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OZET

TUBITAK, 106T696 nolu proje kapsaminda gerceklestirilen bu ¢alismada, yeni bir
termofilik sus olan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4’den bir genomik DNA kiitiiphanesi
olusturuldu. Bu kiitiiphaneden elde edilen veriler ve bu verilere dayanilarak yapilan invers
PCR sonucunda, 921 bazdan olusan G. caldoxylosilyticus TK4 fosfotriesteraz homolog
protein (PHP) geninin tamaminin DNA sirasi belirlendi. Elde edilen bu sira GenBank veri
tabaninda FJ788931 numarasi ile depolandi. Protein sirasinin, BLAST programinda
incelenmesi sonucunda, bu proteinin fosfotriesterazlar (PTE’ler) ve putatif PTE’lere
degisik oranlarda benzedigi goriildii. PHP geni, pET-28a(+) vektoriine klonlandiktan sonra,
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS’de ekspres edildi. N ucunda 6 tane histidin igeren PHP,
nikel afinite kromatografisi ile saflastirildi. Ekpres edilen rekombinant polipeptidin
molekiil agirliginin, SDS-PAGE ile yaklasik 36,5 kDa oldugu belirlendi. Aktivite tayini
caligmalarinda, paraokson ve paratiyon varliginda herhangi bir aktivite elde edilemezken,
denenen diger substratlar icinde en yiiksek aktivite, pPNPA ve pNPB varliginda gozlendi.
pNPA varliginda enzimin optimum pH ve sicakligi, sirasiyla 8,0 ve 50 °C olarak
bulunurken, K, ve Vs degerleri ise sirast ile 0,17 mM ve 1667 U/mg protein olarak
hesaplandi. Rekombinant PHP’nin, 50 °C’de, pH 3,0-9,0 araligindaki tamponlarda ayri
ayr1 7 giin inkiibe edilmesiyle, aktivitesini biliyiilk oranda korudugu gozlendi. Enzim,
90 °C’de 7 giin inkiibasyon sonunda aktivitesini %60 oraninda korudu. Reaksiyon
karisimlarina %10 nihai konsantrasyonda etanol, izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO
ilave edildiginde aktivitede azda olsa bir artis meydana geldigi goriildii. Bu sonuglar,
oldukca pH wve 1s1l kararli bir esteraz aktivitesine sahip ilk PHP olan bu enzimin,

endiistriyel uygulamalar i¢in ¢ok énemli bir potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Fosfotriesteraz, Fosfotriesteraz Homolog Protein, Geobacillus
caldoxylosilyticus TK4, Klonlama, Saflagtirma, Karakterizasyon
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SUMMARY

Cloning, Expression and Characterization of Phosphotriesterase Homology Protein
from a Thermophilic Bacterium, Geobacillus caldoxylosilyticus TK4

In this study, supported by TUBITAK (Project number is 106T696), a genomic
DNA library was constructed from the thermophilic Geobacillus caldoxylosilyticus TK4
strain. The whole DNA sequence, available in the GenBank database under the accession
number FJ788931, of the G. caldoxylosilyticus TK4 phosphotriesterase homology protein
(PHP) gene consisting of 921 bp was determined by performing inverse PCR. Sequence
alignments done with BLAST programme indicated that the amino acid sequence of the
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP was similar to phosphotriesterases (PTEs) and putative
PTEs in different ratios. The gene was cloned into pET-28a(+) vector and expressed in
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS. The recombinant protein containing 6xHis tag at the
N- terminus was purified by using nickel affinity chromatography. The molecular weight
of the recombinant polypeptide was found to be 36.5 kDa with SDS-PAGE. Whereas the
enzyme did not have any activity in the presence of paraoxon and parathion, the highest
activities were observed with pNPA and pNPB. The optimum pH and temperature of the
enzyme were determined as 8.0 and 50 °C, respectively, in the presence of pNPA. K, and
Vmax values were calculated as 0.17 mM and 1667 U/mg protein, respectively. When the
enzyme was separately incubated at 50 °C in the buffer solutions (pHs ranging from 3.0-
9.0) for 7 days, the activity was mainly retained. The enzyme retained about 60% of its
original activity after 7 days of incubation at 90 °C. In the presence of 10% ethanol,
isopropanol, acetonitrile, acetone, and DMSO, the enzyme activity slightly increased. It is
clear from the present results that the enzyme, which is the first PHP showing an extremely
pH- and thermo- stable esterase activity, might have a very important potential for

industrial applications.

Key Words: Phosphotriesterase, Phosphotriesterase Homology Protein, Geobacillus
caldoxylosilyticus TK4, Cloning, Purification, Characterization
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Onemli bir biyomolekiil smifi olan enzimler, canli organizmalarda ¢ok Onemli
gorevlere sahip olduklar1 gibi, gida, tekstil, kozmetik ve diger bircok alan i¢in de
vazgecilmez olmuslardir (Benjamin ve Pandey, 2000). Enzimlerin endiistride kullanimi,
geleneksel kimyasal muamelelerle elde edilemeyen daha yiiksek iiriin kalitesi, daha diisiik
tiretim maliyeti, daha az atik ve az enerji tiikketimi gibi faydalarla sonuglanir. Siradan
kimyasal reaksiyonlar genellikle spesifik degildir, istenmeyen yan iiriinler ortaya
cikmaktadir, kontrol edilmesi kolay degildir ve iliml1 olmayan sartlarda gerceklesmektedir.
Biitiin bu problemler enzimlerin kullanimi ile ortadan kalkmaktadir (URL-1, 2009).

Diisiik ekspresyon seviyeleri, bir¢cok proteinin dogal kaynaklarindan izolasyonunu ve
calisilmasin1 zorlagtirmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile bu teknik
zorlugun iistesinden gelinmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi ile protein iiretiminin
temel olarak 3 6nemli avantaji vardir;

1) Bazi  proteinler (sitokinler gibi), dogal ortamlarinda ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda iiretilirler. Uygun ekspresyon sistemlerinin kullanimi ile bu
proteinler fazla miktarda tiretilebilirler.

2) Bazi proteinler, yilanlar ve mikrobiyal patojenler gibi tehlikeli veya patojenik
olan organizmalarda iiretilirler. Bu durum, proteinlerin bu organizmalardan elde
edilmesini zorlastirmaktadir ve son tiriine toksik bilesenlerin bulasma ihtimalini
artirmaktadir. Patojen ve toksik olmayan konakg1 bir hiicrede rekombinant tiretim
ile bu problemlerin iistesinden gelinmektedir.

3) Protein miihendisligi ile, protein amino asit sirasinda hedeflenen degisimler
yapilabilmektedir. Ozellikle enzim miihendisligi ile birlikte katalitik aktivite
ve/veya 1s1l ve pH kararlilig1 artirmak i¢in olduke¢a fazla ¢aba harcanmaktadir.

Glinlimiizde, bir¢ok protein ve enzim rekombinant olarak iiretilmektedir. Bunlarin
bazilar1 kullanim alanlar1 ile birlikte Tablo 1°de verilmektedir (Walsh, 2002;
URL-2, 2009).



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

Protein

Kullanim Alan1

Kan proteinleri
(faktor VIII ve IX gibi)

Trombolitik ajanlar

(doku plazminojen aktivator gibi)

Interferonlar

Rekombinant Beta interferon
(interferon-beta-1b)
Rekombinant “subunit” asilar
(hepatit B yiizey antijeni gibi)
Kolesterol esteraz

Kimosin

Fitaz

a-Amilaz

Proteazlar

Lipazlar

Degistirilmis antikorlar

Dogal veya degistirilmis insiilin

Insan biiytime hormonu

Hemofili ve diger kan hastaliklarinin tedavisi

Kalp krizi tedavisi

Kanser ve viral hastaliklarin tedavisinde

MS hastaliginin tedavisinde

Spesifik hastaliklara kars1 asilama

Kan kolesterol seviyesinin belirlenmesi

Peynir iiretimi

Hayvan yemlerinde fitik asidin pargalamasi
Nisastanin hidrolizi

Proteinlerin enzimatik hidrolizi ve 6zellikle deterjan
endiistrisi

Lipidlerin enzimatik hidrolizi, siit {iriinleri
endiistrisi ve deterjan endiistrisi

Tilimorlerin in vivo olarak belirlenmesi ve tedavisi
Diabetis mellitus tedavisi

Kisa boylulugun tedavisi

1.2. Esterazlar

Esterazlar (EC 3.1.1.1), ester baglarmin hidrolizini katalizleyen hidrolaz sinifi

enzimlerdir ve hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bol miktarda bulunurlar

(Kawamoto vd., 1987).



1.2.1. Esterazlarin Kullanim Alanlari

Ferulik, sinapik, kafeik ve kumarik asitler, gida, icecek ve parfiim endiistrilerinde ¢ok
yaygin olarak kullanilirlar (Chaabouni vd., 1996). Bu asitlerin esterleri, tahillarda, tarim
sanayi bilesenlerinde ve meyve oOzlerinde bulunur (Asther vd., 2002). Aspergillus
niger’den elde edilen feruloil ve sinnamoil esterazlar, pektinazlar, seliilazlar ve
ksilanazlarla birlikte bugday ve piring kepeginden, seker ve hint kamisindan bu tiir
hidroksil sinnamik asitleri ayirip serbest birakabilirler (Panda ve Gowrishankar, 2005).
Kolesterol esteraz ve poliliretanazlar, plastikler, poliiiretanlar, poliesterler ve polietilen
glikol adipat gibi polimer bilesimli insan yapimu kirleticileri par¢alamak i¢in yaygin bir
sekilde kullanilmaktadirlar (Jahangir vd., 2003).

Esterazlar bazi hastaliklarin tedavisinde oldukca faydali olan kiral ilaglarin
sentezinde biiyiik bir rol oynamaktadirlar (Bornscheuer, 2002). Ornegin, Trichosporon
brassicae’den elde edilen bir esteraz eklem iltihabi, glines yaniklari, adet sancilar1 ve ateste
iltihab1 azaltmak ve agriy1 dindirmek ic¢in oldukga etkili olan optik¢e aktif (S)- ve/veya
(R)-ketoprofen [2-(3-benzoilfenil) propiyonik asit] liretiminde kullanilmaktadir (Shen vd.,
2002). Rhodococcus sp., Bacillus circulans gibi diger mikroorganizmalardan elde edilen
esterazlarla kiral bilesikler iiretilebilmektedir. Bu tiirlere ilaveten, Pseudomonas sp.’den
elde edilen esterazlar ticari olarak piyasada mevcut olan ibuprofen [(R, S)-2-(4-
izobutilfenil) propiyonik asit] gibi antienflamatuar ilaglarin iiretiminde kullanilmaktadir
(Kim vd., 2002a,b). Benzer sekilde, Bacillus coagulans esterazi, bir biyoaktif molekiil olan
rasemik ester 1,2-O-izopropiliden gliseroliin enantiyosecimli hidrolizini katalizlemektedir
(Molinavi vd., 1996). Insan serum esterazi ise etoposidin hidrolizinde ve toksisitesinin
azaltilmasinda kullanilmaktadir. Etoposid tiirevleri oldukca etkili antikanser ilaglaridir
(Wrasidlo vd., 2002).

Esterazlar, kagit ve kagit hamuru, tekstil, deri ve firincilik gibi diger endiistrilerde de
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ophiostoma piceae sterol esterazi, trigliseritleri ve
sterol esterlerini etkili bir sekilde hidroliz ettigi i¢in kagit endiistrisinde kullanilmaktadir.
Pseudomonas sp., Chromobacterium viscosum ve Candida rugosa’dan elde edilen
esterazlar, kagit hamuru iiretimi esnasinda aciga c¢ikan ziftlerin uzaklastirilmasinda

kullanilmaktadirlar (Kontkanen vd., 2004).



1.2.2. Isil Kararh Esterazlarin Mikrobiyal Uretimi

Oldukg¢a potansiyel olmasina ragmen, esterazlarla biyokataliz, biiylik Olgekli
endiistriyel islemler i¢in ¢ok uygun degildir. Buradaki smirlayici etken, biyolojik
katalizoriin endiistriyel olarak uygun olan sert reaksiyon sartlarinda (yiiksek sicaklik,
organik ¢oziiciiler, kuvvetli bazik veya asidik ortamlar gibi) kararsiz olmasidir. Termofilik
ve hipertermofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler bu sartlara daha direnclidir
ve bu nedenle endiistriyel biyokatalitik islemlerin gelistirilmesi i¢in alternatifler
sunmaktadirlar (Niehaus vd., 1999). Ayrica, biyoteknolojideki artan potansiyel
uygulamalara ilaveten, bu organizmalardan elde edilen enzimler, olaganiistii termodinamik
kararliliklar icin yapisal gereksinimleri incelemek amaciyla da biiyiik bir ilgi kaynagidirlar
(Zeikus vd., 1998; Pantazaki vd., 2002). Bu artan ilgiye ragmen, arke ve bakterilerden
sadece az sayida esteraz karakterize edilmistir (Rhee vd., 2005). Termoasidofilik
Picrophilus torridus ve hipertermofilik arkeler Archaeoglobus fulgidus, Pyrococcus
furiosus ve Pyrobaculum calidifontis’in 1s1l kararli esterazlar iirettikleri belirlenmistir
(Ikeda ve Clark, 1998; Manco vd., 2000; Hotta vd., 2002; Hess vd., 2008). Hipertermofilik
bakterilerden ise Thermoanaerobacterium tiirlerinden iki asetil ksilan esteraz (Shao ve
Wiegel, 1995), Thermoanaerobacter tengcongensis’den bir esteraz (Zhang vd., 2003) ve
Thermotoga maritima’dan bir karboksil esteraz (Kakugawa vd., 2007) olmak iizere sadece
birkag esterazin varligi belirlenmistir. Ayrica yine 7. maritima’dan hipotetik protein olarak
aciklanmis olmasina ragmen tipik esteraz motifleri i¢eren ester hidrolizleyen enzimlerin
(Levisson vd., 2007), Geobacillus stearothermophilus’dan ise 1s1l  kararh
karboksilesterazlarin varligt bildirilmistir (Ewis vd., 2004). Yine Misir’da ¢6l topragindan
izole edilen Geobacillus thermoleovorans YN bakterisinden 1s1l kararli bir esteraz
kodlayan gen, klonlanarak Escherichia coli’de ekspres edilmis ve saflastirilan enzim

karakterize edilmistir (Soliman vd., 2007).

1.3. Fosfotriesterazlar (PTE’ler)

Sinir sisteminin bir enzimi olan asetilkolinesterazi doniisiimsiiz olarak inhibe
ettiklerinden dolayr biitlin omurgalilar i¢in toksik bilesikler olan OP’lerin ¢evreden
uzaklagtirilmasi son yillarda oldukg¢a fazla ilgi ¢ekmistir. OP’ler II. Diinya Savasi’ndan

beri diinya genelinde sarin, soman ve VX gibi kimyasal savas ajanlarinin gelistirilmesinde



ve tarimda bocek Oldiiriiciilerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Raushel,
2002). OP’lerdeki fosfoester baglarmin hidrolizini katalizleyen enzimler, fosfotriesterazlar
(PTE, EC 3.1.8.1), organofosfat hidrolazlar (OPH), organofosfat parcalayan enzimler
(OPD), paratiyon hidrolazlar veya paraoksonazlar (SsoPox) olarak adlandirilirlar (Hou vd.,

1996; Merone vd., 2005).

1.3.1. PTE’lerin Yapis1

PTE, amidohidrolaz iist ailesinin iiyelerinden bir tanesidir. Ailenin diger iiyelerinde
oldugu gibi PTE’de aktif bolgenin B silindirin C ucunda yerlesmis oldugu bir TIM silindir
(ap)8 katlanmasi igerir (Sekil 1). Amidohidrolaz iist ailesinin diger {iyeleri arasinda iireaz,
adenozin deaminaz ve atrazin klorohidrolaz gibi enzimler bulunmaktadir (Holm ve Sander,
1997). Bu ailenin neredeyse biitiin iiyeleri bir veya iki tane divalent katyon icermektedir
(Aubert vd., 2004). PTE dogal halinde, ¢inko iceren bir metaloproteindir. Ancak, Zn**
iyonlarmm yerine Co®", Cd*", Mn®" veya Ni*" iyonlar1 da bulunabilmektedir. Yapilan
caligmalarla birlikte Co®"/Co*" iceren enzimin en aktif oldugu bulunmustur (Omburo vd.,
1992). Daha onceki incelemeler her iki metal iyonunun da optimum katalitik aktivite i¢in
gerekli oldugunu gdstermistir, ancak, her bir metal iyonunun aktif bolgedeki rolii tam
olarak bilinmemektedir (Shim ve Raushel, 2000). Metal iyonlarinin biri veya ikisi i¢in
potansiyel katalitik fonksiyonlar; fosfat merkezindeki elektrofilik karakteri artirmak i¢in
substratin P=0 veya P=S baglarin1 polarizlemesi, hidrolitik su molekiiliinii aktiflestirmesi
ve P-O baginin parcalanmasi esnasinda ayrilan grup iizerinde meydana gelen negatif yiikii
notrallestirmesi seklinde 6zetlenebilmektedir (Aubert vd., 2004).

Molekiiler yapist bilinen biitiin enzimlerin yaklasik %10’u (afp)8 silindir yapisi
icerecek sekilde katlanmaktadir. (aff)8 silindiri, 8 tane a-sarmalin olusturdugu bir ¢gember
tarafindan ¢evrelenen 8 paralel B-tabakadan olusan bir i¢ halka igerir (Pickett vd., 1992).
(ap)8 silindir igeren proteinlerin ¢ogu, narbonin ve konkanavalin B gibi birkag istisna ile
enzim olarak fonksiyon gostermektedirler. Bu enzimler ¢ok g¢esitli biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemektedirler (Nagano vd., 2002; Gerlt ve Raushel, 2003). Enzim
Komisyonu’nun siniflandirma sistemine gore (af})8 silindir katlanmasina sahip enzimler,
ligazlar hari¢ diger biitiin enzim siiflarin1 igermektedirler (Gerlt ve Raushel, 2003). Bu
enzimlerin ortak bir atadan gelerek birbirinden ayrilmis olabilecekleri 6nerilmistir. Ciinkii

bircok durumda, sira benzerligi igermezler ve farkli kofaktor gereksinimleri ile ¢ok farkli



bilesiklerin (fosfoesterler, esterler, amidler gibi) hidrolizini katalizlerler. Ancak, hepsi ¢ok
kesin benzer yapisal Ozelliklere sahiptirler. Aktif bolgeleri B silindirin C ucunda
yerlesmistir ve istisnasiz hepsi 8 tabakali (af3)8 katlanmasi igerirler (Farber ve Petsko,
1990). PTE’nin apo-formunun X-1s1n1 kristalografisi ile 3 boyutlu yapisinin incelenmesi

sonucunda, bu enzimin de bir (af)8 katlanmasi icerdigi sonucuna varilmistir (Benning vd.,
1994).

Sekil 1. TIM silindir katlanmasi igeren bir fosfotriesterazin kristal yapisi
(Ghanem ve Raushel, 2005).

Amidohidrolaz iist ailesinde, birkag alt tiir belirlenmistir. Bu alt tiirler mononiikleer
veya diniikleer metal merkezi koordine eden amino asit siralar1 agisindan farklilasmistir,
fakat katalitik 6zellikler acisindan aralarinda agik bir iliski yoktur. Pseudomonas diminuta
PTE’si alt tiir I’e aittir (Seibert ve Raushel, 2005). Bu enzim, simdiye kadar tespit edilen en
etkili PTE’dir (Dumas vd., 1989). Enzimin aktif bolgesinde bulunan ve daha fazla



gdmiilmiis olan “a-metal” olarak adlandirilan metal iyonu His 55, His 57, karboksillenmis
Lys 169, Asp 301 ve bir su molekiilii tarafindan koordine edilmis, trigonal bipiramidal
koordinasyondadir. Daha fazla ¢oziicliniin maruz kaldig “B-metal” olarak adlandirilan
metal iyonu ise His 201, His 230, karboksillenmis Lys 169 ve bir su molekiilii tarafindan
koordine edilmis, tetrahedral koordinasyon sergilemektedir. Bu iki metal iyonu
karboksillenmis Lys 169 ve hidroliz reaksiyonu sirasinda goriilebilen bir su/hidroksil
molekiilii ile koprii olusturmus haldedir (Sekil 2) (Buchbinder vd., 1998; Ghanem ve
Raushel, 2005).

Yukarida ad1 gegen amino asitlere ve histidinlere ilave olarak Trp 131 ve Asp 253’iin
de PTE’ nin katalitik fonksiyonu i¢in dnemli olabilecegi bildirilmistir (Benning vd., 1995).
Asp 253, His 230’un imidazol grubu ile elektrostatik etkilesim yapmaktadir. Bu etkilesim,
His 230°un, daha fazla ¢6ziiciiniin maruz kaldig1 metal iyonu ile optimum ligasyonu igin
uygun konformasyon kazanmasinda etkili olmaktadir. Trp 131 ise substratin aromatik

halkasinin konumlanmasinda etkili olmaktadir (Kuo vd., 1997).

Asp 301
His 230

His 55

His 57
His 201

Lys 169

Sekil 2. Fosfotriesterazin biniikleer metal merkezi (Ghanem ve Raushel,
2005).



1.3.2. PTE’lerin Substrat Spesifitesi

Paraokson, PTE i¢in bilinen en iyi substrat olmasina ragmen, enzimin substrat
spesifitesi oldukca genistir ve OP’lerin, tiyofosfatlarin ve fosforotiyolatlarin birgcok ¢esidini
icermektedir. Ayrilan gruplarin farkli oldugu substratlar igin katalitik etkinlik ve hiz
siirlayici basamak, ayrilan grubun pKa degerine baghidir (Hong ve Raushel, 1996).

PTE’nin dogal substrat1 heniiz bilinmemektedir. Ancak, enzim, paraokson yaninda
diger bocek oOldiirticiiler olan, paratiyon, metil paratiyon, fensulfotiyon gibi OP’leride
hidrolizleyebilmektedir (Sekil 3) (Schrader, 1950; Dumas vd., 1989). Ayrica enzim, sinir
ajanlar1 olan sarin, soman ve VX gibi maddeleri de hidrolizleyebilir (Sekil 4). Fakat bu
substratlar i¢in katalitik aktivite, daha az toksik olan bocek Oldiiriiciiler i¢in olandan daha

diisiiktiir (Dumas vd., 1990; Kolakowski vd., 1997).
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Sekil 3. Paraokson, paratiyon, metil paratiyon ve fensulfotiyon’un kimyasal yapilari
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Sekil 4. Sarin, soman ve VX’in kimyasal yapilari

PTE’nin substrat spesifitesi, paraokson analoglarin kii¢iik bir kiitiiphanesi taranarak
belirlenmigtir. Sekil 5’de goriilen yapinin, metil, etil, izopropil ve fenil gruplarinin
kombinasyonu ile X ve Y substituentleri i¢in toplam 16 tane potansiyel OP substrati elde
edilmistir. Biitlin bu paraokson analoglarinin PTE i¢in substrat oldugu bulunmustur.
Dimetil p-nitrofenil fosfat icin 18000 s™ ve diizopropil p-nitrofenil fosfat i¢in 220 s

arasinda doniisiim sayis1 degerleri elde edilmistir (Hong ve Raushel, 1999).

Sekil 5. Paraokson analoglarinin temel yapisi
1.3.3. PTE’lerin Reaksiyon Mekanizmasi

Paraokson, PTE tarafindan hidrolizlendiginde dietilfosfat ve p-nitrofenole doniisiir

(Sekil 6) (Meng, 2003).
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Sekil 6. Paraoksonun dietilfosfat ve p-nitrofenole hidroliz reaksiyonu
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Sekil 7. Paraoksonun PTE tarafindan hidrolizi i¢in Onerilen katalitik mekanizma (Aubert
vd., 2004).
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PTE ile yapilan kinetik caligmalar, hidrolizin Sn-2 tipi katalitik mekanizma ile
gerceklestigini gostermistir (Lewis vd., 1988). Bakteriyal PTE’nin paraokson i¢in dnerilen

reaksiyon mekanizmast Sekil 7’de gosterilmistir. Paraoksonun hidrolizi i¢in yapilan
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calismada, pH-hiz profili, tek bir grubun yaklasik 6,1 pKa degerinde deprotonlanmasi
gerektigini gostermistir (Donarski vd., 1989). Substrat bu pH degerinde iyonlagmadig igin
gozlenen bu iyonlagsma enzim iizerinde olmaktadir. Bu sonuglar, iki divalent metal katyonu
arasinda koprii durumunda bulunan hidroksilin niikleofil olarak kullanilmasiyla uyum
icindedir. Koprii hidroksilin reaktifligi, substratin aktif bolgeye baglanmasi sonucunda,
Asp 301°e bir protonun transfer edilmesiyle artar. Substratin fosforil oksijeni  metali ile
kompleks olusturur ve aktiflesmis hidroksilin fosfor merkezine niikleofilik saldirisi
gerceklesir. P-O bagi kirilir, p-nitrofenolat iyonu saliverilir ve iki metal iyonuna kopri
olusturan bir fosfat anyonu olarak enzim-iiriin kompleksi olusur. His 254’{in bu reaksiyonu
bir protonu Asp 301’den c¢oziicliye ve aktif bolgeden uzaga getirip gotiirmesiyle
kolaylastirdig: diistintilmektedir (Aubert vd., 2004). Bundan sonra, {iriin saliverilir ve aktif
bolge hidroksili tekrar olusur. Teorik ¢aligmalar, Tyr 309’un bir hidrojen bag etkilesimi ile
ayrilan p-nitrofenolat grubundaki negatif yiikii kararlilagtirdigini 6nermektedir (Koca vd.,
2001). Ancak, Tyr 309’un fenilalanine mutasyonu OP’lerin hidrolizini énemli derecede
etkilememistir. Bu nedenle bu potansiyel etkilesim hidrolize bir katki saglamamaktadir

(Aubert vd., 2004).

