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TÜBİTAK, 109T985 nolu proje kapsamında gerçekleştirilen bu çalışmada, pET-28a(+) vektörüne 

klonlanmış olan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 fosfotriesteraz homolog protein geni 

(TK4PHP) üzerinde bölge spesifik mutasyonlar yapıldı. Elde edilen mutant genler Escherichia coli 

(E. coli) BL21(DE3)pLysS konakçı hücresinde ekspres edilip, saflaştırıldı. Protein ekspresyonu ve 

saflaştırma işlemi, SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapılarak doğrulandı. Aktivite tayini 

çalışmalarında genel fosfotriesteraz (PTE) substratlarından paraokson, paratiyon ve malatiyon 

varlığında herhangi bir aktivite elde edilemezken, denenen esteraz substratları içinde en yüksek 

aktivite p-nitrofenil asetat (pNPA) varlığında gözlendi. TK4PHP rekombinant enzimi, 

TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 mutat enzimleri için optimum pH 8,0 olarak bulunurken, 

TK4PHPM3 mutantı için bu değer 8,5 olarak belirlendi. Optimum sıcaklık değerlerinin TK4PHP, 

TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 için 50 °C, TK4PHPM3 için ise 60 °C olduğu görüldü. 

Km ve Vmax değerleri sırasıyla TK4PHP için 1,27 mM ve 7,59 U/mg protein, TK4PHPM3 için 1,43 

mM ve 14,53 U/mg protein, TK4PHPM3-M4 için 0,59 mM ve 3,34 U/mg protein, TK4PHPM3-

M4-M5 için ise 0,46 mM ve 4,04 U/mg protein olarak hesaplandı. Rekombinant ve mutant 

PHP’lerin 4 °C’de, pH 3,0-9,0 aralığındaki tamponlarda ayrı ayrı 7 gün inkübe edilmesiyle, 

aktivitelerini büyük oranda koruduğu gözlendi. Mutant TK4PHPM3-M4-M5 enziminin, 90 °C’de 7 

gün inkübasyon sonunda aktivitesini %75 oranında koruduğu belirlendi. Bu sonuçlar, 

TK4PHP’sine yapılan mutasyonlarla birlikte, oldukça pH ve ısıl kararlı yeni mutant PHP’lerin 

endüstriyel uygulamalar için önemli potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Geobacillus caldoxylosilyticus TK4, Termofilik, Fosfotriesteraz Homolog  
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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. Km and Vmax 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 TK4PHPM3-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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TIM  : Triozfosfat izomeraz 

Tris  : Tris(hidroksimetil)aminometan 

Tyr  : Tirosin 

U  : Enzim ünitesi 

v/v   : Hacim/hacim 

Val  : Valin 

Vmax  : Maksimum hız 

w/v  : Ağırlık/hacim 

μg  : Mikrogram 

μL  : Mikrolitre 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Önemli bir biyomolekül sınıfı olan enzimler, canlı hücrelerde gerçekleşen metabolik 

reaksiyonların çoğunun hızını arttıran veya düzenleyen, genellikle protein yapısındaki 

biyolojik katalizörlerdir. Biyolojik sistemlerde olduğu kadar endüstriyel uygulamalar 

içinde önemli özelliklere sahip olan enzimler, organik kimyada kullanılan metotlar ile 

gerçekleştirilmesi çok güç olan birçok reaksiyonun uygun ve spesifik bir biçimde 

kolaylıkla gerçekleşmesini sağlaması açısından, canlı hücrelerden izole edilerek çeşitli 

amaçlar için yaygın olarak kullanılmaktadır. Enzimatik işlemlerin, geleneksel işlemlere 

oranla daha az miktarda atık oluşturarak daha az çevre kirliliğine yol açması, ılımlı ve 

ekonomik şartlarda gerçekleştirilebilmesi enzim kullanımını daha cazip hale getirmektedir 

(Gümüşel, 2002). Enzimler, yeterli koşullar sağlandığında, dış ortamlarda da etkilerini 

gösterebildiklerinden dolayı gıda, tekstil, kozmetik ve diğer birçok alan için vazgeçilmez 

olmuşlardır. Geçen birkaç nesil boyunca, bilim, enzimlerin sırrını çözmüş ve enzimleri 

farklı uygulama alanlarında daha faydalı bir şekilde kullanmak için geliştirmiştir (Sökmen, 

2005).  

Biyoteknolojinin endüstriyel enzimler ile ilgili alanında enzim teknolojisinin giderek 

gelişmesi, ürünlerin kullanım alanlarının çeşitliliği ve ekonomik değerlerinin çok yüksek 

olması, bu konuda yapılan araştırmaların daha da önem kazanmasına neden olmaktadır. 

Son yıllarda stratejik alan şeklinde değerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden 

yararlanılarak enzim üretimi büyük boyutlara ulaşmış ve kullanımı giderek yaygınlaşmıştır 

(Gessesse, 1998). Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarının 

yapay olarak gerçekleştirilmesi esasına dayanan ve arzu edilen herhangi bir gen ya da 

ürünün çoğaltılmasını mümkün kılan bir yöntemdir. Moleküler genetik araştırma 

tekniklerinin gelişmesi, araştırmacılara farklı kaynaklardan gelen DNA moleküllerinin in 

vitro’da birleştirilebilme olanağı sağlamıştır. Canlı hücrelerinde genetik materyalin 

değişikliğe uğraması ve istenilen karakterlerin kendiliğinden ortaya çıkması son derece 

yavaş bir biçimde gerçekleşmektedir. Bu teknoloji, gereksinim duyulan genetik 

değişikliğin olması gerektiği yerde ve hızlı bir şekilde meydana gelmesine olanak 

sağlamakta olup, istenilen değişikliğin yanı sıra istenmeyen veya zararlı kombinasyonların 
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ortaya çıkmasını engellemektedir (Ekinci vd., 2005). 

Yüksek sıcaklıklarda gerçekleştirilen biyoteknolojik işlemler pek çok fayda 

sağlamaktadır. Sıcaklığın arttırılması organik bileşiklerin çözünürlüğünü ve biyolojik 

olarak kullanılabilme kapasitesini arttırması açısından önemli etkilere sahiptir. Sıcaklığın 

artması, viskozitenin düşmesini ve organik bileşiklerin difüzyon katsayısının artmasını da 

beraberinde getirmektedir. Sonuç olarak küçük alanlarda yüksek reaksiyon hızı 

gerçekleştirilmektedir (Niehaus ve ark., 1999). Bu noktada ısıya dayanıklı 

mikroorganizmalardan elde edilen enzimler büyük ilgi çekmektedir. Endüstriyel 

uygulamalarda kullanılan enzimlerin kaynağı olan mikroorganizmalar; 

(1) Hücre yüzey alanının hücre hacmine oranı yüksek olduğundan, besinleri hızla hücre 

içine alabilir, böylece hızlı üreyebilir ve kısa sürede bol miktarda ürün oluşturabilirler, 

(2) Biyokimyasal aktiviteleri bakımından müthiş bir çeşitlilik gösterir, dolayısı ile çok 

çeşitli ürünlerin elde edilmesinde kullanılabilirler, 

(3) Farklı çevresel ortamlara kolaylıkla uyum gösterebildiklerinden rahatlıkla laboratuvar 

ortamında ucuz besin maddeleri kullanılarak üretilebilirler, 

(4) Genellikle biyosentezle aktif formda bileşikler oluştururlar, 

(5) ve bu mikroorganizmaların hücreleri ya da genleri manipüle edilerek daha fazla ürün 

vermelerini sağlamak, ürün yapı ve aktivitelerini değiştirmek, hatta yeni ürünler 

sentezlemelerini sağlamak mümkündür (Özcengiz, G., 2002). 

Özellikle endüstriyel uygulamalarda, yüksek sıcaklıklarda aktif olarak çalışabilen 

enzimler, mezofilik ve psikrofilik enzimlere göre büyük avantajlara sahiptirler. 

Termofillerden elde edilen ısıl kararlı enzimler, kendi doğalarında var olan ısıl 

kararlılıkları ve bunun yanında pH değişikliklerine, denatüre edici kimyasallara, 

deterjanlara, organik çözücülere ve inhibitörlere karşı dayanıklı olmalarından dolayı 

oldukça fazla sayıda ticari uygulamada kullanılmaktadır (Liu vd., 2006). Ayrıca termofilik 

enzimler, mikroorganizmaların optimum büyüme sıcaklığından daha yüksek bir sıcaklıkta 

bile kararlı ve aktif olup, yüksek substrat konsantrasyonlarında iyi bir şekilde çalışırlar 

(Rhee vd., 2005). 

Son yıllarda, mutasyonlarla birlikte, enzimlere, organik çözücüler, ekstrem 

sıcaklıklar ve pH’lar gibi farklı şartlar altında kararlılık ve performans kazandırabilmek 

veya substrat özgünlüklerini değiştirebilmek amacıyla, yapısal ve fonksiyonel 

özelliklerinin geliştirilmesini sağlamak mümkün hale gelmiştir (Tao ve Cornish, 2002). 

Enzimlerin özelliklerinin değiştirilmesi amacıyla, bölge spesifik mutasyonlarla veya 
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yönlendirilmiş değişim teknikleriyle birçok çalışma yapılmaktadır. Yönlendirilmiş 

değişimde genler üzerinde rastgele mutasyonla ve/veya rekombinasyonla mutasyonlar 

yapılıp, bunu takiben istenilen özelliğin açığa çıkıp çıkmadığını incelemek için uygun 

seçim yöntemleri kullanılmaktadır (Nikolaos, 2005). Böylece, yaban tip proteinde 

bulunmayan özellikler proteine kazandırılabilmekte, özellikle aktif bölgede yapılan 

mutasyonlar yardımıyla, enzimlere, yeni substrat özgünlüğü kazandırılabilmekte ve 

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

 

1.2. Enzim Üretiminde Rekombinant DNA Teknolojisinin Avantajları 

 

Endüstride yaygın olarak kullanılan enzimler, uzun yıllardan beri bitkisel, hayvansal 

ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir. Ancak bu organizmalardan çoğunun 

gelişme hızları yavaş ve üretimleri oldukça az olup, çeşitli faktörlere bağlı olarak 

değişkenlik gösterebilmektedir. Bu nedenlerle enzimler üzerinde çalışan araştırmacılar, 

bunları üretmek için daha etkin yollar bulmak ve mevcut olanların özelliklerini geliştirmek 

amacıyla moleküler biyoloji, genetik, protein mühendisliği vb. alanlardaki gelişmeleri 

yakından izlemektedirler. Bu doğrultuda yapılan araştırmalar rekombinant DNA (rDNA) 

teknolojisinin genetik mühendisliği ve biyoteknolojinin diğer teknikleri ile birlikte, spesifik 

bir enzimi kodlayan genlerin özellikle bir bakteriye transfer edilerek mikrobiyal yolla 

üretilebilmesi için önemli potansiyele sahip olduğunu kanıtlamışlardır (Köksel vd., 1989). 

Belirli bir amaç için doğrudan genetik materyal üzerinde yapılan bu teknolojiyle, in 

vitro şartlarda genetik materyalde planlı değişiklikler yapılabilmekte, istenilen genlerin 

istenilen canlıya sokularak, doğal biçimde bulunmadığı bu konakta çoğaltılması ve 

istenilen ürünü vermesi için nakledilen genin ifadesi sağlanabilmektedir. Bu teknolojiyle, 

prokaryotik ve ökaryotik gruplara ait türlerin kendi aralarında olduğu kadar, gruplar 

arasında da gen aktarımları yapmak ve çeşitlilikler meydana getirmek mümkün olmaktadır 

(Ekici vd., 2006). 

Endüstriyel alanda enzim kullanımını sınırlayıcı faktörlerden biri de enzimlerin 

izolasyonu ve saflaştırılmalarındaki güçlüklerdir. Bir enzimi kodlayan gen, kaynak 

organizmadan alınıp, enzimi daha etkin ve verimli bir şekilde üretebilecek başka bir 

organizmaya aktarılarak, enzimin ekonomik üretimi sağlanabilir. Bunun yanında, patojenik 

bir organizmada bulunan bir enzimin geni, patojenik olmayan başka bir organizmaya 

taşınabilir, belirli bir organizma endüstride uygulanan ekstrem koşullarda kullanılabilecek 
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şekilde değiştirilebilir, doğal enzimlerden daha üstün özellikler gösteren enzimler 

üretilebilir ve spesifik modifikasyonlarla enzimin özellikleri DNA düzeyinde geliştirilebilir 

(Firidin, Ş., 2010). 

 

 

Şekil 1. Rekombinant DNA’ların üretilmesi 

 

Rekombinant DNA teknolojisinin gelişimi ile birlikte, bir proteinin amino asit 

sırasında değişiklikler yapılabilmektedir. Önceden belirlenmiş spesifik amino asitleri 

kodlayan nükleotid sıralarının kontrollü olarak değiştirilmesini gerektiren bu işlem, bölge-

spesifik mutasyon olarak tanımlanmış olup, son zamanlarda, enzim mühendisliği ile 

birlikte katalitik aktivite ve/veya ısıl ve pH kararlılığı artırmak için oldukça fazla 

kullanılmaktadır (Walsh, 2002). 

Genetik ve biyoteknoloji alanındaki çalışmalar, rekombinant DNA teknolojisinin 

keşfine kadar organizmaların genetik yapıları hakkında önemli bilgiler sağlamış, genetik 

ve biyoteknoloji alanında edinilen sonuçların yaygın kullanımında önemli bir dönüm 

noktası olmuştur. Bununla birlikte günümüzde birçok protein ve enzim rekombinant olarak 

üretilmekte ve endüstriyel kullanıma sunulmaktadır (Arslan ve Akyüz, 2009). Bunların 
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bazıları kullanım alanları ile birlikte Tablo 1’de gösterilmiştir (Eren Kıran vd., 2006; 

Yıldırım, M., 2009). 

 

Tablo 1. Rekombinant DNA teknolojisi ile ticari olarak üretilen bazı proteinler ve enzimler 

 

Protein Kullanım Alanı 

Doku plazminojen aktivatör Kalp krizi tedavisi 

İnterferonlar Kanser ve viral hastalıkların tedavisi 

Rekombinant β interferon MS hastalığının tedavisi 

Kolesterol esteraz Kan kolesterol seviyesinin belirlenmesi 

Kimosin Peynir üretimi 

Fitaz Hayvan yemlerinde fitik asidin parçalanması 

α-Amilaz Nişastanın hidrolizi 

Proteaz Proteinlerin enzimatik hidrolizi, deterjan endüstrisi 

Lipaz Lipidlerin enzimatik hidrolizi, süt ürünleri endüstrisi 

Selülaz Enzimatik sakkarifikasyon, alkol üretimi, deterjan sanayi 

Ksilenaz Kağıt ve kağıt hamuru endüstrisi, ekmek ve hamur sanayi 

 

1.3. Termofilik Mikroorganizmalar 

 

Ekstrem şartlarda yaşayan mikroorganizmaların keşfi ve bunların biyoteknolojik 

açıdan önemli biyomateryalleri üzerinde yapılan çalışmalar, son zamanlarda büyük artış 

göstermektedir. Genel olarak, bilinen termofilik bakteriler mezofil ortamlara kolay bir 

şekilde adapte olabilmeleri açısından, dünya üzerinde yaşayan tüm bakterilerin atalarının 

termofilik bakteriler olduğu öne sürülmektedir (Madigan vd., 2000). Sıcak su 

kaplıcalarından izole edilen termofilik bakterilerin, ekstrem şartlarda dayanıklı enzimlere 

sahip olması, mezofilik türlere göre yüksek üreme hızları, son ürünün kolay kazanılması, 

yüksek işlem kararlılığı ve verimi, nişasta selüloz gibi doğal polimerleri doğrudan fermente 

edebilmeleri gibi birçok avantajları, onları biyoteknolojik açıdan önemli kılmaktadır (Gül-

Güven, R., 2011). 

Yaşam koşullarımızdan oldukça farklı şartlarda yaşayan ekstrem canlı gruplarından 

biri olan termofilik bakteriler son yıllarda yoğun ilgi duyulan araştırma odaklarından biri 

olmuştur. Pek çok canlı grubunun yaşayabilmesinin imkânsız olduğu sıcaklıklarda bile 
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enzimlerini kullanabilmeleri ve yaşamlarını sürdürebilmeleri, araştırmacıları bu konuda 

çalışmalar yapmaya yöneltmiştir. Dünyamızda solfatarik alanlar, hidrotermal kuyular, 

sıcak su kaynakları gibi çeşitli jeotermal alanlardan aerobik termofillerin izolasyonları 

yapılmaktadır (Baker vd., 2000). Yapılan pek çok çalışmada sıcaklığın, 

mikroorganizmaların fizyolojik aktiviteleri ve gelişimleri üzerindeki en önemli 

faktörlerden biri olduğu, yüksek sıcaklığın farklı mikroorganizmalar tarafından farklı 

düzeyde tolere edildiği tespit edilmiş; pek çok ökaryotik canlı kısa bir süre bile 50 °C 

sıcaklığa dayanamazken, bazı mikroorganizmaların oldukça yüksek sıcaklıklarda 

yaşayabildiği bildirilmiştir (Williams vd., 1995). 

Termofiller genel olarak 50 °C’nin üzerindeki sıcaklıklarda yaşayabilen, hatta bazı 

türlerinin ise 100 °C’nin üzerindeki sıcaklıklarda bile yaşayabildiği bakteri grubudur. 

Optimum büyüme sıcaklıkları 50-105 °C arasında değişen pek çok termofilik bakteri 

tanımlanmıştır. Bu bakteriler yüksek sıcaklıklarda yaşayabildikleri için, bunlar 

hipertermofiller ve ekstremtermofiller olarak adlandırılmaktadırlar (Burhan vd., 2003). 

Termofiller ve hipertermofiller yüksek sıcaklıklarda yalnızca hayatta kalmazlar, ayrıca 

onların büyümeleri ve çoğalabilmeleri için bu yüksek sıcaklıklara ihtiyaç duyarlar. 

Termofillerin optimum büyüme sıcaklığı 50 °C’nin üzerindeki sıcaklıklarken, 

hipertermofillerin optimum büyüme sıcaklığı 80 °C’nin üzerindedir. Termofilik ve 

hipertermofilik enzimler yüksek sıcaklıklarda aktif olduklarından dolayı genellikle           

40 °C’nin altındaki sıcaklıklarda aktivite göstermezler (Vieille ve Zeikus, 2001). 

Ekstrem şartlarda yaşamak ve çoğalmak için organizmalar metabolik ve diğer 

hücresel fonksiyonlarını bu ortamlara adapte etmek zorundadır. Termofillerin hücre 

membranı doymuş yağ asitlerinden meydana gelmiştir. Bu yağ asitleri hücreye hidrofobik 

bir ortam sağlar ve yüksek sıcaklıkta yaşaması için hücreyi yeterince sıkı ve sert tutar. 

Termofilik organizmaların hücresel elemanları (hücre membranı) ve bileşenleri (enzimler, 

proteinler, nükleik asitler vb.) yüksek sıcaklığa dayanıklıdır (65-85 °C). Ayrıca ekstrem 

derecede asidik ve alkali şartlar gibi denatürantlara ve de proteolize dayanıklıdırlar 

(Kristjansson ve  Asgeirsson, 2002; Haki ve Rakshit, 2003). 

