcegctgetgggcattcgcagtgacatgagecgaatgaaategttge-3’) ve M2R (5°-
ctctgegaatgeccageagegegcetegegetegegttatcttccaggegataattetcttttectatcgtatctagegegatgtat acg
cc-3’) primerleri tasarlanmis ve ticari bir firmaya sentezlettirilmistir.

Son olarak TK4PHP geninin lop 1°deki 4 amino asitlik eksikligi tamamlayan bir
mutasyon planlanmis ve bu amagla M5F (5’-atcgcaaagcgctgctggatcttgtagtagaagatttaaaag-
3’) ve MS5R (5’-gcagcgctttgcgattttgtagacacgtatcggtattttttttaac-3’) primerleri tasarlanip
sentezlettirilmistir. Ilgili primerler kullanilarak yapilan PCR ¢aligmalar1 sonrasinda

istenilen mutasyonlarin gergeklestigi gézlenmistir.
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PDPTE  MQTRRVVLKSAAAAGTLLGGLAGCASVAGSIGTGDRINTVRGPITISEAGFTLTHEHIC 59
MTPHP ~ ——————————m——m o m oo MPELNTARGPIDTADLGVTLM 26
TK4PHP === == m—mm oo oo MYIQTVLGRIQPEELGVCAC 25
EPHP mm oo MSFDPTEYTLA 16

*x X%

Lop 1
PDPTE GSSAGFLRAWPEFFGSRKALAEKAVRGLRRARAAGVRTIVDVSTFDIGRDVSLLAEVSRA 119
MTPHP IMTTEIAQNYPEAWGDEDKRVAGAIARLGELKARGVDTIVDLTVIGLGRYIPRIARVAAA 86
TK4PHP IDLSRVKKNTDTCLQON----LDLVVEDLKVFLQYGGKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKL 81
ePHP IDLSGFKNNVDCRLDQ----YAFICQEMNDLMTRGVRNVIEMTNRYMGRNAQFMLDVMRE 72

PDPTE ADVHIVA LWFDPPLSMRLR-————-—-——— SVEELTQFFLREEQYGIEDTGIRAGIIK- 169
MTPHP TELNIVV LYTYNDVPFYFHYLGPGAQLDGPEIMTDMFVRDIEH DTGIKAGILK- 145

TK4PHP LDLHIIASTGCYKDPFIPQEKIN-—-——-——-- WDRDEFAKWMIDEIENGIDGTNIKPGVIGE 134
ePHP TGINVVACIGYYQODAFFPEHVAT-——-—-——— RSVQELAQEMVDEIEQGIDGTELKAGIIAE 125
PDPTE VATTG-KATPFQELVLKAAARASLATGVRVT ASQRDGEQQAATIFESEGLSPSRVMCI 228

MTPHP CATDEPGLTPGVERVLRAVAQAHKRTGAPIS HAGLRRGLDOQORIFAEEGVDLSRMVI 205
TK4PHP IGSSEFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLS TLG-TLALEQVELFIRENLPLHQMVI 193
ePHP IGTSEGKITPLEEKVFIAAALAHNQTGRERIS SFS-TMGLEQLALLQAHGVDLSRMTV 184

Lop 7
PDPTE SDDTDDLSYLTALAARGYLIGLDHIPHSAIGLEDNASASALLGIRSWQTRALLIKALI 288
MTPHP CGDSTDVGYLEELIAAGSYLGMDRFGVDVIS-—-———————————— PFODRVNIVARMC 251
TK4PHP ODLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENYR--—--—-—-—-——————— SDMSRMKSLLYFL 239
ePHP CDLKDNLDNILKMIDLGAYVQFDTIGKNSYY--—--—-—-—-——————-— PDEKRIAMLHALR 230
*
Lop 8
PDPTE DQGYMKQILVISNDWLFGEFSSYVTNIMDVMDRVNPDGMAFIPLRV POETLAG 348
MTPHP ERGHADKMVLSHDACCYFDALPEELVPVAMPN--WHYLHIHNDV TDEQLHT 309
TK4PHP ERGYEDQILLSSDVITR-—-—-—-———--— QSHLLSRGGQGYSVVLRKF LETTIEK 290
ePHP DRGLLNRVMLSMDITR-—-—-—————-— RSHLKANGGYGYDYLLTTF FSQADVDV 281

*

PDPTE ITVTNPARFLSPTLRAS 365

MTPHP MLVDNPRRIFERQGGYQ 326
TK4PHP LLVKNBQOKAFSIRKEG- 306
ePHP MLRENPSQFFQ-—--——- 292

Sekil 9. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sirasinin, P. diminuta PTE’si,
M. tuberculosis PHP’si ve E. coli PHP’sinin amino asit siralar1 ile
karsilagtirilmasi. Yesil renk ile boyali amino asitler tim siralardaki korunmus
birimleri, sar1 renk ile boyali aminoasitler PTE’de 169.pozisyonda bulunan Lys
biriminin PHP’lerde bir kaymis pozisyonda olarak Glu ile yer degistirmis bigimde
bulundugu amino asitleri, yildiz (*) ile gosterilen birimler ise biniikleer metal
merkezi olusturan amino asitleri gostermektedir. PHP ve PTE’lerde farkh
uzunlukta olan birinci, yedinci ve sekizinci loplar ise mavi renk ile gosterilmistir

3.2. PCR ile Mutant Genlerin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Transformasyonu

PET-28a(+) vektoriine klonlanmig olan yaban tip TK4PHP genini igeren E. coli
BL21(DE3)pLysS gliserol stok kiiltiiriinden, 50 pg/mL kanamisin iceren LB agar
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besiyerine ekim yapildi ve hiicreler 37 °C’de biiyiitiilerek elde edilen gece kiiltiiriinden Kit
yardimiyla DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu sekilde elde edilen plazmidler, PCR islemi
i¢cin kalip DNA olarak kullanildi.

Birinci mutasyon sonucu elde edilen TKAPHPM3 geni ikinci mutasyon igin, ikinci
mutasyon sonucu elde edilen TK4APHPM3-M4 geni ise liglincii mutasyon igin kalip DNA
olarak kullanildi. Tasarlanan primerler ve belirlenen sartlar altinda gerceklestirilen PCR

sonucunda beklenen ve istenilen biiyiikliikte bantlarin varligi gozlendi (Sekil 10).