1.3.4. PTE’lerin Kullanim Alanlar

OP bocek oldiiriiciiler, zararli boceklere karsi etkili kimyasal ajanlar olarak biitlin
diinya genelinde kullanilmaktadirlar. Bu kimyasallarin siirekli kullanimi ekosistemde
birikmelerine ve cevreye Ozellikle de hedef olmayan organizmalara ¢ok biiyiik zararlar
vermesine neden olmaktadir (Bhat ve Krishnamachari, 1977; Bailey, 2001). OP bocek
Oldiiriictilerle diinya genelinde yilda yaklasik 3 milyon zehirlenme ve 200.000 6lim
vakasimin goriildiigii bildirilmistir (Karalliedde ve Senanayake, 1999). Savas sinir ajanlari
da OP yapisindadir ve insanlar i¢in OP bocek oldiirticiilerden daha toksiktirler. En ¢ok
tiretilen 4 sinir ajani tabun, soman, sarin ve VX’dir (Gunderson vd., 1992; Greenfield vd.,
2002). Sinir ajanlarinin sentezlenmesinin ¢ok kolay olmasi onlari1 terdrist amaglar igin
uygun bilesikler haline getirmektedir. Matsumoto ve Tokyo (Japonya) 1994 ve 1995°de
sarin ile gergeklestirilen terdrist saldirilara maruz kalmistir. Bu saldirilardan sirasiyla 600
ve 1500 kisi etkilenmis ve bunlarin 7 ve 11 tanesi dlmiistiir (Morita vd., 1995). Ayrica, ilk
Korfez Savasi’nda da miittefik askerlerinin sarine maruz kaldigina inanilmaktadir (Abdel-

Rahman vd., 2002; Abu-Qare ve Abou-Donia, 2002).
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Gilinlimiizde, OP’lerin detoksifikasyonu, agartict muamelesi, alkali hidrolizi ve yakip
kiil etme gibi yontemlerle gerceklestirilmektedir. Yavas, pahali ve ¢evreye zarar verebilen
bu yontemlerde reaksiyon sartlar1 serttir ve yan iirlinler toksik olabilmektedir. Bu nedenle
enzim katalizli dekontaminasyon {izerine ¢alismalar yapilmaktadir. Genis substrat
spesifitesi ve stereosegiciligi nedeniyle PTE, OP’lerin in vivo ve in vitro detoksifikasyonu
icin Uimit verici bir adaydir (Ghanem ve Raushel, 2005). Farelerle yapilan denemelerde,
farelere paraokson verilmesinden once veya verildikten hemen sonra, damardan 1,5 TU
(1,5 umol/dak paraoksonaz aktivitesi) PTE verilmesi ile beyin asetilkolin esterazinin
inhibisyondan korundugu goriilmiistir (Kaliste-Korhonen vd., 1993). Paraokson ile
muamele edilmis fare serumu, PTE ile 24 saat inkiibe edildiginde, asetilkolin esteraz
aktivitesi kontrol aktivitesine oranla %25-31’den %76-100’e c¢ikmustir (Tuovinen vd.,
1994). Hayvanlarda yapilan calismalardan ¢ikan sonuglar, PTE ile muamele edilmis
hayvanlarin diger hayvanlara oranla paraoksonu 50 kat daha fazla tolere edebilecegini
gostermistir (Ghanem ve Raushel, 2005).

Radyoaktif iyot ('*°I) kullanilarak yapilan ¢alismalarda, PTE ye karaciger, bobrek ve
akcigerlerde rastlanirken, sinir sisteminde rastlanmamistir. Bu sonuglar PTE’nin sinir
sistemine ulagsmadan 6nce dolagimdaki OP’leri hidroliz ettigini gostermektedir. PTE nin in
vivo terap0tik uygulamasi, plazmada yaklasik 5 saat oldugu bildirilen yar1 dmrii nedeniyle
siirlanmistir (Tuovinen vd., 1996). Bu engelin iistesinden gelmek amaciyla, PTE murin
eritrositlerinde (Pei vd., 1994) ve sterik olarak kararli lipozomlarda (Petrikovics vd., 1999)
basarili bir sekilde kapsiillestirilmistir.

OP’lerce kirlenmis alanlarda kirlilik miktarini tayin edebilmek amaciyla ¢ok yonlii
OPD tabanli bir metot gelistirilmistir. Bu yontem, enzimin ¢ok yakinindaki bir alanda
meydana gelen pH degisimini esas almaktadir. Bu pH degisimi, enzime kovalent olarak
immobilize edilmis olan floresin izotiyosiyanat (FITC) kullanilarak tayin edilmektedir. Bu
yontemle, miktar1 tayin edilebilen OP bdcek oOldiiriiciiler; etilparatiyon, metilparatiyon,
fensulfotiyon ve diger bircok maddeyi icermektedir (Rogers vd., 1999). Bunun yaninda,
metil paratiyonun tespiti i¢in cam fiber filtrelerde Flavobacterium sp. hiicrelerinin
immobilizasyonu ile iiretilen mikrobiyal bir biyosensdr gelistirilmistir. Immobilize
mikrobiyal biyokomponent ekonomiktir, bircok defa kullanilabilir ve yiliksek derecede
tekrarlanabilirligi vardir (Kumar vd., 2006). Potansiyometrik (Mulchandani vd., 1998a),
amperometrik (Wang vd., 2003; Chough vd., 2002) ve optik (Rogers vd., 1999)
dontstiiriiciiler igeren birgok OPH temelli biyosensorler de gelistirilmistir. Ayrica, OPH’yi1



13

hiicre i¢i olarak ekpres eden rekombinant E. coli hiicrelerinin potansiyometrik
doniistiiriiciilerle bir kombinasyonunu igeren mikrobiyal biyosensorler (Rainina vd., 1996)
ve OPH’yi ylizeyde ekpres eden rekombinant E. coli hiicrelerinin potansiyometrik
(Mulchandani vd., 1998b), amperometrik (Mulchandani vd., 200la,b) ve optik
(Mulchandani vd., 1998c) doniistiiriiciilii biyosensorleri liretilmigtir.

Ayrica son yillarda, PTE tarafindan zayif olarak hidroliz edilen substratlara karsi
aktiviteyi artirmak amaciyla birka¢ bakteriyal PTE’nin mutant formlar gelistirilmistir.
Soman ve sarin kimyasal savas ajanlar1 ve bazi bocek oldiriiciilerin hidrolizi ig¢in
P. diminuta PTE’sinin mutantlar1 yapilmistir (Chen-Goodspeed vd., 2001a,b; Li vd., 2001;
Raushel, 2002). Bunun yaninda, diger bakteriyal tiirlerden elde edilen PTE’ler VX
hidrolizini artirmak icin mutasyona ugratilmistir (Gopal vd., 2000). Ayrica, tarim
tirtinlerini korumak amaciyla ¢ok kullanilan bir bocek oOldiirlicii olan klorpirifoz’un

hidrolizi yonlendirilmis evrim ile 700 kat artirtlmistir (Cho vd., 2004).

1.3.5. Bakteriyal PTE’ler

Genelde, bakteriler OP’lerin varligindan etkilenmezler ¢iinkii bu bilesikler hiicre
i¢cine giremezler (Richins vd., 1997). Bunun yaninda bazi mikroorganizmalarin biiylimeleri
icin OP’leri C, N ve P kaynagi olarak hidroliz edebildikleri bildirilmistir (Cheng vd.,
1998; Raushel, 2002). PTE genine sahip olduklarindan dolay1 bu kabiliyete sahip olan bazi
bakteriyal izolatlar, P. diminuta (Munnecke, 1976), Flavobacterium sp. (Sethunathan ve
Yoshida, 1973) ve Agrobacterium radiobacter (Horne vd., 2002)’dir. Metil paratiyonu bir
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilen bir toprak bakterisi olan Serratia sp. DS001
metilparatiyon i¢eren minimal ortamda segici zenginlestirme ile izole edilmistir (Pakala
vd., 2007). Alteromonas tiirleri (Cheng vd., 1993), Bacillus stearothermophilus (Grimsley
vd., 1988), E. coli (Zech ve Wigand, 1975), Corynebacterium glutamicum (Laurence vd.,
2000) ve Burkholderia sp. NF100 (Masahito vd., 2000) tiirleri de OP bdcek oldiiriicii
pargalayabilen mikroorganizmalar arasindadir.

Yaban tip bakteriler diisiik miktarda PTE iiretirler. Bu nedenle PTE kodlayan genin
Streptomyces lividans ve E. coli gibi konake1 hiicrelerde yiiksek miktarda ve etkili bir
bicimde iiretimi i¢in ¢aba harcanmaktadir (Mulbry ve Karns, 1989; Steiert vd., 1989;
Rowland vd., 1991; Somara vd., 2002). Flavobacterium sp. ATCC27551 ve

Flavobacterium balustinum’dan OP pargalayabilen enzimleri kodlayan genler klonlanmis
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ve E. coli’de ekspres edilmistir (Manavathi vd., 2005; Siddavattam vd., 2006). OP ile
muamele edilmis topraktan izole edilen Pseudomonas pseudoalcaligenes bakterisinden
OPD kodlayan ophc2 geni de klonlanmis ve Pichia pastoris’de ekspres edilmistir (Chu vd.,
2006). Plesiomonas sp. tiir M6’dan yeni bir metilparatiyon hidrolaz geni C ucunda histidin
kuyrugu icerecek sekilde klonlanmis ve E. coli’de ekspres edilmistir (Fu vd., 2004).
Hipertermofilik bir arkedeki varligi ilk olarak bildirilen paraoksonaz olan Sulfolobus
solfataricus MT4 paraoksonazi da ayrica klonlanmis ve E. coli HB101’de ekspres

edilmistir (Merone vd., 2005).

1.4. Fosfotriesteraz Homolog Proteinler (PHP’ler)

Evrimin, genellikle bir organizmanin 6zel bir ekolojik bolgeye se¢imli adaptasyonu
icin milyonlarca yi1l gerektirdigi tahmin edilmektedir. Ancak, son bulgular,
mikroorganizmalarin evriminin ¢ok uzun zaman degil de 10 yillik veya 100 yillik daha
kisa siirelerde meydana gelebilecegini onermektedir. Bakterilerin laboratuar ortaminda
yapay evrimi c¢alismalari, proteinlerin segici baskilara cevaben daha kisa bir zaman
yelpazesinde degistigini belgelemektedir (Benner ve Ellington, 1988). Yeni aktivitelerin
kazanilmasi, belirli bir katalitik fonksiyon i¢in enzim 6zginliigilinii degistirmek iizere bir
proteinin substrat baglanma bolgesinin yeniden diizenlenmesini veya bir katalitik
fonksiyona sahip olmayan fakat var olan bir baglanma bolgesinde yeni kazanilmis bir
katalitik aktivitenin olusumunu gerektirebilir (Buchbinder vd., 1998).

P. diminuta PTE’si cevre kosullarinin degismesine karsilik yeni bir enzimatik
aktivitenin dogal evrimine bir 6rnek olabilir. PTE, birgcok OP’nin hidrolizini katalizleyen
biniikleer ¢inko merkezi iceren bir metaloproteindir (Dumas vd., 1989; Benning vd., 1995).
PTE’nin substrat1 olan OP’lerin tamami sentetik bilesiklerdir ve enzim i¢in dogal olarak
bulunan herhangi bir substratla benzerlikleri bilinmemektedir. Paraoksonun sentezi, ilk
olarak 1950°de (Schrader, 1950) bildirilmistir. Bu durum, bakterilerdeki PTE aktivitesinin,
gecen birkag 10 yillik siire zarfinda benzer bir katalitik fonksiyona sahip baska bir
enzimden besin ihtiyaglarin1  karsilayabilmek  amaciyla sentetik  bilesikleri
hidrolizleyebilme kabiliyetine sahip olacak sekilde evrimlestigini 6nermektedir
(Buchbinder vd., 1998).

PTE’ye en yakin sira homolojisini, fosfotriesteraz homolog protein (PHP)

gostermektedir. Her ne kadar PHP nin dogal substrati bilinmese de yapilan caligmalarla
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paraoksonaz aktivitesi gdstermedigi tespit edilmistir. Fonksiyonu bilinmeyen bir enzim
olan PHP’nin PTE ile sira 6zdesligi %28, sira benzerligi %66°dir. Her iki enzim de aym
biniikleer (Zn®") metal merkezine sahiptir ve yiizeydeki 3 nolu lop hari¢ 3 boyutlu yapilar
birbiri ile oldukga giizel ortiismektedir (Buchbinder vd., 1998). Ancak, birinci, yedinci ve
sekizinci B/a birimlerini 6rten 3 aktif bolge lopu PHP’de PTE’den daha kisadir (Afriat vd.,
2006).

PHP’lerin varligina ilk olarak E. coli’de rastlanmistir (Scanlan ve Reid, 1995). Bunun
disinda homolog siralar1 olan diger 4 genin varhig1 sirasiyla sigan, fare, mikobakteri ve
mikoplazmada belirlenmistir (Hou vd., 1996; Himmelreich vd., 1996; Philipp vd., 1996;
Alimova-Kosta, 1998). Sira homolojisine dayanilarak PHP’nin yapisinin PTE ile aym
olabilecegi beklenebilir. PHP ve PTE’nin primer siralarinin incelenmesi sonucunda
PTE’de bulunan ¢inkonun koordinasyonunda goérev alan 4 histidin ve 1 aspartat biriminin
PHP’de korunmus oldugu goriilmiistiir (Scanlan ve Reid, 1995). Sadece, PTE’de
169. pozisyonda bulunan Lys tam olarak korunmamaistir. Bu birim PHP’de bir glutamat ile
yer degistirmistir ve E. coli, fare ve sican PHP’lerinin siralarinda bir pozisyon kaymis
durumdadir. Mikobakteri ve mikoplazma PHP’lerinde ise PTE’deki Lys 169’un yerinde
yine bir Lys birimi vardir ve bu lisin birimleri muhtemelen ayn1 sekilde karboksillenmistir
(Buchbinder vd., 1998). Bu metal merkezi yapist nedeniyle PHP ailesi, alt tiir II olarak
simiflandirilmistir (Seibert ve Raushel, 2005).

1.4.1. E. coli PHP’sinin (¢PHP) Yapisi

ePHP’nin X 1511 kristalografik yapisi, proteinin 3 boyutlu yapisinin silindirin 1
tabakas1 ve ol sarmali arasina girmis olan ilave iki antiparalel B tabaka iceren elips
bi¢iminde bir (ap)8 katlanmasi icerdigini gdstermektedir (Sekil 8). Ilave bir a9 sarmali,
silindirin C ucundan c¢inko merkeze dogru yonelen o8 sarmalimi takip etmektedir.
Biniikleer ¢inko merkezi  silindirin C ucunda yerlesmistir ve bu yap1 enzimin aktif

bolgesini olusturmaktadir.
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Sekil 8. ePHP’nin yapisinin kurdele gosterimi. Protein, silindirin birinci
tabaka ve o sarmali arasina girmis olan iki ilave § tabaka (B2 ve B3)
iceren (af})8 katlanmasi igerir. a sarmallar mor, B tabakalar yesil ile
gosterilmektedir. Silindirin C ucunda yerlesmis olan 2 ¢inko iyonu
mavi kiirelerle gosterilmektedir (Buchbinder vd., 1998).

Aktif bolgede yer alan iki ¢inko iyonu birbirinden 3,35 A uzakliktadir. Birinci ¢inko
iyonu 5 ligand tarafindan koordine edilmis trigonal bipiramidal geometride iken diger
¢inko iyonu tetrahedral geometridedir. Birinci ¢inkonun ligandlart His 14, His 12, Asp 243
ve Glu 125°dir. Asp 243 ve Glu 125’in karboksilat gruplar1 trigonal bipiramidin aksiyal
konumlarin1 doldurmaktadir. Elektron yogunlugu haritasinda 5. ligandin ne oldugu tam
olarak acik degildir fakat bunun, proteinin saflastirildigt E. coli Oziitinden gelen bir
molekiil veya kristallendirme ortamindaki bilinmeyen bir kirlilik olabilecegi
diistiniilmektedir. Glu 125’in karboksilat grubu ve kimligi bilinmeyen bu molekiil, 2 ¢inko
atomu arasinda koprii olusturmus bulunmaktadir. Ikinci ¢inkonun etrafindaki ligandlar ise

Glu 125, His 158 ve His 186’1n yan zincirleri ve kimligi bilinmeyen molekiilden ibarettir.
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PTE yapisinda ePHP deki Glu 125’in yerinde karboksillenmis bir Lys birimi koprii ligand:
olarak bulunmaktadir. Ayrica ePHP’nin yapisinda ayni pozisyonda goriilen ne oldugu
anlasilamayan molekiil yerine PTE’de bir su molekiilii, divalent katyonlar ile ikinci kopri
ligand1 olarak gorev almaktadir. Bu nedenle, yapisal olarak bu hidrolitik metaloenzime
benzeyen ePHP’nin, ¢inko merkezinde koordine olmus bir hidroksil igerebilecegi veya
alternatif olarak bir substrat molekiiliiniin her iki ¢inko iyonuna baglanabilecegi

muhtemeldir (Buchbinder vd., 1998).

1.4.2. ePHP ve PTE’nin 3 Boyutlu Yapilarimin Cakistirilmasi

ePHP ve PTE’nin yapilan ist iiste cakistirildiginda (Sekil 9) PTE’nin ePHP’den
hacimsel olarak daha biiyiik oldugu ve N ucunda ePHP’nin birinci B tabakasinin 6niinde
olan 2 antiparalel B tabakayi da igeren yaklasik 40 ilave amino aside sahip oldugu
goriilmektedir. PTE yapist ile karsilagtirlldiginda biiyiik farkliliklar gosteren ePHP
kisimlar1 bu ¢akistirmada gosterilmemistir. PTE ile ¢ok biiyiik yapisal farkliliklar gosteren
ePHP kisimlari, PTE’de olmayan antiparalel f2 ve B3 tabakalarim1 kusatan B1 ve al
arasindaki bolge, B7 ve a5 arasindaki lop, B9 ve a7 arasindaki lop ile B10 ve a8 arasindaki
lop seklinde siralanabilir. Ayrica, B6 ile a4’l ve B8 ile a6’y1 baglayan loplarda da kismen
biiyiik farkliliklar goriilmektedir (Buchbinder vd., 1998).

Her iki yapr arasindaki onemli farkliliklar, ePHP’nin muhtemel aktif bdlgesine
karsilik gelen bolgelerde goriilmektedir. Metal ligasyonunda gorev alan birimlerden baska,
aktif bolgedeki birimlerin birka¢i korunmustur. ePHP’deki pozitif yiiklii birimler olan Lys
23, Lys 213 ve Arg 246, PTE’de sirasiyla Trp, His ve Ile ile yer degistirmis bulunmaktadir.
PTE’de bir substrat benzeri olan dietil 4-metilbenzilfosfonat ile etkilesime giren birimler
olan Phe 306, Tyr 309, Met 317, Leu 271, Trp 131 ve His 257 birimleri de korunmamustir.
Met 317 nispeten tek korunmus birimdir ve ePHP’de bunun yerine hidrofobik bir birim
olan Leu 250 bulunmaktadir. Ancak Phe 306, Tyr 309 ve Leu 271°’un ePHP’de herhangi
bir karsilig1 bulunmamaktadir. PTE’de B9 tabakasi ePHP ninkinden daha kisadir ve aktif
bolge lizerinde bir kulak sekli olusturacak bicimde uzanmaktadir. Bu yap1 ePHP’de
goriilmemektedir. PTE, 9 ve a7 arasindaki bolgede (lop 7), ePHP sirasina gore ilave 14
birim daha ve substrat baglanma bdlgesinde bulunan Leu 271’1 icermektedir. PTE’de, Phe
306 ve Tyr 309’u igeren P10 ve a8 arasindaki lop (lop 8), ePHP sirasina gore ilave 9 birim
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daha icermektedir. Her iki yapida farklilik gdsteren bu lop ¢inko ligasyonunda gorev alan

korunmus aspartat birimini de (ePHP’de Asp 243) icermektedir (Buchbinder vd., 1998).

Sekil 9. ePHP ve PTE’nin yapilarinin st iiste ¢akistirtlmasi. ePHP mor,
PTE ise yesil renk ile gosterilmektedir (Buchbinder vd., 1998).

Simdiye kadar kesfedilen biitiin o/ silindir proteinlerinin aktif bolgeleri o/ silindirin
karboksil ucunda benzer pozisyonlarda yerlesmis olan enzimler oldugu bulunmustur. Aktif
bolgenin ayni diizende yerlesiminden dolay1 o/f silindir proteinlerinin ortak bir atadan
farkli sekillerde evrimlestigi sonucuna varilmaktadir (Farber ve Petsko, 1990). ePHP, PTE,
iireaz ve adenozin deaminaz gibi enzimleri i¢eren o/f silindir proteinlerinin bir alt sinifina
yapisal olarak en ¢ok benzeyen enzimdir. Bu proteinlerin tamami uzun elips bi¢iminde o/f3
silindirlere sahiptirler ve neredeyse benzer ligandlar tarafindan koordine edilen metal
iyonlar1 icermektedirler (Wilson vd., 1991; Jabri vd., 1995; Vanhooke vd., 1996). PTE ve
iireazda, Glu 125 karboksillenmis bir lisin ile yer degistirmistir. Adenozin deaminazda
Glu 125 bir aspartat ile yer degistirmistir. Ilging bir bicimde adenozin deaminaz, ePHP’de

cinkonun baglandig1 birimlerin bulundugu pozisyonlarda 4 histidin ve 1 aspartat birimi
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icermesine ragmen sadece bir ¢inko baglamaktadir. Katalitik aktiviteleri bilinen bu alt
smiftaki her 3 protein de hidrolitik enzimdir ve bu gézlemin sonucunda ePHP’ nin de bazi
hidrolitik reaksiyonlar1 katalizleyebilecegi sonucuna varilabilir (Buchbinder vd., 1998).
Keza, diisiik miktarda esteraz aktivitesi gosteren PHP’de, PTE’den en ¢ok farkli olan
loplarda yapilan mutasyonlarla daha yiiksek bir esteraz aktivitesi elde edilmistir.
Estarazlarin reaksiyon mekanizmasi, amidohidrolaz iist ailesinin diger iiyelerinin dogal bir
fonksiyonu olarak belirtilmemis olmasina ragmen, metaloenzimlerin bu grubunun tyeleri
tarafindan katalizlenen diger hidrolitik reaksiyonlara mekanistik olarak benzemektedir. Bu
nedenle, gelecekte kesfedilecek TIM silindir metaloesterazlarin bu iist aileye ait olabilecegi
veya bu aktivitenin amidohidrolazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlar1 ve substrat
spesifitesini genisletmek icin laboratuarda evrimlestirilebilecegi muhtemeldir (Roodveldt

ve Tawfik, 2005).

1.5. Termofiller ve Termofilik Enzimlerin Ozellikleri

Diinya iizerinde yasayan canlilar 6karyotlar, bakteriler ve arkebakteriler olmak tizere
3 ana grup altinda toplanmaktadir (Woese vd., 1990). Bakteriler biiyiiyebildikleri sicaklik
araliklarina gore sakrofiller (-5 ve 20 °C arasinda), mezofiller (15 ve 45 °C arasinda),
termofiller (45 ve 80 °C arasinda) ve hipertermofiller (ekstrem termofiller, >80 °C) olmak
lizere 4’e ayrilirlar (Vieille ve Zeikus, 2001). Termofiller ve hipertermofiller tarafindan
iiretilen enzimler (termozimler) yiiksek sicakliklarda doniistimsiiz inaktivasyona karsi
direngli olduklar1 i¢in 1s1l kararli ve ayrica genellikle 60 ve 125 °C arasindaki sicakliklarda
optimum aktivite gosterdikleri i¢in termofiliktirler (Vieille vd., 1996).

Termozimler, ekstremofillerden elde edilen ekstremozimler olarak adlandirilan diger
bir enzim simfinin pargasidirlar. Ekstremozimler yiliksek tuz iceren ortamlarda
(halozimler), yiiksek alkali ortamlarda (alkalozimler) ve diger ekstrem sartlarda (basing ve
asitlik vb.) aktivite gosterebilirler (Lowe vd., 1993; Adams ve Kelly, 1995; Gershenson
vd., 2000). Dogas1 geregi yiiksek sicakliklarda kararli ve aktif olan termofilik ve
hipertermofilik enzimler mezofilik veya sakrofilik tiirlerden elde edilen enzimlere oranla
cok biiyiik biyoteknolojik avantajlara sahiptirler:

1) Bu enzimler mezofilik bir konakcida ekspres edildiklerinde 1s1 muamelesi ile

saflastirilmalari ¢ok kolaydir.
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2) Coziciiler veya guanidinyum hidrokloriir gibi, denatiire edici kimyasallara karsi
oldukea fazla direnclidirler.

