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OZET

TUBITAK, 106T696 nolu proje kapsaminda gergeklestirilen bu ¢alismada, yeni bir
termofilik sus olan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4’den bir genomik DNA kiitiiphanesi
olusturuldu. Bu kiitiiphaneden elde edilen verilere dayanilarak yapilan invers PCR
sonucunda, 1410 bazdan olusan bir alkalin fosfataz (AP) geninin tam DNA sirasi
belirlendi. Bu DNA sirasinin amino asit sirasina ¢evrildikten sonra BLAST programui ile
incelenmesi sonucunda, Bacillus tiirii AP’lere % 70 oraninda benzedigi tespit edilmistir.
pET-28a(+) vektoriine klonlanan AP geni, Escherichia coli BL21(DE3)pLysS’de ekspres
edildi. Rekombinant protein, nikel afinite kromatografisi ile saflastirildi. SDS-PAGE
sonucunda, saflastirilan proteinin ya tek bir alt birimden ya da ayn1 molekiil agirliga sahip
birden fazla alt birimden olustugu belirlendi. Enzimin optimum pH ve sicakligimin,
sirastyla 9,5 ve 50 °C oldugu tespit edildi. Isil kararlilik egrisi incelendiginde 10-30 °C’de
aktivitenin onemli Ol¢iide degismedigi, 40 °C’de ilk 60, 50 °C’de ise ilk 30 dakikada
yaklasik olarak % 50 oraninda azaldig1 ve 60-70 °C’de ilk 30 dakika da % 10 seviyesine
kadar distiigii gézlemlenmistir. 4 °C’de, pH 7,0-11,0 araligindaki tamponlarda 12, 24 ve
48 saat inkiibe edilmesiyle yapilan pH kararlilig1 ¢alismasinda, enzimin 6zellikle pH 8,0 ve
daha bazik pH degerlerinde 12 saatlik inkiibasyon sonrasinda, aktivitesini % 90’nin
tizerinde korudugu 24 saatlik inkiibasyon sonunda ise, enzimin aktivitesini % 50 oraninda
kaybettigi, 48 saat sonunda ise aktivitede % 90’lara varan bir azalma oldugu goriilmiistiir.
para-Nitrofenol fosfat (p-NPP) substrati varliginda Vs ve K, degerleri sirasi ile
0,049 U/mg protein ve 87 uM olarak belirlendi. Metal iyonlarinin aktivite iizerine etkisi
incelendiginde 1 mM Hg”", Cd*" ve AI’" varliginda aktivitede sirasiyla % 85, % 55 ve
% 18 oraninda azalma gozlenmektedir. | mM’lik EDTA varliginda aktivitenin tamamen
kaybolmasi aktif bolgesinde Mg®" ve Zn®" icerdigi bilinen AP’lerin gosterdigi ozellikle
uyumlu bir sonugtur. Biitiin bu veriler, G. caldoxylosilyticus TK4’ten klonlanan AP’nin
endiistriyel uygulamalarda kullanilan AP’lere benzer 0Ozelliklere sahip oldugunu

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Alkalin Fosfataz, Geobacillus caldoxylosilyticus TK4, Termofilik
Bakteri, Rekombinant DNA, Klonlama, Protein Saflastirma,
Karakterizasyon

VI



SUMMARY

Cloning, Expression and Characterization of Alkaline Phosphatase from
Thermophilic Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 Strain

In this study, supported by TUBITAK (Project number is 106T696), a genomic DNA
library was made from a novel thermophilic Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 strain.
The whole DNA sequence of an alkaline phosphatase (AP) gene consisting of 1410 bp was
determined by performing inverse PCR. Amino acid sequence alignments were done by
using BLAST programme. The results indicated that the amino acid sequence of the AP
was similar to Bacillus species AP in the ratio of 70%. The gene was cloned into
pET28a(+) vector and expressed in Escherichia coli BL21(DE3)pLysS. The recombinant
protein was purified by using nickel affinity chromatography. SDS-PAGE showed that the
purified protein was composed of either one subunit or more than one subunit having the
same molecular weight. pH and temperature optima of the enzyme were determined as 9.5
and 50 °C, respectively. When thermostability data were examined, it was seen that the
activity was not changed at 10-30 °C remarkably. However, the enzyme started to lose
about 50% of its initial activity at 40-50 °C after 60 and 30 minute incubations,
respectively. It was seen that the activity decreased down to 10% at 60-70 °C after
30 minute incubation. When the enzyme was incubated at 4 °C in the buffer solutions
(pHs ranging from 7.0-11.0) for 12, 24 and 48 hours, the enzyme retained 90% of its
activity at basic pH values for 12 hours. The enzyme lost its activity in the ratio of 50%
after 24 hours. The V. and Ky, values of the recombinant protein 0.049 U/mg protein and
87 uM, respectively in the presence of para-nitrophenol phosphate (p-NPP). Activity was
decreased in the ratio of 85%, 55% and 18% in the presence of 1 mM Hg*", Cd*" and AI’",
respectively. In the presence of 1 mM EDTA the activity was lost completely. This result
was consistent with APs, which are known to have Zn*" and Mg”" at the active site. All
these data support the presence of an AP from G. caldoxylosilyticus TK4 with similar

properties to other APs used in industrial applications.