6000 b
3000 b

(A) (B) (C)

Sekil 10. (A) M3F ve M3R, (B) M4F ve M4R ILE (C) M5F ve M5R
primerleri kullanilarak yapilan PCR’lar sonucunda elde edilen
iriinlerin %1°lik agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii. 1: PCR
ile cogaltilan mutant gen, M: 10 kb¢ DNA standardi

PCR sonucu elde edilen iiriinler, PCR saflastirma kiti kullanilarak saflastirildi. Kalip
olarak kullanilan vektorii ortamdan uzaklastirmak amaciyla, saflagtirilmis PCR {iriind,
Dpnl enzimi ile uygun sartlar altinda kesildi. Mutant vektor, CaCl, transformasyon metodu
ile E. coli DH5a konakg1 hiicresine aktarildi. Kanamisin ihtiva eden LB agar besiyerine
ekilerek, biiyiitiilen kolonilerden plazmid izolasyonu yapildi ve izole edilen plazmidler,
ilgili mutasyonlarin olup olmadigini aragtirmak igin sira analizi yapilmak iizere Macrogen
Inc.(Giiney Kore)’ye gonderildi. DNA ve ekspres edilen proteinlerin amino asit siralarinin

incelenmesi ile sirasiyla yapilan 3 mutasyon sonucunda TK4PHP’de PTE’lerin aktif
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bolgeyi orten loplart olan birinci, yedinci ve sekizinci loplarindaki, 3, 14 ve 9 amino asitlik

farkliliklar giderilmis oldu (Sekil 11).

TK4PHPM3-M4-M5 MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLONRKALLDLVVEDLKVEFLQYG 60

TK4PHPM3-M4 MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLON----LDLVVEDLKVFLQYG 56

TK4PHP MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLQN----LDLVVEDLKVFLQYG 56

TK4PHPM3 MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLQON----LDLVVEDLKVFLQYG 56
Kk kk kA kkkhk kA Ak kA h kA kk kA Ak kkhkkkkkkxk k&K dok kK ok kK Kk k kK ok kK ok

TK4PHPM3-M4-M5 GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHITIASTGCYKDPEFIPQEKINWDRDEFAKWMID 120

TK4PHPM3-M4 GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHIIASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 116
TK4PHP GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHITASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 116
TK4PHPM3 GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHIIASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 116

KA AR KA AR A AR AR A AR A AR A A A AR A AR A A A A AR AR AR A AR AR A AR A Ak A kA A Ak Ak kA Ak ko k%

TK4PHPM3-M4-M5 EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 180

TK4PHPM3-M4 EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSENEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 176
TK4PHP EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 176
TK4PHPM3 EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSENEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 176

KA R KA AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR AR A A AR AR AR A AR A A A AR A Ak A A A A Ak Ak hA Ak h k%

TK4PHPM3-M4-M5 QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENYRLEDNASASAL 240

TK4PHPM3-M4 QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENYRLEDNASASAL 236
TK4PHP QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENY----—-—————— 225
TK4PHPM3 QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENY-—-—-———————— 225

R R S b I b b b 2 b S Sb 2 I b e S SR I Sh b S db b Sb b I Sh I S Sh b Sh b b Sb 2b S Sb S db 2 4

TK4PHPM3-M4-M5 LGIRSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTRGESSYVTNIQOSHLLSRGGQGYSVVLRK 300

TK4PHPM3-M4 LGIRSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTRGESSYVTNIQSHLLSRGGQGYSVVLRK 296

TK4PHP -—-—-RSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTR-—-——---—-—-— OSHLLSRGGQGYSVVLRK 273

TK4PHPM3 -—-RSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTRGESSYVINIQOSHLLSRGGQOGYSVVLRK 282
koo kkkokk ok kokkkkokkkkokkkkokx ok kok kK Kok ok ok ok ok ok ok ok kok ok k koK koK

TK4PHPM3-M4-M5 FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 333

TK4PHPM3-M4 FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 329
TK4PHP FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 306
TK4PHPM3 FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 315

AkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhhkkhkhkhAkhkhkhhkhkdhkhrhkrxkhhrkhkkxk%

Sekil 11.TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4APHPM3-M4-M5 proteinlerinin
amino asit siralarinin karsilastirilmasi. Mutasyonla TK4PHP’nin Lop 8’ine ilave
edilen 9 amino asit yesil renkle, TK4PHPM3’iin Lop 7’sine ilave edilen 14
amino asit sar1 renkle, TK4APHPM3-M4’iin Lop 1’ine ilave edilen 4 amino asit
ise mavi ile gosterilmistir

3.3. Mutant Genlerin Ekspresyonu ve Proteinlerin Saflastiriimasi

Mutant genler (TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5) E. coli
BL21(DE3)pLysS konak¢i hiicresine aktarildi ve indiikleme isleminin ardindan ekspres
edilen mutant proteinler, N ucunda 6 tane histidin birimi igerdiginden dolay1, paramagnetik
nikel pargaciklari iceren “Magne His Protein Purification System (Promega)” kullanilarak

saflastirildi.
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3.4. Mutant Enzimlerin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.4.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein ekspresyonu ve saflastirma islemlerinin dogrulugu SDS- PAGE ile tespit
edildi. Bu amagla yaklasik 35 pg protein %12’lik SDS-PAGE jeline yiiklenerek

elektroforez yapildi ve elektroforez jeli Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyandi. Fazla

boyanin uzaklastirilmasiyla proteinlerin ekspresyonunun ve saflastirilma isleminin etkili

bir bi¢imde yapildigi ortaya konuldu (Sekil 12-14).

45 kDa

35 kDa

o~

B _sesdties e

Sekil 12. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M: Molekiiler agirlik

standartlari, 1:Indiikklenmemis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicre i¢i 0ziitli, 2:PHP genini iceren
IPTG ile 3 saat indiiklenmis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicre ic¢i 0ziitli, 3:Saf TK4PHP,
4:Mutant TK4PHPM3 genini iceren IPTG ile 3 saat
indiiklenmis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre
i¢i Oziitli, 5:Saf TK4APHPM3
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Sekil 13. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M:Molekiiler agirlik

standartlari, 1:indiiklenmemis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysS  hiicre i¢i  oOziitli, 2:Mutant
TK4PHPM3-M4 genini igeren IPTG ile 3 saat
indiiklenmis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicre i¢i 0ziitii, 3:Saf TKAPHPM3-M4

Sekil 14. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M:Molekiiler agirlik

standartlar;, 1:Indiiklenmemis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysS  hiicre i¢i  Oziitii, 2:Mutant
TK4PHPM3-M4-M5 genini igeren IPTG ile 3 saat
indiiklenmis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicre ici Oziiti, 3: Saf TK4PHPM3-M4-M5
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3.4.2.Enzim Aktivitesi Tayini

3.4.2.1. Genel PTE Substratlar ile Aktivite Tayini

TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in PTE aktivitesine sahip
olup olmadigimi belirlemek igin dncelikle genel PTE substratlari olan paraokson, paratiyon
ve malatiyon kullanilarak 2.3.3.’de belirtildigi gibi aktivite tayinleri gerceklestirildi, ancak

herhangi bir aktivite gézlenemedi.