3) Enzimatik reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesi ile yiiksek
konsantrasyonda substrat kullanimi, daha diisiik viskozite, daha az mikrobiyal
kontaminasyon riski ve genellikle daha yiiksek reaksiyon hizlar1 elde
edilebilmektedir (Vieille ve Zeikus, 2001).

Dogal, aktif proteinler, kovalent olmayan etkilesimlerin zayif bir dengesi ile bir arada
tutulurlar. Yiiksek sicakliklar, bu kovalent olmayan etkilesimleri bozdugu zaman proteinin
katlar1 agilir. Cogu zaman, sekonder ve tersiyer yapilarin bozulmasi enzimin yliksek
sicaklikta inhibisyonu ile ayni anda olur. Cogu protein sogutma ile birlikte kendi dogal ve
aktif konformasyonlarini kazanabilir. Bu ag¢ilma “termodinamik olarak doniisiimlii agilma”
olarak adlandirilir (Privalov ve Khechinashvili, 1974; Backmann vd., 1998). Mezofilik
organizmalardan elde edilen proteinlerin ¢ogu doniisiimsiiz olarak agilir. Inaktif, fakat
kinetik olarak kararli yapilara doniisiirler ve genellikle kiimeleserek ¢okerler. Kiimelesme
sirasinda, dogal proteinde gomiilii olarak bulunan hidrofobik birimler diger ac¢ilmamis
protein molekiillerindeki hidrofobik birimlerle etkilesime girerler ve bunun sonucunda
¢oziicli ile etkilesim minimuma iner (Volkin ve Middaugh, 1992). Bu doniisiimsiiz
acilmadan dolay1 mezofilik tiirlerden elde edilen enzimler 1s1l kararli degillerdir.

Arastirmacilar, termozimlerin yiliksek sicakliklarda fonksiyonlarini agiklayabilecek
yeni amino asitler, kovalent modifikasyonlar veya yapisal motifler bulamamistir (Fields,
2001). Isil kararhilik, bir proteinin bazi amino asitlerinin ve 3 boyutlu yapisinda mevcut
olan hidrojen baglar1, iyon-cifti etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler gibi dogal
etkilesimlerinin degisimi ile ortaya c¢ikan kii¢iik yapisal modifikasyonlarin sonucu
kazanilan bir 6zellik olarak goriilmektedir (Scandurra vd., 1998). Bolge spesifik mutasyon
denemeleri ve termozimler ile mezofilik organizmalardan elde edilen enzimler olan
mesozimlerin yapisal ve kararlilik karsilagtirmalari, termozimlerin kararliligina dikkate
deger Olctlide katki saglayan bazi dnemli faktdrlerin oldugunu ortaya koymustur (Fontana,
1991; Ladenstein ve Antranikian, 1998). Ancak, kararlilig1 destekleyen tek bir evrensel
mekanizma yoktur ¢ilinkii 1s1l kararliligin molekiiler mekanizmasi spesifik enzimlere gore
degismektedir (Vieille vd., 1996). Kararliliga katkida bulunan faktorler, ilave molekiiller
arast etkilesimleri (hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler,

disiilfit baglari, metal baglanmasi1 gibi) ve konformasyonal yapilar1 (daha rijid, siki
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paketlenme, a-sarmal kararliligi ve diisiik agilma entropisi gibi) icermektedir (Li vd.,
2005).

Hipertermofilik enzimler, enzimlerin gelisimi, kararliligi ve aktivite mekanizmalari,
protein yapi-fonksiyon iliskileri ve ug¢ sartlar altinda biyokatalizi incelemek i¢in model
sistemler haline gelmistir. Bu uygulamalar, genlerin hipertermofillerden klonlanip
mezofilik konakc¢ilarda ekspres edilmesi ile kolaylasan protein saflagtirma ve
karakterizasyon gibi molekiiler biyoloji ve biyokimyasal ¢alismalar sonucu ortaya
cikmaktadir. Arkeal ve bakteriyal hipertermofillerin ¢esitliligi, gelisen yeni biyokimyasal
uygulamalar i¢in enzim se¢iminde biiyiik bir havuz olusturmaktadir. Bu alanin gelecegi

oldukea cekici ve sinirsizdir (Vieille ve Zeikus, 2001).

1.6. Hipertermofillerden Elde Edilen Genlerin Mezofillerde Klonlanmasi ve
Ekspresyonu

Dogal ve rekombinant hipertermofilik enzimlerin Ozellikleri karsilastirildiginda,
E. coli’de ekspres edilen hipertermofilik enzimlerin biiyiilk ¢ogunlugunun, dogal enzimin
uygun katlanma (Grattinger vd., 1998), 1si1l kararlilik ve yiiksek sicakliklarda optimum
aktivite (Tomschy vd., 1993; Vieille vd., 1995; Arnone vd., 1997; Andra vd., 1998; Ghosh
vd., 1998) gibi biyokimyasal ozelliklerinin tamamini muhafaza ettigi goriilmektedir.
Hipertermofillerden elde edilen birkag¢ protein, tam olarak 1s1l kararli olabilmek i¢in tuzlar
veya poliaminler gibi dis faktorlere veya translasyon sonrasi modifikasyonlara ihtiyag
duyabilirken, bu proteinlerin ¢ogu dogas1 geregi 1sil kararhidir ve fizyolojik sartlarinin
altinda olan 60 °C’de bile uygun bir sekilde katlanabilmektedirler. Bir¢ok hipertermofilik
enzimin E. coli’de geregi gibi ekspres olup katlandig1 gercegi bu enzimlerin ¢alisilmalarini
kolaylagtirmistir. Ciinkii hipertermofilik mikroorganizmalar1 biiylitmektense, E. coli’yi
biiylitmek ve enzimi buradan saflastirmak daha kolaydir. Rekombinant hipertermofilik
proteinlerin dogru bi¢imde katlandig1 ile ilgili baska bir delil de bu proteinlerin kristal
yapilarinin mezofilik homologlarina benzer olmasidir (Yip vd., 1995; Knapp vd., 1997;
Russell vd., 1997; Tahirov vd., 1998; Isupov vd., 1999; Maes vd., 1999). Rekombinant ve
dogal hipertermofilik protein yapilarinin benzer oldugu goriisii, hem dogal hem de
rekombinant enzimlerin ayr1 ayr1 kristallendirilme ¢alismalar1 ile oldukg¢a yaygin bir
sekilde kabul edilen bir goriis haline gelmistir (Aguilar vd., 1997). Ancak, basarisiz olan

caligmalar genellikle bildirilmedigi icin biitiin hipertermofilik proteinlerin mezofilik
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ortamda ekspres edilip edilemeyecegi tam olarak agik degildir. Simdiye kadar, E. coli’de
ekspres edilen biitiin hipertermofilik enzimlerin %10’undan azinin dogal organizmadan
saflagtirllan enzimlerden farkli kararlilik, katalitik ve yapisal oOzellikler gosterdigi

belirlenmistir (Matussek vd., 1998; Cacciapuoti vd., 1999).

1.7. Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 Susunun Baz1 Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 susu Canakkale Kestanbol Kaplicasi’ndan alinan
su orneklerinden izole edilmistir. Bakteri izolasyonu, zenginlestirme kiiltlirleri yapilarak ve
membran filtresinden gecirilerek gerceklestirilmistir. Kestanbol Kaplicasi Canakkele nin
Ezine ilgesinin sinirlart igerisinde bulunup bu ilgeye uzakligi 10 km, Canakkale’ye olan
uzaklig1 ise 50 km’dir. Kestanbol Kaplicasi’nin yerden ¢ikis sicakligi 73 °C’dir. Izolatin,
tir tayininin yapilabilmesi i¢in ¢esitli morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal,
genetiksel ve kemotaksonomik testler yapilmigs ve elde edilen sonuglar Tablo 2’de
verilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda, “National Collections of Industrial Food and
Marine Bacteria”da 14238 numarasi ile depolanan termofilik izolatin, basil morfolojisine
sahip oldugu, spor olusturabildigi ve katalaz enzimi {iretebildigi gozlenmistir (Diilger,

2003).

Tablo 2. G. caldoxylosilyticus TK4 susunun bazi biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Sonu¢  Ozellik Sonuc
Gram Boyama +/- Anaerobik Biiyiime -
Spor Boyama + Glukoz fermantasyonu +
Katalaz Uretimi + Mannitol fermantasyonu +
Jelatin Hidrolizi + Arabinoz fermantasyonu +
Nisasta Hidrolizi + Ksiloz fermantasyonu +
VP Testi - %?2-5 NaCl’de biiylime +
Sitrat Kullanimi - %7-10 NaCl’de biiyiime -
Propiyonat Kullanimi + 30-37 °C’de Biiyiime -

Indol testi - 40-70 °C’de Biiylime +
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1.8. Calismanin Amaci ve Pratik Onemi

Enzimler hayatin birgok alaninda tarihin baglangicindan beri 6nemli bir rol
oynamaktadirlar. Toplumlar enzimleri, ne olduklarini ve nasil c¢alistiklarini anlamadan
binlerce yil kullanmislardir. Gegen birkag¢ nesil boyunca, bilim enzimlerin sirrini1 ¢ézmiis
ve bu bilgiyi bu olaganiistii maddeleri degisik uygulama alanlarinda daha iyi bir sekilde
kullanmak igin gelistirmistir.

Enzim endiistrisi, modern biyoteknolojinin araglarinin kullanilmasiyla birgok iiretim
islemini gelistirmek iizere 6nemli derecede gelisme kaydetmektedir. Daha az miktarda
enerji, su ve hammadde tiiketimi ile daha az atik ve ¢evresel kirlilik bu teknolojinin hedef
yararlar1 arasindadir.

Termofilik organizmalar {izerinde yapilan ¢alismalar sonucu, bu organizmalardan
elde edilen enzimlerin mezofilik analoglarina goére daha kararli oldugu kesfedilmistir. Bu
nedenle termofilik bakterilerden enzim izolasyonu, karakterizasyonu ve klonlanmasi
tizerine 1ilgi gittikce artmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ile enzimlerin
stereosegiciligi, substrat Ozgiinligli ve genel performansi degistirilebilmekte ve 0Ozel
amaglara uygun enzimler {iretilebilmektedir. Bu yoOntemlerin kullanimi ayrica saf
enzimlerin ekonomik ve bol miktarlarda iiretimini de saglamaktadir.

TUBITAK 106T696 nolu proje tarafindan desteklenen bu calismanin amacr,
Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii arastirmacilar1 Prof.Dr. Ali Osman
BELDUZ ve Dog.Dr. Sabriye CANAKCI tarafindan Canakkale Kestanbol Kaplicasi’ndan
izole edilen G. caldoxylosilyticus TK4 susundan 1s1l kararl fosfotriesteraz homolog protein
(PHP) geninin klonlanmasi, E. coli’de bol miktarda ekspres edilip saflastirilmasi ve dogal
substratt bilinmeyen bu enzimin aktivite gosterebilecegi substratlarin  belirlenip
biyokimyasal olarak karakterize edilmesidir.

PHP’lerin varligi ¢ok az sayida mikroorganizmada bildirilmistir. Ayrica PHP
kodlayan genlerin klonlanmas1 ve ekspres edilip ayrintili biyokimyasal karakterizasyonun
yapildig1 caligmalarin sayis1 yok denecek kadar azdir. Bu nedenle, termofilik bir bakteri
olan G. caldoxylosilyticus TK4’den klonlanip E. coli’de ekspres edilen enzimin saflastirilip
ileri derecede karakterize edilmesi ile birlikte bu alandaki eksiklikler bir nebze olsun
giderilmis ve literatiire PHP’lerin enzimatik aktivitesi ile ilgili ok 6nemli veriler sunulmus
olacaktir. Ayrica elde edilecek enzimatik aktivitelerle birlikte bu enzimin endiistriyel

ve/veya klinik agidan kullanilabilirligi de arastirilabilecektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

(Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma Model
Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25

PCR Bio-Rad MJ Mini Personal
DNA Elektroforezi Owl Separation Systems  Easy Cast BIA

Protein Elektroforezi Owl Separation Systems ~ P8DS

Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Mikrosantrifiij Sigma 1-14

Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Kuru Hava Banyolu Inkiibator Niive EN400

Mikrotiipler I¢in Termal Sallayici ~ Boeco TS-100 Thermo Shaker
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV
Ligasyon Firin Niive ES110

Hava Banyolu Calkalayici Barnstead/Lab-Line MaxQ Mini 4450 Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720

Otoklav Tomy SS-325

Sonikator Bandelin Sonopuls HD3100

Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE

Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolab1 Profilo BD4303ANFE

Terazi Ohaus Pioneer

Mikrodalga Firin Regal RMD-17

Derin Dondurucu Regal RDD-1280

Steril Kabin Tezsan —
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2.1.2. Enzimler

Calismada kullanilan enzimler Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyonu
EcoR 1 Fermentas 10 U/uL

Hinf'1 Fermentas 10 U/uL

BamH 1 Fermentas 10 U/uL

Nde 1 Fermentas 10 U/uL

T4 DNA Ligaz Promega 3 U/uL

T4 DNA Ligaz, HC Promega 20 U/uL

GoTaq Flexi DNA Polimeraz Promega 5U/uL

2.1.3. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo

Tablo 5. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

5’te verilmistir.

Kimyasal Madde/Malzeme

Firma

Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Plazmit DNA Izolasyon Kiti
(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems)
Genomik DNA Izolasyon Kiti (Wizard Genomic DNA Purification Kit)

pGEM-T Vektor Sistemi (pGEM-T Easy Vector System I)

PCR Uriinlerini Temizleme Kiti
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System )

Protein Saflastirma Kiti (MagneHis Protein Purification System)

DNA Standard1 (1 kb DNA Ladder)

DNA Standardi (100 bp DNA Ladder)

SDS-PAGE Standard1 (Broad Range Protein Molecular Weight Markers )

Fluka, Sigma, Merck

Promega

Promega
Promega

Promega

Promega
Promega
Promega

Promega
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2.1.4. Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. PCR’da kullanilan primerler

Primer Ad1  Baz Sirasi Tm (°C) Sentezleyen Firma
PteF1 5’-GCTTCATCCAGAGTATCATCGTCC-3’ 57,9 IONTEK

PteF2 5’-AATGGGGGTACTAGAGACAACG-3’ 57,0 IONTEK

PteR1 5’-CGTCCCATCAATGCCATTCTCG-3’ 59,5 IONTEK

PteF3 5’-CCATATGTACATTCAGACTGTCCTTGGG-3’ 59,5 IDT

PteR3 5’-CGGATCCGTCAATTAACCTTCTTTCCG-3’ 60,3 IDT

2.1.5. Kullanilan Suslar

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan Escherichia coli suslar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan Escherichia coli suslari

Tiir Sus Genotip Kullanim Amaci

Escherichia coli  JM101 supE thi-1 A(lac-proAB) Klonlama hiicresi
[F" traD36 proAB laclI"ZAM15]

Escherichia coli  BL21(DE3)pLysS  F—, ompT, hsdSg (rg—,mp—), dcm, gal, Ekspresyon hiicresi
MDE3), pLysS, Cm"

2.1.6. Plazmitler

Calismada kullanilan plazmitler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Ad1 Firma Kullamim Amaci
pUCI18 Promega Genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak i¢in
pGEM-T Easy Promega Invers PCR fiiriinlerini klonlamak igin

pET-28a(+) Novagen Ekspresyon vektorii
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Ndel 185
. Narl 237

Hindlll 400

Sphl 410

Pstl 4186

Arcl 419
Hincll 420

lacZ_a reporter AT

pUC18
.- 2686 be

Kpn 1
399 Pst 1 Acc 651 455
| |
5' CII’XAGCTTIGCATGC|CTGCAGC|}TCGACIJ'lI‘CTAGIIXCliGATCﬁ:CCGGGTACCCIiAGCTClllGAATTCli 3
Hind Il Pael ~Sgg1 Hincll Xbal BamHI1 ™ g, Ecl 13611 EcoR1
Sal 1 Cfr 91 Eco241 Xapl
Xmi 1 Eco 881 Sac 1

Sekil 10. pUC18 vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesini (MCS), replikasyon orijinini, LacZ
genini ve amfisilin direng genini igceren harita (Dong vd., 2004; URL-3, URL-4
ve URL-5, 2009).
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,&cc'I Q2
EcuR\-’ 61
Ncol 38 Py ‘B9
,&pal 15 Sphl 2?
Hincll 93
Mdel 98
Sacl 110

laci_a reporter
f1 arigin

pGEM-T Easy
- 3015 be g

PBREZ22 origin—___ ;

1000bp  ~
amp marker -

|
LEQObp

Sekil 11. pGEM-T Easy vektoriiniin haritas1 (Dong vd., 2004; URL-5 ve URL-6,
2009).
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T7 Transkripsiyon Baslangici

5' TGTAATACGACTCACTATAlGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATG
3 'ACIATTATGCTGAGTGATATCCCIGCTTAA?CCGG?lCTGCA??GTAC?AGG?CCGGCE?GTAC

T7 Promotoru Apal Aat 11 Sph 1 BstZ1  Ncol
GEN
GCGGCCGCGGGAATTCGATT 3'---ATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCA
quC?G?GC(ﬁ:TTAA?CTA—___3 ! TTAGTl'GATCAI(ljTTAAGl(IZGCCGGCGl?ACGTCIJ(leGCTGIGl_T
BsiZ1_ |SacIl EcoR1 Spel  EcoR1 Not 1 Pst1 Sal 1
BstZ 1

Not 1

SP6 Transkripsiyon Baslangici

TATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT 3’

ATACCCTCTCGAGGGTTGCGCAACCTACGTATCGAACTCATAAGATATCACAGTGGATTTA 5

| | I | | | |
Nde 1 Sac 1 BstX 1 Nsil

SP6 Promotoru

Sekil 12. pGEM-T Easy vektoriiniin promotoru ve ¢oklu klonlama bélgesi. Ust zincir T7
RNA polimeraz tarafindan sentezlenen RNA sirasini, alt zincir ise SP6 RNA
polimeraz tarafindan sentezlenen RNA sirasini ifade etmektedir (URL-7, 2009).
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Saclllgl
Xhol 159 1011 157 Hindlll 174

EcoRl 193

W@HI 193
oo —  _  Ndel 239

" i -,“!. -‘T«“R_h—iolzg?
I ’
! JN}NBBS

Ealll 402

’ "—H—‘H"“Sphl 599

SO0bp

Ignlluuguéfr. . florgin  150'reg
mal - L
Xmal 4299 '8 Bell 1128
- ._,- _'___,..-""'-'_ c
s : e
pET-28a(+) - Apal 1335
= 5369 be¢
pBR322 origin By
_ ~.  T~—EcoRV 1574
_ 3500bp Hpal 1630
Awhl 3641~
ra

\
. - \
o Bgll 2188

Sekil 13. pET-28a(+) vektoriiniin haritas1 (Dong vd., 2004; URL-5 ve URL-8, 2009).
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Bel 11 T7 Promotoru lac Operatorii

»

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC

Xba 1 rbs
CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA

Neo 1 His Tag
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGC
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySer

Nde 1 _ Nhel T7 Tag BamH 1 _EcoR1 Sac 1 Sall

CATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGA
HisMetAlaSerMetThrGlyGlyGlnGlnMetGlyArgGlySerGluPheGluLeuArgArg

Eagl

— Hindll — ML xpo1 His Tag

CAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGC
GlnAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProLeuArgSerGlyCysEnd

Bpul1102 1 T7 Terminatorii
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCT

CTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Sekil 14. pET-28a(+) vektoriiniin lac operatoriinli, ribozom baglanma bdlgesini (rbs),
His Tag ve T7 Tag bolgelerini gosteren siras1 (URL-9, 2009).
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2.1.7. Siv1 ve Kat1 Besiyerleri

e Luria-Bertani (LB) Besiyeri: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya ekstragi ve 5,0 g
NaCl yaklagik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandu.
Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de ve 1 atm basing altinda
20 dakika steril edildi (Maniatis vd.,1989).

e Luria-Bertani Agar (LB Agar) Besiyeri: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya ekstragi
ve 5,0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 7,5’e
ayarlandi. Hacmi 1000 mL’ye tamamlanan ¢dzeltiye 15,0 g agar ilave edilip 121 °C’de ve
1 atm basing altinda 20 dakika steril edildi (Maniatis vd.,1989).

2.1.8. Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.8.1. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH i¢inde %2 Na,COs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g Na,CO;
saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi1 ve 4 °C’de saklandi.

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

e Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile
¢Oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi1 ve 4 °C’de sakland.

e Lowry D Cozeltisi: 1 kistm Lowry B ve 1 kisitm Lowry C karistirilarak hazirlanda.

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

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

¢ 0,1 N NaOH i¢inde %0,1 SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su ile

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

2.1.8.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Jel Yikleme Boyas1 (6X): 25,0 mg bromofenol mavisi ve 3 mL gliserol saf su ile

tyice karistirilip hacmi 10 mL’ye tamamlandh.
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e EDTA Cozeltisi (0,5 M, pH 8,0): 18,61 g EDTA.2H,0 yaklagik 80 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 8,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlanda.

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

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

e Etidiyum Bromiir Cozeltisi (10 mg/mL): 100 mg etidiyum bromiir saf suda

coziilerek hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

2.1.8.3. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,42 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildii,
pH’s1 8,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

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

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

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi
10 mL’ye tamamlandi ve hazirlanan ¢6zelti -20 °C’de saklanda.

e N,N,N'\N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Orijinal sisesinden kullanildi.

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

e Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi. Bakteri stogu hazirlamak i¢in kullanilacaksa otoklavda steril
edildi.

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

e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 puL %10 SDS,
100 puL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL B-merkaptoetanol’iin

karistirilmasi ile hazirlandi ve kiiglik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.
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e SDS-PAGE Y iriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 480 mL saf suda
coziildiikten sonra iizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e ayarland1 ve
¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

¢ Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 pL %0,1
bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 460 puL saf suyun karistirilmasi ile hazirlandi
ve kii¢iik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

¢ Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH 8,3’e ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

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

e Boya Uzaklasgtirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve
600 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.

e B-Naftil Asetat Cozeltisi (30 mM): 11,4 g B-naftil asetatin aseton ile ¢oziiliip

hacminin 2 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

2.1.8.4. Tampon Cozeltiler

e A Cozeltisi (0,1 M sitrik asit monohidrat): 5,253 g sitrik asit monohidratin saf su ile
¢oziiliip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

e B Cozeltisi (0,2 M disodyum hidrojen fosfat dihidrat): 8,90 g Na,HPO4.2H,O’nun
saf su ile ¢6ziiliip hacminin 250 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

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

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

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

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

e Mcilvaine Tamponu (50 mM, pH 7,0): 19 mL A c¢ozeltisi ile 81 mL B ¢ozeltisi

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

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

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

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

e Fosfat Tamponu (100 mM, pH 7,4): 0,0386 g KH,PO4 ve 1,0732 g K,HPO4
yaklagik 90 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 7,4’e ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye
tamamlandi.

e Fosfat Tamponu (20 mM, pH 7,0): 0,1670 g KH,PO,4 ve 0,1346 g K,HPO, yaklasik
90 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra pH’s1 7,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e Fosfat Tamponu (40 mM, pH 8,0): 0,0768 g KH,PO, ve 0,6009 g K,HPO, yaklasik
90 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra pH’s1 8,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e Fosfat Tamponu (100 mM, pH 8,0): 0,1862 g KH,PO4 ve 1,5035 g K,HPO4
yaklasik 90 mL saf suda ¢oziildiikkten sonra pH’s1 8,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye

tamamlandi.

2.1.8.5. Substrat Cozeltileri ve Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Diger
Cozeltiler

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

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

e Malatiyon Cozeltisi (100 mM stok): 33,0 mg malatiyon aseton ile ¢6ziildii ve hacmi
1 mL’ye tamamlandu.

e Elllman’s reaktifi: 4 mg 5,5’-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)’in 1 mM EDTA iceren
fosfat tamponunda (100 mM, pH 8,0) ¢oziilmesiyle hazirlandi.

e p-Nitrofenil Butirat Cozeltisi (10 mM stok): 1,78 pL p-nitrofenil butiratin hacmi

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

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

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

e o-Naftil Asetat Cozeltisi (10 mM stok): 1,9 g a-naftil asetatin aseton ile ¢oziiliip
hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

e [(-Naftil Asetat Cozeltisi (10 mM stok): 1,9 g B-naftil asetatin aseton ile ¢oziiliip
hacminin 1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

e Fast Blue B Tuzu Cozeltisi (%1): 0,1 g Fast Blue B tuzunun saf suda ¢oziiliip
hacminin 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e SDS Cozeltisi (%5): 0,5 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e Sonlandirma Cozeltisi: Hacimce 2 kisim %1 Fast Blue B tuzu ¢ozeltisi ile 5 kisim
%35 SDS ¢ozeltisinin karistirilmas ile hazirlandi.