Termofillerin DNA’sı, DNA’da pozitif süper sarmallar oluşturan geri dönüşümü 

sağlayan bir DNA giraz ihtiva eder. Bu da DNA’nın erime noktasını en azından 

organizmanın maksimum büyüme sıcaklığına kadar yükseltir. Termofiller ayrıca 

elektrostatik, disülfür köprüsü ve hidrofobik etkileşimler gibi etkileşimleri kullanarak 

yüksek sıcaklıklara tolerans göstermektedirler (Haki ve Rakshit, 2003; Fujiwara, S., 2002). 
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Bu mikroorganizmalar diğer geleneksel mikroorganizmalar ile karşılaştırıldığında, doğaları 

nedeniyle hücresel komponentleri, enzimleri ve proteinleri de oldukça ısıl kararlıdır. 

Enzimleri mezofilik homologlarına göre sadece ısıl kararlı olmakla kalmaz, ayrıca 

kimyasal ajanlara da dayanıklıdır. Bu da endüstriyel uygulamalar için oldukça önemlidir 

(Haider ve Qayyum, 2007). 

 

1.4. Isıl Kararlı Enzimler ve Biyoteknolojide Kullanımı 

 

Yüksek ısıl kararlılık birçok endüstriyel enzimde tercih edilen bir özelliktir, çünkü 

enzimlerin kullanıldığı işlemler genelde yüksek sıcaklıklarda (>50 °C) 

gerçekleştirilmektedir (Kristjansson ve Asgeirsson, 2002). Bu nedenle günümüzde, 

ekstremofilik organizmalardan yeni enzimlerin keşfinde büyük artış meydana gelmiş olup, 

özellikle termofillerden elde edilen enzimlerin sahip oldukları kararlılıktan dolayı oldukça 

fazla pratik ticari kullanım alanı bulmuştur (Gül-Güven, R., 2007). Pek çok canlı grubunun 

yaşayabilmesinin imkânsız olduğu sıcaklıklarda bile termofil bakterilerin enzimlerini 

kullanabilmeleri ve yaşamlarını sürdürebilmeleri, araştırmacıları bu konuda çalışmalar 

yapmaya yöneltmiştir (Chakraborti vd., 2003). 

Yüksek sıcaklıklarda denatüre olmaları ve reaksiyonu katalizleyebilmeleri için 

çözücüye duydukları ihtiyaç, enzimlerin endüstriyel kullanımlarını sınırlayan 

özelliklerdendir (Hao ve Berry, 2004). Termal denatürasyon genellikle, düşük sıcaklıklarda 

proteinin katlanmış formu ile katlanmamış formu arasındaki dengenin katlanmamış form 

yönüne kayması ve yüksek sıcaklıklarda tersinir olmayan çökelmelerin ve kovalent 

modifikasyonların olması şeklinde meydana gelir. Termofilik organizmalar, proteinlerin 

aktif konformasyonlarını yüksek sıcaklıklarda sürdürerek bu problemin üstesinden 

gelmektedirler (Arnold, 2001). 

Proteinlerin konformasyonel dayanıklılığı iki zıt faktör arasındaki dengenin 

sonucudur. Bunlar fleksibilite ve sertliktir. Termofilik enzimler, mezofilik enzimler ile 

karşılaştırıldığında, termofilik enzimlerin mezofilik olanlara nazaran oda sıcaklığında daha 

sert yapıda olduğu belirtilmiştir. Bu sertlik onları bozulmadan korumakta ve katalitik 

olarak aktif yapıyı korumalarını sağlamaktadır. Bundan dolayı denatüre edici şartlar altında 

optimal olarak daha aktiftirler (Bruins vd., 2001). Termofilik proteinlerin daha fazla halka 

delesyonuna maruz kaldığı görülür ve bu yüzden mezofilik proteinlerden daha kısadır. 

Halka delesyonu proteinin üç boyutlu yapılarının entropisini düşürerek, serbest enerjisini 
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arttırmakta, dolayısıyla proteinin kararlılığını artırmaktadır (Thompson ve Eisenberg, 

1999). Aynı zamanda termofilik proteinler üç boyutlu yapısına katlanırken, daha küçük ve 

daha az sayıda oyuklar oluşturabilecek daha etkili bir paketlemeye sahiptirler (Russell 

vd.,1997, 1998). Isı şoku proteinlerinin bir türü olan şaperonlar, yüksek moleküler ağırlıklı 

kompleks proteinlerdir ve bunların görevi denatüre edilmiş proteinlere bağlanmak ve 

onların aktif formları içerisinde tekrar katlanmalarını sağlamaktır. Ayrıca, organik 

çözücüler de protein yüzey alanını azaltarak proteinin üç boyutlu yapısının korunmasını 

sağlar (Das ve Gerstein, 2000). 

Isıl kararlı enzimlerin endüstriyel işlemlerde kullanılmaları ile yüksek sıcaklıkta 

bakteriyel ve viral kontaminasyon riski azaltılmış olup, biyolojik olarak oldukça güç 

şekilde parçalanan ve çözünmeyen çevresel kirleticilerin oluşumu da engellenir. Bu 

proteinlerin mezofilik proteinlere nazaran yüksek α-sarmal ve β-kırmalı tabaka içeriğine 

sahip olmaları ve çok yavaş katlanma hızı göstermeleri, değişik denatüre edici şartlara 

karşı doğal yapıyı korumada daha etkin olduklarını göstermektedir (Fujiwara, S., 2002; 

Van Den Burg, B., 2003). Bazı termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endüstriyel 

kullanım alanları Tablo 2’de verilmektedir (Gül Güven, R., 2011).  

 

Tablo 2. Termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endüstriyel uygulamaları 

 

Mikroorganizma Enzimler Uygulama 

Termofiller (45-65 °C) 

Amilaz 

 

Ksilenaz 

Lipaz/Esteraz 

Tatlandırıcılar için glukoz, 

fruktoz hidrolizi 

Kağıt beyazlatma 

Tıp, tarım, deterjan, deri sanayisi 

Ekstrem termofiller (65-85 °C) 

β-galaktozidaz 

 

Proteaz 

Süt ve süt ürünlerinde laktoz 

hidrolizi 

Ekmekçilik, deterjan sanayisi 

Hipertermofiller (>85 °C) DNA polimeraz Genetik mühendisliği 

 

1.5. Esterazlar 

 

Esterazlar (EC 3.1.1.1), sulu ortamda ester bağlarının hidrolizini katalizleyip, organik 

çözücü ortamında da bu bağların oluşumunu sağlayan hidrolaz sınıfı enzimlerdir ve 

hidrolizledikleri ester bağlarına göre kendi aralarında bazı alt sınıflara ayrılırlar. 

Esterazların alt sınıfları sırasıyla: Karboksil esterhidrolazlar (EC 3.1.1.x), tiyoesterazlar 
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(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 hidrolazlardır        

(EC 3.1.8.x) ( Schmid vd., 1998). 

Esterazlar çözünebilir substratlara karşı su/lipid ara yüzeyi varlığında etkindirler. 

Trigliseridlerin hidrolizinde katalizör olarak rol almaları nedeniyle memeliler, bitkiler ile 

bakteri ve maya gibi mikroorganizmalarda bol miktarda bulunurlar (Ünlü, 2004). 

Esterazlar kendilerini, yüksek saflıktaki kimyasal sentezinde optik saf bileşenlerin üretimi 

için ilginç biyokatalizler yapan yüksek bölge ve stereospesifite gösterirler. Kofaktörlere 

ihtiyaç duymamaları, genellikle stabil olmaları ve organik çözücülerde bile aktivite 

göstermeleri bu enzimlere olan ilgiyi arttırmakta ve esterazların farmakoloji, gıda 

mühendisliği ve kimya endüstrilerinde önemli bir biyokatalizör olmasını sağlamaktadır 

(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999). 

 

 

Şekil 2. α/β-hidrolaz katlanması. (1-8) β-kırmalı tabakası mavi oklar, (A-F)       

α-sarmal kırmızı sütunlar; katalitik amino asit üçlüsünün konumu 

turuncu daireler ile gösterilmiştir 

 

Esterazların üç boyutlu yapısı karakteristik α/β-hidrolaz katlanması ile meydana 

gelmektedir ve α/β/α sandviçi oluşturacak şekilde beşten sekize kadar α-sarmallarla 

bağlanmış, β-kırmalı tabakadan oluşan yapılardır. Çoğu familyada β-kırmalı tabakalar 

paraleldir. Katalitik mekanizmaları Ser-His-Asp(Glu) amino asitlerinin oluşturduğu ve tüm 

enzimlerde korunmuş katalitik üçlü tarafından gerçekleştirilir (Şekil 2) (Ollis vd., 2002). 

Genel olarak, α/ß-hidrolaz enzim ailesi esterazların tipik serin hidrolaz 

mekanizmasını kullanırlar. Ester hidrolizi ve oluşumu reaksiyonları esterazlar için 

benzerdir ve dört adımdan oluşur (Bornscheuer, 2002). İlk basamakta aktif bölgedeki serin 



10 
 

biriminin substratın karbonil karbonuna nükleofilik saldırısı sonucu tetrahedral bir ara ürün 

oluşur. Bu ara ürün histidin ve asparagin amino asitleri tarafından kararlı hale gelir. İkinci 

adımda alkol salınır ve açil-enzim kompleksi oluşur. İkinci bir nükleofilin saldırısı ile açil-

enzim kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara ürün oluşur. Son olarak bir asit 

ya da esterin ayrılması ile enzim yeniden elde edilir (Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999). 

Her iki tetrahedral ara ürün bir oksianyona sahip olup bu oksianyon, oksianyon 

boşluğundaki protein atomlarının hidrojen bağı kapasitesi ile kararlı kılınır (Gandhi vd., 

2000). 

 

1.5.1. Esterazların Biyoteknolojik ve Endüstriyel Kullanım Alanları 

 

Esterazlar, lipazlar gibi geniş bir endüstriyel kullanım alanına sahiptir. Esterazlar, 

doğal materyallerin, tahıl atıklarının, plastikler ve diğer toksik kimyasallar gibi endüstriyel 

kirleticilerin bozunmasında önemli rol oynamakla birlikte optikçe saf bileşiklerin, 

parfümler ve antioksidanların sentezinde de yaygın olarak kullanılırlar (Panda ve 

Gowrishankar, 2005). Ayrıca kirli suların temizlenmesinde, biyosürfaktan olarak deterjan 

üretiminde, karbohidrat ve amino asit türevlerinin eldesinde ve hayati önem arz eden 

enantiyomerik olarak saf ilaçların hazırlanması gibi biyoteknolojik uygulamalarda da sıkça 

kullanılmaktadırlar (DeFlaun ve Fredrickson, 2007; Tirawongsaroj ve Sriprang, 2008). 

Esterazların endüstride uygulama buldukları alanlardan biri tarımdır. Tarım 

kimyasallarına karşı dayanıklılığı sağlayan yolların başında karboksilesteraz seviyesinin 

yükseltilmesi gelmektedir. Karboksilesterazlar tarım kimyasallarının üç sınıfını oluşturan 

organofosfatlar, karbamatlar ve piretroidlerle etkileşerek tarım kimyası ve 

detoksifikasyonu üzerinde önemli bir rol oynamaktadır (Harold ve Ottea, 2000).  

Bazı çalışmalarda ise karboksilesterazların kolestrol biyosentezi (Benayoud, 2000) 

ve A vitamini hepatik kullanımı (Harrison, 2000) üzerinde rol oynayabilecekleri 

belirtilmiştir. Karboksilesterazlar, farmakolojik açıdan önem arz eden birçok bileşiğin 

sentezinde kullanılmakta olup, amid ve ester bağı içeren birçok ilacın farmokinetik 

davranışlarının belirlenmesinde temel olarak kullanılan belirleyiciler olarak 

tanımlanmışlardır (Oliver, 2000).  

Yağ rafinerisi, sabun ve deri üretimi gibi birçok endüstriyel işlemler esnasında 

oluşan lipidce zengin atıklar; yağ, yağ asitleri ve sülfatlar gibi yüksek konsantrasyonda 

oksitlenebilen maddeleri içerirler. Atık miktarı ve bileşimi uygulanan endüstri türünde 
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kullanılan hammaddelere bağlıdır. Böylelikle esterazlar çevre temizliği konusunda da 

uygulama alanı bulmaktadır (Hasan vd., 2006). Bunun yanında, Ophiostoma piceae sterol 

esterazı, trigliseritleri ve sterol esterlerini etkili bir şekilde hidroliz ettiği için kâğıt 

endüstrisinde kullanılmaktadır. Pseudomonas sp., Chromobacterium viscosum ve Candida 

rugosa’dan elde edilen esterazlar, kağıt hamuru üretimi esnasında açığa çıkan ziftlerin 

uzaklaştırılmasında kullanılmaktadırlar (Kontkanen vd., 2004). 

Esterazlar bazı hastalıkların tedavisinde oldukça faydalı olan kiral ilaçların 

sentezinde büyük bir rol oynamaktadırlar (Bornscheuer, 2002). Örneğin, Trichosporon 

brassicae’den elde edilen bir esteraz eklem iltihabı, güneş yanıkları, adet sancıları ve ateşli 

iltihabı azaltmakve ağrıyı dindirmek için oldukça etkili olan optikçe aktif (S)- ve/veya  

(R)-ketoprofen [2-(3-benzoilfenil) propiyonik asit] üretiminde kullanılmaktadır (Shen vd., 

2002). Bunun yanında Alzheimer ilaçlarında, bütirilkolinesterazın inhibe edilmesinde 

karboksilesterazlar kullanılmaktadır (Yu vd., 2001). İnsan serum esterazı ise etoposidin 

hidrolizinde ve toksisitesinin azaltılmasında kullanılmaktadır. Etoposid türevleri oldukça 

etkili antikanser ilaçlarıdır (Wrasidlo vd., 2002). 

Esterazlara başvurulan bir diğer endüstri kolu da gıda sanayidir. Fermente gıda 

ürünleri göz önüne alındığında tat çok önemli bir parametredir. Tadın, reaksiyon ilerleyişi 

sırasında, lipid bileşiminde meydana gelen hidrolitik ve oksidatif değişikliklerle ilişkili 

olduğu belirlenmiştir. Bu hidrolitik değişimler, gliserol-ester bağlı yağ asitlerinin 

salıverilmesi, bakteriyal lipaz ve esterazlardan kaynaklanır (Lopes vd., 1999). Bilim 

adamları yıllarca, süt ürünlerinin olgunlaştırılması işlemini kısaltmaya, maliyeti düşürmeye 

ve farklı peynirlerin tadını artırmaya yönelik çalışmışlardır ve bu amaç içinde yine lipaz ve 

esterazlardan faydalanılmıştır (Choi ve Lee, 2001). Bu doğrultuda yapılan bir çalışmada, 

beyaz peynirin özellikleri üzerine Mucor miehei'den izole edilen lipolitik enzim ilavesinin 

olgunlaşma süresine etkileri incelenmiş, elde edilen sonuçlardan peynirlerin olgunlaşma 

katsayısı ve uçucu yağ asitleri içeriğinde önemli düzeyde artışa neden olduğu belirlenmiştir 

(Karaca ve Güven, 2004). 

 

1.5.2. Isıl Kararlı Esterazların Mikrobiyal Üretimi 

 

Lipazların aksine esterazların yüksek miktarlarda izolasyonu kolay bir işlem değildir 

(Kademi vd,.2000). Bunun yanında endüstride yüksek bir potansiyele sahip olmalarına 

karşın, sert reaksiyon şartlarında (yüksek sıcaklık, organik çözücüler, kuvvetli bazik veya 



12 
 

asidik ortamlar gibi) kararsız olduklarından, endüstriyel işlemler için çok uygun değildir. 

Ancak, sulu ve susuz ortamlarda çalışma yeteneği, bu enzimleri streospesifik hidroliz, 

transestrifikasyon ve ester sentezi reaksiyonlarında eşsiz kılmıştır (Gao vd.,2003). Termofil 

mikroorganizmaların sahip olduğu termofilik enzimlerin daha ısıl kararlı olduğu, proteoliz 

ve denatürasyona daha dayanıklı olduğu belirtilmiştir (Kumar vd, 2000). Bu açıdan 

yaklaşarak, DNA teknolojisi yardımıyla termofilik mikroorganizmalardan izole edilen ısıl 

kararlı esterazlar, istenilen özellikler bakımından geliştirilerek, endüstriyel olarak birçok 

alanda yer bulmakta ve artan potansiyel uygulamalara ilaveten, bu organizmalardan elde 

edilen enzimler, olağanüstü termodinamik kararlılıklar için yapısal gereksinimleri 

incelemek amacıyla da büyük ilgi çekmektedirler. 

Bu artan ilgiyle birlikte çeşitli mikrobiyal kaynaktan klonlanan veya saflaştırılan 

birçok ısıl kararlı esteraz karakterize edilmiştir. Termoasidofilik Picrophilus torridus ve 

Sulfolobus solfataricus P1, termoalkalifilik Rhodococcus sp. LKE-028, hipertermofilik 

arkeler Archaeoglobus fulgidus, ve Pyrobaculum calidifontis’in ısıl kararlı esterazlar 

ürettikleri belirlenmiştir (Manco vd., 2000; Hotta vd., 2002; Hess vd., 2008; Kumar vd., 

2012; Nam vd., 2013). Termofilik bakterilerden ise Thermoanaerobacter 

tengcongensis’den (Zhang vd., 2003), Thermotoga maritima’dan (Kakugawa vd., 2007), 

Bacillus cereus AGP-03’ten saflaştırılan (Ghati ve Paul, 2014) ve Geobacillus 

thermoleovorans YN’den (Soliman vd., 2007), Geobacillus thermodenitrificans T2’den 

(Yang vd., 2012), Pelagibacterium halotolerans B2
T
’den (Wei vd., 2013), Thermomyces 

lanuginosus’tan (Li vd., 2014) ve Bacillus gelatini KACC 12197’den (Kim vd., 2015) 

klonlanıp karakterize edilen ısıl kararlı esterazlar literatürde bildirilmiştir. Ayrıca Bacillus 

subtilis türü bir esteraza, enzimin ısıl kararlı mutantlarını elde edebilmek yönünde 

yönlendirilmiş evrim türü  mutasyonlar uygulanmıştır (Gong vd., 2014). 

 

1.6. Fosfotriesterazlar (PTE’ler) 

 

Organofosfatlardaki fosfoester bağlarının hidrolizini katalizleyen enzimler, 

fosfotriesterazlar (PTE, EC 3.1.8.1), organofosfat hidrolazlar (OPH), organo-fosfat 

parçalayan enzimler (OPD), paratiyon hidrolazlar veya paraoksonazlar (SsoPox) (Hou 

vd.,1996; Merone vd., 2005) olarak adlandırılırlar. PTE’ler, substratlarının ester 

gruplarıyla etkileşen üç farklı bağlanma cebine sahip hidrofobik bir aktif bölge içeren, 

metal bağımlı hidrolazlardır. PTE, doğal halinde, iki Zn
2+

 atomu içermektedir (Omburo 
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vd., 1992). Substratlarının fosfor merkezlerinin aktivasyonu, aktif bölgede bulunan 

divalent metal merkez ve fosforil oksijeninin doğrudan etkileşmesi sonucu gerçekleşir 

(Bigley ve Rausel, 2012). PTE’ler amidohidrolaz üst ailesinin bir üyesidir. Ailenin diğer 

üyelerinde olduğu gibi PTE’ler de aktif bölgenin β silindirinin C ucunda yerleşmiş olduğu 

bir TIM silindir (α/β)8 katlanması içerir (Şekil 4).  