3.4.2.2. Genel Esteraz Substratlar ile Aktivite Tayini

PTE substratlar1 varliginda herhangi bir aktivite gézlenemeyince, mutant enzimlerin
sahip oldugu esteraz aktivitesinde nasil bir degisimin meydana geldigini belirlemek
amaciyla p-nitrofenil asetat (oNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL)
ve p-nitrofenil palmitat (PNPP) substratlar ile aktivite tayinleri gergeklestirildi. Sonuglar
degerlendirildiginde, PTE’ye benzetilmek {lizere PHP’deki tiim eksikliklerin giderildigi
TK4PHPM3-M4-M5 i¢in en yiiksek aktivite TK4PHP’de oldugu gibi pNPA substrati
varliginda goriildii. Ayrica, TK4PHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitesinin, pPNPA ve pNPB
varliginda, TK4PHP ile karsilastinldiginda dikkate deger bir oranda degismedigi
belirlendi.

Tablo 12. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in ¢esitli
substratlar varliginda esteraz aktivitesi

Spesifik aktivite (U/mg protein)

Substrat TK4PHP TK4PHPM3 TK4PHPM3-M4 TK4PHPM3-M4-M5
pPNPA 0,423 0,616 0,453 0,468
pNPB 0,423 0,597 0,418 0,427
pNPL 0,004 0,005 0,014 0,012
pNPP 0 0 0,003 0,003
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Ancak TK4PHP’nin lop 8’indeki eksikligi gidermek igin yapilan ilk mutasyonla
olusturulan TK4PHPM3’iin pNPA ve pNPB substratlar1 varliginda aktivitesinde yaklasik
%50 artig gdzlendi (Tablo 12).

3.4.3. Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’ in esteraz
aktivitelerinin optimum pH degerlerini belirleyebilmek amaciyla farkli pH degerlerindeki
tamponlar kullanilarak enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen bu aktivite degerleri
kullanilarak pH-%Bagil Aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 15).

120
—=—TK4PHP
loo | —®TK4PHPMS3
TK4PHPM3-M4

——TK4PHPM3-M4-M5

Bagil Aktivite (%)
(=)
[a=]

40
20 -
0 m T T T T
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10,0
pH

Sekil 15. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 ’in
esteraz aktiviteleri tizerine pH nin etkisi

Elde edilen pH-%Bagil Aktivite grafiginden rekombinant TK4PHP’de 8,0 olan
optimum pH’nin mutant TK4PHPM3’de 8,5’¢ kaydig1 goriildi. TK4PHPM3-M4 ve
TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimlerinde ise optimum pH degerinin, TK4PHP’deki gibi
yine 8,0 oldugu tespit edildi.
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3.4.4. Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 aktivitesinin
optimum sicaklik degerleri, 10 °C’lik artiglarla 10-90 °C arasinda aktivite tayinleri
yapilarak belirlendi (Sekil 16).

100 -

Bagil Aktivite (%)
(=)
[a=]

40 —m— TK4PHP
—e— TK4PHPM3
20 1 TK4PHPM3-M4
—— TK4PHPM3-M4-M5
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 16. TK4PHP, TKAPHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in
esteraz aktiviteleri tizerine sicakligin etkisi

Elde edilen sonuglar grafige gecirildiginde rekombinant TK4PHP enzimi i¢in 50 °C
olan optimum sicakligin TK4PHPM3 i¢in 60 °C oldugu tespit edildi. TKAPHPM3-M4 ve
TK4PHPM3-M4-MS5 mutant enzimlerinde ise optimum sicaklik degerinin, TK4PHP’de
oldugu gibi yine 50 °C oldugu belirlendi.

3.4.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimlerin esteraz aktivitelerinin protein miktarina bagimliligini incelemek amaciyla
reaksiyon karigiminda, ayr1 ayr1 1-100 pg/mL arasindaki degerlerde son konsantrasyonda
protein icerecek sekilde enzim cozeltileri kullanilarak aktivite tayinleri yapildi ve protein

konsantrasyonuna kars1 aktivite degerleri grafige gegcirildi. Sekil 17°den de gorildiigii gibi
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rekombinant TK4PHP ve TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4,TK4PHPM3-M4-M5 mutant

enzimleri i¢in optimum protein konsantrasyonu 25 pg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 17. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in
esteraz aktiviteleri lizerine protein konsantrasyonunun etkisi

3.4.6. Baz1 Kinetik Parametrelerin incelenmesi

Rekombinanat ve mutant PHP enzimleri i¢in Ky, Ve Viax degerlerini belirleyebilmek
amaciyla 5-800 pM son konsantrasyonda PNPA igeren etanol:tampon karigimlari
hazirlanarak, sabit protein konsantrasyonunda ve optimum sartlar altinda gergeklestirilen
aktivite tayinleri sonrasinda Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 18). Bu garfikler
kullanilarak rekombinant TK4PHP ve diger mutant enzimler i¢in hesaplanan Ky ve Vimax
degerleri Tablo 13’te gosterilmistir. Buna gore yapilan mutasyonlara bagli olarak hem Kp,

hem de Vinax degeri TK4PHPM3’te artmis ancak diger mutant enzimlerde azalmistir.
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Sekil 18. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TKAPHPM3-M4-M5
i¢in Lineweaver-Burk grafikleri
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Sekil 18’in devamu
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Tablo 13. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’e ait kinetik

degerler
TKAPHP | TK4PHPM3 | TK4APHPM3-M4 | TK4PHPM3-M4-M5
K (mM) 1,27 1,43 0,59 0,46
Vmax (U/mg protein) 7,59 14,53 3,34 4,04

3.4.7. Enzimlerin pH Kararhhklarinin incelenmesi

Rekombinanat ve mutant enzimlerin pH kararliligini incelemek amaciyla, saf enzim
cozeltileri 2.3.8.’de belirtildigi gibi pH 3,0-9,0 tamponlari igerisinde, 4 °C’de 1, 2 ve 7 giin
boyunca inkiibe edildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi.
Ayni sekilde hazirlanmig fakat inkiibe edilmemis enzim:tampon karisimlarinin optimum
sartlar altinda aktiviteleri bakilarak bu degerler %100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden
faydalanarak inkiibe edilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandi. Daha sonra

inkiibasyon pH’sina kars1 %kalan aktiviteler grafige ge¢irildi (Sekil 18).