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

e Sodyum Karbonat Cozeltisi (%10): 10 g Na,COs’in saf suda ¢oziiliip hacminin

100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

2.1.8.6. Diger Cozeltiler

e Amfisilin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg amfisilin saf suda ¢dziilerek hacmi
10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile steril edilip kiigiik kisimlara boliinerek
-20 °C’de saklandu.

e Kanamisin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg kanamisin siilfat (Kanamisin A) saf suda
coziilerek hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile steril edilip kiigiik
kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

¢ [PTG Cozeltisi (0,2 g/mL): 2 g IPTG saf suda ¢oziiliip hacmi 10 mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti filtre ile steril edilip kii¢lik kisimlara boliinerek -20 °C’de

saklandi.
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e X-gal Cozeltisi (20 mg/mL): 200 mg X-gal dimetilformamid (DMF) ile ¢oziiliip
hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti kiigiik kisimlara boliinerek -20 °C’de
saklandi.

e Sodyum Asetat Cozeltisi (3 M, pH 5,2): 20,412 g sodyum asetat trihidrat yaklagik
40 mL saf suda coziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ¢ozeltisi ile 5,2’ye ayarland1 ve
hacmi 50 mL’ye tamamlandi. Filtre ile steril edildi.

e Etanol Cozeltisi (%96): 96 mL etanoliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Etanol Cozeltisi (%70): 70 mL etanoliin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,1 M): 1,47 g CaCl, dihidratin saf suda ¢oziiliip
hacminin 100 mL’ye tamamlanmas1 ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda steril
edilip 4 °C’de saklandi.

e EDTA Cozeltisi (50 mM): 1,86 g Na,EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 8,0’ e ayarland1 ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

e Lisozim Cozeltisi (10 mg/mL): 10 mg lisozimin saf suyla ¢6ziiliip hacminin

1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandu.

2.2. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA kiitliphanesinin olusturulmasi amaciyla, G. caldoxylosilyticus TK4
bakterisinden izole edilen genomik DNA, oncelikle EcoR 1 enzimiyle kesildi. Kesilen
DNA parcalart yine ayni enzimle kesilmis olan pUCI18 plazmitine yapistirildi ve elde
edilen rekombinant vektorler E. coli JIM101 konake1 hiicresine aktarildi (Sekil 15).
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Sekil 15. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’sinin EcoR 1 ile kesilerek genomik

DNA kiitiiphanesinin olusturulmasimin sematik gosterimi (Saglam Ertunga,
2006).
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2.2.1. G. caldoxylosilyticus TK4 Susunun Biiyiitiilmesi

G. caldoxylosilyticus TK4 bakterisi stok kiiltiirden LB agar besiyerine yayma ekim
yapilarak ekildi ve 60 °C’de bir gece bekletilerek biiyiitiildii. Biiyliyen kolonilerden 6ze
yardimziyla bir tane alinip LB besiyerine ekildi ve ¢alkalayicili hava banyosunda 60 °C’de
inkiibe edilerek gece kiiltiirii hazirland1 (Diilger, 2003).

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

G. caldoxylosilyticus TK4 bakterisinden genomik DNA izolasyonu “Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega)” kullanilarak yapildi.

e 1 mL gece kiiltiirii 1,5 mL’lik eppendorf tiipiine aktarildu.

¢ 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

e Pelte 480 uL 50 mM EDTA c¢ozeltisi i¢inde pipetlenerek ¢ozildi ve 120 pL
lisozim ¢ozeltisi (10 mg/mL stok) ilave edilerek karistirildi.

e 37 °C’de 1 saat inkiibasyondan sonra 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edilerek
siipernatan uzaklastirildi.

e Pelte iizerine 600 pL niiklei lizis ¢ozeltisi ilave edildi ve pipetlenerek silispansiye
edildi.

e Siispansiyon, hiicrelerin lizis olmasi i¢in 80 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve oda
sicakligina kadar sogutuldu.

e Hiicre lizatina 3 pLL RNaz ¢ozeltisi ilave edilerek dikkatlice 2-5 kez altiist edildi.
Elde edilen karisim 37 °C’de 60 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina kadar
sogutuldu.

e RNaz muamelesi yapilmis hiicre lizatina 200 pL protein ¢oktiirme ¢ozeltisi ilave
edildi ve 20 saniye kadar kuvvetlice vortekslendi.

e Numune buz iizerinde 5 dakika bekletildi ve 13.000 x g’de 3 dakika santrifiij edildi.

e DNA’y1 iceren siipernatan, dnceden 600 uL oda sicakliginda izopropanol koyulmus
olan 1,5 mL’lik temiz bir eppendorf tiipiine aktarildi.

¢ Karisim DNA iplikgikleri goriinene kadar yavasca altiist edilerek karistirildi.

¢ 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.
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e Stipernatan dikkatlice uzaklastirildi ve eppendorf tiip temiz ve emici bir kagit
tizerinde kurutuldu. Pelte iizerine 600 pL oda sicakliginda %70’lik etanol ilave edildi ve
yavagea altiist edilerek DNA nin yikanmasi saglandi.

¢ 13.000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi ve etanol dikkatlice uzaklastirildi.

e Eppendorf tiip temiz ve emici bir kagit lizerinde kurutuldu ve oda sicakliginda
10-15 dakika daha bekletilerek etanoliin tamamen uzaklasmasi saglandi.

¢ Elde edilen DNA iizerine 50 uL DNA rehidrasyon ¢ozeltisi ilave edilerek 65 °C’de
1 saat inkiibe edildi. Bu bir saatlik inkiibasyon siiresi boyunca eppendorf tiiplere aralikli
olarak hafif¢e vurularak ¢dzeltinin karismasi saglandi.

e Genomik DNA kullanilacagi zamana kadar -20 °C’de saklandi.

2.2.3. Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega)” kiti kullanilarak gerceklestirildi.

¢ pUCI18 plazmitini igeren E. coli JM101 hiicresinden 50 pg/mL amfisilin igeren LB
besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’deki calkalayicili hava banyosunda inkiibe edilerek gece
kiiltiiri hazirlandi.

e 1-5 mL gece kiiltiiri 10.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan
uzaklastirildi. Eppendorf tiip ters cevrilip kagit bir havlu {izerine bastirilarak ortamda kalan
fazla besiyerinin tamamen uzaklagmasi saglandi.

e Bakteri peltesinin iizerine 250 pL hiicre siispansiyon c¢ozeltisi ilave edilip
vortekslenerek hiicrelerin tamamen ¢oziinmesi saglandi.

e 250 pL hiicre lizis ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 4 kere altiist edildi. Hiicre
stispansiyonu berraklasana kadar (yaklasik 5 dakika) oda sicakliginda bekletildi.

e 10 uL alkali proteaz ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 4 defa altiist edilip oda
sicakliginda 5 dakika bekletildi.

¢ 350 uL notralizasyon ¢ozeltisi ilave edildikten sonra hemen 4 kere altiist edildi.

e Elde edilen bakteriyal lizat 14.000 x g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij
edildi.
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e Siipernatan, toplama tiipii iizerine yerlestirilmis olan minikolon i¢ine aktarilarak
14.000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipiine
gecen s1vi uzaklastirildi.

e Minikolona 750 uL kolon yikama c¢ozeltisi ilave edildi ve 14.000 x g’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipline gecen s1vi uzaklagtirildi.

e Minikolona 250 pL kolon yikama c¢dozeltisi ilave edilerek 14.000 x g’de oda
sicakliginda 2 dakika santrifiij edildi.

e Minikolon temiz bir eppendorf tiipline yerlestirildi ve igine 100 pL niikleaz
icermeyen su ilave edildi. 14.000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilerek elde
edilen plazmit DNA ¢ozeltisi -20 °C’de saklandi.

2.2.4. DNA Konsantrasyonunun Olciilmesi

Genomik ve plazmit DNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonu, niikleotidlerin heterosiklik
halkalarinin 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum absorbe etme 06zelliginden
yararlanilarak 0Ol¢iildii (Temizkan ve Arda, 2004). DNA ¢ozeltisi saf su ile 10 kat
seyreltilerek 260 nm’de absorbans okundu. 1 absorbans degeri, ¢ift iplikli DNA igin
50 pg/mL’ye karsilik gelmektedir. Bu nedenle DNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda
asagidaki (1) esitligi kullanildi.

DNA (pg/mL veya ng/uL) = 260 nm’deki absorbans x Seyrelme Faktorii x 50 (1)

2.2.5. Genomik DNA ve pUC18 Plazmit DNA’sinin EcoR I ile Kesimi

Izole edilen genomik DNA (gDNA) ve pUCI18 plazmit DNA’s1 50 pL son hacimde
olacak sekilde EcoR 1 ile ayr1 ayr1 kesildi.

gDNA/pUCI18 10 ng
10X EcoR I tamponu SuL
EcoR 1 (10 U/uL) 2 uL

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamlandi
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Reaksiyon karigimlart 37 °C’de 8 saat inkiibe edildikten sonra, enzimin
deaktivasyonu icin 65 °C’de 20 dakika daha inkiibe edildi. Sonuglar agaroz jel

elektroforezinde incelendi.

2.2.6. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi molekiiler biyolojide olduk¢a gerekli bir tekniktir ve temeli
negatif ylkli DNA’nin bir matriks iizerinde biiytlikliigline gére ayrilmasina dayanir. DNA
elektroforezi genellikle bir deniz yosunu 0ziitii olan agaroz kullanilarak gergeklestirilir.
Agaroz jel elektroforezi yapmak amaciyla agsagidaki yontem takip edildi (URL-10, 2009)

¢ %1’lik agaroz jel dokmek icin 0,3 g agaroz tartildi ve 30 mL 1X TAE tamponu
icinde mikrodalga firinda 1 dakika tutularak eritildi.

e Sicak agaroz c¢ozeltisi 50-55 °C’ye gelinceye kadar oda sicakliginda biraz bekletildi
ve 3 uL etidiyum bromiir ilave edilip iyice karistirildiktan sonra jel tablasina dokiildii.

e Jel donduktan sonra, elektroforez kab1 1X TAE ile dolduruldu. Her bir kuyucuga
ayr bir yerde karigtirilmis olan 1 pL jel yiikleme boyasi ve 5 uLL DNA yiiklendi.

¢ Yaklasik 45 dakika boyunca 100 mA’de elektrik akimi uygulandi.

e Jel goriintiileri, jel goriintiileme cihazinda Kodak Molecular Imaging System

programi yardimiyla incelenip kaydedildi.

2.2.7. DNA’nin Etanol ile Coktiiriilmesi

Restriksiyon enzimleri ile kesimden sonra ¢ozelti igindeki proteinlerin
uzaklagtirllmasi ve DNA’nin saflastirilmast amaciyla etanol ile ¢oktiirme islemi yapildi.
Bu amacla asagidaki yontem takip edildi (URL-11, 2009).

e DNA ¢ozeltisi lizerine tuz konsantrasyonunu 0,3 M’a ayarlamak i¢in hacminin
1/10’u kadar 3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edilip iyice karistirildi.

e Son hacmin 2,5 kat1 kadar %96’lik soguk etanol ilave edildi ve iyice karigtirildiktan
sonra -20 °C’de 1 saat bekletildi.

e Oda sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatan dikkatli bir
sekilde uzaklastirildi.
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e DNA peltesi iizerine 500 pL %96’1lik soguk etanol ilave edilerek hafifce karigtirildi
ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan uzaklagtirildi.

e Yikama islemi 500 pL %70’lik soguk etanol ile tekrarlandi. 13.000 rpm’de
5 dakika santrifiijden sonra siipernatan uzaklastirildi.

e Eppendorf i¢gindeki DNA, etanoliin tamamen uzaklasmasi i¢in oda sicakliginda
10 dakika bekletildi.
e Pelte halindeki DNA 25 pL niikleaz igermeyen suda ¢oziilerek -20 °C’de saklandi.

2.2.8. gDNA Parcalarinin pUC18 Vektoriine Ligasyonu

EcoR 1 ile kesilen gDNA’dan elde edilen parcalar yine ayni1 enzimle kesilen pUCI18
vektoriine T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla yapistirildi.

gDNA kesigi 3uL
pUCI18 kesigi 1 uL
10X ligaz tamponu 1 uL
T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 3uL
Niikleaz igermeyen su 2 ul

Reaksiyon karigimi 16 °C’deki ligasyon firminda 1 gece bekletildi.

2.2.9. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicreler kalsiyum kloriir metoduna gore hazirlandi (Maniatis vd.,1989).
Genomik DNA Kkiitiiphanesi olusturmak amaciyla ve diger klonlama islemleri igin
E. coli JM101 susundan, ekspresyon yapmak amaciyla ise E. coli BL21(DE3)pLysS
susundan kompotent hiicre hazirlandi.

¢ 3 mL LB besiyerine, daha dnceden LB agar besiyerinde biiyiitiilmiis olan E. coli
susundan ekim yapild1 ve calkalayicili hava banyosunda 37 °C’de inkiibasyon yapilarak

gece kiiltiirii hazirland.
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e Hazirlanan gece kiiltiiriinden 300 pL alinarak 30 mL LB besiyeri igeren erlen igine
aktarildi ve 600 nm’deki optik yogunluk 0,4-0,6 arasinda bir degere ulasincaya kadar
yaklagik 2 saat 37 °C’de biiyiitiildii.

e Bu degere ulasan hiicre kiiltiirii steril bir falkon tlipiine koyularak 4 °C’de
4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi.

e Tiip i¢ine 4 °C’de sogutulmus olan 10 mL 0,1 M CaCl, ilave edildi ve hiicre peltesi
yavasca pipetlenerek siispansiyon haline getirildi.

e 30 dakika buz i¢inde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi ve siipernatan uzaklagtirildi.

e Pelte 2 mL 0,1 M soguk CacCl, ¢ozeltisinde siispansiye edilerek 200 pL’lik kisimlar
halinde steril eppendorf tiiplerine bdliindii.

e Kompotent hiicreler 2 saat buzda bekletilerek transformasyona hazir hale getirildi.

2.2.10. Transformasyon

Rekombinant olan ve olmayan pUC18 vektdrlerini birbirinden ayirabilmek icin 2.2.8.
nolu kisimda anlatildig: sekilde elde edilen ligasyon {iriinii hazirlanan kompotent hiicrelere
aktarilarak ¢ogaltildi. Bunun i¢in asagidaki yontem takip edildi (Maniatis vd.,1989).

e Eppendorf tlip i¢inde bulunan kompotent hiicrelere 3-5 pL ligasyon {irlini ilave
edildi ve 30 dakika buz i¢inde bekletildi.

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

e Buz i¢ine almip 5 dakika bekletilen hiicrelere 200 pL. LB besiyeri eklenerek
37 °C’de 1 saat bekletildi.

e Bu siirenin sonunda tiip i¢indeki siispansiye karisim, 50 pg/mL amfisilinli LB agar
igeren, sirastyla ayri ayr1 45 pL IPTG ve 45 pL X-gal stiriiliip iyice kurutulmus petrilere
yayma ekim yapilarak ekildi ve 37 °C’de 1 gece bekletilerek plazmiti iceren hiicrelerin

biiylimesi saglandi.

2.2.11. Rekombinant Plazmitlerin Se¢imi, izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Petrilerde biiyliyen mavi ve beyaz kolonilerden sadece beyaz olanlar secildi ve

50 pg/mL amfisilin iceren LB besiyerine ekilerek 37 °C’de bilyiitiiliip gece kiiltiirleri
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hazirlandi. Elde edilen gece kiiltlirlerinden 900 pL alinip 300 pL %80’lik steril gliserol
cozeltisi ile kanistirilarak gliserol stogu hazirlandi ve bu stoklar gerektiginde kullanilmak
tizere -20 °C’de saklandi. Hazirlanan gece Kkiiltiirlerinden ayn1 zamanda kit kullanilarak
plazmit DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler DNA sira analizi icin Macrogen

Inc. (Giiney Kore)’ye gonderildi.

2.2.12. DNA Siralarmin incelenmesi

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

(URL-12, 2009) ve daha sonra BLAST programinda incelendi (URL-13, 2009).

2.3. Fosfotriesteraz Homolog Protein (PHP) Geninin Eksik Kalan Bas Kisminin
invers PCR ile Bulunmasi

Invers PCR, DNA siras1 bilinen bir bdlgenin hemen yan tarafinin DNA’sinm in vitro
olarak cogaltilmas1 i¢in kullanilan bir metottur (Ochman vd., 1988). Bu metotta normal
PCR’daki yoOniin tersi sekilde yonlenmis olan primerler kullanilarak PCR yapilir. Bu
primerler i¢in kullanilan DNA kalibi, restriksiyon enzimi ile elde edilmis DNA
pargalarinin T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla bir ¢gember olusturmak iizere kendi tizerine

yapismasi ile elde edilir.

2.3.1. Invers PCR i¢in Primer Tasarlanmasi

PHP geninin basinda bulunan yaklasik 327 bazlik kismin DNA sirasinin invers PCR
yardimiyla bulunabilmesi i¢in, bilinen DNA sirasindan faydalanarak 2 tane ileri (PteF1 ve

PteF2) ve 1 tane geri (PteR1) olmak {iizere 3 adet primer tasarland1 ve sentezlettirildi

(Tablo 6).

2.3.2. Genomik DNA’nin Hinf1 ile Kesimi

G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’s1 PteF1/PteR1 ve PteF2/PteR1 primer

ciftleri arasinda kalan, siras1 bilinen bolgeyi kesmeyen Hinf'1 enzimi ile kesildi.
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gDNA 10 ng

10X R tamponu SuL

Hinf1(10 U/uL) 1 uL

Niikleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamlandi

Reaksiyon karigimi, 37 °C’de 8 saat inkiibe edildikten sonra enzimin deaktivasyonu

i¢in 65 °C’de 20 dakika daha inkiibe edildi.

2.3.3. DNA Parcalarinin Ligasyonu

Etanol ile ¢oktiiriilerek temizlenmis olan Hinf I kesigi DNA pargalarinin her birinin

kendi tlizerine yapisarak dairesel forma doniismesi i¢in T4 DNA Ligaz enzimi kullanilarak

ligasyon yapildi.
Kesik gDNA karisimi 25 pL (yaklasik 5 png)
10X ligaz tamponu 25 uL
T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 3uL
Niikleaz icermeyen su 197 uL

Reaksiyon karisimi 16 °C’de 1 gece bekletildikten sonra etanol ¢oktiirmesi yapilarak
protein ve diger bilesenler uzaklastirildi. Boylelikle invers PCR icin kalip DNA elde

edilmis oldu.

2.3.4. invers PCR

Invers PCR igin kalip DNA, primer ciftleri (PteF1/PteR1 ve PteF2/PteR1), dNTP
karisimi, tampon ve GoTaq Flexi DNA polimerazin ilavesi ile ayri1 ayri reaksiyon
karigimlar1 hazirland1 (Tablo 9) ve uygun sartlarda (Tablo 10) PCR yapildi. Sonuglar

%1’lik agaroz jelde incelendi.
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Tablo 9. Invers PCR reaksiyonunun bilesenleri

Bilesen Kullamilan Miktar

dNTP karisimi (10 mM) 1 uL

Ileri primer 1 pL (20 pmol)

Geri primer 1 puL (20 pmol)

MgCl, ¢ozeltisi (25 mM) 4 uL

5X Yesil GoTaq Flexi reaksiyon tamponu 10 uL

GoTaq Flexi DNA polimeraz (5 U/uL) 0,25 uLb

Kalip DNA 1pg

Niikleaz i¢ermeyen su Son hacim 50 puL’ye tamamlandi

Tablo 10. Invers PCR igin reaksiyonun sartlar

Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Cevrim Sayisi
[k Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 1
Primer Baglanmasi 53 1 36
Uzama 72 2
Son Uzama 72 5 1

2.3.5. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR iiriinlerinin saflastirilmast i¢in “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega)” kiti kullanilda.

e PCR (irliniinii iceren reaksiyon karigimina, esit hacimde membran baglanma
coOzeltisi ilave edilip karistirild1 ve elde edilen karisim toplama tiipii {izerine yerlestirilmis
olan minikolon i¢ine aktarildi.

e Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij
edildi ve minikolondan toplama tiipiine gegen si1vi uzaklastirildi.

e Minikolona 700 pL membran yikama c¢ozeltisi ilave edildi ve 16.000 x g’de
1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipiine gegen s1v1 uzaklagtirildi.

¢ Yikama islemi 500 pL yikama ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlandi ve 16.000 x g’de
5 dakika santrifiij edildi.
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¢ Minikolondan toplama tiipiine gegen sivi uzaklastirildi ve yikama cozeltisinden
gelen etanoliin tamamen uzaklagmasi icin 1 dakika daha santrifiij edildi.

¢ Minikolon temiz bir eppendorf tiipline alinip i¢ine 50 pL niikleaz icermeyen su
ilave edildi. Oda sicaklifinda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Saf PCR tiirlinii 4 °C’de saklandi.

2.3.6. PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine Ligasyonu

PCR firiinleri, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine, T4 DNA Ligaz enzimi yardimi ile

yapistirildi.
Saf PCR iiriinii 3,5uL
2X ligaz tamponu 5uL
pGEM-T Easy vektorii 0,5 uL
T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 1 uL

Reaksiyon karigimlar1 16 °C’de bir gece bekletilerek ligasyon gerceklestirildi.

2.3.7. E coli JM101’e Transformasyon, Rekombinant Plazmitlerin Secimi,
Izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Ligasyon f{rilinleri, E. coli JM101 hiicresine aktarilarak rekombinat plazmitler
cogaltildi. IPTG ve X-gal siirilmiis amfisilinli LB agar iceren petrilerde biiyliyen beyaz
koloniler secilerek alindi ve 50 pg/mL amfisilin iceren LB besiyerine ekilerek 37 °C’de
biiyiitiiliip gece kiiltiirleri hazirlandi. Elde edilen gece kiiltiirlerinden 900 pL almip 300 pL
%80’lik steril gliserol ¢ozeltisi ile karistirilarak gliserol stogu hazirlandi ve bu stoklar
gerektiginde kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi. Hazirlanan gece kiiltiirlerinden ayni
zamanda kit kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler, DNA

stra analizi i¢in Macrogen Inc. (Giiney Kore)’ye gonderildi.
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2.4. PHP Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Genin Ekspresyonu

2.4.1. PHP Geninin Tamamim Cogaltmak I¢in Primer Tasarlanmasi

PHP geninin tamamim1 PCR ile ¢ogaltip pET-28a(+) vektoriine aktarabilmek
amaciyla bir set ileri (PteF3) ve geri primer (PteR3) tasarland1 (Tablo 6). ileri primer,
baslama kodonundan 6nce Nde I kesim bolgesi, geri primer ise gene ait DUR kodonundan
sonra tekrar bir DUR kodonu ve BamH 1 kesim bolgesi igerecek sekilde tasarlandi (Sekil
16) .

PHP

Met >
PteF3 5’-CCATATGTACATTCAGACTGTCCTTGGG-3’
Nde 1
J PHP
DUR DUR <
PteR3 5-CGGATCCGTCAATTAACCTTCTTTCCG-3’
BamH 1

Sekil 16. PHP geninin tamamini ¢ogaltmak i¢in kullanilan ileri ve geri
primerlerin niikleotid siralari. Koyu yazilan niikleotidler, PHP
geninin baslangic ve bitis bolgelerine denk gelmektedir.

2.4.2. PHP Geninin Tamaminin PCR ile Cogaltilmasi
gDNA, primerler, dNTP karisimi, tampon ve GoTaq Flexi DNA polimerazin ilavesi

ile bir reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo 11) ve uygun programa (Tablo 12) ayarlanan

PCR cihazinda reaksiyon gergeklestirildi. Sonuglar %2’lik agaroz jelde incelendi.
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Tablo 11. PCR reaksiyonunun bilesenleri

Bilesen Kullamilan Miktar

dNTP karisimi (10 mM) 1 uL

Ileri primer 1 pL (20 pmol)

Geri primer 1 puL (20 pmol)

MgCl, ¢ozeltisi (25 mM) 4 uL

5X Yesil GoTaq Flexi reaksiyon tamponu 10 uL

GoTaq Flexi DNA polimeraz (5 U/uL) 0,25 uLb

gDNA 1 pg

Niikleaz i¢ermeyen su Son hacim 50 uL’ye tamamlandi

Tablo 12. PCR reaksiyonun sartlar1

Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Cevrim Sayisi
[k Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 1
Primer Baglanmasi 55 1 36
Uzama 72 2
Son Uzama 72 5 1

2.4.3. PCR Uriinii ve pET-28a(+) Vektoriiniin BamH I ve Nde I ile Kesilmesi

PCR fiiriinti “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)” kiti kullanilarak
saflastirildi. Daha sonra saf PCR {iriinii ve pET-28a(+) vektorli ayr1 ayri hem BamH 1 ve

hem de Nde I ile kesilerek her iki ugtan da sarkik uglarin olusmasi saglandi.

PCR {iriinii/pET-28a(+) vektori 10 uL
10X Tango tamponu 4 uL
BamH 1 (10 U/uL) 2 uL
Nde 1 (10 U/uL) 2uL

Niikleaz igermeyen su 2 uL
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Reaksiyon karigimlart 37 °C’de 8 saat inkiibe edildikten sonra, 80 °C’de 20 dakika

daha bekletilerek enzimlerin deaktivasyonu saglandi.

2.4.4. Kesik PCR Uriiniiniin Kesik pET-28a(+) Vektoriine Ligasyonu

Her iki uctan da restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA’lar etanol ile ¢oktiiriilerek

saflagtirild1 ve T4 DNA Ligaz enzimi ile birbirlerine yapistirildi.

Kesik PCR iirtinii 10 uL
Kesik pET-28a(+) vektorii 5uL
10X ligaz tamponu 2,5uL
T4 DNA Ligaz, HC (20 U/uL) 1 uL
Niikleaz igermeyen su 6,5 uL

Reaksiyon karisimi 16 °C’de 1 gece inkiibe edildi.