Metal iyonlarının biri veya ikisi için potansiyel katalitik fonksiyonlar, fosfor 

merkezindeki elektrofilik karakteri artırmak için substratın P=O veya P=S bağlarını 

polarizlemesi, hidrolitik su molekülünü aktifleştirmesi ve P-O bağının parçalanması 

esnasında ayrılan grup üzerinde meydana gelen negatif yükü nötralleştirmesi şeklinde 

açıklanmaktadır (Aubert vd., 2004). 

 

 

Şekil 3. PTE’nin binükleer metal merkezi (Bigley ve Raushel, 2012). 
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Şekil 4. TIM silindir katlanması içeren bir PTE’nin kristal yapısı 

(Bigley ve Raushel, 2012). 

 

 

Şekil 5. PTE’nin susbstrat bağlanma cepleri (Bigley ve Raushel, 2012). 

 

Paraokson, PTE için bilinen en iyi substrat olmasına rağmen, enzimin substrat 

özgünlüğü oldukça geniştir ve organofosfatların, tiyofosfatların ve fosforotiyolatların 

birçok çeşidini içermektedir (Hong ve Raushel, 1996). PTE’nin doğal substratı henüz 

bilinmemektedir. Ancak, enzim, paraokson yanında (Şekil 6), böcek öldürücüler olan 

paratiyon, metilparatiyon, fensulfotiyon gibi organofosfatları da hidrolizleyebilmektedir 
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(Schrader, 1950;Dumas vd., 1989). Ayrıca, sinir ajanları olan sarin, soman ve VX gibi 

maddeleri de hidrolizleyebilir. Fakat bu substratlar için katalitik aktivite, daha az toksik 

olan böcek öldürücüler için olandan daha düşüktür (Dumas vd., 1990; Kolakowski vd., 

1997). 

 

 

Şekil 6. PTE katalizli paraoksonun hidrolizi 

 

Organofosfatlar (OP), merkezi sinir sisteminin esas enzimi asetilkolinesterazı 

(AChE) dönüşümsüz inhibe ederek, periferik ve santral kolinerjik reseptörlerin aşırı 

uyarılmasına neden olan, son derece ölümcül nörotoksinlerdir (Marrs, 2007). OP’ler        

II. Dünya Savaşı’ndan beri dünya genelinde sarin, soman ve VX gibi kimyasal savaş 

ajanlarının geliştirilmesinde ve tarımda böcek öldürücülerin üretiminde yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar (Bigley ve Raushel, 2012). Yapılan son araştırmalar; Hindistan gibi 

Üçüncü Dünya Ülkeleri’nde, malatiyon, metil paratiyon, klorpirifos ve diazinon gibi 

çevreyi kirleten OP böcek öldürücülerin kullanımının, meyve-sebze ve içme suyu 

kaynaklarının OP’larca endişe verici seviyelerde kirletildiğini ortaya koymuştur (Sinha vd., 

2011; Danis vd., 2011). Ayrıca son dönemlerde sarinin Suriye’de kullanımı OP 

zehirlenmelerine karşı etkili tıbbi ajanların geliştirilmesini gerekli kılmaktadır (Eisenkraft 

vd., 2014). 

Araştırmacılar, sinir ajanlarının sinaptik AChE’ı inhibe etmeden önce katalitik 

hidrolizini gerçekleştirmeye yönelik çalışmalar yürütmektedir. Alternatif bir yaklaşım ise 

katalitik biyotemizleyicilerin tanımlanması ve optimizasyonuna dayanmaktadır (Masson ve 

Rochu, 2009). Ancak yaban tip enzimlerin hidroliz yetenekleri bu tip sinir ajanlarının 

detoksifikasyonunda yetersiz kalmakta, bu da araştırmacıları enzimleri mutasyona 
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uğratarak, yüksek katalitik etkinlik gibi bazı özelliklerinin geliştirilmesi yönünde 

çalışmalar yapmaya yönlendirmektedir (Amita vd., 2006; Gupta vd.,2011). 

Günümüzde, OP’lerin detoksifikasyonu, ağartıcı muamelesi, alkali hidrolizi ve yakıp 

kül etme gibi yöntemlerle gerçekleştirilmektedir. Yavaş, pahalı ve çevreye zarar verebilen 

bu yöntemlerde şartlar serttir ve yan ürünler toksik olabilmektedir. Bu nedenle enzim 

katalizli detoksifikasyon üzerine çalışmalar yapılmaktadır (Worek vd., 2014). Geniş 

substrat spesifitesi ve stereoseçiciliği nedeniyle PTE, OP sinir ajanlarının in vivo ve in vitro 

detoksifikasyonu için ümit vericidir (Ghanem ve Raushel, 2005). Organofosfatlarca 

kirlenmiş alanlarda organofosfat miktarını tayin edebilmek amacıyla çok yönlü 

organofosfat hidrolaz-tabanlı bir biyosensörün kullanıldığı bir metot geliştirilmiştir. Bu 

yöntem, enzimin çok yakınındaki bir çevrede pH’da meydana gelen substrat bağımlı 

değişimi esas almaktadır. Bu pH değişimi, enzime kovalent olarak immobilize edilmiş olan 

floresin izotiyosiyanat (FITC) kullanılarak tayin edilmektedir. Bu yöntemle, miktarı tayin 

edilebilen organofosfat böcek öldürücüler; etilparatiyon, metilparatiyon, fensulfotiyon ve 

diğer birçok maddeyi içermektedir (Rogers vd., 1999). Bunun yanında, potansiyometrik 

(Mulchandani vd., 1998), amperometrik (Wang vd., 2003; Chough vd., 2002) ve optik 

(Rogers vd., 1999) dönüştürücüler içeren birçok OPH enzim temelli biyosensörler de 

geliştirilmiştir. 

 

1.7. Fosfotriesteraz Homolog Proteinler (PHP’ler) 

 

Evrimin, genellikle bir organizmanın özel bir ekolojik bölgeye seçimli adaptasyonu 

için milyonlarca yıl gerektirdiği tahmin edilmekte iken son bulgular, mikroorganizmaların 

evriminin çok uzun zaman değil de 10 yıllık veya 100 yıllık daha kısa sürelerde meydana 

gelebileceğini önermektedir. Bakterilerin laboratuar ortamında yapay evrimi çalışmaları, 

proteinlerin seçici baskılara cevaben daha kısa bir zaman yelpazesinde değiştiğini 

belgelemektedir (Benner veEllington, 1988). Yeni aktivitelerin kazanılması, belirli bir 

katalitik fonksiyon için enzim özgünlüğünü değiştirmek üzere bir proteinin substrat 

bağlanma bölgesinin yeniden düzenlenmesini veya bir katalitik fonksiyona sahip olmayan 

fakat var olan bir bağlanma bölgesinde yeni kazanılmış bir katalitik aktivitenin oluşumunu 

gerektirebilir (Buchbinder vd.,1998). 

Pseudomonas diminuta PTE’si, çevre koşullarının değişmesine karşılık yeni bir 

enzimatik aktivitenin doğal evrimine bir örnek olabilir. PTE’nin substratı olan OP’ların 
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tamamı sentetik bileşiklerdir ve enzim için doğal olarak bulunan herhangi bir substratla 

benzerlikleri bilinmemektedir. Paraoksonun sentezi, ilk olarak 1950’de (Schrader, 1950) 

bildirilmiştir. Bu durum, bakterilerdeki PTE aktivitesinin, bu geçen birkaç 10 yıllık süre 

zarfında benzer bir katalitik fonksiyona sahip başka bir enzimden, besin ihtiyaçlarını 

karşılayabilmek amacıyla sentetik bileşikleri hidrolizleyebilme kabiliyetine sahip olacak 

şekilde evrimleştiğini göstermektedir (Buchbinder vd., 1998). 

PTE’ye en yakın sıra homolojisini, PHP’ler göstermektedir. Her ne kadar PHP’nin 

doğal substratı bilinmese de yapılan çalışmalarla paraoksonaz aktivitesi göstermediği tespit 

edilmiştir. Fonksiyonu bilinmeyen bir enzim olan PHP’nin PTE ile sıra özdeşliği %28, sıra 

benzerliği %66’dır. Her iki enzim de aynı binükleer (Zn
2+

) metal merkezine sahiptir ve 

yüzeydeki 3 nolu lop hariç 3 boyutlu yapılar birbiri ile oldukça güzel örtüşmektedir 

(Buchbinder vd., 1998). 

 

 

Şekil 7. ePHP ve PTE’nin yapılarının üst üste çakıştırılması. ePHP 

mor, PTE ise yeşil renk ile gösterilmektedir 

 

PHP’lerin varlığına ilk olarak E. coli’de rastlanmıştır (Scanlan ve Reid, 1995). 

Bunun dışında homolog sıraları olan diğer 4 genin varlığı sırasıyla sıçan, fare, mikobakteri 

ve mikoplazmada belirlenmiştir (Hou vd., 1996; Himmelreich vd., 1996; Philipp vd., 1996) 

Sıra homolojisine dayanılarak PHP’nin yapısının PTE ile aynı olabileceği beklenebilir. 
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PHP ve PTE’nin primer sıralarının incelenmesi sonucunda, PTE’de bulunan çinkonun 

koordinasyonunda görev alan 4 histidin ve 1 aspartat biriminin PHP’de korunmuş olduğu 

görülmüştür (Scanlan ve Reid, 1995). Sadece, PTE’de 169. pozisyonda bulunan lisin tam 

olarak korunmamıştır. Bu birim, PHP’de bir glutamat ile yer değiştirmiştir ve E. coli, fare 

ve sıçan PHP’lerinin sıralarında bir pozisyon kaymış durumdadır. Mikobakteri ve 

mikoplazma PHP’lerinde ise PTE’deki lisin 169’un yerinde ise yine bir lisin birimi vardır 

(Buchbinder vd.,1998). Ancak, literatürde, bu yapısal farklılığın PTE aktivitesi üzerine 

etkisinden bahsedilmemiştir. 

 

1.8. Protein Mühendisliği ile Mutant Enzimlerin Geliştirilmesi 

 

Yeni aktiviteler ve/veya daha üstün özelliklere sahip biyokatalizörlere daima 

gereksinim vardır. Doğadan elde edilen çok sayıda mikroorganizma izolatının yeni enzim 

aktiviteleri için taranması da her zaman amaca uygun enzimler elde edilmesini sağlamaz. 

İşte protein mühendisliği ile bu sınırlamanın önüne geçebilebilmekte, (i) bilgisayar 

aracılığı ile moleküler modelleme ve bölge hedefli mutasyonlar ya da (ii) yönlendirilmiş 

moleküler evrim teknikleriyle doğal enzimlerden yeni biyokatalizörler 

oluşturulabilmektedir. Protein mühendisliğinin bu iki farklı yaklaşımı Şekil 8’de şematik 

olarak karşılaştırılmaktadır.  

Bölge hedefli mutasyonları temel alan yaklaşım “rasyonel protein tasarımı” adını alır 

ve adeta terzi yapımı enzimler elde edilmesini sağlar. Ancak, bu yaklaşımın 

kullanılabilmesi için enzimin yapısının, yapısını oluşturan amino asitlerin diziliminin ve 

yapı-fonksiyon ilişkilerinin çok iyi biliniyor olması gerekir. Protein yapısının NMR 

spektroskopi ile çözülmesindeki hızlı gelişme artık çok sayıda sekansın herkesin 

ulaşabildiği veri tabanlarına girmesini sağlamış olup pekçok protein için yeni tasarımları 

kolaylaştırmaktadır. Mevcut bilgiler ışığında, moleküler modelleme ile enzimin substrat 

seçiciliğinin, aktivitesinin ve stabilitesinin hangi tür amino asit değişiklikleri ile 

gerçekleşebileceği kestirilir, daha sonra bu değişiklikleri sağlayacak DNA 

manipulasyonlarına karar verilir. Bir sonraki aşamada bölge hedefli mutasyon teknikleriyle 

DNA üzerinde gerekli mutasyonlar yapılır. Değiştirilen moleküller konakçı hücrelere 

aktarılır, orada ifade edilerek ürüne dönüştürülür, daha sonra konakçıdan izole edilerek 

saflaştırılır ve substrat özgünlüğü, kinetik özellikleri, stabilitesi vb. açıdan analiz edilerek 

istenilen özellikleri taşıyıp taşımadıkları belirlenir.  
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Yönlendirilmiş evrim yaklaşımında ise enzim genini içeren DNA fragmentleri önce 

rastgele mutasyona uğratılır (polimeraz zincir reaksiyonu veya parçalanmış DNA 

fragmentlerinin rekombinasyonu ile). Daha sonra mutasyona uğramış fragmentler 

klonlanarak bir mutant gen kütüphanesi oluşturulur. Bu kütüphane taranarak belirli seçim 

parametrelerine göre istenilen değişikliklere sahip klonlar seçilir. Bundan sonraki 

aşamalar, diğer yaklaşımda olduğu gibi enzimin ve ürününün karakterizasyonunu ve 

geliştirilmiş mutant enzimlerin seçilmesini içerir. Daha ileri bir iyileştirme için, DNA 

karması (shuffling) adı verilen yöntem uygulanıp yönlendirilmiş evrim protokolu baştan 

tekrarlanabilinir. DNA karması yöntemi rastgele mutajenez sırasında olagelen faydalı 

mutasyonları biraraya toplamaya yarar. Her iki yaklaşım da, istenilen özellikleri taşıyan 

biyokatalizörler elde edilinceye kadar tekrarlanır. İstenilen özelliğin ya da fonksiyonun 

mekanistik temelinin ne ölçüde anlaşıldığı ve seçim için etkin prosedürlerinin mevcut olup 

olmadığı iki yaklaşımdan hangisinin daha etkin biçimde kullanılacağını belirleyen faktörler 

arasındadır. Her ne kadar her iki yöntem de gayet etkin olsa da, her ikisinin bir arada 

kullanılması en başarılı yol olmaktadır (Özcengiz, G., 2002). 
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Şekil 8. Protein mühendisliği ile mutant enzimlerin geliştirilmesi 
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1.9.  PHP’nin Bazı Biyokimyasal Özelliklerinin Bölge Özgün Mutasyonlar ile 

Geliştirilmesi 

 

Son yıllarda, PTE tarafından zayıf olarak hidroliz edilen substratlara karşı aktiviteyi 

artırmak amacıyla birkaç bakteriyal PTE’nin mutant formları geliştirilmiştir. Soman ve 

sarin kimyasal savaş ajanları ve bazı böcek öldürücülerin hidrolizi için Pseudomonas 

diminuta PTE’sinin mutantları yapılmıştır (Chen-Goodspeed vd., 2001a,b; Li vd., 2001; 

Raushel, 2002). Bunun yanında, diğer bakteriyal türlerden elde edilen PTE’ler VX 

hidrolizini artırmak için mutasyona uğratılmıştır (Gopal vd., 2000). Ayrıca, tarım 

ürünlerini korumak amacıyla çok kullanılan bir böcek öldürücü olan klorpirifoz’un 

hidrolizi yönlendirilmiş değişim ile 700 kat artırılmıştır (Cho vd., 2004). 

E. coli PHP’si (ePHP) ve PTE’nin 3 boyutlu yapıları üst üste çakıştırıldığında, 

PTE’nin ePHP’den hacim olarak daha büyük olduğu ve N ucunda yaklaşık 40 ilave amino 

aside daha sahip olduğu görülmektedir. PHP amino asit sırası ve bimetal katalitik bölge 

açısından PTE’ye oldukça benzemesine rağmen, üç aktif bölge lopunda (lop 1, 7 ve 8) 

kısmen büyük farklılıklar görülmektedir (Afriat vd., 2006). Amidohidrolaz üst ailesinde, 

lop 7 ve lop 8, aktif bölgedeki ligandlarla etkileşime giren ve substrat spesifitesini 

belirleyen bölgelerdir (Seibert ve Raushel, 2005). ePHP’de, Thr210Ala ve Thr245Ala 

mutasyonları ile yaban tipte bulunmayan fakat düşük de olsa bir paraoksonaz aktivitesi 

elde edilmiştir. Thr210Ala mutasyonu aktif bölgeyi oluşturan lop 7’de meydana gelirken, 

Thr245Ala mutasyonu ise lop 8 üzerinde bulunmaktadır (Roodveldt ve Tawfik, 2005). 

Deinococcus radiodurans bakterisinden elde edilen organofosfat-parçalayan bir 

fosfotriesteraz homoloğunda yapılan çalışmada ise reaksiyon mekanizmasında etkili 

olduğu ortaya konulan Gly207 amino asidinin Gly207Asp’ye mutasyonu ile metil-

paraokson varlığında aktivitenin 166 kat arttığı belirlenmiştir. Ayrıca metal bağlanma 

bölgesinde görev alan Tyr97’nin Tyr97Trp şeklinde mutasyonu ile aktivitede 118 kat artış 

tespit edilmiştir (Hawwa vd., 2009). Elde edilen bu veriler değerlendirildiğinde bir veya 

daha fazla mutasyonla çalışılan PHP’ye, yaban tipte bulunmayan, yeni bir PTE 

aktivitesinin kazandırılabildiği görülmüştür. 
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1.10. Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 Suşunun Bazı Fizyolojik ve 

Biyokimyasal Özellikleri 

 

G. caldoxylosilyticus TK4 suşu Çanakkale Kestanbol Kaplıcası’ndan elde edilen su 

örneklerinden izole edilmiştir ve 14283 kodlu numarayla National Collections of Industrial 

Food and Marine Bacteria’da stoklanmıştır. Bakteri izolasyonu, zenginleştirme kültürleri 

yapılarak ve membran filtresinden geçirilerek gerçekleştirilmiştir. Çanakkale Kestanbol 

Kaplıcası, Çanakkale ilinin Ezine ilçesinin sınırları içerisinde bulunup, bu ilçeye uzaklığı 

10 km, Çanakkale’ye olan uzaklığı ise 50 km’dir. Kestanbol Kaplıcası’nın yerden çıkış 

sıcaklığı 71 °C’dir. İzolatın tür tayininin yapılabilmesi için çeşitli morfolojik, boyama, 

fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler yapılmıştır.                      

G. caldoxylosilyticus TK4 suşu için elde edilen sonuçlar Tablo 3’te verilmiştir. Yapılan 

incelemeler sonucunda termofilik izolatın basil morfolojisine sahip olduğu, spor 

oluşturabildiği ve katalaz enzimi üretebildiği gözlenmiştir (Dülger, 2003). 