Kalan Aktivite (%)

Kalan Aktivite (%)

Kalan Aktivite (%)

Sekil 19. TK4PHP, TKAPHPMS3, TK4PHPM3-M4 ve TK4APHPM3-M4-

54

120
N — — S — R
100 & r——
80 ~
60 -
—o—1.glin
40 - ——2 giin
TK4PHP 7.glin
20 T T T T T T T
2,0 3.0 4,0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Inkiibasyon pH's1
120
"-—-__.__': “z--r“. - 75 __d--"\.=-"
100 - |
80 ~
60 -
——1.glin
40 - -2 giin
TK4PHPM3 7 giin
20 T T T T T T T
2,0 3.0 4,0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Inkiibasyon pH's1
S = e
80 ~
60
—4—1. giin
40 - —-2. giin
TK4PHPM3-M4 7. gin
20 T T T T T T T
2,0 3.0 4,0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0

Inkiibasyon pH's1

M35 i¢in pH kararliliklarin incelenmesi




55

Sekil 19°un devami
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Sekil 19’dan da goriildiigii gibi 4 °C’de 7 giin inkiibasyon sonunda TK4PHPM3’iin
pH kararlilig1 %10 civarinda bir artig gostermektedir. Yapilan ikinci mutasyon sonucu elde
edilen TK4PHPM3-M4’iin pH kararliginda yaklagik %10-15 oraninda bir azalma olsa da
TK4PHPM3-M4-M5’in 7 giin sonunda aktivitesinin tamamina yakinimni korudugu
tespitedilmistir.

3.4.8. Enzimlerin Isil Kararhhklarmin incelenmesi

TK4PHP, TK4PHPMS3, TK4APHPM3-M4 ve TK4APHPM3-M4-M5’in 1s1l kararliligini
incelemek amaciyla, saf enzim ¢ozeltileri 2.3.9.’da belirtildigi gibi inkiibe edildikten sonra
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Is1 ile hi¢ muamele edilmemis
enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilerek, inkiibasyona maruz birakilan enzimlerin
%kalan aktiviteleri hesaplandi ve grafige gecirildi. Sekil 20°den de gorildigi gibi
TK4PHP’ye mutasyon yapilmasi ile elde edilen TK4PHPM3’te orijinal enzimle
karsilastirildiginda 1s1l kararlilik agisindan ¢ok fazla bir degisim olmamistir. TK4PHPM3-
M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in ise rekombinant enzimle karsilastirildiginda 1s1l kararlilik

acisindan 7. giiniin sonunda aktivitelerini daha iyi korudugu goriilmiistiir.
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Sekil 20. TK4PHP, TK4PHPMS3, TK4PHPM3-M4 ve TK4APHPM3-M4-MS5 i¢in
1s1l kararhiliklarin incelenmesi
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Sekil 20°nin devami
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3.4.9. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarinin Etkisi

Enzimlerin esteraz aktiviteleri lizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek
amac1 ile Na*, Li", Mgz+, Mn2+, Zn2+, Ca2+, Co** ve Cu? iyonlarinin kloriir tuzlariin
reaksiyon karisimindaki nihai konsantrasyonlar1 1 mM ve 5 mM olacak sekilde optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu i¢cermeyen karigimin aktivitesi %100
olarak kabul edilip metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesaplandi
(Tablo 14-17).

Tablo 14 ve 15 incelendiginde ilk mutasyon sonucunda TK4PHPM3 esteraz
aktivitesinde, Ca®* ve Co?* varliginda 6nemli bir degisiklik olmadigi goriilmektedir.
TK4PHP 1 mM ve 5 mM Cu? varliginda sirasiyla %13 ve %100 inhibe olurken, ayni
sartlar altinda TK4PHPM3, %7 ve %53 inhibe olmaktadir. Diger metal iyonlar1 varliginda
ise TK4APHPM3’te aktiviteler TK4PHP’ye gore az da olsa diismektedir. TK4PHPM3-M4
ve TKAPHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitelerinde ise TK4PHP’e gore onemli bir degisim

gbzlenmemistir.
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Tablo 14. TK4PHP’ nin esteraz aktivitesi tizerine bazi metal iyonlariin etkisi

Kalan aktivite (%)

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon
Yok 100 100
Na* 98 88
Li* 98 99
Mg** 98 96
Mn** 97 99
Zn** 97 102
o 98 99
Co** 98 95
cu** 87 0

Tablo 15. TK4APHPM3’iin esteraz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Kalan aktivite (%)

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon
Yok 100 100
Na"* 90 92
Li* 82 85
Mg** 92 91
Mn?* 90 81
Zn** 87 90
Ca** 96 98
Co™ 94 97
cu* 93 47
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Tablo 16. TK4APHPM3-M4’{in esteraz aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Kalan aktivite (%)

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon
Yok 100 100
Na"* 92 93
Li* 92 93
Mg** 93 96
Mn** 92 95
Zn** 91 96
ca”™* 100 97
Co™* 95 101
cu** 100 101

Tablo 17. TK4APHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin

etkisi
Kalan aktivite (%)

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon
Yok 100 100
Na"* 92 78
Li* 94 90
Mg** 98 92
Mn?* 99 98
zZn** 99 98
Ca** 98 95
Co™ 96 95
cu* 72 31
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3.4.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Organik Céziiciilerin Etkisi

Aktiviteler lizerine baz1 organik ¢oziiciilerin etkisini incelemek amaci ile, reaksiyon
karisimlarima nihai konsantrasyonlart %10 ve %30 olacak sekilde metanol, etanol,
izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Coziicii igermeyen karigimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip %kalan
aktiviteler hesaplandi (Tablo 18-21).