2.4.5. Rekombinant pET-28a(+) Vektoriiniin E. coli BL21(DE3)pLysS Hiicresine
Transformasyonu

Ligasyon {iriinii, 6nceden hazirlanan E. coli BL21(DE3)pLysS kompotent hiicresine
aktarildi. Rekombinant vektorii iceren bu hiicreler, 45 uL IPTG eklenip iyice yayilarak
kurutulmus olan 50 pg/mL kanamisinli LB agar iceren petrilerin {lizerine yayma ekim
yapilarak ekildi. 37 °C’de 1 gece bekletilerek plazmiti igeren hiicrelerin biiylimesi
saglandi. Bu ortamda biiyliyen tiim koloniler sec¢ilerek alindi ve 50 pg/mL kanamisin
iceren LB besiyerine ekilerek 37 °C’de biiyiitiiliip gece kiiltiirleri hazirlandi. Elde edilen
gece kiiltiirlerinden hem gliserol stogu hazirland1 hem de plazmit izolasyonu yapildi. Izole
edilen plazmitler BamH I ve Nde 1 enzimleri ile kesilerek gen parcasini igerip igermedikleri

kontrol edildi.

2.4.6. PHP’nin E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspresyonu

Rekombinant pET-28a(+) vektoriinii iceren E. coli BL21(DE3)pLysS gliserol
stogundan 50 pg/mL kanamisin iceren 3 mL LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’de
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biiyiitiilerek gece kiiltiirii hazirlandi. Hazirlanan bu gece kiiltiirii %1 (v/v) olacak sekilde
50 pg/mL kanamisin igeren LB’ye aktarilarak ODgy = 0,6-0,8 olana kadar biiyiitme
islemine devam edildi. Istenilen optik yogunluga ulasildiginda nihai konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde IPTG ilave edildi ve 37 °C’de 3 saat inkiibe edilerek indiikleme islemi
gerceklestirildi.

2.5. Filogenetik Analiz

Filogenetik ve molekiiler evrim analizi MEGA 4 programu ile, proteinlerin amino asit
siralarmin - ¢akigtirilmasina dayanan "maximum parsimony” metoduna gore yapildi
(Tamura vd., 2007). Bunun i¢in G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’si (TK4PHP), P. diminuta
PTE’si (P0OA434), Flavobacterium sp. (strain ATCC 27551) paratiyon hidrolazi (P0A433),
Flavobacterium sp. MTCC 2495 organofosfat hidrolazi (Q5UBS52), Homo sapiens
fosfotriesteraz-benzeri proteini (Q96BWS), Rattus norvegicus fosfotriesteraz-benzeri
proteini (Q63530), Mus musculus fosfotriesteraz-benzeri proteini (A2AUR4), E. coli
PHP’si (P45548) ve M. tuberculosis PHP sinin (P96413) amino asit siralar1 kullanildi.

2.6. E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspres Edilen PHP’nin Saflastirilmasi

Ug saat indiiklemeden sonra hiicreler, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek toplandi. Toplanan hiicreler, 1 mL 100 mM Tris-HCl (pH 7,4) tamponunda
stispansiye edilip, siispansiyona 0,5 mg/mL igerecek sekilde lisozim ilave edildi. 37 °C’de
30 dakika bekletildikten sonra, %80 siddetinde, 1 devirde 5 dakika boyunca sonikasyona
maruz birakilarak hiicreler patlatildi. Daha sonra 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan ham enzim &ziitii olarak kullanildi. On saflastirma
islemi i¢in ham enzim o6ziitii 70 °C’de 10 dakika bekletildi ve 4 °C’de 10.000 rpm’de 10

dakika santrifiij edilerek denatiire olan proteinlerin uzaklastirilmasi saglandi.



53

Hiicre azittii

o (@Polikistidin-tag
(Y & g iceren proteinler

%9@5 :®
l

MagneHis Ni Q—Ni—% )

parcaciklarn

Q—Ni—% Q@
Q_Ni_% @

G Yikama

<
Diger

proteinler @-Ni-ﬁi
o-N-0p
© N0y

l Eliisyon
o3 . Oy
@ Op

Saf proteinler

Sekil 17. MagneHis protein saflastirma sisteminin sematik
gosterimi

Ekspres edilen PHP, N ucunda 6 tane histidin birimi icerdiginden dolayi,
paramagnetik nikel parcaciklari igeren “MagneHis Protein Purification System (Promega)”
kullanilarak saflastirildi (Sekil 17). Bu amagla asagidaki basamaklar takip edildi.

o [s1 sok yapilarak E. coli’den gelen proteinlerin kismen uzaklastirilmis oldugu,
eppendorf tiipii i¢indeki 1 mL ham o6ziite, nikele baglanmay1 kolaylastirmak i¢in son

konsantrasyonu 500 mM olacak sekilde NaCl ilave edildi ve iyice karistirildi.
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o1 mL’lik protein karistmina 120 pL vortekslenmis nikel ilave edilip, oda
sicakliginda 2 dakika alt {ist edilerek karistirildi. Bu islem sonucunda N ucunda bulunan
6 tane histidinden dolay1 rekombinant protein +2 yiiklii nikel iyonlarina baglanarak 6ziitten
ayrilmaktadir.

e Nikel parcalarini tiipiin kenarina toplamak i¢in tiip manyetik tutucuya yerlestirildi
ve 1 dakika bekletildikten sonra siipernatan uzaklagtirildi.

e Manyetik tutucudan alinan eppendorf tiip icine 1000 uL baglanma/yikama tamponu
ilave edildi. 2 dakika boyunca alt iist edilerek nikel pargalarinin yikanmasi saglandi ve tiip
1 dakika manyetik tutucuda tutulduktan sonra siipernatan atildi.

e Yikama islemi 750 pL baglanma/yikama tamponu kullanilarak iki defa daha
tekrarlandi.

e Nikel pargalar1 iizerine 250 upL eliisyon tamponu ilave edildi ve tiip oda
sicakliginda 2 dakika alt iist edildikten sonra manyetik tutucuya yerlestirildi. Siipernatan

yani saf enzim dikkatlice alinip 4 °C’de saklandi.

2.7. PHP’nin Karakterizasyonu

2.7.1. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore gerceklestirildi (Lowry vd., 1951). Protein
standard1 olarak sigir serum albiimin (BSA) kullanildi.

e Kalibrasyon grafigi ¢izmek icin hazirlanan BSA ¢o6zeltisinden (1 mg/mL) deney
tiiplerine sirastyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi. Bu sekilde BSA’nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pug/mL olmaktadir.

¢ Bagka bir deney tiipiine saf proteinden 5 pL ilave edildi.

e Standartlara ve 6rnege hacimlerini 500 pL’ye tamamlayacak sekilde 0,1 N NaOH
icindeki %0,1 (w/v) SDS ¢o6zeltisinden ilave edilip vortekslendi.

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

e Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin

Reaktifi’nden 100 pL ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.
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¢ 650 nm’de absorbanslar okundu ve kalibrasyon grafigi cizilerek saf proteinin

konsantrasyonu hesaplandi.

2.7.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE’de analiz edilecek protein 6rnegi SDS ve bir indirgeyici ajan varliginda
1sitilarak denatiire edilir ve deterjan ile kaplanir. SDS kabugu proteine polipeptid zincirinin
biiylikliigiine bagli olarak negatif bir yilk kazandirir. Bu sekilde hazirlanan 6rnek
poliakrilamid jele ytiklenir ve yiiksek voltaj uygulanarak proteinlerin pozitif elektroda go¢
etmeleri saglanir. Proteinler biiyiikliiklerine bagli olarak negatif yiik kazandiklarindan
dolay1 sadece molekiiler agirliklarina gore birbirinden ayrilirlar. Bir proteinin molekiil
agirhig1 protein standartlarinin jeldeki hareketleri ile karsilastirilarak hesaplanabilir.

SDS-PAGE Sambrook ve arkadaslarma (1989) gore %5’lik yigma jeli ve %12’lik
ayirma jeli kullanilarak gercgeklestirildi (Tablo 13).

Tablo 13. SDS-PAGE’in bilesenleri

%5’lik Yigma Jeli %12’lik Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 33
%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 4,0
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5 -—-
1,5 M Tris (pH 8,8) - 2,5
%10’luk SDS 0,04 0,1
%10’luk APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile
dolduruldu. Yaklasik 35 pg saf protein SDS yiikleme ¢ozeltisi ile karigtirilip kaynar su
banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Bu sekilde denatiire olan proteinler Hamilton siringasi
yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak
20 dakika 20 mA’de, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat

25 mA’de yiiritiildi. Jel, jel boyama ¢ozeltisi igine alind1 ve yavas bir sekilde sallanarak
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10 dakika bekletildi. Boyanan jel, fazla boya uzaklasip protein bantlar1 goriiniir hale gelene

kadar boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile muamele edildi.

2.7.3. Dogal PAGE

Dogal PAGE, SDS i¢ermeyecek sekilde hazirlanan %5’lik yigma jeli ve %8’lik
ayirma jeli kullanilarak gerceklestirildi (Tablo 14).

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal PAGE yiiriitme tamponu ile
dolduruldu. Yaklasik 35 pg saf protein dogal PAGE vyiikleme c¢ozeltisi ile karistirilip
Hamilton siringas1 yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez {initesi buz dolu bir
kabin icine yerlestirilerek, boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklagik olarak 20 dakika
20 mA’de, daha sonra da aymrma jelinin alt kismina gelene kadar 1-1,5 saat

25 mA’de yiiriitiildi.

Tablo 14. Dogal PAGE’in bilesenleri

%5’lik Yigma Jeli %8’lik Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,74 4,7
%30’luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 2,7
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5 -—-
1,5 M Tris (pH 8,8) --- 2,5
%10’luk APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,006

Elektroforez islemi gerceklestirildikten sonra, jel, 2 mL 30 mM B-naftil asetat iceren
100 mL fosfat tamponunda (20 mM, pH 7,0) 15 dakika bekletildi. Daha sonra 40 mg Fast

Blue B tuzunun ilave edilmesi ile esteraz bantlar1 goriiniir hale getirildi (Zhou vd., 2004).
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2.7.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.7.4.1. Genel PTE Substratlari ile Aktivite Tayini

2.7.4.1.1. Paraokson ile Aktivite Tayini

PTE aktivitesi 1 mM paraoksonun enzim tarafindan dietilfosfat ve p-nitrofenole
hidrolizlenmesi sonucu 400 nm’de meydana gelen absorbanstaki artis takip edilerek
belirlenmektedir (Dumas vd., 1989). Bir kiivet icinde 970 pL Tris-HCI tamponu (50 mM,
pH 8,0), 10 pL paraokson (100 mM stok) ve 20 pL saf enzim karigtirilarak 400 nm’de
5 dakika siireyle absorbans takip edildi. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 uM p-nitrofenol
olusturan enzim miktar1, spesifik aktivite ise mg protein basina enzim Tnitesi olarak

tanimlanda.

2.7.4.1.2. Paratiyon ile Aktivite Tayini

Paratiyon substrat1 varliginda enzim aktivitesi baz1 degisikliklerle birlikte Chu ve
arkadaglar1 (2006) tarafindan kullanilan yontemle belirlendi. 100 pL paratiyon (20 mM
stok), 870 uL Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 8,0), 10 pL metanol ve 20 pL saf enzim
50 °C’de 10 dakika bekletildi. Reaksiyon, 1 mL %10’luk TCA ilave edilerek durduruldu.
Renk olusumunu gorebilmek i¢in 1 mL %10’luk Na,CO; ilave edildi ve 410 nm’de
absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 uM p-nitrofenol olusturan enzim

miktari, spesifik aktivite ise mg protein basina enzim iinitesi olarak tanimlandi.

2.7.4.1.3. Malatiyon ile Aktivite Tayini

Malatiyon ile enzimatik aktivite, hidroliz sirasinda a¢iga ¢ikan tiyol gruplarinin
miktariin Ellman’s reaktifi kullanilarak kantitatif olarak 6l¢iilmesi ile belirlenebilir (Irene
vd., 2002). 10 pL malatiyon (100 mM stok), 470 uL Tris-HCI tamponu (100 mM, pH 7,4)
ve 20 pL saf enzim 50 °C’de 20 dakika bekletildi. 2250 pL 1 mM EDTA igeren fosfat
tamponu (100 mM, pH 8,0) ve 50 uL Ellman’s reaktifi ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi ve 412 nm’de absorbans okundu. 1 U enzim aktivitesi,
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1 dakikada 1 uM iiriin olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg protein basina

enzim Unitesi olarak tanimlandi.

2.7.4.2. Genel Esteraz Substratlar ile Aktivite Tayini

2.7.4.2.1. Baz1 p-Nitrofenil Esterleri ile Aktivite Tayini

p-nitrofenil asetat (h)NPA), p-nitrofenil butirat ()NPB), p-nitrofenil laurat (pNPL) ve
p-nitrofenil palmitat (pNPP) substratlar1 ile aktivite tayini Lee ve arkadaslari (1999)
tarafindan kullanilan yontemle yapildi. Bunun i¢in 10 mM’lik stok substrat c¢ozeltileri
kullanilarak 1:4:95 (v/v/v) oraninda substrat:etanol:tampon (50 mM Tris-HCI, pH 8,0)
karisimlar1 hazirlandi. Daha sonra 2490 pL karisim 10 pL saf enzim ile 50 °C’de 15 dakika
bekletildi. Tiipler buz icine alinarak reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de absorbans
okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 pM p-nitrofenol olusturan enzim miktari,

spesifik aktivite ise mg protein basina enzim {nitesi olarak tanimlandi.

2.7.4.2.2. a-Naftil Asetat ve -Naftil Asetat ile Aktivite Tayini

a-naftil asetat (aNA) ve B-naftil asetat (BNA) ile aktivite tayini baz1 degisikliklerle
birlikte Cao ve arkadaslar1 (2008) tarafindan kullanilan yontemle belirlendi. Bunun i¢in
10 uL aNA ve BNA (10 mM stok) ayr1 ayri, 480 puL fosfat tamponu (40 mM, pH 8,0) ve
10 uL saf enzim ile 50 °C’de 15 dakika bekletildi. Reaksiyon 900 puL sonlandirma ¢ozeltisi
ilave edilerek durduruldu ve oda sicaklifinda 15 dakika bekletildi. 14.000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatanin aNA i¢in 600 nm’de, PNA
icin ise 550 nm’de absorbansi okundu. 1 U enzim aktivitesi, 1 dakikada 1 uM iiriin
(a-naftol veya B-naftol) olusturan enzim miktari, spesifik aktivite ise mg protein basina

enzim unitesi olarak tanimlandi.

2.7.5. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesi lizerine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lik

stok pNPA c¢ozeltisi kullanilarak farkli pH’larda tampon ¢o6zeltilerle 1:4:95 (v/v/v)
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oraninda  substrat:etanol:tampon  karisimlari  hazirlandi. Bunun i¢in 50 mM
konsantrasyonda hazirlanan Mcilvaine (pH 3,0-7,5) ve Tris-HCI (7,5-9,0) tamponlar1
kullanildi. Bu sekilde hazirlanan karigimlarin 2490 uL’si ayr1 ayr1 10 pL saf enzim ile
50 °C’de 15 dakika bekletildi. Tiipler buz ig¢ine alinarak reaksiyon durduruldu ve
405 nm’de absorbans okundu. Sonuclarin degerlendirilmesi ile optimum pH belirlendi

(Basaran ve Hang, 2000).

2.7.6. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Aktivite iizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla 10 mM’lik stok pNPA
cozeltisi ve Tris-HCl tamponu (50 mM, pH 8,0) kullanilarak 1:4:95 (v/v/v) oraninda
substrat:etanol:tampon karisim1 hazirlandi. Bu karisimdan alinan 2490 pL’lik kisimlar ayri
ayr1 10 pL saf enzim ile 10 °C’lik artiglarla birlikte 10-90 °C arasindaki sicakliklarda 15
dakika bekletildi. Daha sonra yukarida belirtildigi sekilde aktiviteler tayin edildi ve
optimum sicaklik belirlendi (Kim vd., 2006).

2.7.7. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonun Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesinin protein miktarina bagimliligini incelemek amaciyla
10 mM’lik stok pNPA ¢ozeltisi ve Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 8,0) kullanilarak 1:4:95
(v/v/v) oraninda substrat:etanol:tampon karigimi hazirlandi. Bu karigimdan alinan
2490 pL’lik kisimlar, reaksiyon karisiminda ayr1 ayr1 1-100 pg/mL arasindaki degerlerde
son konsantrasyonda protein igerecek sekilde seyreltilmis olan 10 pL’lik enzim
cozeltileriyle 50 °C’de 15 dakika bekletildi. Elde edilen sonuclar incelenerek optimum

enzim konsantrasyonu belirlendi.

2.7.8. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesinin Ky, ve Viaks degerlerinin belirlenebilmesi i¢in Tris-HCI
tamponu (50 mM, pH 8,0) icinde 5-600 puM son konsantrasyonda pNPA igeren

etanol:tampon karisimlar1  hazirlandi. Bu karnisimlar  kullanilarak  sabit  protein
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konsantrasyonunda aktivite tayinleri gerceklestirildi ve Lineweaver-Burk grafigi cizilerek

Ky ve Vinaks degerleri hesaplandi.

2.7.9. PHP’nin Isil Kararhhigmin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligin1 incelemek amaciyla, Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 8,0)
icindeki saf enzim 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarinda ayr1 ayr1 3, 5 ve 7 giin
boyunca inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda enzim c¢ozeltisi buz i¢ine alinarak 5 dakika
bekletildi ve buzdan c¢ikartilip oda sicakligina kadar isinmasi beklendi. Daha sonra
optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Is1 ile hi¢ muamele edilmemis
enzimin aktivitesi %100 olarak kabul edilerek, inkiibe edilen enzimlerin %kalan

aktiviteleri hesaplandi (Yildirim vd., 2005; Kim vd., 2006).

2.7.10. PHP’nin pH Kararhhigmin incelenmesi

Enzimin pH kararlili§in1 incelemek amaciyla, saf enzim 50 mM Mcilvaine (pH 3,0-
7,0) ve Tris-HCI1 (pH 8,0 ve 9,0) tamponlar ile 1:1 oraninda karistirildi. Enzim-tampon
karigimlar1 4 °C ve 50 °C’de 1, 2 ve 7 giin boyunca inkiibe edildikten sonra optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Ayni sekilde hazirlanmis fakat inkiibe
edilmemis enzim-tampon karisimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri bakilarak bu
degerler %100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydalanarak inkiibe edilen

enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandi (Basaran ve Hang, 2000).

2.7.11. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarimin Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesi {izerine baz1 metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile
Na', Li", Mg*", Mn*", Zn*", Ca*", Co®" ve Cu®" iyonlarmin kloriir tuzlarmin 100 mM’lik
stok ¢ozeltileri kullanildi. Reaksiyon karisimlarina nihai konsantrasyonlar1 1 mM ve 5 mM
olacak sekilde her bir metal iyonundan ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Metal iyonu igermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip

metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesaplandi (Hess vd., 2008).
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2.7.12. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Bazi Organik Céziiciilerin Etkisi

Aktivite iizerine bazi1 organik coziiciilerin etkisini incelemek amaci ile, reaksiyon
karisimlarima nihai konsantrasyonlart %10 ve %30 olacak sekilde metanol, etanol,
izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Coziicii icermeyen karigimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip %kalan

aktiviteler hesaplandi (Nawani vd., 2006).



3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 bakterisinden genomik DNA kiitiiphanesi
olusturmak i¢in, bakteriden elde edilen genomik DNA, EcoR I enzimi ile kesildi ve olusan
DNA pargalar1 yine ayn1 enzimle kesilen pUC18 vektoriine yapistirildi. Rekombinant
vektoriin Escherichia coli IM101°e aktarilmasi ile yaklagik 250 adet klon elde edildi. Bu
klonlardan 50 tanesinden plazmit izolasyonu yapildi ve bu plazmitlerin DNA siralar
belirlendi. DNA siralarinin protein sirasina donistiiriildiikten sonra BLAST progranu ile
incelenmesi sonucunda, 814 baz ¢ifti igeren 8 nolu klonun amino asit sirasinin, Bacillus
halodurans C-125 hipotetik proteini, Bacillus clausii KSM-K16 fosfotriesterazi ve
Bacillus licheniformis ATCC 14580 ¢inko iyonu igeren putatif hidrolazi ile sirastyla %75,
%64 ve %47 oraninda sira benzerligi gosterdigi tespit edildi. Ayrica, genin bastan yaklasik
327 baz ciftinin sirasimin eksik oldugu ama bu bolgeden itibaren DUR kodonuna kadar

olan kismin tamaminin var oldugu belirlendi (Sekil 18).

3.2. Fosfotriesteraz Homolog Protein (PHP) Geninin Eksik Kalan Bas Kisminin
Invers PCR ile Bulunmasi

PHP geninin basinda bulunan yaklasik 327 bazlik kismin DNA sirasinin invers PCR
yardimiyla bulunabilmesi i¢in G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’s1 Hinf 1 enzimi
ile uygun sartlar altinda kesildi. Hinf I kesigi DNA pargalarinin her birinin kendi {izerine
yapisarak dairesel forma doniismesi i¢in T4 DNA Ligaz enzimi kullanilarak ligasyon
yapild1 ve ligasyon iiriinii etanol ile ¢oktiirlilerek invers PCR i¢in kalip DNA hazir hale
getirilmis oldu. PteF1/PteR1 ve PteF2/PteR1 primer c¢iftleri kullanilarak invers PCR
yapildi. Sonuglarin %1’lik agaroz jelde incelenmesi ile PteF1/PteR1 primer c¢ifti
kullanildig1 durumda yaklasik 500 bazlik ve PteF2/PteR1 primer ¢ifti kullanildig1r durumda
ise yaklasik 750 bazlik DNA parcasinin varlig1 gozlendi (Sekil 19).

Elde edilen PCR firiinleri saflagtirildiktan sonra pGEM-T Easy vektoriine klonlandi
ve rekombinant vektor, E. coli IM101’e aktarildi. Bliyiiyen beyaz kolonilerden izole edilen

plazmitler DNA sira analizine gonderildi. Elde edilen DNA siralarinin protein sirasi haline
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donistiirildiikten sonra BLAST programi ile incelenmesi sonucunda genin eksik olan

yaklasik 327 bazlik bas kismimin DNA sirasinin da belirlendigi tespit edildi (Sekil 18).

PteF3 R
5’ ATGTACATTCAGACTGTCCTTGGGAGAATTCAGCCGGAGGAACTAGGTGTTTGTGCTTGTCACGAACATCT

TTACATCGATTTAAGTCGTGTTAAAAAAAATACCGATACGTGTCTACAAAATCTGGATCTTGTAGTAGAAGAT
TTAAAAGTTTTTCTTCAATACGGCGGCAAAGCGATTGTTGAAATGACAAACGATGGAATGGGACGTAATGTAA
AAAAGCTGGTAGAAATCAGTAAATTGCTTGATTTACACATTATCGCTAGTACTGGTTGCTATAAA%%T%SFTT
e
CATTCCTCAAGAAAAGATAAATTGGGATCGCGATGAATTCGCGAAGTGGATGATAGATGAAATCGAGAATGGC
ATTGATGGGACGAATATAAAACCGGGAGTTATTGGTGAGATAGGAAGCAGTTTCAATGAGTTTAAACCGGTTG
AGCTGGAACTGTTTTATGGAGCAATTGAAGCTGCCAAAACAACCAAACTGCCTTTATCGACACATACTACGCT
AGGCACACTCGCGCTGGAGCAGGTCGAATTATTTATCCGCGAGAATTTGCCTTTACATCAGGTGGTCATCGGG
CATCAAGACTTGAATGAAGATGACGAAGTCGTATTGGAAGTTTTATCGTCAGGCGTATACATCGCGCTAGATA
CGATAGGAAAAGAGAATTATCGCAGTGACATGAGCCGAATGAAATCGTTGCTATATTTTCTTGAAAGAGGATA
TGAAGATCAAATCTTGCTTTCTAGCGATGTAACGCGTCAATCACATTTACTTTCTCGCGGCGGACAGGGATAT
PteF2 >
AGCGTGGTATTGCGAAAATTTATTCCTGCTTTAAGGGAAATGGGGGTACTAGAGACAACGATCGAAAAGTTGC

_ PteR3
TTGTGAAAAATCCGCAAAAAGCATTTAGCATACGGAAAGAAGGTTAATT TATGGTAAAAAAATATGAACAATC

TGTATTACAAAATATGACATTGGAAGAAGCAAAGTTGCTGCAGTTTCGGTTAATTGACGAAATTACAAAGGAG
PteF1 -
TTTTCCAATAACGAGTTTTTTCAATTAGGCGATGTTGGGCTTCATCCAGAGTATCATCGTCCCCTCATGACGG

CTAGAATGGAGAAGGTTCTAGCAAGAACATTCCACGCGGAAGCAT 3’

Sekil 18. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’sinin PHP genini i¢eren pargasi. Koyu
yazilan DNA siras1 invers PCR ile bulunan kismi ifade etmektedir. Alt1 ¢izili
kodonlar genin baslama ve DUR kodonlarin1 gostermektedir. Oklarla gosterilen
bolgeler invers PCR i¢in kullanilan primerlerin (PteF1, PteF2 ve PteR1) tam
DNA siralarii ve genin tamamini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin (PteF3
ve PteR3) DNA siralarinin bir kismini1 gostermektedir.