 

Tablo 3. G. caldoxylosilyticus TK4 suşunun bazı biyokimyasal özellikleri 

 

Özellik Sonuç Özellik Sonuç 

Gram Boyama +/- Anaerobik Büyüme - 

Spor Boyama + Glukoz fermantasyonu + 

Katalaz Üretimi + Mannitol fermantasyonu + 

Jelatin Hidrolizi + Arabinoz fermantasyonu + 

Nişasta Hidrolizi + Ksiloz fermantasyonu + 

VP Testi - %2-5 NaCl’de büyüme + 

Sitrat Kullanımı - %7-10 NaCl’de büyüme - 

Propiyonat Kullanımı + 30-37 °C’de Büyüme - 

İndol Testi - 40-70 °C’de Büyüme + 

 

1.11. Çalışmanın Amacı ve Pratik Önemi 

 

Gelişen teknoloji ile birlikte birçok alanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadır. 

Enzimlerin biyokimyasal özelliklerinin ortaya konması ile çok çeşitli endüstriyel 

kullanımları mümkündür. Klasik kimyasal yöntemler, spesifik olmaması, verimin düşük 

olması, yan ürünlerin fazla olması ve çevreye daha çok zararlı atık verilmesinden dolayı 
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çok fazla tercih edilmemektedir. Endüstriyel enzimler, kolay eldeleri ve reaksiyon 

ortamındaki kararlılıklarından dolayı, genellikle mikrobiyal kaynaklıdır. 

Termofilik organizmalar üzerinde yapılan çalışmalar sonucu ekstrem şartlarda daha 

kararlı olan proteinlerin varlığı ortaya konulmuştur. Mezofilik organizmalardan elde edilen 

proteinler yüksek sıcaklık, basınç, pH ve organik çözücüler mevcudiyetinde düşük 

kararlılığa sahiptir. Termofilik proteinler ise yüksek sıcaklıklarda kararlılık 

gösterebilmekte ve yüksek basınçlarda termal kararlılıkları devam etmektedir. Bu yüzden 

endüstriyel açıdan termofilik enzimler daha caziptirler. 

PHP’nin varlığı çok az sayıda mikroorganizmada bildirilmiştir. Ayrıca, farklı 

organizmalardan PHP kodlayan genlerin klonlanması ve ekspres edilip ayrıntılı 

biyokimyasal karakterizasyonunun yapıldığı çalışmaların sayısı da yok denecek kadar 

azdır. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin klonlanması, ekspresyon ürününün esteraz 

aktivitesine sahip, oldukça ısıl ve pH kararlı bir enzim olduğu, laboratuarımızda daha önce 

yapılan çalışmalar sonucu ortaya konulmuştur (Yıldırım vd., 2009). PHP’ler, hem zararlı 

böceklere karşı etkili kimyasal ajanlar hem de savaş sinir ajanları olarak kullanılan OP’ları 

hidroliz edebilen PTE’lerle, aktif bölgelerinin yapısı ve üç boyutlu yapıları açısından 

benzerlik göstermektedir. Bu benzerlikten dolayı, TÜBİTAK (109T985) tarafından 

desteklenen bu çalışma ile, rekombinant G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin bölge 

spesifik mutasyonlar yapılarak, endüstriyel ve klinik açıdan oldukça önem taşıyan PTE 

aktivitesi kazanması, böylece elde edilen yeni mutant PHP’nin bilimin ve insanlığın 

hizmetine sunulması amaçlanmıştır. Biyokimyasal ve kinetik özellikleri incelenen yeni 

mutant enzimlerin amino asit sıraları protein veri bankalarında yayınlanacak ve diğer 

araştırmacıların da kullanımına sunulacaktır.  
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Kullanılan Materyaller 

 

2.1.1. Cihazlar 

 

Çalışmada kullanılan cihazlar Tablo 4’te verilmiştir.  

 

Tablo 4. Kullanılan cihazlar 

 

Cihaz Adı Firma Model 

Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE 

Buzdolabı  Profilo BD4303ANFE 

Derin Dondurucu Regal RDD1280 

DNA Elektroforezi Owl Separation Systems Easy Cast B1A 

Güç Kaynağı  Thermo EC 1000XL 

Hava Banyolu Çalkalayıcı Barnstead/Lab-Line MaxQ Mini 4450 Shaker 

Isıtıcı/Magnetik Karıştırıcı HS31 Chiltren 

Jel Görüntüleme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System 

Mikrodalga Fırın Regal RMD-17 

Mikrosantrifüj Sigma 1-14 

Mikrotüpler İçin Termal Sallayıcı 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 Cihazı Sartorius Arium 611UV 

Soğutmalı Santrifüj Hettich Zentrifugen Rotina 35 R 

Sonikatör Bandelin Sonopuls HD3100 

Steril Kabin JSR JSCB-1200SB 

Su Banyolu Çalkalayıcı 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 

 



25 
 

2.1.2. Enzimler 

 

Çalışmada kullanılan enzimler Tablo 5’te verilmiştir. 

 

Tablo 5. Kullanılan enzimler 

 

Enzim Firma Konsantrasyon 

DpnI Thermo Scientific 10 U/µl 

Fast PCR Enzme Mix Thermo Scientific 5 U/µl 

 

2.1.3. Kullanılan Kimyasal Madde ve Malzemeler 

 

Çalışmada kullanılan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 6’da verilmiştir. 

 

Tablo 6. Kullanılan kimyasal madde ve malzemeler 

 

Kimyasal Madde/Malzeme Firma 

Kimyasal maddeler ve çözücüler Fluka, Sigma-Aldrich, Merck 

Plazmid DNA İzolasyon Kiti 

(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems) 
Promega 

PCR Ürünlerini Temizleme Kiti 

(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System) 
Promega 

Protein Saflaştırma Kiti 

(MagneHis Protein Purification System) 
Promega 

DNA Standardı ( 10 kbç DNA Ladder) Thermo Scientific 

SDS-PAGE Standardı 

(Broad Range Protein Molecular Weight Markers) 
Thermo Scientific 

 

2.1.4. Primerler 

 

Mutasyon çalışmalarında, polimeraz zincir reaksiyonları (PCR) için kullanılan 

primerler Tablo7’de verilmiştir. 
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Tablo 7. PCR’da kullanılan primerler 

 
Primer 

Adı 
Baz Sırası 

Sentezleyen 

Firma 

M3F 5’-gtggctttagcagctatgtgaccaacattcaatcacatttactttctcgcggcgg-3’ IDT 

M3R 5’-gaatgttggtcacatagctgctaaagccacgcgttacatcgctagaaagcaag-3’ IDT 

M4F 5’-gcctggaagataacgcgagcgcgagcgcgctgctgggcattcgcagtgacatgagccgaatgaaatcgttgc-3’ IDT 

M4R 
5’ctgcgaatgcccagcagcgcgctcgcgctcgcgttatcttccaggcgataattctcttttcctatcgtatctagcgcgat

gtatacgcc-3’ 
IDT 

M5F 5’-atcgcaaagcgctgctggatcttgtagtagaagatttaaaag-3’ IDT 

M5R 5’-gcagcgctttgcgattttgtagacacgtatcggtattttttttaac-3’ IDT 

 

2.1.5. Kullanılan Suşlar 

 

Klonlama ve ekspresyonda kullanılan Escherichia coli (E. coli) suşları Tablo 8’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 8. Klonlama ve ekspresyonda kullanılan E. coli suşları 

 

Tür Suş Kullanım Amacı 

E. coli DH5α Klonlama hücresi 

E. coli BL21(DE3)pLysS Ekspresyon hücresi 

 

2.1.6. Luria-Bertani Sıvı ve Katı Besiyerlerinin Hazırlanması 

 

 Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazırlanması: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya 

ekstrağı ve 5,0 g NaCl yaklaşık 990 mL saf suda çözüldükten sonra pH’sı 1 N NaOH ile 

titre edilerek 7,5’e ayarlandı. Çözeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de,        

1 atm basınç altında 20 dakika steril edildi. 

 Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LB Agar) Hazırlanması: 10,0 g bakto-tripton,  

5,0 g maya ekstarğı, 5,0 g NaCl ve 15 g agar yaklaşık 990 mL saf suda çözüldükten sonra 

pH’sı 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandı. Hacmi 1000 mL’ye tamamlanan çözelti 121 °C’de ve 

1 atm basınç altında 20 dakika steril edildi. 
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2.1.7. Kullanılan Çözeltiler ve Tamponlar 

 

2.1.7.1. Protein Tayininde Kullanılan Çözeltiler  

 

 Lowry A Çözeltisi (0,1 N NaOH içinde %2 (w/v) Na2CO3): 0,4 g NaOH ve 2,0 g 

Na2CO3 saf su ile çözülüp hacmi 100 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 Lowry B Çözeltisi (%1 CuSO4.5H2O çözeltisi): 1,0 g CuSO4.5H2O saf su ile 

çözülüp hacmi 100 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 Lowry C Çözeltisi (%2 Na-K tartarat çözeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile 

çözülüp hacmi 100 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 Lowry D Çözeltisi: 1 kısım Lowry B ve 1 kısım Lowry C karıştırılarak hazırlandı.  

 Lowry E Çözeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karıştırılarak hazırlandı. 

 Sığır Serum Albümin (BSA) Çözeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile çözülüp 

hacmi 5 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı.  

 0,1 N NaOH içinde %0,1 (w/v) SDS Çözeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su 

ile çözülüp hacmi 100 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 

2.1.7.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanılan Çözeltiler 

 

 EDTA Çözeltisi (0,5 M, pH 8,0): 18,61 g EDTA.2H2O yaklaşık 80 mL saf suda 

çözüldükten sonra pH’sı 1 N NaOH ile 8,0’a ayarlandı ve hacmi 100 mL’ye tamamlandı. 

 Tris-Asetik Asit-EDTA Çözeltisi (50X TAE): 24,2 g Tris, 5,7 mL glasiyal asetik 

asit ve 10 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) çözeltsinin saf su ile iyice karıştırılıp hacminin      

100 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Jel Hazırlama ve Yürütme Tamponu (1X TAE): 20 mL 50X TAE çözeltisinin 

hacminin saf su ile 1000 mL’ye tamamlanması ile elde edildi. 

 Etidiyum Bromür Çözeltisi (5 mg/mL): 50 mg etidiyum bromür saf suda 

çözülerek hacmi 10 mL’ye tamamlandı. 
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2.1.7.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullanılan Çözeltiler  

 

 Ayırma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCl): 45,42 g Tris, 200 mL saf suda çözülüp, 

pH’sı 8,8’e ayarlanarak hacmi 250 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 Yığma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCl): 30,28 g Tris, 200 mL saf suda çözülüp, 

pH’sı 6,8’e ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 Amonyum Persülfat (APS) Çözeltisi (%10): 1,0 g APS saf suda çözülüp hacmi     

10 mL’ye tamamlandı ve hazırlanan çözelti -20 °C’de saklandı. 

 TEMED: Orijinal şişesinden kullanıldı. 

 Akrilamid/Bisakrilamid Çözeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen 

bisakrilamid saf suda çözülüp hacmi 100 mL’ye tamamlandı ve 4 °C’de saklandı. 

 Bromofenol Mavisi (%0,1): 10,0 mg bromofenol mavisi saf suda çözüldü ve 

hacmi 10 mL’ye tamamlandı. 

 SDS Çözeltisi (%10): 10 g SDS saf suda çözülüp hacmi 100 mL’ye tamamlandı. 

 SDS-PAGE Yükleme Çözeltisi: 150 μL 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 400 μL %10 

SDS, 100 μL %0,1 bromofenol mavisi, 250 μL %80 gliserol ve 60 μL β-merkaptoetanol’ün 

karıştırılması ile hazırlandı ve küçük kısımlara ayrılarak -20 °C’de saklandı. 

 SDS-PAGE Yürütme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklaşık 480 mL saf 

suda çözüldükten sonra üzerine 10 mL SDS (%10) çözeltisi ilave edildi. pH 8,3’e ayarlandı 

ve çözeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandı. 

 Jel Boyama Çözeltisi: 1,0 g Coomassie Brillant Blue R250’nin 62,5 mL glasiyal 

asetik asit ve 93,5 mL metanol içinde çözülmesi ile hazırlandı. 

 Boya Uzaklaştırma Çözeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve     

600 mL saf suyun karıştırılmasıyla hazırlandı. 

 

2.1.7.4. Tampon Çözeltiler 

 

 A Çözeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratın saf su 

ile çözülüp hacminin 250 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 B Çözeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,9 g Na2HPO4.2H2O’nun 

saf su ile çözülüp hacminin 250 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 
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 Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 3,0): 80,3 mL A çözeltisi ile 19,7 mL B çözeltisi 

karışımından 20,8 mL alınıp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 4,0): 62 mL A çözeltisi ile 38 mL B çözeltisi 

karışımından 18,1 mL alınıp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 5,0): 49 mL A çözeltisi ile 51 mL B çözeltisi 

karışımından 16,6 mL alınıp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 6,0): 37,4 mL A çözeltisi ile 62,6 mL B çözeltisi 

karışımından 15,3 mL alınıp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı.  

 Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A çözeltisi ile 81 mL B çözeltisi 

karışımından 13,8 mL alınıp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,5): 8,3 mL A çözeltisi ile 91,7 mL B çözeltisi 

karışımından 13 mL alınıp saf su ile hacminin 50 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 7,5): 0,3028 g Tris yaklaşık 45 mL saf suda 

çözüldükten sonra pH’sı 1 N HCl ile 7,5’e ayarlandı ve hacmi 50 mL’ye tamamlandı. 

 Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,3028 g Tris yaklaşık 45 mL saf suda 

çözüldükten sonra pH’sı 1 N HCl ile 8,0’e ayarlandı ve hacmi 50 mL’ye tamamlandı. 

 Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 8,5): 0,3028 g Tris yaklaşık 45 mL saf suda 

çözüldükten sonra pH’sı 1 N HCl ile 8,5’e ayarlandı ve hacmi 50 mL’ye tamamlandı. 

 Tris-HCl Tamponu (50 mM, pH 9,0): 0,3028 g Tris yaklaşık 45 mL saf suda 

çözüldükten sonra pH’sı 1 N HCl ile 9,0’e ayarlandı ve hacmi 50 mL’ye tamamlandı. 

 Tris-HCl Tamponu (100 mM, pH 7,4): 1,2 g Tris yaklaşık 90 mL saf suda 

çözüldükten sonra pH’sı 7,4’e ayarlandı ve hacmi 100mL’ye tamamlandı. 

 

2.1.7.5. Substrat Çözeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanılan Diğer 

Çözeltiler 

 

 Paraokson Çözeltisi (100 mM stok): 21,5 μL paraoksonun hacminin saf su ile         

1 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Paratiyon Çözeltisi (20 mM stok): 5,8 mg paratiyon metanolde çözüldü ve hacmi    

1 mL’ye tamamlandı. 

 Malatiyon Çözeltisi (100 mM stok): 33,0 mg malatiyon aseton ile çözüldü ve 

hacmi 1 mL’ye tamamlandı. 
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  Ellman’s Reaktifi: 4 mg 5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)’in 1 mM EDTA 

içeren fosfat tamponunda (100 mM, pH 8,0) çözeltisiyle hazırlandı. 

 p-Nitrofenil Butirat Çözeltisi (10 mM stok): 1,78 μL p-nitrofenil butiratın hacmi 

asetonitril ile 1 mL’ye tamamlanarak hazırlandı. 

 p-Nitrofenil Asetat Çözeltisi (10 mM stok): 1,8 μg p-nitrofenil asetatın asetonitril 

ile çözülüp hacminin 1 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 p-Nitrofenil Laurat Çözeltisi (10 mM stok): 3,2 μg p-nitrofenil lauratın asetonitril 

ile çözülüp hacminin 1 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 p-Nitrofenil Palmitat Çözeltisi (10 mM stok): 3,7 μg p-nitrofenil palmitatın 

asetonitril ile çözülüp hacminin 1 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Trikloroasetik Asit (TCA) Çözeltisi (%10): 10 g TCA’nın saf suda çözülüp 

hacminin 100 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 Sodyum Karbonat Çözeltisi (%10): 10 g Na2CO3’ın saf suda çözülüp hacminin 

100mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 

 

2.1.7.6. Diğer Çözeltiler 

 

 Kanamisin Çözeltisi (25 mg/mL): 250 mg kanamisin saf suda çözülüp, hacminin       

10 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. Hazırlanan çözelti filtre ile steril edilip küçük 

kısımlara bölünerek -20 °C’de saklandı. 

 IPTG Çözeltisi (0,2 mg/mL): 2,0 g IPTG’nin saf suda çözülüp hacminin 10 mL’ye 

tamamlanması ile hazırlandı. Hazırlanan çözelti filtre ile steril edilip küçük kısımlara 

bölünerek -20 °C’de saklandı. 

 Kalsiyum Klorür Çözeltisi (0,1 M): 1,47 g CaCl2.2H2O saf suda çözülüp hacminin 

100 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. Hazırlanan çözelti otoklavda steril edilip 4 °C’de 

saklandı. 

 Lisozim Çözeltisi (10 mg/mL): 10 mg lisozimin saf suyla çözülüp hacminin            

1 mL’ye tamamlanması ile hazırlandı. 
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2.2. Mutasyon Çalışmaları 

 

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 fosfotriesteraz homolog protein geninde 

(TK4PHP) hangi mutasyonların yapılabileceğine karar vermek amacıyla TK4PHP’sinin 

amino asit sırası, Pseudomonas diminuta fosfotriesterazı (PDPTE, bilinen en aktif 

organofosfat hidrolizleyen PTE’dir), Mycobacterium tuberculosis PHP’si (MTPHP) ve 

Escherichia coli PHP’sinin (ePHP) amino asit sıraları ile karşılaştırılmıştır. Yapılan 

karşılaştırma sonucunda belirlenen farklılıkları gidermeye yönelik mutasyonlar planlanmış 

ve uygulanmıştır. 

 

2.2.1. PCR İçin Kalıp DNA’nın Elde Edilmesi 

 

pET-28a(+) vektörüne klonlanmış olan yaban tip G. caldoxylosilyticus TK4PHP 

genini (Yildirim vd., 2009) içeren E. coli BL21(DE3)pLysS gliserol stok kültüründen,     

50 µg/mL kanamisin içeren LB agar besiyerine yayma ekim yapıldı. 37 °C’de büyütülen 

kolonilerden öze yardımıyla LB besiyerine ekim yapıldı ve çalkalayıcılı hava banyosunda 

37 °C’de inkübe edilerek gece kültürü hazırlandı. 

 

2.2.2. Plazmid DNA İzolasyonu 

 

Plazmid DNA izolasyonu, plazmid DNA izolasyon kiti (Promega) kullanılarak 

gerçekleştirildi. 

 1-5 mL hazırlanan gece kültürü, 10.000 x g’de 5 dakika santrifüj edilerek 

süpernatan uzaklaştırıldı. Eppendorf tüp ters çevrilip, kâğıt bir havlu üzerine bastırılarak 

ortamda kalan fazla besiyerinin tamamen uzaklaşması sağlandı. 

 Bakteri peltesinin üzerine 250 µL Hücre Süspansiyon Çözeltisi (Cell 

Resuspension Solution) ilave edildi ve pipetlenerek hücrelerin tamamen çözünmesi 

sağlandı. 