Tablo 19’dan da goriildiigii gibi %10 nihai konsantrasyonda 6zellikle asetonitril ve
aseton varliginda TK4PHPM3 mutant enzimin aktivitesinde orijinal enzime gore azalmalar
meydana gelmistir. %30 nihai konsantrasyonda ise metanol ve DMSO hari¢ diger
¢oziicliler durumunda TK4PHPM3, TK4PHP’den daha yiiksek aktivitelere sahip olmustur.
TK4PHPM3-M4 durumunda 6nemli bir degisim gozlenmezken, TK4PHPM3-M4-M5’in
esteraz aktivitesinde %30 nihai konsantrasyonda, asetonitril ve DMSO varliginda
TK4PHPM3 e kiyasla artis tespit edilmistir.

Tablo 18. TK4PHP’nin esteraz aktivitesi iizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkisi

Kalan aktivite (%)
Organik ¢oziicli %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon

Yok 100 100
Metanol 101 84
Etanol 101 59
Izopropanol 101 47
Asetonitril 100 25
Aseton 100 39
DMSO 100 85
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Tablo 19. TK4PHPM3iin esteraz aktivitesi iizerine bazi organik ¢6ziiciilerin etkisi

Kalan aktivite (%)
Organik ¢oziicii %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon

Yok 100 100
Metanol 101 72
Etanol 102 80
Izopropanol 96 86
Asetonitril 93 57
Aseton 81 76
DMSO 100 65

Tablo 20. TK4APHPM3-M4’iin esteraz aktivitesi iizerine bazi organik ¢oziiciilerin

etkisi
Kalan aktivite (%)
Organik ¢oziicii %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon

Yok 100 100
Metanol 99 94
Etanol 99 62
[zopropanol 99 52
Asetonitril 99 25
Aseton 99 49
DMSO 99 71
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Tablo 21. TKAPHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitesi lizerine bazi organik ¢oziiciilerin

etkisi
Kalan aktivite (%)
Organik ¢oziicii %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon
Yok 100 100
Metanol 100 80
Etanol 99 85
Izopropanol 98 89
Asetonitril 95 71
Aseton 90 78
DMSO 100 81




4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yiiksek optimum sicaklik ve pH degerleri ile organik ¢0ziictilerdeki
kararliliklarindan dolay:1 termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalardan elde edilen
enzimler bir¢ok biyoteknolojik uygulama alanina sahiptirler (Herbert,1992; Schmid ve
Verger, 1998). Ayrica son yillarda yapilan mutasyon c¢alismalariyla birlikte enzimlere,
organik c¢oziiciilere karsi, ekstrem sicakliklar ve pH’lar gibi farkli sartlar altinda kararlilik
ve performans kazandirabilmek veya enzimlerin, substrat 6zgiinliiklerini degistirebilmek
amaciyla, yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin gelistirilmesini saglamak miimkiin hale
gelmistir (Tao ve Cornish, 2002).Tez kapsaminda c¢alisilan fosfotriesteraz homolog
proteini (PHP) nin varlig1 ¢cok az sayida mikroorganizmada bildirilmistir. Ayrica, farkl
organizmalardan PHP kodlayan genlerin klonlanmas1 ve ekspres edilip ayrintili
biyokimyasal karakterizasyonunun yapildigi caligmalarin sayisi da yok denecek kadar
azdir.

Yapilan bu c¢alismada, pET-28a(+) vektoriine klonlanmis olan Geobacillus
caldoxylosilyticus (G. caldoxylosilyticus) TK4 PHP geni {izerinde bolge spesifik
mutasyonlar yapilmis, elde edilen mutant genler uygun bir konake¢i hiicrede ekspres
edilmis, mutant proteinler, protein saflastirma kiti kullanilarak saflagtirilmis ve enzimler
biyokimyasal olarak ayrintil1 bir sekilde karakterize edilmistir.

Literatiir bilgileri degerlendirildiginde PHP’lerin, PTE’lere aktif bolge ve ii¢ boyutlu
yap1 acisindan oldukga fazla benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Ancak, birinci, yedinci ve
sekizinci Slo birimlerini 6rten 3 aktif bolge lopu (lop 1, lop 7, lop 8) E. coli PHP’sinde
oldugu gibi TK4PHP’de de PTE’den daha kisadir (Buchbinder vd., 1998; Afriat vd., 2006;
Yildirim vd., 2009). Bu veriler géz oniine alindiginda ilk olarak, substrat baglanma
birimleri olan Phe306 ve Tyr309’u iceren lop 8’deki 9 amino asitlik s6z konusu kisaligt
giderecek bir mutasyon yapildi. Elde edilen mutant enzim (TK4PHPM3) biyokimyasal
olarak karakterize edildiginde herhangi bir PTE aktivitesine sahip olmadigi goriildii ve bu
nedenle bundan sonraki calismalarda diger eksikliklerin goriildigi lop 7 ve lop 1’deki
farkliliklar1 giderecek mutasyonlar gergeklestirildi. Bu mutasyonlar sonucunda da sirasiyla
TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimleri elde edildi. Saf mutant
proteinler kullanilarak yapilan aktivite tayini ¢alismalarinda, dncelikle mutant enzimlerin

PTE aktivitesine sahip olup olmadigini belirlemek i¢in genel PTE substratlart olan
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paraokson, paratiyon ve malatiyon kullanildi ancak herhangi bir aktivite elde edilemedi.
Buradan mutant enzimlerin PTE substratlarini hidrolizleme yetenegine sahip olmadiklari
sonucuna varildi. Deinococcus radiodurans ekstremofilinden klonlanan organofosfat
parcalayan bir enzimin, diisiik PTE aktivitesini artirmak i¢in lop 7 ve lop 8’deki farkliliklar
giderilmis, aktivitede herhangi bir iyilesme elde edilememistir. Eksik olan biitiin loplar
tamamlandiginda ise ¢Oziinlir olmayan bir protein iiretilmistir ve bu nedenle enzimin
aktivitesi tayin edilememistir (Xiang vd., 2009). Bunun yaninda, ePHP’de, Thr210Ala ve
Thr245Ala mutasyonlar1 ile yaban tipte bulunmayan fakat ¢ok diisiik bir paraoksonaz
aktivitesi elde edilmistir. Thr210Ala mutasyonu aktif bolgeyi olusturan lop 7°de meydana
gelirken, Thr245Ala mutasyonu ise lop 8 iizerinde bulunmaktadir (Roodveldt ve Tawfik,
2005).