Sekil 19. Invers PCR iiriinlerinin %1°lik agaroz jeldeki
goriintlisii. 1: PteF1/PteR1 primer cifti ile elde
edilen PCR f{iriinii, 2: PteF2/PteR1 primer ¢ifti
ile elde edilen PCR irini, M: 1 kb DNA
standardi

3.3. PHP Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi, Ekspresyonu ve
Saflastirilmasi

PHP geninin klonlanmasi i¢in ekspresyon vektorii olarak pET-28a(+) kullanildi.
pET-28a(+) vektorii ribozom baglanma bdlgesi (rbs)’nden sonra ve Nde I kesim bdlgesinin
hemen 6niinde 6 tane histidin kodlayan kodon icermektedir. PHP geninin tamami PCR ile
cogaltildiktan sonra 5’-ucundan Nde I ve 3’-ucundan ise BamH I ile kesilip yine ayni
enzimlerle kesilen pET-28a(+) vektoriine klonlandigi durumda rekombinant vektor,
PHP’nin baglama kodonundan hemen once 6 tane histidin kodlayan kodon igerecektir
(Sekil 20). Yani PHP, N ucunda 6 tane histidin amino asidi (polihistidin-tag) icerecek
sekilde ekspres edilecektir.

Nde 1 BamH 1
pET-28a(+) \l/ \L pET-28a(+)
—— I — I — CA TATG p> TAATTGAG GATCC ———
rbs polihistidin-tag Met  pHP geni * *

Sekil 20. PHP geninin pET-28a(+) vektoriine klonlandigr bdlgenin sematik gdsterimi.
Turuncu ile gosterilen bolge ribozom baglanma bdolgesini (rbs), mor ile
gosterilen bolge 6 tane histidin birimini, yi1ldizla gosterilen kodonlar ise “DUR”
sinyallerini gostermektedir.
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PHP geninin tamamini ¢ogaltabilmek i¢in tam DNA siras1 dikkate alinarak bir set
primer (PteF3/PteR3) tasarlandi ve sentezlettirildi. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik
DNA’s1 ve bu primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda yaklasik 900 bazlik bir DNA
parcasinin varligi gozlendi (Sekil 21).

——»900 be

Sekil 21. PCR ile tamami g¢ogaltilan PHP geninin
%2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. 1: PCR
ile ¢cogaltilan PHP geni, M: 100 bazlik
DNA standardi

Elde edilen PCR firiinii Nde 1 ve BamH 1 enzimi ile kesilip, yine ayn1 enzimlerle
kesilen pET-28a(+) vektoriine klonlandi. Rekombinant vektor, E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicresine aktarild1 ve gece kiiltiirii hazirlanarak gerektiginde kullanilmak iizere gliserol
stok yapildi. Stok kiiltiir -20 °C’de saklanda.

GenBank veri tabaninda FJ788931 numarasi ile depolanan G. caldoxylosilyticus TK4
PHP geninin tam DNA sirasi, protein sirasina doniistiiriildiikten sonra (Sekil 22) BLAST
programinda incelendi ve amino asit sirasinin, basta fosfotriesterazlar (PTE’ler) ve putatif

PTE’ler olmak iizere TIM silindir yapisi igeren hidrolazlara benzedigi goriildii (Tablo 15).
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atg tac att cag act gtc ctt ggg aga att cag ccg gag gaa cta ggt gtt tgt

gct tgt cac gaa cat ctt tac atc gat tta agt cgt gtt aaa aaa aat acc gat

acg tgt cta caa aat ctg gat ctt gta gta gaa gat tta aaa gtt ttt ctt caa

tac ggc ggc aaa gcg att gtt gaa atg aca aac gat gga atg gga cgt aat gta

aaa aag ctg gta gaa atc agt aaa ttg ctt gat tta cac att atc gct agt act

ggt tgc tat aaa gat cct ttc att cct caa gaa aag ata aat tgg gat cgc gat

gaa ttc gcg aag tgg atg ata gat gaa atc gag aat ggc att gat ggg acg aat

ata aaa ccg gga gtt att ggt gag ata gga agc agt ttc aat gag ttt aaa ccg

gtt gag ctg gaa ctg ttt tat gga gca att gaa gct gcc aaa aca acc aaa ctg

cct tta tcg aca cat act acg cta ggc aca ctc gcg ctg gag cag gtc gaa tta

ttt atc cgc gag aat ttg cct tta cat cag gtg gtc atc ggg cat caa gac ttg

aat gaa gat gac gaa gtc gta ttg gaa gtt tta tcg tca ggc gta tac atc gcg

cta gat acg ata gga aaa gag aat tat cgc agt gac atg agc cga atg aaa tcg

ttg cta tat ttt ctt gaa aga gga tat gaa gat caa atc ttg ctt tct agc gat

gta acg cgt caa tca cat tta ctt tct cgc ggc gga cag gga tat agc gtg gta

ttg cga aaa ttt att cct gct tta agg gaa atg ggg gta cta gag aca acg atc

gaa aag ttg ctt gtg aaa aat ccg caa aaa gca ttt agc ata cgg aaa gaa ggt

taa

Sekil 22. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin DNA ve protein sirasi. (ee¢) ile gosterilen
kodon genin DUR kodonunu temsil etmektedir.
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Tablo 15. G. caldoxylosilyticus TK4’den elde edilen PHP nin amino asit sirasinin diger
mikroorganizmalardaki proteinlere benzerligi

Bakteri Ad1 Protein Benzerlik (%)
Bacillus halodurans C-125 Hipotetik protein 71
Bacillus clausii KSM-K16 Fosfotriesteraz 62
Symbiobacterium thermophilum 1AM 14863  Putatif fosfotriesteraz 42
Lactobacillus casei ATCC 334 TIM silindir katlanmasi iceren metal- 41
bagimli hidrolaz
Bacillus licheniformis ATCC 14580 Cinko igeren putatif hidrolaz 43
Thermoanaerobacter sp. X514 Paraoksonaz 45
Escherichia albertii TW07627 Fosfotriesteraz ailesi proteini 38
Escherichia coli UTI89 Fosfotriesteraz benzeri protein 38
Escherichia coli Fosfotriesteraz homolog protein 37
Escherichia coli E22 Fosfotriesteraz ailesi proteini 37

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sirasi, ClustalW programi (URL-
14, 2009) kullanilarak, E. coli ve Mycobacterium tuberculosis PHP’leri ile Pseudomonas
diminuta ve Bacillus clausii KSM-K16 PTE’lerinin amino asit siralar ile karsilagtirildi ve
proteinin korunmus bolgeleri tespit edildi (Sekil 23). Karsilastirma sonucunda, PHP ve
PTE’de bulunan, ¢inkonun koordinasyonunda gorev alan 4 histidin ve 1 aspartat biriminin
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde de korunmus oldugu goriildii. Ayrica P. diminuta
PTE’sinde 169. pozisyonda bulunan Lys birimi G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde de
tipkt E. coli PHP’sinde oldugu gibi bir glutamat ile yer degistirmistir ve bir pozisyon
kaymis durumdadir. PHP ve PTE’lerde farkli uzunlukta olan birinci, yedinci ve sekizinci
loplarin uzunluklar1 da beklenildigi gibi G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde daha kisadir.
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde sozli gecen bu loplar, P. diminuta PTE’sindeki

loplardan sirasi ile 3, 14 ve 9 amino asit daha kisadir.



PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

PDPTE
MTPHP
TK4PHP
EPHP

Sekil 23.
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FTLT

MQTRRVVLKSAAAAGTLLGGLAGCASVAGSIGTGDRINTVRGPITISE

IC 59

————————————————————————————————— MPELNTARGPIDTADLEVTLM 26

—————————————————————————————————— MYIQTVLGRIQPEELEVCAC
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G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sirasinin (TK4PHP), P. diminuta
PTE’si (PDPTE), M. tuberculosis PHP’si (MTPHP) ve E. coli PHP’sinin (EPHP)
amino asit siralar ile karsilastirilmasi. Yesil renk ile boyali amino asitler tiim
siralardaki korunmus birimleri, sar1 renk ile boyali aminoasitler PTE’de 169.
pozisyonda bulunan Lys biriminin PHP’lerde bir kaymis pozisyonda olarak Glu
ile yer degistirmis bicimde bulundugu aminoasitleri, yildiz (*) ile gosterilen
birimler ise biniikleer metal merkezi olusturan amino asitleri gostermektedir. PHP
ve PTE’lerde farkli uzunlukta olan birinci, yedinci ve sekizinci loplar ise mavi

renk ile gdsterilmistir.
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Amino asit swralarinin  cakistirilmasi  ile  yapilan  filogenetik  analizde
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin E. coli PHP’si ile ¢ok yakin bir iliski i¢inde oldugu
sonucu goriilmiistiir (Sekil 24).

POA433
100 L Q5UB52

60 POA434

100 P96413

P45548
86— TK4PHP

Q63530
98l A2AUR4
Q96BW5

Sekil 24. PTE, PHP ve fosfotriesteraz-benzeri proteinlerin filogenetik analizi.
Filogenetik agag¢ MEGA 4 programi ile G. caldoxylosilyticus TK4
PHP’si (TK4PHP), P. diminuta PTE’si (POA434), Flavobacterium
sp. (strain ATCC 27551) paratiyon hidrolazi (P0A433),
Flavobacterium sp. MTCC 2495 organofosfat hidrolazi (Q5UB52),
Homo sapiens fosfotriesteraz-benzeri proteini (Q96BWS), Rattus
norvegicus fosfotriesteraz-benzeri proteini (Q63530), Mus musculus
fosfotriesteraz-benzeri proteini (A2AUR4), E. coli PHP’si (P45548)
ve M. tuberculosis PHP’sinin (P96413) amino asit siralari
kullanilarak ¢izilmistir.

3.4. PHP’nin Karakterizasyonu

E. coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edilen PHP, N ucunda 6 tane histidin
icerdiginden dolay1 paramagnetik nikel parcaciklar1 kullanilarak saflastirildi. PHP’deki bu
histidin birimlerinin azotlar1 nikel pargaciklari ile etkileserek PHP nin diger proteinlerden

ayrilmasini saglamaktadir.



3.4.1. Protein Tayini
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Protein tayini Lowry metoduna gore gerceklestirildi ve protein standardi olarak BSA

kullanildi. Saf PHP c¢ozeltilerindeki toplam protein miktarlarinin yaklasik olarak 5,0 ile

7,0 mg/mL arasinda oldugu belirlendi.

3.4.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Yaklagik 35 pg protein %12°lik SDS-PAGE jeline yiiklenerek elektroforez yapildi.

Elektroforez jelinin Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanip fazla boyanin

uzaklastirilmas1 sonucunda, PHP geninin E. coli’de fazla miktarda ekspres edildigi ve

kullanilan kit ile etkili bir bigcimde saflastirildigi tespit edildi (Sekil 25).

50
40

t Ul =

30

Sekil 25.

1 2 3
S_
-
=P
B=
L = Lo

SDS-PAGE elektroforezi. M: Molekiiler agirlik
standartlari, 1: Indiiklenmemis rekombinant
E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre i¢i Oziiti,
2: IPTG ile 3 saat indiiklenmis rekombinant
E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre i¢i 6ziitii, 3: Saf
protein

Saf proteinin tek bant halinde olmasi enzimin farkli molekiil agirlikli alt birimlerden

olusmadigini veya monomer oldugunu

gostermektedir. Standart proteinlerin Ry degerleri,
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bu proteinlerin molekiil agirliklariin logaritmasina karsi grafige gecirildi ve saf proteinin
Ry degerinden faydalanilarak PHP nin molekiil agirligr belirlendi. Yapilan bu hesaplama ile
PHP eger monomer ise molekiil agirlig1 yaklagik 36,5 kDa, monomer degilse bir tek alt
biriminin molekiil agirliginin bu degerde oldugu belirlendi. Sadece amino asit sirasindan
faydalanarak yapilan teorik hesaplamada (URL-15, 2009) PHP nin molekiil agirligi 34,58
kDa olarak bulundu. Fakat, PHP geni, pET-28a(+) vektoriinde ekspres edildiginden dolay1
baslama sinyalinden onceki polihistidin ve diger amino asitlerin de goz Oniine alinmasi
gerekmektedir. Bu sekilde yapilan hesaplama sonucunda pET-28a(+) vektoriinde ekspres
edilen PHP’nin molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 36,96 kDa olarak bulundu. Dolayisiyla

teorik ve deneysel molekiil agirliklarinin birbirine oldukg¢a yakin oldugu goriilmektedir.

3.4.3. Dogal PAGE

Saflastirilan proteinin esteraz aktivitesi, ilk olarak dogal PAGE ile ortaya koyuldu.
Elektroforez islemi gergeklestirildikten sonra, jel, B-naftil asetat ve Fast Blue B tuzu ile

muamele edildi ve esteraz bantlar1 goriiniir hale getirildi (Sekil 26).

Sekil 26. Dogal PAGE. 1: G. caldoxylosilyticus TK4
hiicre i¢i 6ziitii, 2: Saf protein



72

Sekil 26°da goriildiigii gibi, saf proteinin yliklendigi kuyucukta mor renkli bir protein
bandinin  varligr, saf proteinin aktif bir esteraz oldugunu gostermektedir.
G. caldoxylosilyticus TK4’den elde edilen ham 6ziitte birden fazla bant ¢ikmasi ise bakteri

tarafindan farkli esterazlarin iiretildigi anlamina gelmektedir.

3.4.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

3.4.4.1. Genel PTE Substratlar ile Aktivite Tayini

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’si ile genel PTE substratlar1 olan paraokson ve
paratiyon varliginda herhangi bir aktivite elde edilemedi. Malatiyon kullanildigr durumda

ise saf enzimin spesifik aktivitesi 2,1 U/mg protein olarak belirlendi.

3.4.4.2. Genel Esteraz Substratlar ile Aktivite Tayini

p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (p)NPB), p-nitrofenil laurat (»NPL),
p-nitrofenil palmitat (pNPP), a-naftil asetat (aNA) ve B-naftil asetat (BNA) substratlar1 ile
aktivite tayini spektroskopik olarak gergeklestirildi. Saflastirilan enzimde, aktivite en fazla
kisa zincirli p-nitrofenil esterleri olan pNPA ve pNPB varliginda gozlendi (Tablo 16).

Elde edilen sonuglara gore, G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin, PTE
substratlarindan ziyade 6zellikle pNPA ve pNPB varliginda yiiksek bir esteraz aktivitesi
gosterdigi belirlendi. Bundan dolayr bu asamadan sonra pNPA kullanilarak PHP’nin
esteraz aktivitesinin ayrintili karakterizasyonu yapildi. Bu amacla, pH, sicaklik, protein
konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, bazi metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciilerin enzim

aktivitesi lizerine etkisi aragtirildi. Ayrica PHP nin pH ve 1s1l kararlig1 da incelendi.
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Tablo 16. Genel esteraz substratlari ile elde edilen aktivite degerleri

Substrat Spesifik aktivite (U/mg protein)
pNPA 73,6
pNPB 73,4
pNPL 9,7
pNPP 14,1
aNA 50,8
BNA 62,7

3.4.5. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesinin optimum pH degerini belirleyebilmek amaciyla farkl
pH degerlerindeki tamponlar kullanilarak enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen bu
aktivite degerleri kullanilarak pH-%bagil aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 27). Elde edilen
grafikten optimum pH’nin 8,0 oldugu, ancak enzimin pH 7,5 ile 8,5 arasinda da ytiksek bir
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica, enzimin pH 5,0’e kadar olan asidik pH
degerlerinde hi¢ aktivite gostermedigi, pH 8,5’dan sonra da aktivitesini hizl1 bir sekilde

kaybettigi goriilmektedir.
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Sekil 27. PHP’nin esteraz aktivitesi {izerine pH nin etkisi
3.4.6. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Sicakligin PHP nin esteraz aktivitesi iizerine etkisi, 10 °C’lik artiglarla birlikte olmak
tizere 10-90 °C arasindaki sicakliklarda aktivite tayinleri yapilarak incelendi ve sicaklik-
%pbagil aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 28). Enzim aktivitesinin 50 °C’de optimuma ulastigi
ve enzimin 40 ve 60 °C’lerde, optimum aktivitesinin yaklasik %80’ine sahip oldugu
belirlendi. 60 °C’nin {izerindeki sicakliklarda enzim c¢ok hizli bir sekilde olmamakla
beraber aktivitesini kaybetmeye baslamaktadir. Bu aktivite kaybmma ragmen, enzim

90 °C’de optimum aktivitesinin yaklagik %50’sini hala korumaktadir.
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Sekil 28. PHP’nin esteraz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

3.4.7. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonun Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesinin protein miktarina bagimliligin1 incelemek amaciyla
reaksiyon karistminda ayr1 ayr1 1-100 pg/mL arasindaki degerlerde son konsantrasyonda
protein icerecek sekilde enzim cozeltileri kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Protein
konsantrasyonuna kars1 aktivite degerleri grafige gecirildiginde, optimum enzim

konsantrasyonun 25 pg/mL oldugu belirlendi (Sekil 29).
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Sekil 29. PHP’ nin esteraz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonun etkisi

3.4.8. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonun etkisini incelemek
amaciyla, sabit protein konsantrasyonunda ve 5-600 uM son konsantrasyonda pNPA
varliginda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler kullanilarak substrat
doygunluk egrisi (Sekil 30) ve Lineweaver-Burk (Sekil 31) grafigi ¢izildi. Substrat
doygunluk egrisinden enzimin basit Michaelis-Menten kinetigini takip ettigi ve optimum
substrat konsantrasyonun 400 pM oldugu belirlendi. Lineweaver-Burk egrisinden ise Ky,

ve Vimaks degerleri sirasiyla 0,17 mM ve 1667 U/mg protein olarak tespit edildi.
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Sekil 30. pNPA varliginda PHP nin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 31. pNPA varliginda PHP nin Lineweaver-Burk egrisi
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3.4.9. PHP’nin Isil Kararhhgimin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligini incelemek amaciyla, Tris-HCI] tamponu (50 mM, pH 8,0)
icindeki saf enzim 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarinda 3, 5 ve 7 giin boyunca
inkiibe edildi ve bu siirenin sonunda, gerekli islemler yapilarak optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Is1 ile hi¢ muamele edilmemis enzimin aktivitesi %100
olarak kabul edilerek, inkiibasyona maruz birakilan enzimlerin %kalan aktiviteleri
hesaplandi ve zaman-%kalan aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 32). Enzimin aktivitesinin 3 giin
sonunda neredeyse hi¢ degismedigi, 5 giin sonunda sadece 80 ve 90 °C’lerde yaklasik
%20’1ik bir azalma oldugu belirlendi. Enzim belirtilen sicakliklarda 7 giin inkiibe
edildiginde ise yaklasik olarak 50 °C’de aktivitenin %90’1mnin, 60 °C’de %75’inin, 70 ve
80 °C’lerde %70’inin ve 90 °C’de ise %60’ 1n1n hala korundugu tespit edildi.
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Sekil 32. PHP nin 1s1l kararlilik egrisi

3.4.10. PHP’nin pH Kararhlhiginin Incelenmesi

Enzimin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim 1:1 oraninda pH 3,0-9,0

arasindaki tamponlarla karistirilarak ayri ayr1 4 °C ve 50 °C’de 1, 2 ve 7 giin inkiibe edildi
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ve inkiibasyon siiresinin sonunda optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Aym
sekilde hazirlanmig fakat hi¢ inkiibe edilmemis enzim-tampon karigimlarinin optimum
sartlar altinda aktiviteleri belirlenerek bu degerler %100 olarak kabul edildi ve bu
degerlerden faydalanarak inkiibasyona maruz birakilan enzimlerin %kalan aktiviteleri
hesaplandi. Daha sonra inkiibasyon pH’sina karsi %kalan aktiviteler grafigi gecirildi

(Sekil 33 ve Sekil 34).
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Sekil 33. PHP’nin 4 °C’deki pH kararlilik egrisi

Sekil 33’ten de goriildiigii gibi enzim farkli pH’lardaki tamponlar i¢inde 4 °C’de
inkiibe edildiginde aktivitede herhangi bir azalma olmamakta hatta biitiin pH’larda
aktivitelerde yaklasik %6-8 oraninda bir artig olmaktadir.

Enzim 50 °C’de ve pH 3,0°de inkiibe edildiginde ise 7 giin sonunda aktivite tam
olarak korunmaktadir. Diger pH’larda ise aktivitenin %80’in {izerinde korundugu

goriilmektedir (Sekil 34).
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Sekil 34. PHP’nin 50 °C’deki pH kararlilik egrisi

3.4.11. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarimin Etkisi

Esteraz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile Na', Li",
Mg”", Mn**, Zn**, Ca*", Co”" ve Cu”" iyonlarinin kloriir tuzlarmnin reaksiyon karisimindaki
nihai konsantrasyonlar1 1 mM ve 5 mM olacak sekilde optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Metal iyonu icermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip
metal iyonu ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesaplandi (Tablo 17).

Tablo 17°den de goriildiigii gibi Na™, Li", Mg*", Mn*" ve Ca*" varhginda PHP’nin
esteraz aktivitesinde dikkate deger bir degisim gbézlenmedi. 1 mM nihai konsantrasyonda
Zn*, Co*" ve Cu*" kullanildiginda yaklasik %25-30 arasinda bir inhibisyon gozlendi.
Konsantrasyon 5 mM oldugunda ise inhibisyon oran1 Zn*" ve Co*" i¢in daha da artarak

sirastyla %44 ve %55’¢ ulastr. Cu®” durumunda ise bu oran %32’de kaldi.
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Tablo 17. PHP’nin esteraz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Kalan aktivite (%)

Metal iyonu 1 mM nihai konsantrasyon 5 mM nihai konsantrasyon

Yok 100 100
Na" 100 101
Li" 103 104

Mg 100 100

Mn*" 98 97
Zn*" 71 56
Ca*" 99 100
Co*" 75 45

Cu* 75 68

3.4.12. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Uzerine Bazi1 Organik Céziiciilerin Etkisi

PHP’nin esteraz aktivitesi lizerine bazi organik ¢oziiciilerin etkisini incelemek amaci
ile, reaksiyon karisimlarina nihai konsantrasyonlar1 %10 ve %30 olacak sekilde metanol,
etanol, izopropanol, asetonitril, aseton ve DMSO ilave edilerek optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri yapildi. Coziicii icermeyen karigimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip

%Jkalan aktiviteler hesaplandi (Tablo 18).

Tablo 18. PHP nin esteraz aktivitesi iizerine baz1 organik ¢oziiciilerin etkisi

Kalan aktivite (%)

Organik c¢oziicii %10 nihai konsantrasyon %30 nihai konsantrasyon

Yok 100 100
Metanol 81 68
Etanol 104 90
Izopropanol 104 82
Asetonitril 108 58
Aseton 104 65

DMSO 104 103
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Tablo 18’den de goriildigli gibi %10 nihai konsantrasyonda organik c¢oziicii
kullanildiginda sadece metanol durumunda aktivitede %19’luk bir inhibisyon meydana
geldi. Diger ¢oziiciiler ise bu konsantrasyonda az da olsa aktivitede bir artisa neden oldu.
%30 nihai konsantrasyonda DMSO kullanildiginda enzimin aktivitesinde onemli bir
degisim gozlenmedi. Bu konsantrasyondaki asetonitrilin, %42’lik inhibisyona neden
oldugu gozlendi. Diger ¢oziicliler durumunda ise %10-35 arasinda degisen degerlerde

inhibisyon gerceklesti.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler denatiire
edici maddelere ve sert reaksiyon sartlarina daha dayanikli olduklarindan endiistriyel
acidan oldukca onemlidirler (Niehaus vd., 1999). Bu nedenle, yiiksek sicaklik ve pH
degerleri ile organik c¢oziiciilerdeki kararliliklarindan dolayr bu organizmalardan elde
edilen esterazlar ¢ok farkli potansiyel biyoteknolojik uygulamalara sahiptirler (Herbert,
1992; Schmid ve Verger, 1998).

Gergeklestirilen bu ¢alismada, Canakkale Kestanbol Kaplicasi’'ndan izole edilen
cesitli morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve DNA hibridizasyonu analizleri
ile yeni bir sus oldugu ortaya konulan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4’den 1siya
direngli fosfotriesteraz homolog protein (PHP) geni, indiiklenebilir T7 RNA polimeraz
promotoru igeren pET-28a(+) vektoriine klonlanip, Escherichia coli BL21(DE3)pLysS’de
ekspres edildi. Ekspres edilen enzim saflastirilip, esteraz aktivitesi elektroforetik ve
spektroskopik olarak ortaya koyuldu ve ayrica, spektrofotometrik olarak enzimin bazi
biyokimyasal 6zellikleri de ayrintili bir bigimde incelendi.

G. caldoxylosilyticus TK4’den EcoR 1 enzimi ile genomik DNA Kkiitiiphanesi
olusturularak elde edilen 8 nolu klondaki PHP geninin 814 bazlik kismi ile invers PCR
sonucu elde edilen DNA siralarinin birlestirilmesi ile PHP geninin tam olarak 921 baz ve
308 amino asitten olustugu tespit edilmistir (Sekil 22). E. coli PHP’sinin 876 baz ve 292
amino asitten, Mycobacterium tuberculosis PHP’sinin (mtPHP) ise 975 baz ve 325 amino
asitten olustugu bildirilmistir (Buchbinder, 1998).