Key Words: Alkaline Phospahatase, Geobacillus caldoxylosilyticus TK4, Thermophilic
Bacteria, Recombinant DNA, Cloning, Protein Purification, Characterization
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Canliligin en Onemli karakterlerinden olan olduk¢a c¢ok say1 ve cesitteki
biyokimyasal reaksiyonlar, enzimler olarak bilinen olaganiistii sayilabilecek biyolojik
katalizorler yardimiyla gergeklestirilirler. Enzimlerin tibbi, endistriyel ve c¢evresel
amaglarla kullanimina gilinlimiizde sikc¢a rastlanmakta ve bu durum hizlica bagka bir¢ok
alana da yayilmaktadir (Xu vd., 2006). Etkili ve ekonomik katalizérler olmasi sebebiyle
enzimler; camasir deterjanlart ve kagit islemeden, kimyasal sentez ve tani/aragtirma
reaktiflerine kadar artan uygulamalarda yer bulmaktadir. Varolan enzimleri gelistirmek,
mevcut prosesleri optimize edebilmek veya pazarlanabilir kisimlar kazanmak amaciyla
farkli tiir organizmalardan yeni enzimlerin taranmasi i¢in biiyiik bir ¢caba sarfedilmektedir
(Xiao vd., 2002).

Gen ve protein miihendisligini de i¢ine alan biyoloji ve kimya alanlarinda son
yillarda saglanan 6nemli ilerlemeler, canliligin temeli hakkinda aydmlatilmay1 bekleyen
konulara 151k tutmakta, ayrica elde edilen bilimsel veri ve sonuglarin degerlendirilerek,
sagliktan gidaya kadar bir¢cok alanda pratikte kullanimi saglanmaktadir. Kaydedilen bu
gelisme ve ilerlemelere paralel olarak canli sistemlerde bulunan biyomolekiillerin
(proteinler, enzimler, hormonlar vs.) insanligin yararma farkli alanlarda kullanimi giinden
giine artmaktadir (Ertunga, 2006).

Endiistriyel olarak o6zellikle 1siya dayanikli enzimlerin saflastirilmasi ¢ok onemli
oldugundan termofilik bakterilerden enzim izolasyonu, karakterizasyonu ve klonlanmasi
lizerine ilgi gittikge artmaktadir. Rekombinant DNA teknolojileri, stereosegiciligini,
substrat 6zgilinliiglinli ve genel performansini degistirerek 6zel amaglara uygun enzimlerin
tiretilmesine imkan saglar. Bu yontemlerin kullanimi ayrica saf enzimlerin ekonomik ve
biiylik miktarlarda tiretimini de saglamaktadir. Yapilan calismalar sonucu rekombinant
enzim genlerinin, yabani tiplerinden yaklagik 40-50 kat daha fazla enzim {irettigi ve bu
enzimlerin aktivitelerinin daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Bu yollardan biri veya
birka¢1 kullanilarak 6zel bazi endiistriyel uygulamalarin amacina uygun olan enzimlerin

katalitik performanslar gelistirilmistir.



Endiistriyel ~ kullanimlar1  agisindan enzimlerin  genis skalada {iretilmeleri
gerekmektedir. Ne var ki, enzimlerin endiistriyel talebe cevap verecek c¢oklukta
iiretilemeyisi, iiretim maliyetlerinin fazlaligindan ve bunlar1 daha ¢ok fakat daha ucuz
tiretebilecek metodlarin  yetersiz olusundan kaynaklanmaktadir. Enzimlerin canlh
organizmalardan {iretimi ve saflastirilmast i¢in gilinlimiizde tercih edilen yoOntemlerin
basinda klonlama gelmektedir. Istenilen gen parcasmin uygun bir vektdre klonlanip
Escherichia coli (E.coli)’de ekspresyonu sonucu elde edilen protein, bazi tekniklerle
saflagtirthip kullanima hazir hale getirilmektedir. Boylelikle, enzimin iiretimi, dogrudan
tiretildigi organizmadan eldesinden daha pratik ve maliyeti daha diisiik hale gelir (Ertunga,
2006).

Bu nedenle bu calismada, Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
arastirmacilarindan Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ, Dog. Dr. Sabriye CANAKCI ve
gruplarmin yapmis olduklar1 ¢alismalarla izole edilen ve cesitli 6zellikleri tanimlanmis
olan Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 (G. caldoxylosilyticus TK4) (Diilger, 2003)
termofilik bakterisinin genomik kiitiiphanesinin olusturulmasi ve rekombinant plazmitlerin
siralarmin incelenmesi sonucu belirlenen klinik 6neme sahip bir enzim olan alkalin
fosfatazi kodlayan gen izole edilmis, konake¢r bir hiicreye aktarilmis ve ekspresyonu ile
tiretilen rekombinant enzimin bazi biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