PTE substratlar1 varliginda aktivite elde edilemediginden, rekombinant TK4PHP
enziminin sahip oldugu esteraz aktivitesinde nasil bir degisimin meydana geldigini
belirleyebilmek amaciyla p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB),
p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil palmitat (ONPP) substratlari ile esteraz aktivitesi
tayinleri gergeklestirildi. Saflastirilan mutant enzimlerde, esteraz aktivitesi en fazla pNPA
ve pNPB varliginda gozlenmis olup, ayrintili karakterizasyon ¢alismalart pNPA substrati
varhiginda gerceklestirilmistir (Tablo 12). Bacillus subtilisDR8806, Pelagibacterium
halotolerans B2" ve Mycobacterium tuberculosis esterazlarmin da en yiiksek aktiviteye
PNPA varliginda sahip olduklar1 belirtilmistir (Asoodeh ve Ghanbari, 2012; Wei vd., 2013;
Chen vd., 2014).

Rekombinant TK4PHP ve mutant TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-
M4-M5’in aktivitesinin pPNPA substrati kullanilarak pH’ya bagimliligi incelendiginde
optimum pH degerlerinin TK4PHP, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 i¢in 8,0,
TK4PHPM3 igin ise 8,5 oldugu gozlendi (Sekil 14). pH 8,0-8,5 arasindaki optimum pH
degerleri birgok esteraz igin benzerdir. Ornegin, pNPA varliginda Brevibacterium sp. R312
esteraz 4a’st (Lambrechts vd.,1995) ve pNPB varliginda 1s1l kararli Geobacillus
thermodenitrificans T2 esterazi (Yang vd.,2012) i¢in optimum pH degeri 8,0 olarak
belirlenirken, bir tavuk hiicresi esterazinda optimum aktivite pH 8,5’de gorlilmiistiir
(Fendri vd., 2012). Geobacillus thermoleovorans YN’den klonlanan rekombinant EstB ve
EstC i¢in de optimum pH sirasiyla 8,0-9,0 olaraktespit edilmistir (Soliman ve Gaballa,
2013). Ayrica Bacillus cereus AGP-03 esterazinin da pNPB varliginda optimum pH’s1 8,5
olarak belirtilmistir (Ghati ve Paul, 2014).
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TK4PHP, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in optimum sicaklik degerleri
PNPA varliginda 50 °C olarak tespit edildi ve 80 °C’ye kadar aktivitelerinin %60’tan
fazlasin1 koruduklar1 goriildii. Lop 8’deki farkliligin giderilmesi ile elde edilen mutant
TK4PHPM3’iin optimum sicakligi, TK4PHP enzimine oranla 10 °C artt1 ve 60 °C olarak
tespit edildi. Ayrica enzimin, 50 ve 70 °C’lerde optimum aktivitesinin yaklasik %90’1na
sahip oldugu belirlendi (Sekil 15). Picrophilus torridus’dan klonlanan EstB ve Bacillus
cereus AGP-03 esterazlarinin optimum sicakliginin 55 °C (Hess vd.,2008; Ghati ve Paul,
2015), Pyrococcus furiosus, G. thermodenitrificans T2 ve Thermomyces lanuginosus
esterazlarinin ise 60 °C (Almeidavd., 2006; Yang vd., 2012; Li vd, 2014) oldugu
belirlenmistir. Ayrica Aspergillus fumigatus’den klonlanan bir esteraz iizerinde yapilan
Alal34Thr-Vall60Thr bolge spesifik mutasyonlari ile optimum sicakligin, rekombinant
enzime gore 5 °C artarak 45 °C oldugu tespit edilmistir (Zhang vd., 2014).

Rekombinant ve mutant PHP’lerin esteraz aktivitesi {izerine protein
konsantrasyonunun etkisi 0,1 mM pNPA varliginda incelendiginde, optimum protein
konsantrasyonlarinin 25 pg/mL oldugu ve bu konsantrasyonun {izerinde protein
kullanildiginda aktivitede herhangi bir degisim olmadigi goriildii (Sekil 16). Literatiirde
PHP’lerin veya PHP mutantlarinin esteraz aktivitesi iizerine protein konsantrasyonun etkisi
hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

PHP’lerin esteraz aktivitesinin Ky, Ve Vyax degerlerinin belirlenebilmesi i¢in, sabit
protein konsantrasyonunda ve farkli substrat (ONPA substrati i¢in) konsantrasyonlarinda
aktivite tayinleri yapildi. Lineweaver-Burk egrisinden (Sekil 17) Ky Ve Vimax degerleri sirasi
1leTK4PHP icin 1,27 mM ve 7,59 U/mg protein, TK4PHPM3 i¢in 1,43 mM ve 14,53 U/mg
protein, TK4APHPM3-M4 i¢in 0,59 mM ve 3,34 U/mg protein, TK4APHPM3-M4-MS5 i¢in
ise 0,46mM ve 4,04 U/mg protein olarak hesaplandi (Tablo 13). Buna goére yapilan ilk
mutasyonla birlikte enzimin V.« degeri, yaban tip enzime gore yaklagik 2 kat artarken,
yapilan son mutasyon sonucunda K., degerinde yaklasik 2,8 katlik bir azalma meydana
getirmistir. Ayn1 substrat varlhiginda, K, degerleri, G. thermoleovorans YN, B. subtilis
DR8806, B. megaterium ve S. solfataricus P1 esterazlari i¢in sirasiyla 6,74; 4,2; 317,5 ve
24,0 mM olarak bildirilmistir (Soliman vd., 2007; Asoodeh ve Ghanbari, 2012; Zheng vd.
2015; Nam vd. 2013).

Biyoteknolojik acidan Onemli substratlar lizerinde etki eden birgok endiistriyel
enzimin Ky, degerinin 0,01 mM ile 100 mM arasinda oldugu bildirilmistir (Fullbrook,
1996). Bu nedenle, G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde bolge spesifik mutasyonlar
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yapilarak elde edilen mutant enzimlerin bu ydniiyle diger esterazlar gibi endiistriyel
alanlarda kullanilabilecegi goriilmektedir.