PHP geninin ekpresyonu sonucunda iiretilen proteinin amino asit sirasinin BLAST
programi kullanilarak diger organizmalardaki proteinlerle karsilastirilmasi sonucu, bu
proteinin basta fosfotriesterazlar (PTE’ler) ve putatif fosfotriesterazlar olmak tizere TIM
silindir yapis1 iceren hidrolazlara %37-62 oranlar1 arasinda benzedigi goriildii (Tablo 15).
Bu amino asit sira benzerliginden faydalanilarak PHP gen {irlinliniin, PTE aktivitesine
sahip olabilecegi sonucuna varildi ve bu nedenle aktivite tayin ¢aligmalarinda oncelikle
proteinin PTE aktivitesine sahip olup olmadig1 incelendi.

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sirasmin ClustalW programi

kullanilarak E. coli ve M. tuberculosis PHP’leri ile Pseudomonas diminuta ve Bacillus
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clausii KSM-K16 PTE’lerinin amino asit siralart ile karsilastirilmas: sonucunda, PHP ve
PTE’lerde bulunan ve ¢inkonun koordinasyonunda goérev alan 4 histidin ve 1 aspartat
biriminin (Sekil 23’te yildizlar (*) ile gosterilmektedir) G. caldoxylosilyticus TK4
PHP’sinde de korunmus oldugu goriildii. Ayrica, P. diminuta PTE’sinde 169. pozisyonda
bulunan Lys birimi, G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde beklendigi gibi bir glutamat ile
yer degistirmistir ve bir pozisyon kaymis durumdadir (Sekil 23). Bu durum, E. coli, fare ve
sigan PHP’lerinde de ayni sekildedir (Buchbinder vd., 1998).

Cesitli organizmalardan elde edilen PTE, PHP ve PTE-benzeri proteinlerin amino asit
siralarimin - kullanilmast ile yapilan filogenetik analizde G. caldoxylosilyticus TK4
PHP’sinin E. coli PHP’si ile ¢ok yakin bir iligki i¢inde oldugu goriilmiistiir (Sekil 24).

PHP geninin tamaminin pET-28a(+)’ya klonlanmasi ile elde edilen rekombinant
vektor E. coli’ye aktarildiktan sonra protein ekspres edildi ve nikel afinite kromatografisi
kullanilarak tek adimda saflagtirildi. Literatiire bakildiginda bu yontemle farkli esterazlarin
klonlanip saflastirildigi goriilmektedir. Ralstonia sp. M1 esterazi C ucunda 6 tane His
icerecek sekilde pET-22b" vektoriine klonlanmus, E. coli BL21’de ekspres edilmis ve
Ni-NTA kolonu kullanilarak saflagtirilmistir  (Quyen vd., 2007). Isil kararh
G. thermoleovorans YN esterazi C ucunda 6 tane His icerecek sekilde pCYTEX vektoriine
klonlanmis, E. coli DH5a’da ekspres edilmis ve metal afinite kolonu kullanilarak
saflastirilmistir (Soliman vd., 2007). pET-24b vektoriine klonlanmis olan Picrophilus
torridus EstA ve EstB esteraz genleri ise E. coli Rosetta (DE3) hiicresinde ekspres
edildikten sonra yine nikel kolonu kullanilarak saflastirilmistir (Hess vd., 2008).

Yapilan SDS poliakrilamid jel elektroforezinde saf proteinin tek bant halinde olmasi,
enzimin monomer oldugu veya dordiinciil yapisinin homolog iki ya da daha fazla alt
birimin organizasyonu ile olustugu sonucunu dogurmaktadir (Sekil 25). Ekspres edilen
rekombinant proteinin alt birim molekiil agirhig1 teorik olarak yaklasik 34,58 kDa olarak
hesaplandi. Bu sonu¢ SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile deneysel olarak hesaplanan
36,5 kDa degeriyle de uyum igindedir. Bir monomer olan E. coli PHP’sinin molekiil
agirhiginin 32,91 kDa oldugu bildirilmistir (Buchbinder, 1998).

Dogal poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda, G. caldoxylosilyticus TK4
PHP’sinin aktif bir esteraz olarak E. coli’de ekspres edildigi tespit edilmistir (Sekil 26).
Ancak, G. caldoxylosilyticus TK4 hiicre i¢i 0ziitiinde, saf protein bandi ile ayn1 hizada bir
protein bandi bulunmamaktadir. Bu durum, iki farkli sekilde agiklanabilir; 1) Klonlanan

gen, baslama sinyalinden 6nce histidin ve diger bazi amino asitleri igermektedir. Bu
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nedenle, elektroforezde saf proteinin gd¢ hizi orijinal kaynagindakine gore daha yavas
olmaktadir. 2) Klonlanan gen, G. caldoxylosilyticus TK4’te yeteri kadar ekspres
edilmemektedir ve bu nedenle dogal elektoforezde goriinmemektedir.

Saf protein kullanilarak yapilan aktivite tayini ¢alismalarinda genel PTE substratlari
olan paraokson ve paratiyon varliginda herhangi bir aktivite elde edilemedi. Malatiyon
kullanildig1 durumda ise spesifik aktivite 2,1 U/mg protein olarak belirlendi. Ancak, bu
spesifik aktivite degerinin literatiir bilgileriyle karsilastirilmasi sonucu oldukea diisiik bir
deger oldugu tespit edildi (Haubruge vd., 2002; Liu vd., 2004; Das ve Singh, 2006). Bu
nedenle, malatiyonun enzim tarafindan etkili bir bi¢imde hidroliz edilemedigi ve enzimin
PTE substratlarin1 hidrolizleme yeteneginin olmadigi sonucuna varildi. Saflagtirilan
enzimde, aktivite en fazla p-nitrofenil asetat (pNPA) ve p-nitrofenil butirat (pNPB)
varhiginda gozlendi (Tablo 16). Ayrica, aNA ve BNA varliginda da oldukca yiiksek aktivite
degerleri elde edildi. E. coli PHP’si ile yapilan enzim aktivite tayin ¢aligmalarinda, pNPA
ve paraokson varliginda herhangi bir aktivite gézlenememistir (Buchbinder, 1998). Ancak
daha sonra yapilan bir ¢alismada, PHP nin pNPA varliginda azda olsa bir aktiviteye sahip
oldugu goriilmistiir (Roodveldt ve Tawtik, 2005). Metagenomik bir kiitiiphaneden
klonlanan bir esterazin (Kim vd., 2006), G. thermoleovorans YN esterazinin (Soliman vd.,
2007) ve Thermotoga maritima esterazinin (Levisson vd., 2007) en yiiksek aktiviteyi kisa
zincirli pNPA varlhiginda gosterdigi belirlenmistir. E. coli PHP’sinde Thr 210 ve Thr 245
amino asitlerinin Ala’e mutasyonu sonucu elde edilen 1.2 nolu mutantta esteraz
aktivitesinin 23 kat artti§1, ayrica yaban tip PHP’de goézlenmeyen bir paraoksonaz
aktivitesinin de elde edildigi tespit edilmistir (Roodveldt ve Tawfik, 2005).

Rekombinant PHP nin aktivitesinin pNPA substrati kullanilarak pH’ya bagimlilig1
incelendiginde optimum pH degerinin 8,0 oldugu goézlendi (Sekil 27). pH 8,0-8,5
arasindaki optimum pH degerleri birgok esteraz igin benzerdir. Ornegin, ilimli bir
termofilik bakteri olan Bacillus licheniformis’den saflastirilan esterazin p-nitrofenil kaproat
substrat1 varliginda pH 8,0-8,5 arasinda optimum aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(Alvarez-Macarie vd., 1999). B. subtilis (RRL 1789)’dan saflastirilan bir esteraz ig¢in
optimum pH 8,0 olarak bulunmustur (Kaiser vd., 2006). Ayrica p-nitrofenil valerat
varliginda B. acidocaldarius esterazi pH 7,0-8,5 arasinda (Manco vd., 1994), pNPA
varliginda Brevibacterium sp. R312 esteraz 4a’s1 ise pH 8,0’de (Lambrechts vd., 1995)

optimum aktivite gostermistir.
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Rekombinant enzimin optimum sicakligimin 50 °C oldugu ve enzimin 40 ve
60 °C’lerde optimum aktivitesinin yaklasik %80’ine sahip oldugu belirlendi (Sekil 28).
60 °C’nin iizerindeki sicakliklarda enzim c¢ok hizli bir sekilde olmamakla beraber
aktivitesini kaybetmeye basladigi, ancak, 90 °C’de optimum aktivitesinin yaklagik
%50’sini hala korudugu gozlendi. Benzer sonuglar farkli esterazlar i¢in bildirilmistir.
P. torridus’dan klonlanan EstB esterazinin optimum sicakliginin 55 °C (Hess vd., 2008),
Pyrococcus furiosus esterazinin 60 °C (Almeida vd., 2006), Pseudomonas sp. B11-1
esterazinin 45 °C (Suzuki vd., 2003) ve B. licheniformis esterazinin 45 °C (Alvarez-
Macarie vd., 1999) oldugu belirlenmistir.

PHP’nin esteraz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi 0,1 mM pNPA
varliginda incelendiginde, optimum protein konsantrasyonunun 25 pg/mL oldugu ve bu
konsantrasyonun iizerinde protein kullanildiginda aktivitede herhangi bir degisim olmadigi
goriildii. Literatiirde PHP’lerin esteraz aktivitesi {lizerine protein konsantrasyonun etkisi
hakkinda herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

PHP’nin esteraz aktivitesinin K, ve Vs degerlerinin belirlenebilmesi igin, sabit
protein konsantrasyonunda ve farkli substrat konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri
yapildi. Lineweaver-Burk egrisinden K, ve Vs degerleri sirast ile 0,17 mM ve
1667 U/mg protein olarak tespit edildi (Sekil 30 ve 31). Ky, degerleri B. licheniformis,
T. maritima, Bacillus sp. ve G. thermoleovorans YN esterazlari i¢in sirastyla 0,52 mM,
0,148 mM, 0,06 mM ve 6,74 mM olarak bildirilmistir (Alvarez-Macarie vd., 1999;
Levisson vd., 2007; Ateslier ve Metin, 2006; Soliman vd., 2007). Biyoteknolojik agidan
onemli substratlar iizerinde etki eden bir¢ok endiistriyel enzimin Ky, degerinin 0,01 mM ile
100 mM arasinda oldugu bildirilmistir (Fullbrook, 1996). Bu nedenle, G. caldoxylosilyticus
TK4 PHP’sinin endiistriyel alanlarda kullanilabilecegi aciktir.

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin 1s1l kararhilig1r incelendiginde, 50-90 °C
arasindaki sicakliklarda inkiibe edilen enzimin aktivitesinde 3 giin sonunda neredeyse hi¢
degisme olmadig1 goriildii. 5 giin sonunda sadece 80 ve 90 °C’lerde enzim aktivitesinde
yaklasik %20’lik bir azalma oldugu, 7 giin sonunda ise aktivitede yaklasik olarak 50 °C’de
%10’1luk, 60 °C’de %25’lik, 70 ve 80 °C’lerde %30’luk ve 90 °C’de ise %40’lik bir kayip
oldugu tespit edildi (Sekil 32). P. furiosus esterazi, 75 °C’de 2 saat bekletildiginde
aktivitesinin neredeyse tamamini korumakta, 100 °C’de ise aktivitesini hemen
kaybetmektedir (Almeida vd., 2006). Bacillus sp. esterazi 65 °C’de 10 saat inkiibe
edildiginde aktivitesini %50 oraninda kaybetmistir (Ateslier ve Metin, 2006). P. forridus
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EstA ve EstB esterazlarinin 90 °C’de sirasiyla 21 ve 10 saat inkiibe edilmeleri sonucunda
aktivitelerinin %50’sini kaybettikleri bildirilmistir (Hess vd., 2008). Aeropyrum pernix K1
esteraz1 90 °C’de 160 saat inkiibasyondan sonra aktivitesinin %40’ mi1 kaybetmistir (Gao
vd., 2003). T. maritima esterazinin 100 °C’de 1 saat sonunda aktivitesi yariya inmistir
(Levisson vd., 2007). Thermoanaerobacter tengcongensis esterazi igin yarilanma siiresi
80 °C’de sadece 15 dakikadir (Zhang vd., 2003). Bu bilgiler 1s18inda G. caldoxylosilyticus
TK4 PHP’sinin literatiirde simdiye kadar bildirilmemis olan oldukga 1s1l kararl bir esteraz
aktivitesine sahip oldugu sdylenebilir.

G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin pH kararliligi, saf enzim, farkli pH’lardaki
tamponlar i¢inde 4 °C’de 1, 2 ve 7 giin boyunca inkiibasyona birakilarak incelendi. Bunun
sonucunda, enzim aktivitesinde herhangi bir azalma olmadigi, hatta biitiin pH’larda
yaklasik %6-8 oraninda bir artis oldugu goriildii (Sekil 33). Enzim aktivitesindeki bu artis,
4 °C’de inkiibasyon sonucunda enzimin 3 boyutlu yapisinda meydana gelebilecek
miilkemmellesme sonucunda olabilmektedir. Ayn1 iglem 50 °C’de tekrarlandiginda ise pH
3,0’de aktivitenin %100, diger pH’larda ise %80’in {izerinde korundugu goriildii (Sekil
34). Dolayisiyla G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin genis bir pH araliginda oldukga
kararli oldugu sdylenebilir. Aydin’in Alangiillii Kaplicasi’ndan izole edilen termofilik bir
bakteri olan Bacillus sp. 4’den elde edilip kismen saflastirilan esterazin oda sicakliginda
farkli pH’lardaki tamponlarda bekletildiginde, pH 4,0, 6,0, 8,0 ve 10,0’da 10 saat
inkiibasyon sonunda aktivitesini sirastyla %82, %98, %84 ve %45 oraninda korudugu
tespit edilmistir. Ayni enzim, pH 6,0’da 24 ve 30 saat bekletildiginde aktivitede hizli bir
azalma oldugu belirlenmistir (Ateslier ve Metin, 2006). B. licheniformis esterazinin
21 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda pH 6,5-8,5 arasinda olduk¢a kararli oldugu
belirlenmistir (Alvarez-Macarie vd., 1999). Buna benzer sonuclar B. stearothermophilus
esterazinda da gozlenmistir (Matsunaga vd., 1974).

Bir¢ok enzim, aktivite gdsterebilmek i¢in kofaktdr olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyar. Metal iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklar1 bilesiklerde farkl
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu sebeple metal
iyonlari, proteinler karsisinda, farkli ligand 6zellikleri gosterebilir ve proteinlerin farkli
bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucunda da enzim aktivitesini farkli sekilde
etkileyebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001). PHP’nin esteraz aktivitesi iizerine
Na', Li", Mg, Mn*", Zn*", Ca*", Co*" ve Cu®" iyonlarinin etkisi 1 mM ve 5 mM nihai

konsantrasyonlarda olacak sekilde incelendi (Tablo 17). Na', Li", Mg®", Mn*" ve Ca®'



88

varliginda PHP’nin esteraz aktivitesinde dikkate deger bir degisim gdzlenmedi. Buna
benzer sonuclar Na' ile P. torridus EstA ve EstB esterazlarinda (Hess vd., 2008) ve
B. subtilis (RRL 1789) esterazinda (Kaiser vd., 2006), Mn”" ile ise Ralstonia sp. M1
esterazi (Quyen vd., 2007) durumunda elde edilmistir. Zn*", Co®" ve Cu’" iyonlari
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin esteraz aktivitesi iizerinde degisik oranlarda
inhibisyona sebep oldular. P. torridus EstA ve EstB esterazlarnin Co*" ve Cu®" iyonlan
varliginda (Hess vd., 2008), Ralstonia sp. M1 esterazimn ise Zn>" varliginda (Quyen vd.,
2007) inhibe oldugu bildirilmistir.

PHP’nin esteraz aktivitesi lizerine metanol, etanol, izopropanol, asetonitril, aseton ve
DMSO’nun etkisi incelendiginde (Tablo 18), %10 nihai konsantrasyonda sadece metanol
durumunda aktivitede %19’luk bir inhibisyon oldugu, diger coziiciiler durumunda ise
aktivitede az da olsa bir artis meydana geldigi goriildii. %30 nihai konsantrasyonda DMSO
kullanildiginda enzimin aktivitesinde onemli bir degisim gozlenmedi. Asetonitrilin bu
konsantrasyonda, %42°lik inhibisyona neden oldugu goézlendi. Diger ¢oziiciiler durumunda
ise %10-35 arasinda degisen degerlerde inhibisyon gerceklesti. Elde edilen bu veriler
literatlirle uyum i¢indedir. Metanolde %10 nihai konsantrasyonda gozlenen inhibisyon
T. maritima esterazinda da gozlenmistir (Levisson vd., 2007). G. thermoleovorans YN
esterazinin aktivitesinde ise %1 konsantrasyonda DMSO, izopropanol ve etanol varliginda
strastyla %17, %2 ve %13 oraninda artis meydana gelmistir (Soliman vd., 2007).

Elde edilen biitiin bu veriler géz oniline alindiginda, G. caldoxylosilyticus TK4
susundan klonlanarak E. coli’de ekspres edilen PHP nin, baz1 metal iyonlarina ve organik
coziiclilere kars1 direngli ve bunun yaninda oldukca 1s1l ve pH kararli bir enzim oldugu
tespit edilmistir. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin bu {istiin 6zellikleri ile birgok
endiistriyel ve/veya klinik uygulamada kullanilabilecek bir potansiyele sahip olabilecegi

acikca goriilmektedir.



5. ONERILER

Ekstrem pH ve sicaklik kosullarina ve organik c¢oziiciilere dayanikli olan enzimler
endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaktadirlar. Enzim teknolojisinin giderek
gelismesi, Uriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yliksek
olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alaninda yapilan ¢esitli
arastirmalar giin gectikce daha da &nem kazanmaktadir. Ozellikle rekombinant DNA
teknolojisi yardimiyla enzimleri kodlayan genleri izole etmek, bu genlerin {izerinde
calismak ve oOzellikle genetik mutasyonlar yapmak giinlimiizde artik olanakli hale
gelmistir. Organizmalarda bulunan genlerin ¢oklugu nedeniyle bunlar arasinda istenilen
karakterleri tasiyan genleri bulmak ve bunlar {izerinde g¢alismak olduk¢a zordur. Bu
nedenle genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak ve genleri burada toplayarak, gerektiginde
buradan faydalanmak hem daha kolaydir hem de zamandan tasarruf saglamaktadir. Ayrica,
bu sekilde olusturulan kiitiiphaneler, gerektiginde 6zel isaretli problar yardimiyla istenilen
genler yoniinden de taranabilmektedir.

Bu ¢alisma, yeni bir sus olan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4’den, varlig1 sadece
3 mikroorganizmada bildirilen, fosfotriesteraz homolog protein (PHP) geninin pET-28a(+)
vektoriine klonlanip Escherichia coli’de ekspres edilmesi ve ayrintili biyokimyasal
karakterizasyonun yapilmasi agisindan olduk¢a onemlidir. Bu sekilde klonlanan PHP geni
indiiklenebilir T7 promotorunun altinda oldugundan bolca ekspres edilebilmektedir.
Ekspres edilen protein histidin kuyrugu igerdiginden dolay1 nikel parcaciklar1 kullanilarak
tek basamakta saflastirilabilmektedir. Bu da enzimin fazla miktarda ve saf halde elde
edilebilmesini kolaylastirmaktadir.

Rekombinant enzim, bas kisminda histidin kuyrugu icermeyecek sekilde klonlanip
farkli saflagtirma yontemleri kullanilarak da saflastirilabilir. Bunun sonucunda histidin
kuyrugunun enzimin biyokimyasal oOzelliklerinde bir degisime neden olup olmadig:
belirlenebilir. Bunun yaninda, HPLC veya jel filtrasyon kromatografisi ile rekombinant
enzimin molekiil agirlig1 ve dordiinciil yapist hakkinda bilgiler edinilebilir.

Termofilik G. caldoxylosilyticus TK4’den klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen
PHP’nin oldukga yiiksek pH ve 1s1l kararli bir esteraz aktivitesine sahip olmasi ve bunun

yaninda cesitli metal iyonlarina ve organik coziiciilere dayanikli olmasi nedeniyle, bu
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enzimin endiistriyel ve/veya klinik bircok uygulamada kullanilabilecegi sdylenilebilir.
Enzim, organik ¢oziiciilere kars1 dayaniklilik gosterdiginden dolayi, enzimin bu ¢oziiciiler
icindeki bazi reaksiyonlari katalizleme kabiliyeti incelenebilir.

Saf PHP kullanilarak yapilan aktivite tayini ¢alismalarinda genel PTE substratlari
olan paraokson ve paratiyon varliginda herhangi bir aktivite elde edilemedi. Bu nedenle,
G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sine PTE aktivitesi kazandirabilmek amaciyla bazi
mutasyonlar yapilip elde edilen mutantlar bu agidan ileri derecede karakterize edilebilir.
Ayrica, yine mutasyonlar yardimiyla enzimin sahip oldugu aktivitelerde artis olup
olmayacagi incelenerek daha kapsamli bir ¢alisma da yapilabilir.

Enzim immobilizasyonu enzimin kararliligini artirmakta ve iirliniin reaksiyon
ortamindan uzaklastirilip enzimin tekrar kullanilabilirligini kolaylastirmaktadir. Bu
nedenle, rekombinant G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’si endiistriyel ve/veya klinik

uygulamalarda, 6zellikle tekrar kullanilabilirligini artirmak amaciyla immobilize edilebilir.
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3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA Kütüphanesinin Oluşturulması

Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 bakterisinden genomik DNA kütüphanesi oluşturmak için, bakteriden elde edilen genomik DNA, EcoR I enzimi ile kesildi ve oluşan DNA parçaları yine aynı enzimle kesilen pUC18 vektörüne yapıştırıldı. Rekombinant vektörün Escherichia coli JM101’e aktarılması ile yaklaşık 250 adet klon elde edildi. Bu klonlardan 50 tanesinden plazmit izolasyonu yapıldı ve bu plazmitlerin DNA sıraları belirlendi. DNA sıralarının protein sırasına dönüştürüldükten sonra BLAST programı ile incelenmesi sonucunda, 814 baz çifti içeren 8 nolu klonun amino asit sırasının, Bacillus halodurans C-125 hipotetik proteini, Bacillus clausii KSM-K16 fosfotriesterazı ve                     Bacillus licheniformis ATCC 14580 çinko iyonu içeren putatif hidrolazı ile sırasıyla %75, %64 ve %47 oranında sıra benzerliği gösterdiği tespit edildi. Ayrıca, genin baştan yaklaşık 327 baz çiftinin sırasının eksik olduğu ama bu bölgeden itibaren DUR kodonuna kadar olan kısmın tamamının var olduğu belirlendi (Şekil 18). 

3.2. Fosfotriesteraz Homolog Protein (PHP) Geninin Eksik Kalan Baş Kısmının İnvers PCR ile Bulunması


PHP geninin başında bulunan yaklaşık 327 bazlık kısmın DNA sırasının invers PCR yardımıyla bulunabilmesi için G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’sı Hinf I enzimi ile uygun şartlar altında kesildi. Hinf I kesiği DNA parçalarının her birinin kendi üzerine yapışarak dairesel forma dönüşmesi için T4 DNA Ligaz enzimi kullanılarak ligasyon yapıldı ve ligasyon ürünü etanol ile çöktürülerek invers PCR için kalıp DNA hazır hale getirilmiş oldu. PteF1/PteR1 ve PteF2/PteR1 primer çiftleri kullanılarak invers PCR yapıldı. Sonuçların %1’lik agaroz jelde incelenmesi ile PteF1/PteR1 primer çifti kullanıldığı durumda yaklaşık 500 bazlık ve PteF2/PteR1 primer çifti kullanıldığı durumda ise yaklaşık 750 bazlık DNA parçasının varlığı gözlendi (Şekil 19). 


Elde edilen PCR ürünleri saflaştırıldıktan sonra pGEM-T Easy vektörüne klonlandı ve rekombinant vektör, E. coli JM101’e aktarıldı. Büyüyen beyaz kolonilerden izole edilen plazmitler DNA sıra analizine gönderildi. Elde edilen DNA sıralarının protein sırası haline dönüştürüldükten sonra BLAST programı ile incelenmesi sonucunda genin eksik olan yaklaşık 327 bazlık baş kısmının DNA sırasının da belirlendiği tespit edildi (Şekil 18). 
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5’ATGTACATTCAGACTGTCCTTGGGAGAATTCAGCCGGAGGAACTAGGTGTTTGTGCTTGTCACGAACATCTTTACATCGATTTAAGTCGTGTTAAAAAAAATACCGATACGTGTCTACAAAATCTGGATCTTGTAGTAGAAGATTTAAAAGTTTTTCTTCAATACGGCGGCAAAGCGATTGTTGAAATGACAAACGATGGAATGGGACGTAATGTAAAAAAGCTGGTAGAAATCAGTAAATTGCTTGATTTACACATTATCGCTAGTACTGGTTGCTATAAAGATCCTTTCATTCCTCAAGAAAAGATAAATTGGGATCGCGATGAATTCGCGAAGTGGATGATAGATGAAATCGAGAATGGCATTGATGGGACGAATATAAAACCGGGAGTTATTGGTGAGATAGGAAGCAGTTTCAATGAGTTTAAACCGGTTGAGCTGGAACTGTTTTATGGAGCAATTGAAGCTGCCAAAACAACCAAACTGCCTTTATCGACACATACTACGCTAGGCACACTCGCGCTGGAGCAGGTCGAATTATTTATCCGCGAGAATTTGCCTTTACATCAGGTGGTCATCGGGCATCAAGACTTGAATGAAGATGACGAAGTCGTATTGGAAGTTTTATCGTCAGGCGTATACATCGCGCTAGATACGATAGGAAAAGAGAATTATCGCAGTGACATGAGCCGAATGAAATCGTTGCTATATTTTCTTGAAAGAGGATATGAAGATCAAATCTTGCTTTCTAGCGATGTAACGCGTCAATCACATTTACTTTCTCGCGGCGGACAGGGATATAGCGTGGTATTGCGAAAATTTATTCCTGCTTTAAGGGAAATGGGGGTACTAGAGACAACGATCGAAAAGTTGCTTGTGAAAAATCCGCAAAAAGCATTTAGCATACGGAAAGAAGGTTAATTTATGGTAAAAAAATATGAACAATCTGTATTACAAAATATGACATTGGAAGAAGCAAAGTTGCTGCAGTTTCGGTTAATTGACGAAATTACAAAGGAGTTTTCCAATAACGAGTTTTTTCAATTAGGCGATGTTGGGCTTCATCCAGAGTATCATCGTCCCCTCATGACGGCTAGAATGGAGAAGGTTCTAGCAAGAACATTCCACGCGGAAGCAT 3’


Şekil 18. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’sının PHP genini içeren parçası. Koyu yazılan DNA sırası invers PCR ile bulunan kısmı ifade etmektedir. Altı çizili kodonlar genin başlama ve DUR kodonlarını göstermektedir. Oklarla gösterilen bölgeler invers PCR için kullanılan primerlerin (PteF1, PteF2 ve PteR1) tam DNA sıralarını ve genin tamamını çoğaltmak için kullanılan primerlerin (PteF3 ve PteR3) DNA sıralarının bir kısmını göstermektedir.    