 250 µL Hücre Lizis Çözeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildikten sonra 4 kere 

altüst edildi. Hücre süspansiyonu 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

 10 µL Alkali Proteaz Çözeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edildikten sonra  

4 defa altüst edilip oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi. 
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 350 µL Nötralizasyon Çözeltisi (Neutralization Solution) ilavesinden sonra hemen 

4 kere altüst edildi. 

 Elde edilen bakteriyal lizat 14.000 x g’de oda sıcaklığında 10 dakika santrifüj 

edildi. 

 Süpernatan, toplama tüpü üzerine yerleştirilmiş olan minikolon içine aktarılarak 

14.000 x g’de oda sıcaklığında 1 dakika santrifüj edildi. Minikolondan toplama tüpüne 

geçen sıvı uzaklaştırıldı. 

 Minikolona 750 µL Kolon Yıkama Çözeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi 

ve 14.000 x g’de oda sıcaklığında 1 dakika santrifüj edildi. Toplama tüpüne geçen sıvı 

uzaklaştırıldı. 

 Minikolona 250 µL Kolon Yıkama Çözeltisi ilave edilerek 14.000 x g’de oda 

sıcaklığında 2 dakika santrifüj edildi. 

 Minikolon, temiz bir eppendorf tüpüne yerleştirildi ve minikolon içine 50 µL 

Nükleaz İçermeyen Su (Nuclease-Free Water) ilave edildi. 14.000 x g’de oda sıcaklığında 

1 dakika santrifüj edilerek elde edilen plazmid DNA çözeltisi -20 °C’de saklandı. 

 

2.2.3. PCR ile Mutant Genlerin Çoğaltılması 

 

TK4PHP plazmidleri ve ilgili mutasyon primerleri kullanılarak PCR işlemleri 

gerçekleştirilmiştir (Tablo 9). 

 

Tablo 9. PCR bileşenleri 

 

Bileşen Kullanılan Miktar 

dNTP karışımı (10 mM) 5 µL 

İleri primer 2 µL 

Geri primer 2 µL 

Long PCR enzim karışımı 1 µL 

10X Long PCR tamponu MgCl2 ile birlikte 5 µL 

Plazmid DNA 2 µL 

Nükleaz içermeyen su 33 µL 
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2.2.4. PCR Ürünlerinin Saflaştırılması 

 

PCR ürünlerinin saflaştırılması için PCR ürünü temizleme kiti (Promega) kullanıldı. 

 PCR ürününü içeren reaksiyon karışımına, aynı hacimde Membran Bağlanma 

Çözeltisi (Membrane Binding Solution) ilave edilip karıştırıldı ve elde edilen karışım 

toplama tüpü üzerine yerleştirilmiş olan minikolon içine aktarıldı. 

 Oda sıcaklığında 1 dakika bekletildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika santrifüj 

edildi ve minikolondan toplama tüpüne geçen sıvı uzaklaştırıldı. 

 Minikolona 700 µL Membran Yıkama Çözeltisi (Membrane Wash Solution) ilave 

edildi ve 16.000 x g’de 1 dakika santrifüj edildi. Minikolondan toplama tüpüne geçen sıvı 

uzaklaştırıldı.  

 Yıkama işlemi, 500 µL yıkama çözeltisi kullanılarak tekrarlandı. 16.000 x g’de           

5 dakika santrifüj edildi. 

 Minikolondan toplama tüpüne geçen sıvı uzaklaştırıldı ve yıkama çözeltisinden 

gelen etanolün tamamen uzaklaşması için 1 dakika daha santrifüj edildi. 

 Minikolon, temiz bir eppendorf tüpüne alınıp minikolon içine 50 µL nükleaz 

içermeyen su ilave edildi. Oda sıcaklığında 1 dakika bekletildikten sonra 16.000 x g’de          

1 dakika santrifüj edildi. Saf PCR ürünü 4 °C’de saklandı. 

 

2.2.5. Kalıp DNA’nın Ortamdan Uzaklaştırılması 

 

Yapılan PCR işleminde kullanılan kalıp DNA ilgili organizma tarafından metilenmiş 

durumda olup, sentezlenen yeni zincirler metillenmemiş durumdadır. Bu nedenle, kalıp 

olarak kullanılan yaban tip geni içeren vektörü ortamdan uzaklaştırmak amacıyla, 

saflaştırılmış PCR ürünü DpnI enzimi kullanılarak kesildi (Tablo 10). 

 

Tablo 10. DpnI enzimi ile kesim 

 

Bileşen Kullanılan Miktar 

Saf PCR ürünü 10 µL 

Tango buffer 2 µL 

DpnI 2 µL 

Nükleaz içermeyen su 6 µL 
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2.2.6. Mutant Vektörlerin Konakçı Hücreye Aktarılması 

 

2.2.6.1. Kompotent Hücre Hazırlanması 

 

Kompotent hücreler kalsiyum klorür metoduna uygun olarak hazırlandı (Maniatis 

vd., 1982). Klonlama işlemleri için E. coli DH5α suşundan, ekspresyon yapmak amacıyla 

ise E. coli BL21(DE3)pLysS suşundan kompotent hücreler hazırlandı. 

 3 mL LB besiyerine, önceden LB agar besiyerinde büyütülmüş olan E. coli 

suşundan ekim yapıldı ve çalkalayıcı su banyosunda 37 °C’de inkübe edilerek gece kültürü 

hazırlandı. 

 Hazırlanan gece kültüründen 30 mL LB besiyerine aşılama yapıldı ve 600 

nm’deki optik yoğunluk değeri 0,4-0,6 arasına ulaşıncaya kadar yaklaşık 2 saat 37 °C’de 

büyütüldü. 

 Bu değere ulaşan hücre kültürü, steril bir tüpe konularak 4 °C’de 4.000 rpm’de       

5 dakika santrifüj edildi ve süpernatan uzaklaştırıldı. 

 Tüp içine 10 mL 0,1 M CaCl2 ilave edildi ve hücre peltesi, yavaşça pipetlenerek 

süspansiyon haline getirildi. 

 30 dakika buz içinde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika 

santrifüj edildi ve süpernatan uzaklaştırıldı. 

 Pellet, 2 mL 0,1 M CaCl2 çözeltisinde süspansiye edilerek 200 μL’lik kısımlar 

halinde steril eppendorf tüplerine bölündü. 

 Kompotent hücreler, 2 saat buzda bekletilerek transformasyona hazır hale 

getirildi. 

 

2.2.6.2. Transformasyon 

 

 Eppendorf tüp içinde bulunan kompotent hücrelere 3-5 μL, saflaştırılmış PCR 

ürünlerinin DpnI enzimi ile uygun şartlar altında kesilmesiyle elde edilen mutant vektörler 

ilave edildi ve 30 dakika buz içinde bekletildi. 

 2 dakika 42 °C’de bekletmek suretiyle plazmidin hücre içine girmesi sağlandı. 

 Buz içine alınan hücrelere 200 μL LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1 saat 

bekletildi. 
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 Bu sürenin sonunda tüp içindeki süspansiye karışım, 50 μg/mL kanamisinli LB 

agar içeren, 45 μL IPTG sürülüp iyice kurutulmuş petrilere yayma ekim yapılarak ekildi ve     

37 C’de 1 gece bekletilerek plazmidi içeren hücrelerin büyümesi sağlandı. 

 

2.2.7. Mutant Plazmidlerin Seçimi, İzolasyonu ve Sıra Analizi  

 

Mutant plazmidleri içeren kolonilerden kanamisinli LB besiyerine ekim yapılarak        

37 C’de büyütüldü ve gece kültürleri hazırlandı. Hazırlanan gece kültürlerinden her bir 

mutasyon için plazmit izolasyonu yapıldı ve izole edilen plazmidler, ilgili mutasyonların 

gerçekleşip gerçekleşmediğini belirlemek amacıyla sıra analizi yapılmak üzere Macrogen 

Inc. (Güney Kore)’ye gönderildi. 

 

2.2.8. DNA Sıralarının İncelenmesi 

 

Macrogen Inc.’den gelen DNA sıraları öncelikle protein sırasına dönüştürüldü   

(URL-1) ve daha sonra BLAST programı (URL-2) yardımıyla incelendi. 

 

2.2.9. Mutant Genlerin Ekspresyonu 

 

Mutant genlerin E. coli BL21(DE3)pLysS konakçı hücresine transformasyonu 

sağlandı. Oluşan rekombinant plazmidleri içeren koloniler kanamisin içeren LB besiyerine 

ekilerek 37 °C’de büyütüldü. Hazırlanan gece kültürü %1 (v/v) olacak şekilde 50 μg/mL 

kanamisin içeren LB’ye aktarılarak OD600=0,6–0,8 olana kadar büyütme işlemine devam 

edildi. İstenilen optik yoğunluk sağlandığında nihai konsantrasyon 1 mM olacak şekilde 

IPTG ilave edilerek indüklendi ve 37 °C’de 3 saat inkübe edildi. 

 

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

Saflaştırılması 

 

İndükleme işleminin ardından hücreler, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edilerek toplandı. Toplanan hücreler, 1 mL 100 mM Tris-HCl (pH 7,4) tamponunda 

süspansiye edildi ve süspansiyona 0,5 mg/mL olacak şekilde lisozim ilave edildi. Hücreler   
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37 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra, %80 şiddetinde, 1 devirde 5 dakika boyunca 

sonikasyona maruz bırakılarak patlatıldı. Daha sonra 4 °C’de 10.000 rpm’de 20 dakika 

santrifüj edildi ve elde edilen süpernatan, ham enzim özütü olarak kullanıldı. Ön 

saflaştırma amacıyla ham enzim özütü 70 °C’de 5 dakika bekletildi ve 4 °C’de 10.000 

rpm’de 20 dakika santrifüj edilerek denatüre proteinler ortamdan uzaklaştırıldı. 

Ekspres edilen protein, N ucunda 6 tane histidin birimi içerdiğinden dolayı, 

paramagnetik nikel parçacıkları içeren “MagneHis Protein Purification System (Promega)” 

kullanılarak aşağıdaki prosedüre göre saflaştırıldı.  

 1 mL ham enzim özütüne, nikele bağlanmayı kolaylaştırmak amacıyla nihai 

konsantrasyonu 500 mM olacak şekilde NaCl ilave edildi ve karıştırıldı. 

  Daha sonra 120 µL vortekslenmiş Ni ilave edilip, oda sıcaklığında 2 dakika alt 

üst edilerek karıştırıldı.  

 Ni parçalarını tüpün kenarına toplamak için tüp manyetik tutucuya yerleştirildi ve 

30 saniye bekletildikten sonra süpernatan uzaklaştırıldı. 

 Manyetik tutucudan alınan eppendorf tüp içine 1000 µL Bağlanma/Yıkama 

tamponu (Binding/Wash Buffer) ilave edildi. 2 dakika boyunca alt üst edilerek Ni 

parçalarının yıkanması sağlandı ve tüp 30 saniye manyetik tutucuda tutulduktan sonra 

süpernatan uzaklaştırıldı. 

 Yıkama işlemi 750 µL Bağlanma/Yıkama tamponu kullanılarak iki defa daha 

tekrarlandı. 

 Ni parçaları üzerine 250 µL elüsyon tamponu (Elution Buffer) ilave edildi ve tüp 

oda sıcaklığında 2 dakika alt üst edildikten sonra manyetik tutucuya yerleştirildi ve 30 

saniye bekletildikten sonra saf enzim dikkatlice pipetlenerek alındı ve 4 °C’de saklandı. 

 

2.3. Enzimin Karakterizasyonu Çalışmaları 

 

2.3.1. Protein Tayini  

 

Protein tayini Lowry metoduna göre gerçekleştirildi (Lowry vd., 1951). Protein 

standardı olarak sığır serum albumini (BSA) kullanıldı. Tayini gerçekleştirmek için 

aşağıdaki basamaklar takip edildi. 
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 Kalibrasyon grafiği çizmek için hazırlanan BSA çözeltisinden (1 mg/mL) deney 

tüplerine sırasıyla 10, 20, 30, 40 ve 50 μL ilave edildi.  

  Diğer bir deney tüpüne saflaştırılmış enzim çözeltisinden 5 μL ilave edildi. 

 Standartlara ve örneğe son hacimler 500 μL olacak şekilde 0,1 N NaOH içerisinde 

hazırlanan %0,1 (w/v) SDS çözeltisinden ilave edilip vortekslendi. 

  Her bir tüpe 1 mL Lowry E çözeltisi ilave edilip vortekslendi. Sonrasında oda 

sıcaklığında 5-10 dakika bekletildi. 

 Standartlara ve örneğe saf su ile 1:1 oranında seyreltilmiş olan Folin reaktifinden 

100 μL ilave edildi ve karanlık bir ortamda 30 dakika bekletildi. 

 650 nm’de absorbanslar okundu ve kalibrasyon grafiği çizilerek saf enzimdeki 

protein konsantrasyonu hesaplandı. 

 

2.3.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

 

SDS-PAGE, %12’lik ayırma jeli ve %5’lik yükleme jeli kullanılarak Sambrook ve 

arkadaşlarına (1989) göre gerçekleştirildi. 

Tablo 11’de belirtildiği şekilde hazırlanan jeller, cam plakalar arasına döküldü. 

Standart proteinler ve örnekler, içerisinde 30 μg protein olacak şekilde SDS-PAGE 

yürütme boyasıyla ve diğer bileşenlerle karıştırıldı ve 95 °C’de 5 dakika bekletilip, 

Hamilton şırıngası yardımıyla kuyucuklara yüklendi. Jelde oluşan boya, yükleme jelinden 

çıkana kadar yaklaşık olarak 15 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayırma jelinin alt kısmına 

gelene kadar 1-1,5 saat 25 mA’de yürütüldü. Elektroforez işlemi sona erdikten sonra, jel 

sistemden dikkatlice alınarak, yaklaşık 1 saat boyunca boyama çözeltisi içerisinde 

bekletildi. Protein bantlarının görünür hale getirilebilmesi için jel, boyama uzaklaştırma 

çözeltisiyle 2-3 saat çalkalandı. 
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Tablo 11. SDS-PAGE’nin bileşenleri 

 

Bileşenler 
Yığma Jeli 

(%5, pH 6,8) 

Ayırma Jeli 

(%12, pH 8,8) 

Yığma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCl, pH 6,8) 0,5 mL -- 

Ayırma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCl, pH 8,8) -- 2,5 mL 

%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 4,0 mL 

dd H2O 2,74 mL 3,3 mL 

%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 substratları varlığında 

aşağıda ifade edildiği şekilde incelenmiştir. 

 

2.3.3.1. Genel PTE Substratları ile Aktivite Tayini 

 

PTE aktivitesi, 1 mM paraoksonun enzim tarafından dietilfosfat ve                           

p-nitrofenole hidrolizlenmesi sonucu 400 nm’de meydana gelen absorbanstaki artış takip 

edilerek belirlenmektedir (Dumas vd., 1989). Bir küvet içinde 970 μL Tris-HCl tamponu 

(50 mM, pH8,0), 10 μL paraokson (100 mM stok) ve 20 μL saf enzim karıştırılarak       

400 nm’de 5 dakika süreyle absorbanstaki artış takip edildi. 1 ünite (U) enzim aktivitesi,           

1 dakikada 1 μM p-nitrofenol oluşturan enzim miktarı, spesifik aktivite ise mg protein 

başına enzim ünitesi olarak tanımlandı. 

Paratiyon substratı varlığında PTE aktivitesi bazı değişikliklerle birlikte Chu ve 

arkadaşları (2006) tarafından kullanılan yöntemle belirlenmiştir. 100 μL paratiyon          

(20 mM stok), 870 μL Tris-HCl tamponu (50 mM, pH 8,0), 10 μL metanol ve 20 μL saf 

enzim 50 °C’de 10 dakika bekletildi. Reaksiyon 1 mL %10’luk TCA ilave edilerek 

durduruldu. Renk oluşumunu görebilmek için 1 mL %10’luk Na2CO3 ilave edildi ve      

410 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 μM p-nitrofenol 

oluşturan enzim miktarı, spesifik aktivite ise mg protein başına enzim ünitesi olarak 

tanımlandı. 
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Malatiyon ile PTE aktivitesi, hidroliz sırasında açığa çıkan tiyol gruplarının 

miktarının Ellman’s reaktifi kullanılarak kantitatif olarak ölçülmesi ile belirlendi (Irene 

vd., 2002).10 μL malatiyon (100 mM stok), 470 μL Tris-HCl tamponu (100 mM, pH 7,4) 

ve 20 μL safenzim 50 °C’de 20 dakika bekletildi. 2250 μL 1 mM EDTA içeren fosfat 

tamponu (100 mM, pH8,0) ve 50 μL Ellman’s reaktifi ilave edildikten sonra oda 

sıcaklığında 15 dakika bekletildi ve 412 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 

dakikada 1 μM p-nitrofenol oluşturan enzim miktarı, spesifik aktivite ise mg protein başına 

enzim ünitesi olarak tanımlandı. 

 

2.3.3.2. Genel Esteraz Substratları ile Aktivite Tayini 

 

p-Nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve 

p-nitrofenil palmitat (pNPP) substratları kullanılarak esteraz aktivitesi tayinleri 

gerçekleştirildi (Lee vd., 1999). Bunun için 10 mM’lık stok substrat çözeltileri kullanılarak 

1:4:95 (v/v/v) oranında substrat:etanol:tampon (50 mM Tris-HCl, pH 8,0) karışımları 

hazırlandı. Daha sonra 2490 μL karışım, 10 μL saf enzim ile 50 °C’de 15 dakika bekletildi. 

Tüpler buz içine alınarak reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans okundu. 1 U 

enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 μM p-nitrofenol oluşturan enzim miktarı, spesifik aktivite 

ise mg protein başına enzim ünitesi olarak tanımlandı. 

 

2.3.4. Optimum pH Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Esteraz aktivitesi üzerine pH’nın etkisini incelemek amacıyla 10 mM’lık stok pNPA 

çözeltisi kullanılarak farklı pH’larda tampon çözeltilerle 1:4:95 (v/v/v) oranında 

substrat:etanol:tampon karışımları hazırlandı. Bunun için 50 mM konsantrasyonda 

hazırlanan Mcilvaine (pH 3,0-7,5) ve Tris-HCl (7,5-9,0) tamponları kullanıldı. Bu şekilde 

hazırlanan karışımların 2495 μL’si, ayrı ayrı 5 μL saf enzim ile 50 °C’de 15 dakika 

bekletildi. Tüpler buz içine alınarak reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans okundu 

(Yildirim vd., 2009). 

 

 

 



40 
 

2.3.5. Optimum Sıcaklık Değerlerinin Belirlenmesi 

 

Esteraz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini incelemek amacıyla 10 mM’lık stok 

pNPA çözeltisi ve 50 mM Tris-HCl tamponu (optimum pH değerlerinde) kullanılarak 

1:4:95 (v/v/v) oranında substrat:etanol:tampon karışımı hazırlandı. Bu karışımdan alınan 

2495 μL’lik kısımlar ayrı ayrı 5 μL saf enzim ile 10 °C’lik artışlarla birlikte 10-90 °C 

arasındaki sıcaklıklarda 15 dakika bekletildi. Daha sonra yukarıda belirtildiği şekilde 

aktiviteler tayin edildi ve optimum sıcaklıklar belirlendi (Ertunga vd., 2009). 