Rekombinant ve mutant PHP’lerin pH kararliligi, saf enzimler, farkli pH’lardaki
tamponlar i¢inde 4 °C’de 1, 2 ve 7 giin boyunca inkiibasyona birakilarak incelendi. Bunun
sonucunda TK4PHPM3-M4 mutanti hari¢ diger enzimlerin aktivitelerini %90’dan fazla
korudugu (Sekil 18), hatta TK4PHPM3 aktivitesinde, biitiin pH’larda yaklasik %10
oraninda bir artig gosterdigi belirlendi. TKAPHPM3-M4 durumunda ise pH kararliliginda
yaklasik %10-150oraninda bir azalma tespit edildi. Dolayisiyla mutant TK4PHP’lerin genis
bir pH araliginda oldukg¢a kararlt oldugu sdylenebilir. Aydin’in Alangiillii Kaplicasi’ndan
izole edilen termofilik bir bakteri olan Bacillus sp. 4’den elde edilip, kismen saflagtirilan
esterazin oda sicakliginda farkli pH’lardaki tamponlarda bekletildiginde, pH 4,0, 6,0, 8,0
ve 10,0’da 10 saat inkiibasyonsonunda aktivitesini sirasiyla %82, %98, %84 ve %45
oraninda korudugu tespit edilmistir. Ayn1 enzim, pH 6,0’da 24 ve 30 saat bekletildiginde
aktivitede hizli bir azalma oldugu belirlenmistir (Ateslier ve Metin, 2006). Bununla birlikte
Rhodococcus sp. LKE-028’den saflastirilan bir esterazin aktivitesinin pH 6,0-11,0
araliginda %50’sinden fazlasin1 korudugu bildirilmistir (Kumar vd., 2012). Ayrica
Pseudomonas mandelii’den izole edilen bir esterazin Trp208Tyr mutasyonuyla 40 °C’deki
1s1l kararliliginin 13 kat ve mutant Aspergillus fumigatus esterazinin ise 45 °C’de 30 dakika
inkiibasyon sonrasi kararliliginin %20-40 arasi arttig1 tespit edilmistir (Boyineni vd., 2014;
Zhang vd., 2014).

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin ve TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4,
TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimlerinin 1s1l kararliligi incelendiginde, 50-90 °C
arasindaki sicakliklarda inkiibe edilen enzimin aktivitelerinde 3 giin sonunda neredeyse hi¢
degisme olmadigr goriildii. 5 giin sonunda, 90 °C’de enzim aktivitelerinde yaklasik
%20’1ik bir azalma oldugu, 7 giin sonunda ise TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in
orijinal enzimle karsilastirildiginda 1s11 kararlilik acisindan aktivitelerini daha iyi korudugu
tespit edildi (Sekil 13). Dolayisiyla TK4PHP’de yapilan mutasyonlarin enzimin esteraz
aktivitesinin 1s1l kararlilig1 {izerinde oldukc¢a olumlu sonuglar dogurdugu séylenebilir. P.
furiosus esterazi, 75 °C’de 2 saat bekletildiginde aktivitesinin neredeyse tamamini
korumakta, 100 °C’de ise aktivitesini hemen kaybetmektedir(Almeida vd., 2006). Bacillus
sp. esterazi 65 °C’de 10 saat inkiibe edildiginde aktivitesini %50 oraninda kaybetmistir
(Ateslier ve Metin, 2006). P. torridus EstA ve EstB esterazlarinin 90 °C’de sirasiyla 21 ve

10 saat inkiibe edilmeleri sonucunda aktivitelerinin %50’sini kaybettikleri bildirilmistir
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(Hess vd., 2008). Bunlara ek olarak, tavuk hiicresinden elde edilen bir esteraz 50 °C’de 24
saat inkiibasyondan sonra aktivitesinin %75’ini korurken (Fendri,2012), rekombinant G.
thermodenitrificans T2 EstL5 esterazi (Yang vd., 2012), 12 saat 55 °C’de bekletildiginde
aktivitesinde herhangi bir kayip meydana gelmemistir. Sulfolobus solfataricus P1 esterazi
(Nam vd., 2013) 50 °C’de, 120 saat sonunda aktivitesini tamamen korurken, Thermomyces
lanuginosus esterazi 70 °C’de 60 dakika bekletildikten sonra aktivitesinin %47’sini
kaybetmistir (Li vd., 2014). Bu bilgiler 1s1ginda G. caldoxylosilyticus TK4 mutant
PHP’lerinin literatiirde simdiye kadar bildirilmemis olan oldukg¢a 1si1l kararli esteraz
aktivitelerine sahip olduklar1 sdylenebilir.

Birgok enzim, aktivite gosterebilmek i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyar. Metal iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklari bilesiklerde farkli
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu sebeple metal
iyonlari, proteinler karsisinda, farkli ligand o6zellikleri gdsterebilir ve proteinlerin farkli
bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucunda da enzim aktivitesini farkli sekilde
etkileyebilirler (Bock vd.,1999; Di Tusa vd., 2001). Rekombinant ve mutant PHP’lerin
esteraz aktivitesi tizerine Na*, Li", Mgz+, Mn2+, Zn2+, Ca2+, Co®* ve Cu?* iyonlarmin etkisi
1 mM ve 5 mM nihai konsantrasyonlarda olacak sekilde incelendi (Tablo 14-17). Mg?",
Mn%*, Co** ve Ca* varliginda mutant enzimlerin esteraz aktivitesinde dikkate deger bir
degisim gozlenmedi. TKAPHP 1 mM ve 5 mM cu® varliginda sirasiyla %13 ve %100
inhibe olurken, ayni sartlar altinda TK4PHPM3, %7 ve %53 inhibe olmaktadir. Dolayisiyla
bu mutasyonla birlikte Cu?* iyonu varliginda inhibisyonun azaldigi gériilmektedir. Buna
benzer sonuglar Na® ile P. torridus EstA ve EstB esterazlarinda (Hess vd., 2008) ve
B. subtilis (RRL 1789) esterazinda (Kaiser vd., 2006) elde edilmistir. P. torridus EStA ve
EstB esterazlarmm Co?* ve Cu®' iyonlart varhiginda (Hess vd., 2008), Ralstonia sp.
MZ1(Quyen vd., 2007) ve Rhodococcus sp.LKE-028 (Kumar vd., 2012) esterazlarinin ise
Zn?* varliginda inhibe oldugu bildirilmistir. Ayrica Bacillus subtilis DR8806 esterazinin da
Co?*, Cu®* ve Zn*" varliginda, Pseudomonas sp. TB11 esterazinin ise Ca** ve Mn*'
varliginda inhibe oldugu ortaya konulmustur (Asoodeh ve Ghanbari, 2012; Dong vd.,
2015).