                                                       
[image: image19.emf]0


20


40


60


80


100


1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0


İnkübasyon pH'sı


1. Gün


2. Gün


7. Gün




Şekil 19. İnvers PCR ürünlerinin %1’lik agaroz jeldeki görüntüsü. 1: PteF1/PteR1 primer çifti ile elde edilen PCR ürünü, 2: PteF2/PteR1 primer çifti ile elde edilen PCR ürünü, M: 1 kb DNA standardı


3.3. PHP Geninin pET-28a(+) Vektörüne Klonlanması, Ekspresyonu ve Saflaştırılması  

PHP geninin klonlanması için ekspresyon vektörü olarak pET-28a(+) kullanıldı. pET-28a(+) vektörü ribozom bağlanma bölgesi (rbs)’nden sonra ve Nde I kesim bölgesinin hemen önünde 6 tane histidin kodlayan kodon içermektedir. PHP geninin tamamı PCR ile çoğaltıldıktan sonra 5’-ucundan Nde I ve 3’-ucundan ise BamH I ile kesilip yine aynı enzimlerle kesilen pET-28a(+) vektörüne klonlandığı durumda rekombinant vektör, PHP’nin başlama kodonundan hemen önce 6 tane histidin kodlayan kodon içerecektir (Şekil 20). Yani PHP, N ucunda 6 tane histidin amino asidi (polihistidin-tag) içerecek şekilde ekspres edilecektir.   

                                                                   

Şekil 20. PHP geninin pET-28a(+) vektörüne klonlandığı bölgenin şematik gösterimi. Turuncu ile gösterilen bölge ribozom bağlanma bölgesini (rbs), mor ile gösterilen bölge 6 tane histidin birimini, yıldızla gösterilen kodonlar ise “DUR” sinyallerini göstermektedir.


PHP geninin tamamını çoğaltabilmek için tam DNA sırası dikkate alınarak bir set primer (PteF3/PteR3) tasarlandı ve sentezlettirildi. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’sı ve bu primerler kullanılarak yapılan PCR sonucunda yaklaşık 900 bazlık bir DNA parçasının varlığı gözlendi (Şekil 21). 

                                                         1       M
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Şekil 21. PCR ile tamamı çoğaltılan PHP geninin %2’lik agaroz jeldeki görüntüsü. 1: PCR ile çoğaltılan PHP geni, M: 100 bazlık DNA standardı

Elde edilen PCR ürünü Nde I ve BamH I enzimi ile kesilip, yine aynı enzimlerle kesilen pET-28a(+) vektörüne klonlandı. Rekombinant vektör, E. coli BL21(DE3)pLysS hücresine aktarıldı ve gece kültürü hazırlanarak gerektiğinde kullanılmak üzere gliserol stok yapıldı. Stok kültür -20 °C’de saklandı.

GenBank veri tabanında FJ788931 numarası ile depolanan G. caldoxylosilyticus TK4 PHP geninin tam DNA sırası, protein sırasına dönüştürüldükten sonra (Şekil 22) BLAST programında incelendi ve amino asit sırasının, başta fosfotriesterazlar (PTE’ler) ve putatif PTE’ler olmak üzere TIM silindir yapısı içeren hidrolazlara benzediği görüldü (Tablo 15).

atg tac att cag act gtc ctt ggg aga att cag ccg gag gaa cta ggt gtt tgt

 M   Y   I   Q   T   V   L   G   R   I   Q   P   E   E   L   G   V   C

gct tgt cac gaa cat ctt tac atc gat tta agt cgt gtt aaa aaa aat acc gat

 A   C   H   E   H   L   Y   I   D   L   S   R   V   K   K   N   T   D

acg tgt cta caa aat ctg gat ctt gta gta gaa gat tta aaa gtt ttt ctt caa

 T   C   L   Q   N   L   D   L   V   V   E   D   L   K   V   F   L   Q

tac ggc ggc aaa gcg att gtt gaa atg aca aac gat gga atg gga cgt aat gta 


 Y   G   G   K   A   I   V   E   M   T   N   D   G   M   G   R   N   V

aaa aag ctg gta gaa atc agt aaa ttg ctt gat tta cac att atc gct agt act

 K   K   L   V   E   I   S   K   L   L   D   L   H   I   I   A   S   T

ggt tgc tat aaa gat cct ttc att cct caa gaa aag ata aat tgg gat cgc gat

 G   C   Y   K   D   P   F   I   P   Q   E   K   I   N   W   D   R   D

gaa ttc gcg aag tgg atg ata gat gaa atc gag aat ggc att gat ggg acg aat

 E   F   A   K   W   M   I   D   E   I   E   N   G   I   D   G   T   N

ata aaa ccg gga gtt att ggt gag ata gga agc agt ttc aat gag ttt aaa ccg

 I   K   P   G   V   I   G   E   I   G   S   S   F   N   E   F   K   P

gtt gag ctg gaa ctg ttt tat gga gca att gaa gct gcc aaa aca acc aaa ctg

 V   E   L   E   L   F   Y   G   A   I   E   A   A   K   T   T   K   L

cct tta tcg aca cat act acg cta ggc aca ctc gcg ctg gag cag gtc gaa tta

 P   L   S   T   H   T   T   L   G   T   L   A   L   E   Q   V   E   L

ttt atc cgc gag aat ttg cct tta cat cag gtg gtc atc ggg cat caa gac ttg

 F   I   R   E   N   L   P   L   H   Q   V   V   I   G   H   Q   D   L

aat gaa gat gac gaa gtc gta ttg gaa gtt tta tcg tca ggc gta tac atc gcg

 N   E   D   D   E   V   V   L   E   V   L   S   S   G   V   Y   I   A

cta gat acg ata gga aaa gag aat tat cgc agt gac atg agc cga atg aaa tcg

 L   D   T   I   G   K   E   N   Y   R   S   D   M   S   R   M   K   S

ttg cta tat ttt ctt gaa aga gga tat gaa gat caa atc ttg ctt tct agc gat

 L   L   Y   F   L   E   R   G   Y   E   D   Q   I   L   L   S   S   D

gta acg cgt caa tca cat tta ctt tct cgc ggc gga cag gga tat agc gtg gta

 V   T   R   Q   S   H   L   L   S   R   G   G   Q   G   Y   S   V   V

ttg cga aaa ttt att cct gct tta agg gaa atg ggg gta cta gag aca acg atc

 L   R   K   F   I   P   A   L   R   E   M   G   V   L   E   T   T   I

gaa aag ttg ctt gtg aaa aat ccg caa aaa gca ttt agc ata cgg aaa gaa ggt

 E   K   L   L   V   K   N   P   Q   K   A   F   S   I   R   K   E   G

taa


•••


Şekil 22. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin DNA ve protein sırası. (•••) ile gösterilen kodon genin DUR kodonunu temsil etmektedir.  


Tablo 15. G. caldoxylosilyticus TK4’den elde edilen PHP’nin amino asit sırasının diğer mikroorganizmalardaki proteinlere benzerliği


		Bakteri Adı

		Protein

		Benzerlik (%)



		Bacillus halodurans C-125

		Hipotetik protein

		71



		Bacillus clausii KSM-K16

		Fosfotriesteraz

		62



		Symbiobacterium thermophilum IAM 14863

		Putatif fosfotriesteraz

		42



		Lactobacillus casei ATCC 334

		TIM silindir katlanması içeren metal-bağımlı hidrolaz

		41



		Bacillus licheniformis ATCC 14580

		Çinko içeren putatif hidrolaz

		43



		Thermoanaerobacter sp. X514

		Paraoksonaz

		45



		Escherichia albertii TW07627

		Fosfotriesteraz ailesi proteini

		38



		Escherichia coli UTI89

		Fosfotriesteraz benzeri protein

		38



		Escherichia coli

		Fosfotriesteraz homolog protein

		37



		Escherichia coli E22

		Fosfotriesteraz ailesi proteini

		37





G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sırası, ClustalW programı (URL-14, 2009) kullanılarak, E. coli ve Mycobacterium tuberculosis PHP’leri ile Pseudomonas diminuta ve Bacillus clausii KSM-K16 PTE’lerinin amino asit sıraları ile karşılaştırıldı ve proteinin korunmuş bölgeleri tespit edildi (Şekil 23). Karşılaştırma sonucunda, PHP ve PTE’de bulunan, çinkonun koordinasyonunda görev alan 4 histidin ve 1 aspartat biriminin                             G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde de korunmuş olduğu görüldü. Ayrıca P. diminuta PTE’sinde 169. pozisyonda bulunan Lys birimi G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde de tıpkı E. coli PHP’sinde olduğu gibi bir glutamat ile yer değiştirmiştir ve bir pozisyon kaymış durumdadır. PHP ve PTE’lerde farklı uzunlukta olan birinci, yedinci ve sekizinci lopların uzunlukları da beklenildiği gibi G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde daha kısadır. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinde sözü geçen bu loplar, P. diminuta PTE’sindeki loplardan sırası ile 3, 14 ve 9 amino asit daha kısadır. 


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 23. G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin amino asit sırasının (TK4PHP), P. diminuta PTE’si (PDPTE), M. tuberculosis PHP’si (MTPHP) ve E. coli PHP’sinin (EPHP) 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 aminoasitleri, 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. 



Amino asit sıralarının çakıştırılması ile yapılan filogenetik analizde                          G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin E. coli PHP’si ile çok yakın bir ilişki içinde olduğu sonucu görülmüştür (Şekil 24).
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Şekil 24. PTE, PHP ve fosfotriesteraz-benzeri proteinlerin filogenetik analizi. Filogenetik ağaç MEGA 4 programı ile G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’si (TK4PHP), P. diminuta PTE’si (P0A434), Flavobacterium sp. (strain ATCC 27551) paratiyon hidrolazı (P0A433), Flavobacterium sp. MTCC 2495 organofosfat hidrolazı (Q5UB52), Homo sapiens fosfotriesteraz-benzeri proteini (Q96BW5), Rattus norvegicus fosfotriesteraz-benzeri proteini (Q63530), Mus musculus fosfotriesteraz-benzeri proteini (A2AUR4), E. coli PHP’si (P45548) ve M. tuberculosis PHP’sinin (P96413) amino asit sıraları kullanılarak çizilmiştir. 

3.4. PHP’nin Karakterizasyonu


E. coli BL21(DE3)pLysS suşunda ekspres edilen PHP, N ucunda 6 tane histidin içerdiğinden dolayı paramagnetik nikel parçacıkları kullanılarak saflaştırıldı. PHP’deki bu histidin birimlerinin azotları nikel parçacıkları ile etkileşerek PHP’nin diğer proteinlerden ayrılmasını sağlamaktadır.   


3.4.1. Protein Tayini


Protein tayini Lowry metoduna göre gerçekleştirildi ve protein standardı olarak BSA kullanıldı. Saf PHP çözeltilerindeki toplam protein miktarlarının yaklaşık olarak 5,0 ile      7,0 mg/mL arasında olduğu belirlendi.  

3.4.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Yaklaşık 35 g protein %12’lik SDS-PAGE jeline yüklenerek elektroforez yapıldı. Elektroforez jelinin Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanıp fazla boyanın uzaklaştırılması sonucunda, PHP geninin E. coli’de fazla miktarda ekspres edildiği ve kullanılan kit ile etkili bir biçimde saflaştırıldığı tespit edildi (Şekil 25). 



.     

Şekil 25. SDS-PAGE elektroforezi. M: Moleküler ağırlık standartları, 1: İndüklenmemiş rekombinant       E. coli BL21(DE3)pLysS hücre içi özütü,          2: IPTG ile 3 saat indüklenmiş rekombinant        E. coli BL21(DE3)pLysS hücre içi özütü, 3: Saf protein


Saf proteinin tek bant halinde olması enzimin farklı molekül ağırlıklı alt birimlerden oluşmadığını veya monomer olduğunu göstermektedir. Standart proteinlerin Rf değerleri, bu proteinlerin molekül ağırlıklarının logaritmasına karşı grafiğe geçirildi ve saf proteinin Rf değerinden faydalanılarak PHP’nin molekül ağırlığı belirlendi. Yapılan bu hesaplama ile PHP eğer monomer ise molekül ağırlığı yaklaşık 36,5 kDa, monomer değilse bir tek alt biriminin molekül ağırlığının bu değerde olduğu belirlendi. Sadece amino asit sırasından faydalanarak yapılan teorik hesaplamada (URL-15, 2009) PHP’nin molekül ağırlığı 34,58 kDa olarak bulundu. Fakat, PHP geni, pET-28a(+) vektöründe ekspres edildiğinden dolayı başlama sinyalinden önceki polihistidin ve diğer amino asitlerin de göz önüne alınması gerekmektedir. Bu şekilde yapılan hesaplama sonucunda pET-28a(+) vektöründe ekspres edilen PHP’nin moleküler ağırlığı yaklaşık olarak 36,96 kDa olarak bulundu. Dolayısıyla teorik ve deneysel molekül ağırlıklarının birbirine oldukça yakın olduğu görülmektedir.

3.4.3. Doğal PAGE

Saflaştırılan proteinin esteraz aktivitesi, ilk olarak doğal PAGE ile ortaya koyuldu. Elektroforez işlemi gerçekleştirildikten sonra, jel, β-naftil asetat ve Fast Blue B tuzu ile muamele edildi ve esteraz bantları görünür hale getirildi (Şekil 26).  



[image: image4]

Şekil 26. Doğal PAGE. 1: G. caldoxylosilyticus TK4 hücre içi özütü, 2: Saf protein

Şekil 26’da görüldüğü gibi, saf proteinin yüklendiği kuyucukta mor renkli bir protein bandının varlığı, saf proteinin aktif bir esteraz olduğunu göstermektedir.                                  G. caldoxylosilyticus TK4’den elde edilen ham özütte birden fazla bant çıkması ise bakteri tarafından farklı esterazların üretildiği anlamına gelmektedir. 

3.4.4. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi


3.4.4.1. Genel PTE Substratları ile Aktivite Tayini


G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’si ile genel PTE substratları olan paraokson ve paratiyon varlığında herhangi bir aktivite elde edilemedi. Malatiyon kullanıldığı durumda ise saf enzimin spesifik aktivitesi 2,1 U/mg protein olarak belirlendi.  


3.4.4.2. Genel Esteraz Substratları ile Aktivite Tayini 

p-nitrofenil asetat (pNPA), p-nitrofenil butirat (pNPB),  p-nitrofenil laurat (pNPL),  p-nitrofenil palmitat (pNPP), α-naftil asetat (αNA) ve β-naftil asetat (βNA) substratları ile aktivite tayini spektroskopik olarak gerçekleştirildi. Saflaştırılan enzimde, aktivite en fazla kısa zincirli p-nitrofenil esterleri olan pNPA ve pNPB varlığında gözlendi (Tablo 16). 


Elde edilen sonuçlara göre, G. caldoxylosilyticus TK4 PHP’sinin, PTE substratlarından ziyade özellikle pNPA ve pNPB varlığında yüksek bir esteraz aktivitesi gösterdiği belirlendi. Bundan dolayı bu aşamadan sonra pNPA kullanılarak PHP’nin esteraz aktivitesinin ayrıntılı karakterizasyonu yapıldı. Bu amaçla, pH, sıcaklık, protein konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, bazı metal iyonları ve organik çözücülerin enzim aktivitesi üzerine etkisi araştırıldı. Ayrıca PHP’nin pH ve ısıl kararlığı da incelendi.      

Tablo 16. Genel esteraz substratları ile elde edilen aktivite değerleri


		Substrat

		Spesifik aktivite (U/mg protein)



		pNPA

		73,6



		pNPB

		73,4



		pNPL

		9,7



		pNPP

		14,1



		αNA

		50,8



		βNA

		62,7





3.4.5. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Üzerine pH’nın Etkisi


PHP’nin esteraz aktivitesinin optimum pH değerini belirleyebilmek amacıyla farklı pH değerlerindeki tamponlar kullanılarak enzim aktivite tayinleri yapıldı. Elde edilen bu aktivite değerleri kullanılarak pH-%bağıl aktivite grafiği çizildi (Şekil 27). Elde edilen grafikten optimum pH’nın 8,0 olduğu, ancak enzimin pH 7,5 ile 8,5 arasında da yüksek bir aktiviteye sahip olduğu görülmektedir. Ayrıca, enzimin pH 5,0’e kadar olan asidik pH değerlerinde hiç aktivite göstermediği, pH 8,5’dan sonra da aktivitesini hızlı bir şekilde kaybettiği görülmektedir.    
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Şekil 27. PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine pH’nın etkisi 

3.4.6. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Üzerine Sıcaklığın Etkisi


Sıcaklığın PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine etkisi, 10 °C’lik artışlarla birlikte olmak üzere 10-90 °C arasındaki sıcaklıklarda aktivite tayinleri yapılarak incelendi ve sıcaklık-%bağıl aktivite grafiği çizildi (Şekil 28). Enzim aktivitesinin 50 °C’de optimuma ulaştığı ve enzimin 40 ve 60 °C’lerde, optimum aktivitesinin yaklaşık %80’ine sahip olduğu belirlendi. 60 °C’nin üzerindeki sıcaklıklarda enzim çok hızlı bir şekilde olmamakla beraber aktivitesini kaybetmeye başlamaktadır. Bu aktivite kaybına rağmen, enzim             90 °C’de optimum aktivitesinin yaklaşık %50’sini hâlâ korumaktadır. 
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Şekil 28. PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 


3.4.7. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Üzerine Protein Konsantrasyonun Etkisi


PHP’nin esteraz aktivitesinin 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. Protein konsantrasyonuna karşı aktivite değerleri grafiğe geçirildiğinde, optimum enzim konsantrasyonun 25 µg/mL olduğu belirlendi (Şekil 29). 
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Şekil 29. PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine protein konsantrasyonun etkisi 


3.4.8. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Üzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi


PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine substrat konsantrasyonun etkisini incelemek amacıyla, sabit protein konsantrasyonunda ve 5-600 µM son konsantrasyonda pNPA varlığında aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Elde edilen veriler kullanılarak substrat doygunluk eğrisi (Şekil 30) ve Lineweaver-Burk (Şekil 31) grafiği çizildi. Substrat doygunluk eğrisinden enzimin basit Michaelis-Menten kinetiğini takip ettiği ve optimum substrat konsantrasyonun 400 µM olduğu belirlendi. Lineweaver-Burk eğrisinden ise Km ve Vmaks değerleri sırasıyla 0,17 mM ve 1667 U/mg protein olarak tespit edildi.   
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Şekil 30. pNPA varlığında PHP’nin substrat doygunluk eğrisi
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Şekil 31. pNPA varlığında PHP’nin Lineweaver-Burk eğrisi 

3.4.9. PHP’nin Isıl Kararlılığının İncelenmesi


Enzimin ısıl kararlılığını incelemek amacıyla, Tris-HCl tamponu (50 mM, pH 8,0) içindeki saf enzim 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarında 3, 5 ve 7 gün boyunca inkübe edildi ve bu sürenin sonunda, gerekli işlemler yapılarak optimum şartlar altında aktivite tayinleri gerçekleştirildi. Isı ile hiç muamele edilmemiş enzimin aktivitesi %100 olarak kabul edilerek, inkübasyona maruz bırakılan enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandı ve zaman-%kalan aktivite grafiği çizildi (Şekil 32). Enzimin aktivitesinin 3 gün sonunda neredeyse hiç değişmediği, 5 gün sonunda sadece 80 ve 90 °C’lerde yaklaşık %20’lik bir azalma olduğu belirlendi. Enzim belirtilen sıcaklıklarda 7 gün inkübe edildiğinde ise yaklaşık olarak 50 °C’de aktivitenin %90’ının, 60 °C’de %75’inin, 70 ve    80 °C’lerde %70’inin ve 90 °C’de ise %60’ının hâlâ korunduğu tespit edildi.   
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Şekil 32. PHP’nin ısıl kararlılık eğrisi

3.4.10. PHP’nin pH Kararlılığının İncelenmesi 

Enzimin pH kararlılığını incelemek amacıyla, saf enzim 1:1 oranında pH 3,0-9,0 arasındaki tamponlarla karıştırılarak ayrı ayrı 4 °C ve 50 °C’de 1, 2 ve 7 gün inkübe edildi ve inkübasyon süresinin sonunda optimum şartlar altında aktivite tayinleri yapıldı. Aynı şekilde hazırlanmış fakat hiç inkübe edilmemiş enzim-tampon karışımlarının optimum şartlar altında aktiviteleri belirlenerek bu değerler %100 olarak kabul edildi ve bu değerlerden faydalanarak inkübasyona maruz bırakılan enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandı. Daha sonra inkübasyon pH’sına karşı %kalan aktiviteler grafiği geçirildi   (Şekil 33 ve Şekil 34). 
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Şekil 33. PHP’nin 4 °C’deki pH kararlılık eğrisi


Şekil 33’ten de görüldüğü gibi enzim farklı pH’lardaki tamponlar içinde 4 °C’de inkübe edildiğinde aktivitede herhangi bir azalma olmamakta hatta bütün pH’larda aktivitelerde yaklaşık %6-8 oranında bir artış olmaktadır. 

Enzim 50 °C’de ve pH 3,0’de inkübe edildiğinde ise 7 gün sonunda aktivite tam olarak korunmaktadır. Diğer pH’larda ise aktivitenin %80’in üzerinde korunduğu görülmektedir (Şekil 34).    
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Şekil 34. PHP’nin 50 °C’deki pH kararlılık eğrisi


3.4.11. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Üzerine Bazı Metal İyonlarının Etkisi


Esteraz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisini incelemek amacı ile Na+, Li+, Mg2+, Mn2+, Zn2+, Ca2+, Co2+ ve Cu2+ 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 17).

Tablo 17’den de görüldüğü gibi Na+, Li+, Mg2+, Mn2+ ve Ca2+  varlığında PHP’nin esteraz aktivitesinde dikkate değer bir değişim gözlenmedi. 1 mM nihai konsantrasyonda Zn2+, Co2+ ve Cu2+ kullanıldığında yaklaşık %25-30 arasında bir inhibisyon gözlendi. Konsantrasyon 5 mM olduğunda ise inhibisyon oranı Zn2+ ve Co2+ için daha da artarak sırasıyla %44 ve %55’e ulaştı. Cu2+ durumunda ise bu oran %32’de kaldı.  

Tablo 17. PHP’nin esteraz aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının etkisi

		

		Kalan aktivite (%)



		Metal iyonu

		1 mM nihai konsantrasyon

		5 mM nihai konsantrasyon



		Yok

		100

		100



		Na+

		100

		101



		Li+

		103

		104



		Mg2+

		100

		100



		Mn2+

		98

		97



		Zn2+

		71

		56



		Ca2+

		99

		100



		Co2+

		75

		45



		Cu2+

		75

		68





3.4.12. PHP’nin Esteraz Aktivitesi Üzerine Bazı Organik Çözücülerin Etkisi

PHP’nin 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 (Tablo 18). 



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

		

		Kalan aktivite (%)



		Organik çözücü 

		%10 nihai konsantrasyon

		%30 nihai konsantrasyon



		Yok 

		100

		100



		Metanol 

		81

		68



		Etanol 

		104

		90



		İzopropanol  

		104

		82



		Asetonitril

		108

		58



		Aseton

		104

		65



		DMSO

		104

		103





Tablo 18’den de görüldüğü gibi %10 nihai konsantrasyonda organik çözücü kullanıldığında sadece metanol durumunda aktivitede %19’luk bir inhibisyon meydana geldi. Diğer çözücüler ise bu konsantrasyonda az da olsa aktivitede bir artışa neden oldu. %30 nihai konsantrasyonda DMSO kullanıldığında enzimin aktivitesinde önemli bir değişim gözlenmedi. Bu konsantrasyondaki asetonitrilin, %42’lik inhibisyona neden olduğu gözlendi. Diğer çözücüler durumunda ise %10-35 arasında değişen değerlerde inhibisyon gerçekleşti.     
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