 

2.3.6. Enzim Aktivitesi Üzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi  

 

Enzim aktivitesinin protein miktarına bağımlılığını incelemek amacıyla 10 mM’lık 

stok pNPA çözeltisi ve 50 mM Tris-HCl tamponu (optimum pH değerlerinde) kullanılarak 

1:4:95 (v/v/v) oranında substrat:etanol:tampon karışımı hazırlandı. Bu karışımdan alınan 

2495 μL’lik kısımlar, reaksiyon karışımında ayrı ayrı 1-100 μg/mL arasındaki değerlerde 

son konsantrasyonda protein içerecek şekilde seyreltilmiş olan 5 μL’lik enzim 

çözeltileriyle optimum sıcaklıklarda 15 dakika bekletildi ve aktiviteler tayin edildi. Elde 

edilen sonuçlar incelenerek optimum enzim konsantrasyonları belirlendi (Faiz vd., 2007). 

 

2.3.7. Bazı Kinetik Parametrelerin İncelenmesi 

 

Her bir mutant enzimin Km ve Vmax değerlerinin belirlenebilmesi amacıyla optimum 

pH değerlerinde, 5-800 μM son konsantrasyonda pNPA substratı içeren etanol:tampon 

karışımları hazırlandı. Bu karışımlar kullanılarak sabit protein konsantrasyonunda ve 

optimum şartlar altında aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Lineweaver-Burk grafiği çizilerek 

Km ve Vmax değerleri hesaplandı (Çolak vd., 2009). 

 

2.3.8. Enzimlerin pH Kararlılıklarının İncelenmesi 

 

TK4PHP ve mutant enzimlerinin pH kararlılığını incelemek amacıyla, saf enzim     

50 mM Mcilvaine (pH 3,0-7,0) ve Tris-HCl (pH 8,0 ve 9,0) tamponları ile 1:1 oranında 

karıştırıldı. Enzim-tampon karışımları 4 °C’de 1, 2 ve 7 gün boyunca inkübe edildikten 
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sonra optimum şartlar altında aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Aynı şekilde hazırlanmış 

fakat inkübe edilmemiş enzim-tampon karışımlarının optimum şartlar altında aktiviteleri 

bakılarak bu değerler %100 olarak kabul edildi ve bu değerlerden faydalanarak inkübe 

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

 

2.3.9. Enzimlerin Isıl Kararlılıklarının İncelenmesi 

 

TK4PHP ve mutant enzimlerin ısıl kararlılığını incelemek amacıyla, saf enzim, 50, 

60, 70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarında ayrı ayrı 3, 5 ve 7 gün boyunca inkübe edildi. 

Bu sürenin sonunda enzim çözeltisi buz içine alınarak 5 dakika bekletildi ve buzdan 

çıkartılıp oda sıcaklığına kadar ısınması beklendi. Daha sonra optimum şartlar altında 

aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Isı ile hiç muamele edilmemiş enzimin aktivitesi %100 

olarak kabul edilerek, inkübe edilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandı (Yildirim 

vd., 2009). 

 

2.3.10. Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı Metal İyonlarının Etkisi 

 

Her bir enzim aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisini incelemek amacı ile 

Na
+
, Li

+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Zn

2+
, Ca

2+
, Co

2+
 ve Cu

2+
, iyonlarının klorür tuzlarının 100 mM’lık 

stok çözeltileri kullanıldı. Reaksiyon karışımlarına nihai konsantrasyonları 1 mM ve 5 mM 

olacak şekilde her bir metal iyonundan ilave edilerek optimum şartlar altında aktivite 

tayinleri gerçekleştirildi. Metal iyonu içermeyen karışımın aktivitesi %100 olarak kabul 

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

 

2.3.11. Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı Organik Çözücülerin Etkisi 

 

Esteraz aktivitesi üzerine bazı organik çözücülerin etkisini incelemek amacı ile, 

reaksiyon karışımlarına nihai konsantrasyonları %10 ve %30 olacak şekilde metanol, 

etanol, izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO ilave edilerek optimum şartlar altında 

aktivite tayinleri yapıldı. Çözücü içermeyen karışımın aktivitesi %100 olarak kabul edilip 

%kalan aktiviteler hesaplandı (Yildirim vd., 2009). 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Mutant Primerlerin Tasarlanması  

 

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 PHP (TK4PHP) geninde hangi mutasyonların 

yapılabileceğine karar vermek amacıyla TK4PHP’sinin amino asit sırası, Pseudomonas 

diminuta fosfotriesterazı (PDPTE), Mycobacterium tuberculosis PHP’si (MTPHP) ve 

Escherichia coli PHP’sinin (ePHP) amino asit sıraları ile karşılaştırılmıştır (Şekil 9). 

Yapılan karşılaştırma sonucunda, metal ligasyonunda görev alan birimlerin korunduğu, 

ancak birinci, yedinci ve sekizinci β/α birimlerini örten 3 aktif bölge lobunun (lop 1, lop 7, 

lop 8) ePHP’de olduğu gibi TK4PHP’de de PDPTE’den daha kısa olduğu görülmüştür 

(Buchbinder vd., 1998; Afriat vd., 2006). Bu bilgiler ışığında, önceki birçok çalışmada 

olduğu gibi TK4PHP’ye PTE aktivitesi kazandırmak için bu loplardaki eksikliklerin 

giderilmesi gerektiği sonucuna varılmıştır (Buning vd., 2000; Filion vd., 2004;Hawwa vd., 

2009). 

PTE ile PHP’ler arasındaki en büyük farklılıklardan birisinin, substrat bağlanma 

birimleri olan Phe306 ve Tyr 309’u içeren lop 8’de olduğu görülmektedir. Bu nedenle, ilk 

olarak lop 8’de, PTE’lerden 9 amino asit kısa olan bu farklılığı giderecek bir mutasyon 

yapılması planlanmış. M3F (5’-gtggctttagcagctatgtgaccaacattcaatcacatttactttctcgcggcgg-3’) 

ve M3R (5’-gaatgttggtcacatagctgctaaagccacgcgttacatcgctagaaagcaag-3’) primerleri          

bu amaçla tasarlanmış ve ticari bir firmaya sentezlettirilmiştir. 

İlk mutasyondan sonra lop 7’de PTE’lerden 14 amino asit kısa olan farklılığı 

giderecek bir mutasyon yapılması planlanmış ve bu amaçla M2F (5’-

gcctggaagataacgcgagcgcgctgctgggcattcgcagtgacatgagccgaatgaaatcgttgc-3’) ve M2R (5’-

ctctgcgaatgcccagcagcgcgctcgcgctcgcgttatcttccaggcgataattctcttttcctatcgtatctagcgcgatgtat acg 

cc-3’) primerleri tasarlanmış ve ticari bir firmaya sentezlettirilmiştir. 

Son olarak TK4PHP geninin lop 1’deki 4 amino asitlik eksikliği tamamlayan bir 

mutasyon planlanmış ve bu amaçla M5F (5’-atcgcaaagcgctgctggatcttgtagtagaagatttaaaag-

3’) ve M5R (5’-gcagcgctttgcgattttgtagacacgtatcggtattttttttaac-3’) primerleri tasarlanıp 

sentezlettirilmiştir. İlgili primerler kullanılarak yapılan PCR çalışmaları sonrasında 

istenilen mutasyonların gerçekleştiği gözlenmiştir. 
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PDPTE   MQTRRVVLKSAAAAGTLLGGLAGCASVAGSIGTGDRINTVRGPITISEAGFTLTHEHIC 59 

MTPHP   ---------------------------------MPELNTARGPIDTADLGVTLMHEHVF 26 

TK4PHP  ----------------------------------MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLY 25 

ePHP    -------------------------------------------MSFDPTGYTLAHEHLH 16 

                                                        * * 

               Lop 1 

PDPTE  GSSAGFLRAWPEFFGSRKALAEKAVRGLRRARAAGVRTIVDVSTFDIGRDVSLLAEVSRA 119 

MTPHP  IMTTEIAQNYPEAWGDEDKRVAGAIARLGELKARGVDTIVDLTVIGLGRYIPRIARVAAA 86 

TK4PHP IDLSRVKKNTDTCLQN----LDLVVEDLKVFLQYGGKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKL 81 

ePHP   IDLSGFKNNVDCRLDQ----YAFICQEMNDLMTRGVRNVIEMTNRYMGRNAQFMLDVMRE 72 

 

 

PDPTE  ADVHIVAATGLWFDPPLSMRLR---------SVEELTQFFLREIQYGIEDTGIRAGIIK- 169 

MTPHP  TELNIVVATGLYTYNDVPFYFHYLGPGAQLDGPEIMTDMFVRDIEHGIADTGIKAGILK- 145 

TK4PHP LDLHIIASTGCYKDPFIPQEKIN-------WDRDEFAKWMIDEIENGIDGTNIKPGVIGE 134 

ePHP   TGINVVACTGYYQDAFFPEHVAT-------RSVQELAQEMVDEIEQGIDGTELKAGIIAE 125 

 

 

PDPTE  VATTG-KATPFQELVLKAAARASLATGVPVTTHTAASQRDGEQQAAIFESEGLSPSRVCI 228 

MTPHP  CATDEPGLTPGVERVLRAVAQAHKRTGAPISTHTHAGLRRGLDQQRIFAEEGVDLSRVVI 205 

TK4PHP IGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLG-TLALEQVELFIRENLPLHQVVI 193 

ePHP   IGTSEGKITPLEEKVFIAAALAHNQTGRPISTHTSFS-TMGLEQLALLQAHGVDLSRVTV 184 

                                           * 

                                           Lop 7 

PDPTE  GHSDDTDDLSYLTALAARGYLIGLDHIPHSAIGLEDNASASALLGIRSWQTRALLIKALI 288 

MTPHP  GHCGDSTDVGYLEELIAAGSYLGMDRFGVDVIS--------------PFQDRVNIVARMC 251 

TK4PHP GHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENYR--------------SDMSRMKSLLYFL 239 

ePHP   GHCDLKDNLDNILKMIDLGAYVQFDTIGKNSYY--------------PDEKRIAMLHALR 230 

        * 

                        Lop 8 

PDPTE  DQGYMKQILVSNDWLFGFSSYVTNIMDVMDRVNPDGMAFIPLRVIPFLREKGVPQETLAG 348 

MTPHP  ERGHADKMVLSHDACCYFDALPEELVPVAMPN--WHYLHIHNDVIPALKQHGVTDEQLHT 309 

TK4PHP ERGYEDQILLSSDVTR---------QSHLLSRGGQGYSVVLRKFIPALREMGVLETTIEK 290 

ePHP   DRGLLNRVMLSMDITR---------RSHLKANGGYGYDYLLTTFIPQLRQSGFSQADVDV 281 

                     * 

 

PDPTE  ITVTNPARFLSPTLRAS 365 

MTPHP  MLVDNPRRIFERQGGYQ 326 

TK4PHP LLVKNPQKAFSIRKEG- 306 

ePHP   MLRENPSQFFQ------ 292 

 

Şekil 9. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sırasının, P. diminuta PTE’si,         

M. tuberculosis PHP’si ve E. coli PHP’sinin amino asit sıraları ile 

karşılaştırılması. Yeşil renk ile boyalı amino asitler tüm sıralardaki korunmuş 

birimleri, sarı renk ile boyalı aminoasitler PTE’de 169.pozisyonda bulunan Lys 

biriminin PHP’lerde bir kaymış pozisyonda olarak Glu ile yer değiştirmiş biçimde 

bulunduğu amino asitleri, yıldız (*) ile gösterilen birimler ise binükleer metal 

merkezi oluşturan amino asitleri göstermektedir. PHP ve PTE’lerde farklı 

uzunlukta olan birinci, yedinci ve sekizinci loplar ise mavi renk ile gösterilmiştir 

 

3.2. PCR ile Mutant Genlerin Çoğaltılması, Saflaştırılması ve Transformasyonu 

 

pET-28a(+) vektörüne klonlanmış olan yaban tip TK4PHP genini içeren E. coli 

BL21(DE3)pLysS gliserol stok kültüründen, 50 μg/mL kanamisin içeren LB agar 
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besiyerine ekim yapıldı ve hücreler 37 °C’de büyütülerek elde edilen gece kültüründen kit 

yardımıyla DNA izolasyonu gerçekleştirildi. Bu şekilde elde edilen plazmidler, PCR işlemi 

için kalıp DNA olarak kullanıldı. 

Birinci mutasyon sonucu elde edilen TK4PHPM3 geni ikinci mutasyon için, ikinci 

mutasyon sonucu elde edilen TK4PHPM3-M4 geni ise üçüncü mutasyon için kalıp DNA 

olarak kullanıldı. Tasarlanan primerler ve belirlenen şartlar altında gerçekleştirilen PCR 

sonucunda beklenen ve istenilen büyüklükte bantların varlığı gözlendi (Şekil 10). 

 

 

 Şekil 10. (A) M3F ve M3R, (B) M4F ve M4R İLE (C) M5F ve M5R 

primerleri kullanılarak yapılan PCR’lar sonucunda elde edilen 

ürünlerin %1’lik agaroz jel elektroforezindeki görüntüsü. 1: PCR 

ile çoğaltılan mutant gen, M: 10 kbç DNA standardı 

 

PCR sonucu elde edilen ürünler, PCR saflaştırma kiti kullanılarak saflaştırıldı. Kalıp 

olarak kullanılan vektörü ortamdan uzaklaştırmak amacıyla, saflaştırılmış PCR ürünü, 

DpnI enzimi ile uygun şartlar altında kesildi. Mutant vektör, CaCl2 transformasyon metodu 

ile E. coli DH5α konakçı hücresine aktarıldı. Kanamisin ihtiva eden LB agar besiyerine 

ekilerek, büyütülen kolonilerden plazmid izolasyonu yapıldı ve izole edilen plazmidler, 

ilgili mutasyonların olup olmadığını araştırmak için sıra analizi yapılmak üzere Macrogen 

Inc.(Güney Kore)’ye gönderildi. DNA ve ekspres edilen proteinlerin amino asit sıralarının 

incelenmesi ile sırasıyla yapılan 3 mutasyon sonucunda TK4PHP’de PTE’lerin aktif 
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bölgeyi örten lopları olan birinci, yedinci ve sekizinci loplarındaki, 3, 14 ve 9 amino asitlik 

farklılıklar giderilmiş oldu (Şekil 11). 

 

TK4PHPM3-M4-M5 MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLQNRKALLDLVVEDLKVFLQYG 60 

TK4PHPM3-M4    MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLQN----LDLVVEDLKVFLQYG 56 

TK4PHP         MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLQN----LDLVVEDLKVFLQYG 56 

TK4PHPM3       MYIQTVLGRIQPEELGVCACHEHLYIDLSRVKKNTDTCLQN----LDLVVEDLKVFLQYG 56 

         ****************************************   ***************  

TK4PHPM3-M4-M5 GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHIIASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 120 

TK4PHPM3-M4    GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHIIASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 116 

TK4PHP         GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHIIASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 116 

TK4PHPM3       GKAIVEMTNDGMGRNVKKLVEISKLLDLHIIASTGCYKDPFIPQEKINWDRDEFAKWMID 116 

        ************************************************************ 

TK4PHPM3-M4-M5 EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 180 

TK4PHPM3-M4    EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 176 

TK4PHP         EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 176 

TK4PHPM3       EIENGIDGTNIKPGVIGEIGSSFNEFKPVELELFYGAIEAAKTTKLPLSTHTTLGTLALE 176 

        ************************************************************ 

TK4PHPM3-M4-M5 QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENYRLEDNASASAL 240 

TK4PHPM3-M4    QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENYRLEDNASASAL 236 

TK4PHP         QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENY----------- 225 

TK4PHPM3       QVELFIRENLPLHQVVIGHQDLNEDDEVVLEVLSSGVYIALDTIGKENY----------- 225 

               ************************************************* 

TK4PHPM3-M4-M5 LGIRSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTRGFSSYVTNIQSHLLSRGGQGYSVVLRK 300 

TK4PHPM3-M4    LGIRSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTRGFSSYVTNIQSHLLSRGGQGYSVVLRK 296 

TK4PHP         ---RSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTR---------QSHLLSRGGQGYSVVLRK 273 

TK4PHPM3       ---RSDMSRMKSLLYFLERGYEDQILLSSDVTRGFSSYVTNIQSHLLSRGGQGYSVVLRK 282 

                 *****************************        ***************** 

 

TK4PHPM3-M4-M5 FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 333 

TK4PHPM3-M4    FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 329 

TK4PHP         FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 306 

TK4PHPM3       FIPALREMGVLETTIEKLLVKNPQRAFSIRKEG- 315 

               *********************************  

  Şekil 11. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 proteinlerinin 

amino asit sıralarının karşılaştırılması. Mutasyonla TK4PHP’nin Lop 8’ine ilave 

edilen 9 amino asit yeşil renkle, TK4PHPM3’ün Lop 7’sine ilave edilen 14 

amino asit sarı renkle, TK4PHPM3-M4’ün Lop 1’ine ilave edilen 4 amino asit 

ise mavi ile gösterilmiştir 

 

3.3. Mutant Genlerin Ekspresyonu ve Proteinlerin Saflaştırılması 

 

Mutant genler (TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5) E. coli 

BL21(DE3)pLysS konakçı hücresine aktarıldı ve indükleme işleminin ardından ekspres 

edilen mutant proteinler, N ucunda 6 tane histidin birimi içerdiğinden dolayı, paramagnetik 

nikel parçacıkları içeren “Magne His Protein Purification System (Promega)” kullanılarak 

saflaştırıldı. 
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3.4. Mutant Enzimlerin Biyokimyasal Karakterizasyonu 

 

3.4.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

 

Protein ekspresyonu ve saflaştırma işlemlerinin doğruluğu SDS- PAGE ile tespit 

edildi. Bu amaçla yaklaşık 35 μg protein %12’lik SDS-PAGE jeline yüklenerek 

elektroforez yapıldı ve elektroforez jeli Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyandı. Fazla 

boyanın uzaklaştırılmasıyla proteinlerin ekspresyonunun ve saflaştırılma işleminin etkili 

bir biçimde yapıldığı ortaya konuldu (Şekil 12-14).  

 

 

 Şekil 12. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M: Moleküler ağırlık 

standartları, 1:İndüklenmemiş rekombinant E. coli 

BL21(DE3)pLysS hücre içi özütü, 2:PHP genini içeren 

IPTG ile 3 saat indüklenmiş rekombinant E. coli 

BL21(DE3)pLysS hücre içi özütü, 3:Saf TK4PHP, 

4:Mutant TK4PHPM3 genini içeren IPTG ile 3 saat 

indüklenmiş rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS hücre 

içi özütü, 5:Saf TK4PHPM3 
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Şekil 13. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M:Moleküler ağırlık 

standartları, 1:İndüklenmemiş rekombinant E. coli 

BL21(DE3)pLysS hücre içi özütü, 2:Mutant 

TK4PHPM3-M4 genini içeren IPTG ile 3 saat 

indüklenmiş rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS 

hücre içi özütü, 3:Saf TK4PHPM3-M4 

 

 

Şekil 14. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M:Moleküler ağırlık 

standartları, 1:İndüklenmemiş rekombinant E. coli 

BL21(DE3)pLysS hücre içi özütü, 2:Mutant 

TK4PHPM3-M4-M5 genini içeren IPTG ile 3 saat 

indüklenmiş rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS 

hücre içi özütü, 3: Saf TK4PHPM3-M4-M5 
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3.4.2.Enzim Aktivitesi Tayini 

 

3.4.2.1. Genel PTE Substratları ile Aktivite Tayini 

 

TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in PTE aktivitesine sahip 

olup olmadığını belirlemek için öncelikle genel PTE substratları olan paraokson, paratiyon 

ve malatiyon kullanılarak 2.3.3.’de belirtildiği gibi aktivite tayinleri gerçekleştirildi, ancak 

herhangi bir aktivite gözlenemedi. 