Enzimlerin organik ¢oziiciiler ortaminda biyokatalizor olarak kullanimi, endiistride
potansiyel uygulama alanlarindan dolayi, birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir. Bu
calismada da rekombinant ve mutant PHP’lerin esteraz aktiviteleri iizerine metanol, etanol,

izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO’nun etkisi incelenmistir ~ (Tablo 18-21). Buna
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gore, %10 nihai konsantrasyonda ozellikle asetonitril ve aseton varliginda TK4PHPM3
mutant enzimin aktivitesinde orijinal enzime gore %20 oraninda bir azalma meydana
gelmistir. %30 nihai konsantrasyonda ise metanol ve DMSO hari¢ diger ¢oziiciiler
durumunda TK4PHPM3, TK4PHP’den daha yiiksek aktivitelere sahip olmustur.
TK4PHPM3-M4 durumda onemli bir degisim gozlenmezken, TK4PHPM3-M4-M5’in
esteraz aktivitesinde %30 nihai konsantrasyonda, asetonitril ve DMSO varliginda
TK4PHPM3’e kiyasla artis tespit edilmistir. DMSO’da %10 nihai konsantrasyonda
gbzlenen aktivite korunumu, Rhodococcus sp. LKE-028 esterazinda da 10 giinlik
inkiibasyonun ardindan goriilmiistiir (Kumar vd., 2012). %30 nihai konsantrasyonda aseton
varliginda mutant PHP’ler %20-25 oraninda bir inhibisyona ugramislardir, tavuktan
saflastirilan bir esteraz ise bu durumda aktivitesini tamamen kaybetmistir (Fendri 2012).
Kim ve arkadaglarimin 2015°te yaptigr bir c¢alismada ise nihai %10 DMSO
konsantrasyonunda Bacillus gelatini KACC 12197 esterazinin aktivitesinde artis tespit
edilmistir.

Elde edilen biitiin bu veriler géz oniine alindiginda, G. caldoxylosilyticus TK4
PHP’sine yapilan 3 farkli bolge spesifik mutasyonla PTE’ler ile aralarindaki en biiyiik sira
farkliliklarinin giderildigi ancak yine de bu enzimlere PTE aktivitesinin kazandirilamadigi
tespit edilmistir. Bunlara ilaveten, mutant esteraz enzimlerinin TKA4PHP ile
karsilastirildiginda bazi metal iyonlarina ve organik ¢oziiciilere karsi daha direngli ve

bunun yaninda daha 1s1l ve pH Kararli olduklari belirlenmistir.



5. ONERILER

Endiistride enzim kullaniminin  giderek yayginlasmasi, farkli kaynaklardan
enzimlerin saflagtirilmasi ve karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir (Kolcuoglu,
2005). Ozellikle rekombinant DNA teknolojilerinin gelismesi ve farkli uygulama
alanlarinda kullanilabiliyor olmasi, enzimin 6zelliklerinin iyilestirilmesine veya ¢ok daha
uygun sartlarda liretilmesine imkan saglamaktadir.

Fosfotriesteraz  homolog  proteinlerin  (PHP’lerin) 3  boyutlu  yapilan
fosfotriesterazlarla (PTE’lerle) iist tiste cakistirildiginda bir takim yapisal farkliliklarin
bulundugu, bunlardan o6zellikle aktif bolgeyi olusturan lop 1, lop 7 ve lop 8’deki
eksikliklerin giderilmesinin PHP’ye PTE aktivitesi kazandirlmasi agisindan 6nemli oldugu
daha once de belirtilmistir. Bu nedenle, TK4PHP’ye PTE aktivitesi kazandirmak amaciyla
sOzii gecen eksikliklerin giderildigi bolge spesifik mutasyonlar yapilmig ancak hedeflenen
PTE aktivitesi gozlenememistir. Bu durumda, 6ncelikle, PHP ve PTE kodlayan genlerin
primer siralarimin  ¢akistirilmasiyla aktif bolge loplarinda gozlenen farkliliklarin
giderilebilecegi birgok rastgele nokta mutasyon gerceklestirilip, ekspres edilen enzimin
aktivitesi iizerine ne sekilde etki ettigi incelenebilir. Bunun yaninda, dogrudan aktif bolge
loplariyla ilgili olmayan ancak mutasyonla birlikte proteinin primer ve bundan dolay1 da
tersiyer yapisinda degisiklik meydana getirebilecek boylelikle enzimin aktif bdlgesinin
yapisini ve/veya substratina olan ilgisini degistirebilen bazi rastgele mutasyonlar da
yapilabilir. Ornegin, literatiirde rastlanmamakla birlikte, PDPTE’de olup PHP’lerde
bulunmayan proteinin N- ucundaki yaklasik 40 amino asittten olusan eksiklik giderilebilir
ve bu mutasyonun enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenebilir. Yine farkl: bir 6rnek olarak,
PTE’nin primer yapisinda 169. pozisyonda bulunan ve tam olarak korunmamis olan lisinin
PHP’lerde bu pozisyonda bir glutamat birimi bulunmasi nedeniyle bu degisikligi
giderebilecek bir nokta mutasyon yapilabilir ve s6z konusu mutasyonun da enzim aktivitesi
tizerine etkisi incelenebilir. PHP’lere PTE aktivitesi kazandirilmasina yonelik yapilan
mutasyon calismalarinin sayis1 olduk¢a az olmakla birlikte yukarida bahsedilen
mutasyonlarin diginda yapisal farkliliklar1 ortadan kaldirabilecek rastgele veya molekiiler
modelleme c¢aligmalariyla belirlenecek bir¢cok mutasyon yapilip, bunlarin proteinin PTE

aktivitesi lizerine nasil bir etkide bulundugu incelenebilir ki, bugiin literatiirde gézlenen de
budur.
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Mutant enzimler, giiglii bir promotorun altinda histidin kuyrugu ile ekspres
edilmistir. Histidin kuyrugu enzimin saflagtirllmasini kolaylastirmasina ragmen, enzim
aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu nedenle, enzimin histidin kuyrugu
icermeyecek sekilde ekpres edilmesi ve sonrasinda karakterizasyon ¢alismalar: ile enzimin
spesifik aktivitesinin, Vmax Ve Ky degerlerinin, pH ve 1sil kararliliginin  yeniden
belirlenmesi ¢alisilabilir. Ayrica literatiirde kromatografik yontemlerle saflagtirilan
rekombinant enzimlerin varhigi goriillmektedir (Bajaj vd., 2015). Bu nedenle daha ileri bir
calismada nikel kolonu ile tek basamakta saflastirilarak elde edilen mutant enzimin
katalitik etkinligi ve ozellikleri, polihistidin kuyrugu icermeyen mutant enzimle veya G.
caldoxylosilyticus TK4 susundan kromatografik yollarla elde edilen PHP ile

Karsilastirilabilir.
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