 

3.4.2.2. Genel Esteraz Substratları ile Aktivite Tayini 

 

PTE substratları varlığında herhangi bir aktivite gözlenemeyince, mutant enzimlerin 

sahip olduğu esteraz aktivitesinde nasıl bir değişimin meydana geldiğini belirlemek 

amacıyla p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) 

ve p-nitrofenil palmitat (pNPP) substratları ile aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Sonuçlar 

değerlendirildiğinde, PTE’ye benzetilmek üzere PHP’deki tüm eksikliklerin giderildiği 

TK4PHPM3-M4-M5 için en yüksek aktivite TK4PHP’de olduğu gibi pNPA substratı 

varlığında görüldü. Ayrıca, TK4PHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitesinin, pNPA ve pNPB 

varlığında, TK4PHP ile karşılaştırıldığında dikkate değer bir oranda değişmediği 

belirlendi. 

 

Tablo 12. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in çeşitli 

substratlar varlığında esteraz aktivitesi 

 

 Spesifik aktivite (U/mg protein) 

Substrat TK4PHP TK4PHPM3 TK4PHPM3-M4 TK4PHPM3-M4-M5 

pNPA 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 eksikliği gidermek için yapılan ilk mutasyonla 

oluşturulan TK4PHPM3’ün pNPA ve pNPB substratları varlığında aktivitesinde yaklaşık 

%50 artış gözlendi (Tablo 12). 

 

3.4.3. Optimum pH Değerlerinin Belirlenmesi 

 

TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’ in esteraz 

aktivitelerinin optimum pH değerlerini belirleyebilmek amacıyla farklı pH değerlerindeki 

tamponlar kullanılarak enzim aktivite tayinleri yapıldı. Elde edilen bu aktivite değerleri 

kullanılarak pH-%Bağıl Aktivite grafiği çizildi (Şekil 15). 

 

 

Şekil 15. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 ’in 

esteraz aktiviteleri üzerine pH’nın etkisi 

 

Elde edilen pH-%Bağıl Aktivite grafiğinden rekombinant TK4PHP’de 8,0 olan 

optimum pH’nın mutant TK4PHPM3’de 8,5’e kaydığı görüldü. TK4PHPM3-M4 ve 

TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimlerinde ise optimum pH değerinin, TK4PHP’deki gibi 

yine 8,0 olduğu tespit edildi. 
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3.4.4. Optimum Sıcaklık Değerlerinin Belirlenmesi 

 

TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 aktivitesinin 

optimum sıcaklık değerleri, 10 °C’lik artışlarla 10-90 °C arasında aktivite tayinleri 

yapılarak belirlendi (Şekil 16). 

 

 

Şekil 16. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in 

esteraz aktiviteleri üzerine sıcaklığın etkisi 

 

Elde edilen sonuçlar grafiğe geçirildiğinde rekombinant TK4PHP enzimi için 50 °C 

olan optimum sıcaklığın TK4PHPM3 için 60 °C olduğu tespit edildi. TK4PHPM3-M4 ve 

TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimlerinde ise optimum sıcaklık değerinin, TK4PHP’de 

olduğu gibi yine 50 °C olduğu belirlendi. 

 

3.4.5. Enzim Aktivitesi Üzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi 

 

Enzimlerin esteraz aktivitelerinin protein miktarına bağımlılığını incelemek amacıyla 

reaksiyon karışımında, ayrı ayrı 1-100 μg/mL arasındaki değerlerde son konsantrasyonda 

protein içerecek şekilde enzim çözeltileri kullanılarak aktivite tayinleri yapıldı ve protein 

konsantrasyonuna karşı aktivite değerleri grafiğe geçirildi. Şekil 17’den de görüldüğü gibi 



51 
 

rekombinant TK4PHP ve TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4,TK4PHPM3-M4-M5 mutant 

enzimleri için optimum protein konsantrasyonu 25 μg/mL olarak belirlendi. 

 

 

 Şekil 17. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in 

esteraz aktiviteleri üzerine protein konsantrasyonunun etkisi 

 

3.4.6. Bazı Kinetik Parametrelerin İncelenmesi 

 

Rekombinanat ve mutant PHP enzimleri için Km ve Vmax değerlerini belirleyebilmek 

amacıyla 5-800 μM son konsantrasyonda pNPA içeren etanol:tampon karışımları 

hazırlanarak, sabit protein konsantrasyonunda ve optimum şartlar altında gerçekleştirilen 

aktivite tayinleri sonrasında Lineweaver-Burk grafikleri çizildi (Şekil 18). Bu garfikler 

kullanılarak rekombinant TK4PHP ve diğer mutant enzimler için hesaplanan Km ve Vmax 

değerleri Tablo 13’te gösterilmiştir. Buna göre yapılan mutasyonlara bağlı olarak hem Km 

hem de Vmax değeri TK4PHPM3’te artmış ancak diğer mutant enzimlerde azalmıştır. 
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Şekil 18. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 

için Lineweaver-Burk grafikleri 
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Şekil 18’in devamı 

 

 

Tablo 13. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’e ait kinetik 

değerler 

 
 

TK4PHP TK4PHPM3 TK4PHPM3-M4 TK4PHPM3-M4-M5 

Km (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 Kararlılıklarının İncelenmesi 

 

Rekombinanat ve mutant enzimlerin pH kararlılığını incelemek amacıyla, saf enzim 

çözeltileri 2.3.8.’de belirtildiği gibi pH 3,0-9,0 tamponları içerisinde, 4 °C’de 1, 2 ve 7 gün 

boyunca inkübe edildikten sonra optimum şartlar altında aktivite tayinleri gerçekleştirildi. 

Aynı şekilde hazırlanmış fakat inkübe edilmemiş enzim:tampon karışımlarının optimum 

şartlar altında aktiviteleri bakılarak bu değerler %100 olarak kabul edildi ve bu değerlerden 

faydalanarak inkübe edilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandı. Daha sonra 

inkübasyon pH’sına karşı %kalan aktiviteler grafiğe geçirildi (Şekil 18). 
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Şekil 19. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-

M5 için pH kararlılıkların incelenmesi 

TK4PHP 

TK4PHPM3 
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 Şekil 19’un devamı 

 

 
 

Şekil 19’dan da görüldüğü gibi 4 °C’de 7 gün inkübasyon sonunda TK4PHPM3’ün 

pH kararlılığı %10 civarında bir artış göstermektedir. Yapılan ikinci mutasyon sonucu elde 

edilen TK4PHPM3-M4’ün pH kararlığında yaklaşık %10-15 oranında bir azalma olsa da 

TK4PHPM3-M4-M5’in 7 gün sonunda aktivitesinin tamamına yakınını koruduğu 

tespitedilmiştir. 

 

3.4.8. Enzimlerin Isıl Kararlılıklarının İncelenmesi 

 

TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in ısıl kararlılığını 

incelemek amacıyla, saf enzim çözeltileri 2.3.9.’da belirtildiği gibi inkübe edildikten sonra 

optimum şartlar altında aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Isı ile hiç muamele edilmemiş 

enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilerek, inkübasyona maruz bırakılan enzimlerin 

%kalan aktiviteleri hesaplandı ve grafiğe geçirildi. Şekil 20’den de görüldüğü gibi 

TK4PHP’ye mutasyon yapılması ile elde edilen TK4PHPM3’te orijinal enzimle 

karşılaştırıldığında ısıl kararlılık açısından çok fazla bir değişim olmamıştır. TK4PHPM3-

M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in ise rekombinant enzimle karşılaştırıldığında ısıl kararlılık 

açısından 7. günün sonunda aktivitelerini daha iyi koruduğu görülmüştür. 
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Şekil 20. TK4PHP, TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 için 

ısıl kararlılıkların incelenmesi 
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Şekil 20’nin devamı 

 

 
 

3.4.9. Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı Metal İyonlarının Etkisi  

 

Enzimlerin esteraz aktiviteleri üzerine bazı metal iyonlarının etkisini incelemek 

amacı ile Na
+
, Li

+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Zn

2+
, Ca

2+
, Co

2+
 ve Cu

2+
 iyonlarının klorür tuzlarının 

reaksiyon karışımındaki nihai konsantrasyonları 1 mM ve 5 mM olacak şekilde optimum 

şartlar altında aktivite tayinleri yapıldı. Metal iyonu içermeyen karışımın aktivitesi %100 

olarak kabul edilip metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesaplandı       

(Tablo 14-17). 

Tablo 14 ve 15 incelendiğinde ilk mutasyon sonucunda TK4PHPM3 esteraz 

aktivitesinde, Ca
2+

 ve Co
2+

 varlığında önemli bir değişiklik olmadığı görülmektedir. 

TK4PHP 1 mM ve 5 mM Cu
2+

 varlığında sırasıyla %13 ve %100 inhibe olurken, aynı 

şartlar altında TK4PHPM3, %7 ve %53 inhibe olmaktadır. Diğer metal iyonları varlığında 

ise TK4PHPM3’te aktiviteler TK4PHP’ye göre az da olsa düşmektedir. TK4PHPM3-M4 

ve TK4PHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitelerinde ise TK4PHP’e göre önemli bir değişim 

gözlenmemiştir. 
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Tablo 14. TK4PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisi 

 

 Kalan aktivite (%) 

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Na
+ 

98 88 

Li
+ 

98 99 

Mg
2+ 

98 96 

Mn
2+ 

97 99 

Zn
2+ 

97 102 

Ca
2+ 

98 99 

Co
2+ 

98 95 

Cu
2+ 

87 0 

 

Tablo 15. TK4PHPM3’ün esteraz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisi 

 

 Kalan aktivite (%) 

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Na
+ 

90 92 

Li
+ 

82 85 

Mg
2+ 

92 91 

Mn
2+ 

90 81 

Zn
2+ 

87 90 

Ca
2+ 

96 98 

Co
2+ 

94 97 

Cu
2+ 

93 47 
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Tablo 16. TK4PHPM3-M4’ün esteraz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisi 

 

 Kalan aktivite (%) 

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Na
+ 

92 93 

Li
+ 

92 93 

Mg
2+ 

93 96 

Mn
2+ 

92 95 

Zn
2+ 

91 96 

Ca
2+ 

100 97 

Co
2+ 

95 101 

Cu
2+ 

100 101 

 

Tablo 17. TK4PHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının 

etkisi 
 

 Kalan aktivite (%) 

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Na
+ 

92 78 

Li
+ 

94 90 

Mg
2+ 

98 92 

Mn
2+ 

99 98 

Zn
2+ 

99 98 

Ca
2+ 

98 95 

Co
2+ 

96 95 

Cu
2+ 

72 31 
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3.4.10. Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı Organik Çözücülerin Etkisi  

 

Aktiviteler üzerine bazı organik çözücülerin etkisini incelemek amacı ile, reaksiyon 

karışımlarına nihai konsantrasyonları %10 ve %30 olacak şekilde metanol, etanol, 

izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO ilave edilerek optimum şartlar altında aktivite 

tayinleri yapıldı. Çözücü içermeyen karışımın aktivitesi %100 olarak kabul edilip %kalan 

aktiviteler hesaplandı (Tablo 18-21). 

Tablo 19’dan da görüldüğü gibi %10 nihai konsantrasyonda özellikle asetonitril ve 

aseton varlığında TK4PHPM3 mutant enzimin aktivitesinde orijinal enzime göre azalmalar 

meydana gelmiştir. %30 nihai konsantrasyonda ise metanol ve DMSO hariç diğer 

çözücüler durumunda TK4PHPM3, TK4PHP’den daha yüksek aktivitelere sahip olmuştur. 

TK4PHPM3-M4 durumunda önemli bir değişim gözlenmezken, TK4PHPM3-M4-M5’in 

esteraz aktivitesinde %30 nihai konsantrasyonda, asetonitril ve DMSO varlığında 

TK4PHPM3’e kıyasla artış tespit edilmiştir. 

 

Tablo 18. TK4PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine bazı organik çözücülerin etkisi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 Kalan aktivite (%) 

Organik çözücü %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Metanol 101 84 

Etanol 101 59 

İzopropanol 101 47 

Asetonitril 100 25 

Aseton 100 39 

DMSO 100 85 
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Tablo 19. TK4PHPM3’ün esteraz aktivitesi üzerine bazı organik çözücülerin etkisi 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tablo 20. TK4PHPM3-M4’ün esteraz aktivitesi üzerine bazı organik çözücülerin 

etkisi 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Kalan aktivite (%) 

Organik çözücü %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Metanol 101 72 

Etanol 102 80 

İzopropanol 96 86 

Asetonitril 93 57 

Aseton 81 76 

DMSO 100 65 

 Kalan aktivite (%) 

Organik çözücü %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Metanol 99 94 

Etanol 99 62 

İzopropanol 99 52 

Asetonitril 99 25 

Aseton 99 49 

DMSO 99 71 
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Tablo 21. TK4PHPM3-M4-M5’in esteraz aktivitesi üzerine bazı organik çözücülerin 

etkisi 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Kalan aktivite (%) 

Organik çözücü %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon 

Yok 100 100 

Metanol 100 80 

Etanol 99 85 

İzopropanol 98 89 

Asetonitril 95 71 

Aseton 90 78 

DMSO 100 81 
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

Yüksek optimum sıcaklık ve pH değerleri ile organik çözücülerdeki 

kararlılıklarından dolayı termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalardan elde edilen 

enzimler birçok biyoteknolojik uygulama alanına sahiptirler (Herbert,1992; Schmid ve 

Verger, 1998). Ayrıca son yıllarda yapılan mutasyon çalışmalarıyla birlikte enzimlere, 

organik çözücülere karşı, ekstrem sıcaklıklar ve pH’lar gibi farklı şartlar altında kararlılık 

ve performans kazandırabilmek veya enzimlerin, substrat özgünlüklerini değiştirebilmek 

amacıyla, yapısal ve fonksiyonel özelliklerinin geliştirilmesini sağlamak mümkün hale 

gelmiştir (Tao ve Cornish, 2002).Tez kapsamında çalışılan fosfotriesteraz homolog 

proteini (PHP)’nin varlığı çok az sayıda mikroorganizmada bildirilmiştir. Ayrıca, farklı 

organizmalardan PHP kodlayan genlerin klonlanması ve ekspres edilip ayrıntılı 

biyokimyasal karakterizasyonunun yapıldığı çalışmaların sayısı da yok denecek kadar 

azdır.  

Yapılan bu çalışmada, pET-28a(+) vektörüne klonlanmış olan Geobacillus 

caldoxylosilyticus (G. caldoxylosilyticus) TK4 PHP geni üzerinde bölge spesifik 

mutasyonlar yapılmış, elde edilen mutant genler uygun bir konakçı hücrede ekspres 

edilmiş, mutant proteinler, protein saflaştırma kiti kullanılarak saflaştırılmış ve enzimler 

biyokimyasal olarak ayrıntılı bir şekilde karakterize edilmiştir.  

Literatür bilgileri değerlendirildiğinde PHP’lerin, PTE’lere aktif bölge ve üç boyutlu 

yapı açısından oldukça fazla benzerlik gösterdiği görülmektedir. Ancak, birinci, yedinci ve 

sekizinci β/α birimlerini örten 3 aktif bölge lopu (lop 1, lop 7, lop 8) E. coli PHP’sinde 

olduğu gibi TK4PHP’de de PTE’den daha kısadır (Buchbinder vd., 1998; Afriat vd., 2006; 

Yildirim vd., 2009). Bu veriler göz önüne alındığında ilk olarak, substrat bağlanma 

birimleri olan Phe306 ve Tyr309’u içeren lop 8’deki 9 amino asitlik söz konusu kısalığı 

giderecek bir mutasyon yapıldı. Elde edilen mutant enzim (TK4PHPM3) biyokimyasal 

olarak karakterize edildiğinde herhangi bir PTE aktivitesine sahip olmadığı görüldü ve bu 

nedenle bundan sonraki çalışmalarda diğer eksikliklerin görüldüğü lop 7 ve lop 1’deki 

farklılıkları giderecek mutasyonlar gerçekleştirildi. Bu mutasyonlar sonucunda da sırasıyla 

TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimleri elde edildi. Saf mutant 

proteinler kullanılarak yapılan aktivite tayini çalışmalarında, öncelikle mutant enzimlerin 

PTE aktivitesine sahip olup olmadığını belirlemek için genel PTE substratları olan 
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paraokson, paratiyon ve malatiyon kullanıldı ancak herhangi bir aktivite elde edilemedi. 

Buradan mutant enzimlerin PTE substratlarını hidrolizleme yeteneğine sahip olmadıkları 

sonucuna varıldı. Deinococcus radiodurans ekstremofilinden klonlanan organofosfat 

parçalayan bir enzimin, düşük PTE aktivitesini artırmak için lop 7 ve lop 8’deki farklılıklar 

giderilmiş, aktivitede herhangi bir iyileşme elde edilememiştir. Eksik olan bütün loplar 

tamamlandığında ise çözünür olmayan bir protein üretilmiştir ve bu nedenle enzimin 

aktivitesi tayin edilememiştir (Xiang vd., 2009). Bunun yanında, ePHP’de, Thr210Ala ve 

Thr245Ala mutasyonları ile yaban tipte bulunmayan fakat çok düşük bir paraoksonaz 

aktivitesi elde edilmiştir. Thr210Ala mutasyonu aktif bölgeyi oluşturan lop 7’de meydana 

gelirken, Thr245Ala mutasyonu ise lop 8 üzerinde bulunmaktadır (Roodveldt ve Tawfik, 

2005).  

PTE substratları varlığında aktivite elde edilemediğinden, rekombinant TK4PHP 

enziminin sahip olduğu esteraz aktivitesinde nasıl bir değişimin meydana geldiğini 

belirleyebilmek amacıyla p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB),              

p-nitrofenil laurat (pNPL) ve p-nitrofenil palmitat (pNPP) substratları ile esteraz aktivitesi 

tayinleri gerçekleştirildi. Saflaştırılan mutant enzimlerde, esteraz aktivitesi en fazla pNPA 

ve pNPB varlığında gözlenmiş olup, ayrıntılı karakterizasyon çalışmaları pNPA substratı 

varlığında gerçekleştirilmiştir (Tablo 12). Bacillus subtilisDR8806, Pelagibacterium 

halotolerans B2
T
 ve Mycobacterium tuberculosis esterazlarının da en yüksek aktiviteye 

pNPA varlığında sahip oldukları belirtilmiştir (Asoodeh ve Ghanbari, 2012; Wei vd., 2013; 

Chen vd., 2014).  

Rekombinant TK4PHP ve mutant TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-

M4-M5’in aktivitesinin pNPA substratı kullanılarak pH’ya bağımlılığı incelendiğinde 

optimum pH değerlerinin TK4PHP, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5 için 8,0, 

TK4PHPM3 için ise 8,5 olduğu gözlendi (Şekil 14). pH 8,0-8,5 arasındaki optimum pH 

değerleri birçok esteraz için benzerdir. Örneğin, pNPA varlığında Brevibacterium sp. R312 

esteraz 4a’sı (Lambrechts vd.,1995) ve pNPB varlığında ısıl kararlı Geobacillus 

thermodenitrificans T2 esterazı (Yang vd.,2012) için optimum pH değeri 8,0 olarak 

belirlenirken, bir tavuk hücresi esterazında optimum aktivite pH 8,5’de görülmüştür 

(Fendri vd., 2012). Geobacillus thermoleovorans YN’den klonlanan rekombinant EstB ve 

EstC için de optimum pH sırasıyla 8,0-9,0 olaraktespit edilmiştir (Soliman ve Gaballa, 

2013). Ayrıca Bacillus cereus AGP-03 esterazının da pNPB varlığında optimum pH’sı 8,5 

olarak belirtilmiştir (Ghati ve Paul, 2014). 
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TK4PHP, TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in optimum sıcaklık değerleri 

pNPA varlığında 50 °C olarak tespit edildi ve 80 °C’ye kadar aktivitelerinin %60’tan 

fazlasını korudukları görüldü. Lop 8’deki farklılığın giderilmesi ile elde edilen mutant 

TK4PHPM3’ün optimum sıcaklığı, TK4PHP enzimine oranla 10 °C arttı ve 60 °C olarak 

tespit edildi. Ayrıca enzimin, 50 ve 70 °C’lerde optimum aktivitesinin yaklaşık %90’ına 

sahip olduğu belirlendi (Şekil 15). Picrophilus torridus’dan klonlanan EstB ve Bacillus 

cereus AGP-03 esterazlarının optimum sıcaklığının 55 °C (Hess vd.,2008; Ghati ve Paul, 

2015), Pyrococcus furiosus, G. thermodenitrificans T2 ve Thermomyces lanuginosus 

esterazlarının ise 60 °C (Almeidavd., 2006; Yang vd., 2012; Li vd, 2014) olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca Aspergillus fumigatus’den klonlanan bir esteraz üzerinde yapılan 

Ala134Thr-Val160Thr bölge spesifik mutasyonları ile optimum sıcaklığın, rekombinant 

enzime göre 5 °C artarak 45 °C olduğu tespit edilmiştir (Zhang vd., 2014). 

Rekombinant ve mutant PHP’lerin esteraz aktivitesi üzerine protein 

konsantrasyonunun etkisi 0,1 mM pNPA varlığında incelendiğinde, optimum protein 

konsantrasyonlarının 25 μg/mL olduğu ve bu konsantrasyonun üzerinde protein 

kullanıldığında aktivitede herhangi bir değişim olmadığı görüldü (Şekil 16). Literatürde 

PHP’lerin veya PHP mutantlarının esteraz aktivitesi üzerine protein konsantrasyonun etkisi 

hakkında herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. 

PHP’lerin esteraz aktivitesinin Km ve Vmax değerlerinin belirlenebilmesi için, sabit 

protein konsantrasyonunda ve farklı substrat (pNPA substratı için) konsantrasyonlarında 

aktivite tayinleri yapıldı. Lineweaver-Burk eğrisinden (Şekil 17) Km ve Vmax değerleri sırası 

ileTK4PHP için 1,27 mM ve 7,59 U/mg protein, TK4PHPM3 için 1,43 mM ve 14,53 U/mg 

protein, TK4PHPM3-M4 için 0,59 mM ve 3,34 U/mg protein, TK4PHPM3-M4-M5 için 

ise 0,46mM ve 4,04 U/mg protein olarak hesaplandı (Tablo 13). Buna göre yapılan ilk 

mutasyonla birlikte enzimin Vmax değeri, yaban tip enzime göre yaklaşık 2 kat artarken, 

yapılan son mutasyon sonucunda Km değerinde yaklaşık 2,8 katlık bir azalma meydana 

getirmiştir. Aynı substrat varlığında, Km değerleri, G. thermoleovorans YN, B. subtilis 

DR8806, B. megaterium ve S. solfataricus P1 esterazları için sırasıyla 6,74; 4,2; 317,5 ve 

24,0 mM olarak bildirilmiştir (Soliman vd., 2007; Asoodeh ve Ghanbari, 2012; Zheng vd. 

2015; Nam vd. 2013). 

Biyoteknolojik açıdan önemli substratlar üzerinde etki eden birçok endüstriyel 

enzimin Km değerinin 0,01 mM ile 100 mM arasında olduğu bildirilmiştir (Fullbrook, 

1996). Bu nedenle, G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde bölge spesifik mutasyonlar 



66 
 

yapılarak elde edilen mutant enzimlerin bu yönüyle diğer esterazlar gibi endüstriyel 

alanlarda kullanılabileceği görülmektedir. 

Rekombinant ve mutant PHP’lerin pH kararlılığı, saf enzimler, farklı pH’lardaki 

tamponlar içinde 4 °C’de 1, 2 ve 7 gün boyunca inkübasyona bırakılarak incelendi. Bunun 

sonucunda TK4PHPM3-M4 mutantı hariç diğer enzimlerin aktivitelerini %90’dan fazla 

koruduğu (Şekil 18), hatta TK4PHPM3 aktivitesinde, bütün pH’larda yaklaşık %10 

oranında bir artış gösterdiği belirlendi. TK4PHPM3-M4 durumunda ise pH kararlılığında 

yaklaşık %10-15oranında bir azalma tespit edildi. Dolayısıyla mutant TK4PHP’lerin geniş 

bir pH aralığında oldukça kararlı olduğu söylenebilir. Aydın’ın Alangüllü Kaplıcası’ndan 

izole edilen termofilik bir bakteri olan Bacillus sp. 4’den elde edilip, kısmen saflaştırılan 

esterazın oda sıcaklığında farklı pH’lardaki tamponlarda bekletildiğinde, pH 4,0, 6,0, 8,0 

ve 10,0’da 10 saat inkübasyonsonunda aktivitesini sırasıyla %82, %98, %84 ve %45 

oranında koruduğu tespit edilmiştir. Aynı enzim, pH 6,0’da 24 ve 30 saat bekletildiğinde 

aktivitede hızlı bir azalma olduğu belirlenmiştir (Ateşlier ve Metin, 2006). Bununla birlikte 

Rhodococcus sp. LKE-028’den saflaştırılan bir esterazın aktivitesinin pH 6,0-11,0 

aralığında %50’sinden fazlasını koruduğu bildirilmiştir (Kumar vd., 2012). Ayrıca 

Pseudomonas mandelii’den izole edilen bir esterazın Trp208Tyr mutasyonuyla 40 °C’deki 

ısıl kararlılığının 13 kat ve mutant Aspergillus fumigatus esterazının ise 45 °C’de 30 dakika 

inkübasyon sonrası kararlılığının %20-40 arası arttığı tespit edilmiştir (Boyineni vd., 2014; 

Zhang vd., 2014). 

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin ve TK4PHPM3, TK4PHPM3-M4, 

TK4PHPM3-M4-M5 mutant enzimlerinin ısıl kararlılığı incelendiğinde, 50-90 °C 

arasındaki sıcaklıklarda inkübe edilen enzimin aktivitelerinde 3 gün sonunda neredeyse hiç 

değişme olmadığı görüldü. 5 gün sonunda, 90 °C’de enzim aktivitelerinde yaklaşık 

%20’lik bir azalma olduğu, 7 gün sonunda ise TK4PHPM3-M4 ve TK4PHPM3-M4-M5’in 

orijinal enzimle karşılaştırıldığında ısıl kararlılık açısından aktivitelerini daha iyi koruduğu 

tespit edildi (Şekil 13). Dolayısıyla TK4PHP’de yapılan mutasyonların enzimin esteraz 

aktivitesinin ısıl kararlılığı üzerinde oldukça olumlu sonuçlar doğurduğu söylenebilir. P. 

furiosus esterazı, 75 °C’de 2 saat bekletildiğinde aktivitesinin neredeyse tamamını 

korumakta, 100 °C’de ise aktivitesini hemen kaybetmektedir(Almeida vd., 2006). Bacillus 

sp. esterazı 65 °C’de 10 saat inkübe edildiğinde aktivitesini %50 oranında kaybetmiştir 

(Ateşlier ve Metin, 2006). P. torridus EstA ve EstB esterazlarının 90 °C’de sırasıyla 21 ve 

10 saat inkübe edilmeleri sonucunda aktivitelerinin %50’sini kaybettikleri bildirilmiştir 
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(Hess vd., 2008). Bunlara ek olarak, tavuk hücresinden elde edilen bir esteraz 50 °C’de 24 

saat inkübasyondan sonra aktivitesinin %75’ini korurken (Fendri,2012), rekombinant G. 

thermodenitrificans T2 EstL5 esterazı (Yang vd., 2012), 12 saat 55 °C’de bekletildiğinde 

aktivitesinde herhangi bir kayıp meydana gelmemiştir. Sulfolobus solfataricus P1 esterazı 

(Nam vd., 2013) 50 °C’de, 120 saat sonunda aktivitesini tamamen korurken, Thermomyces 

lanuginosus esterazı 70 °C’de 60 dakika bekletildikten sonra aktivitesinin %47’sini 

kaybetmiştir (Li vd., 2014). Bu bilgiler ışığında G. caldoxylosilyticus TK4 mutant 

PHP’lerinin literatürde şimdiye kadar bildirilmemiş olan oldukça ısıl kararlı esteraz 

aktivitelerine sahip oldukları söylenebilir. 

Birçok enzim, aktivite gösterebilmek için kofaktör olarak metal iyonlarına ihtiyaç 

duyar. Metal iyonları farklı koordinasyon sayılarına, yaptıkları bileşiklerde farklı 

koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu sebeple metal 

iyonları, proteinler karşısında, farklı ligand özellikleri gösterebilir ve proteinlerin farklı 

bölgelerine bağlanabilirler. Bunun sonucunda da enzim aktivitesini farklı şekilde 

etkileyebilirler (Bock vd.,1999; Di Tusa vd., 2001). Rekombinant ve mutant PHP’lerin 

esteraz aktivitesi üzerine Na
+
, Li

+
, Mg

2+
, Mn

2+
, Zn

2+
, Ca

2+
, Co

2+ 
ve Cu

2+
 iyonlarının etkisi  

1 mM ve 5 mM nihai konsantrasyonlarda olacak şekilde incelendi (Tablo 14-17). Mg
2+

, 

Mn
2+

, Co
2+

 ve Ca
2+ 

varlığında mutant enzimlerin esteraz aktivitesinde dikkate değer bir 

değişim gözlenmedi. TK4PHP 1 mM ve 5 mM Cu
2+

 varlığında sırasıyla %13 ve %100 

inhibe olurken, aynı şartlar altında TK4PHPM3, %7 ve %53 inhibe olmaktadır. Dolayısıyla 

bu mutasyonla birlikte Cu
2+ 

iyonu varlığında inhibisyonun azaldığı görülmektedir. Buna 

benzer sonuçlar Na
+
 ile P. torridus EstA ve EstB esterazlarında (Hess vd., 2008) ve          

B. subtilis (RRL 1789) esterazında (Kaiser vd., 2006) elde edilmiştir. P. torridus EstA ve 

EstB esterazlarının Co
2+

 ve Cu
2+ 

iyonları varlığında (Hess vd., 2008), Ralstonia sp. 

M1(Quyen vd., 2007) ve Rhodococcus sp.LKE-028 (Kumar vd., 2012) esterazlarının ise 

Zn
2+

 varlığında inhibe olduğu bildirilmiştir. Ayrıca Bacillus subtilis DR8806 esterazının da 

Co
2+

, Cu
2+

 ve Zn
2+ 

varlığında, Pseudomonas sp. TB11 esterazının ise Ca
2+

 ve Mn
2+ 

varlığında inhibe olduğu ortaya konulmuştur (Asoodeh ve Ghanbari, 2012; Dong vd., 

2015). 

Enzimlerin organik çözücüler ortamında biyokatalizör olarak kullanımı, endüstride 

potansiyel uygulama alanlarından dolayı, birçok araştırmacının dikkatini çekmiştir. Bu 

çalışmada da rekombinant ve mutant PHP’lerin esteraz aktiviteleri üzerine metanol, etanol, 

izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO’nun etkisi incelenmiştir    (Tablo 18-21). Buna 
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göre, %10 nihai konsantrasyonda özellikle asetonitril ve aseton varlığında TK4PHPM3 

mutant enzimin aktivitesinde orijinal enzime göre %20 oranında bir azalma meydana 

gelmiştir. %30 nihai konsantrasyonda ise metanol ve DMSO hariç diğer çözücüler 

durumunda TK4PHPM3, TK4PHP’den daha yüksek aktivitelere sahip olmuştur. 

TK4PHPM3-M4 durumda önemli bir değişim gözlenmezken, TK4PHPM3-M4-M5’in 

esteraz aktivitesinde %30 nihai konsantrasyonda, asetonitril ve DMSO varlığında 

TK4PHPM3’e kıyasla artış tespit edilmiştir. DMSO’da %10 nihai konsantrasyonda 

gözlenen aktivite korunumu, Rhodococcus sp. LKE-028 esterazında da 10 günlük 

inkübasyonun ardından görülmüştür (Kumar vd., 2012). %30 nihai konsantrasyonda aseton 

varlığında mutant PHP’ler %20-25 oranında bir inhibisyona uğramışlardır, tavuktan 

saflaştırılan bir esteraz ise bu durumda aktivitesini tamamen kaybetmiştir (Fendri 2012). 

Kim ve arkadaşlarının 2015’te yaptığı bir çalışmada ise nihai %10 DMSO 

konsantrasyonunda Bacillus gelatini KACC 12197 esterazının aktivitesinde artış tespit 

edilmiştir. 

Elde edilen bütün bu veriler göz önüne alındığında, G. caldoxylosilyticus TK4 

PHP’sine yapılan 3 farklı bölge spesifik mutasyonla PTE’ler ile aralarındaki en büyük sıra 

farklılıklarının giderildiği ancak yine de bu enzimlere PTE aktivitesinin kazandırılamadığı 

tespit edilmiştir. Bunlara ilaveten, mutant esteraz enzimlerinin TK4PHP ile 

karşılaştırıldığında bazı metal iyonlarına ve organik çözücülere karşı daha dirençli ve 

bunun yanında daha ısıl ve pH kararlı oldukları belirlenmiştir.  
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5. ÖNERİLER 

 

Endüstride enzim kullanımının giderek yaygınlaşması, farklı kaynaklardan 

enzimlerin saflaştırılması ve karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir (Kolcuoğlu, 

2005). Özellikle rekombinant DNA teknolojilerinin gelişmesi ve farklı uygulama 

alanlarında kullanılabiliyor olması, enzimin özelliklerinin iyileştirilmesine veya çok daha 

uygun şartlarda üretilmesine imkan sağlamaktadır. 

Fosfotriesteraz homolog proteinlerin (PHP’lerin) 3 boyutlu yapıları 

fosfotriesterazlarla (PTE’lerle) üst üste çakıştırıldığında bir takım yapısal farklılıkların 

bulunduğu, bunlardan özellikle aktif bölgeyi oluşturan lop 1, lop 7 ve lop 8’deki 

eksikliklerin giderilmesinin PHP’ye PTE aktivitesi kazandırlması açısından önemli olduğu 

daha önce de belirtilmiştir. Bu nedenle, TK4PHP’ye PTE aktivitesi kazandırmak amacıyla 

sözü geçen eksikliklerin giderildiği bölge spesifik mutasyonlar yapılmış ancak hedeflenen 

PTE aktivitesi gözlenememiştir. Bu durumda, öncelikle, PHP ve PTE kodlayan genlerin 

primer sıralarının çakıştırılmasıyla aktif bölge loplarında gözlenen farklılıkların 

giderilebileceği birçok rastgele nokta mutasyon gerçekleştirilip, ekspres edilen enzimin 

aktivitesi üzerine ne şekilde etki ettiği incelenebilir. Bunun yanında, doğrudan aktif bölge 

loplarıyla ilgili olmayan ancak mutasyonla birlikte proteinin primer ve bundan dolayı da 

tersiyer yapısında değişiklik meydana getirebilecek böylelikle enzimin aktif bölgesinin 

yapısını ve/veya substratına olan ilgisini değiştirebilen bazı rastgele mutasyonlar da 

yapılabilir. Örneğin, literatürde rastlanmamakla birlikte, PDPTE’de olup PHP’lerde 

bulunmayan proteinin N- ucundaki yaklaşık 40 amino asittten oluşan eksiklik giderilebilir 

ve bu mutasyonun enzim aktivitesi üzerine etkisi incelenebilir. Yine farklı bir örnek olarak, 

PTE’nin primer yapısında 169. pozisyonda bulunan ve tam olarak korunmamış olan lisinin 

PHP’lerde bu pozisyonda bir glutamat birimi bulunması nedeniyle bu değişikliği 

giderebilecek bir nokta mutasyon yapılabilir ve söz konusu mutasyonun da enzim aktivitesi 

üzerine etkisi incelenebilir. PHP’lere PTE aktivitesi kazandırılmasına yönelik yapılan 

mutasyon çalışmalarının sayısı oldukça az olmakla birlikte yukarıda bahsedilen 

mutasyonların dışında yapısal farklılıkları ortadan kaldırabilecek rastgele veya moleküler 

modelleme çalışmalarıyla belirlenecek birçok mutasyon yapılıp, bunların proteinin PTE 

aktivitesi üzerine nasıl bir etkide bulunduğu incelenebilir ki, bugün literatürde gözlenen de 

budur. 
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Mutant enzimler, güçlü bir promotorun altında histidin kuyruğu ile ekspres 

edilmiştir. Histidin kuyruğu enzimin saflaştırılmasını kolaylaştırmasına rağmen, enzim 

aktivitesini olumsuz yönde etkileyebilmektedir. Bu nedenle, enzimin histidin kuyruğu 

içermeyecek şekilde ekpres edilmesi ve sonrasında karakterizasyon çalışmaları ile enzimin 

spesifik aktivitesinin, Vmax ve Km değerlerinin, pH ve ısıl kararlılığının yeniden 

belirlenmesi çalışılabilir. Ayrıca literatürde kromatografik yöntemlerle saflaştırılan 

rekombinant enzimlerin varlığı görülmektedir (Bajaj vd., 2015). Bu nedenle daha ileri bir 

çalışmada nikel kolonu ile tek basamakta saflaştırılarak elde edilen mutant enzimin 

katalitik etkinliği ve özellikleri, polihistidin kuyruğu içermeyen mutant enzimle veya G. 

caldoxylosilyticus TK4 suşundan kromatografik yollarla elde edilen PHP ile 

karşılaştırılabilir. 
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