Alkalin fosfataz (AP, EC 3.1.3.1, ortofosforik-monoester fosfohidrolaz) serbest
inorganik fosfat (P;) liretmek ya da fosforil grubunu diger alkollere transfer etmek iizere bir
fosfoseril —aratiriinii  araciligt ile fonksiyon gosteren spesifik olmayan bir
fosfomonoesterazdir (Kal, 1989; Xiao vd., 2002). Bakterilerden memelilere kadar dogada
yaygin olarak bulunmasi AP’lerin temel biyokimyasal islemlerde 6zellikle fosfat taginim
ve metabolizmasinda rol aldigimi gosterir (Coleman ve Gettins, 1983; Posen, 1967,
Trowsdale vd., 1990 ). Fizyolojik fonksiyonlarinin ¢ok net olmamasina karsin bazi tiirlerde
(6zellikle prokaryotik organizmalarda) P; eksikliginde indiiklenmis {iretimleri fosfat
metabolizmasinda hayati bir rol oynadigini gosterir. Memelilerde tasima mekanizmasiyla
baglantilidir (McComb vd., 1979). AP’ler yaygin olarak tan1 ve tedavi amagh islemlerde,
immiinoloji ¢alismalarinda ve ELISA, Western blotting analizleri, niikleik asit
hibridizasyonu ve in situ hibridizasyon gibi islemlerde duyarli biyolojik marker olarak ve
molekiiler biyolojide, rekombinant plazmitlerin olusturulmasinda DNA paragalarindan 5'-
ucundaki fosfati uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir (Blake vd., 1984; Jablonski vd.,
1986; Augood vd., 2002; Zappa vd., 2001).



1.2. Alkalin Fosfataz Calismalarinin Tarihsel Gelisimi

Suzuki, Yoshimura ve Takaishi tarafindan 1907 yilinda alkalin fosfatazin ilk tanimi
yapilmistir. AP, alkali pH’da monofosfat esterlerini hidroliz eden bir grup enzimin genel
ismidir. Bu enzim grubunun optimum aktivitesi pH 8,0-10,0 araliginda gozlenmektedir.

Enzim katalizli genel reaksiyon denklemi Sekil 1’de gosterildigi gibidir (Kal, 1989).

i
HO + R —O—IID—O'
OH

R —OH + Hy,PO4

Sekil 1. Alkalin fosfatazi da iceren bir grup enzimin katalizledigi genel
reaksiyon

AP, literatiirde ilk defa, Suzuki ve arkadaslarinin (1907) fosfatazlarin Skaryotik
enzimlerin ayrt bir smifin1 olusturdugunu onermesiyle, 1900’lii yillarin baslarinda yer
almistir. Piring tohumlar {izerinde yapilan calisma, fosforun ¢ogunun fitin formunda
mevcut oldugunu ve P; seviyesinin ¢imlenme sirasinda arttifin1 ve P;’nin artisinin fitini
inositol ve fosforik aside ayiran bir enzim varligiyla saglandigimi gostermektedir. Ayni
zamanlarda Harden ve Young mayada P; iireten, heksoz difosfat1 hidrolizleyen bir enzimi
caligmaktaydilar. Bu sirada iiriin olan Pi’nin ayn1 zamanda enzimin bir inhibitorii de
oldugunu gosterdiler. Harden ve Young tarafindan yapilan bu calisma eksojen bir
substratin AP ile hidrolizinin kayitl ilk kanitidir (Murphy, 1996).

1912 yilinda Grosser ve Husler ile von Euler AP’nin c¢esitli dokularda olmasina
ragmen gliserofosfat ve fruktoz 1,6-difosfati hidrolizleyebilen enzimin bagirsak
mukozasinda yiiksek miktarlarda mevcut oldugunu goéstermislerdir. Bu noktada bagirsak
mukozasindan elde edilen AP, bu enzim {izerindeki aragtirmalar icin bir prototip (6rnek)
haline gelmistir (Murphy, 1996).

1962 yilinda Engstrom, bagirsaktan elde edilen enzimin diisik pH’da fosfat
esterleriyle inkiibe edildiginde bir fosfoseril birimi olusturdugunu goéstermistir. Bu zamana
kadar AP’lerle katalizlenen reaksiyon mekanizmalariyla ilgili ¢ok sey bilinmemektedir.
1960’larda ise fosfat kithiginda baskilanamayan bir AP’ye sahip E. coli kesfi soz
konusudur (Murphy, 1996).



E. coli AP (ECAP)’si, bagirsaktan elde edilen enzimle benzer pH-aktivite profili ve
fosfoseril araiiriiniiniin olusumu gibi baz1 karakteristik 6zelliklere sahiptir. 1960 ve 70’li
yillarda AP konusunda yapilan arastirmalarin ¢ogu serin-fosfat kovalent ara iir{iniiniin izole
edilmesi ve aktif bolgedeki iki cinko ve bir magnezyum atomunun oynadifi roliin
belirlenmesi iizerinde odaklanmistir. Enzimin P; ve bir alkol iiretmek ilizere benzer hizla
cesitli  fosfat ~monoesterlerinin  hidrolizini  katalizleyen spesifik olmayan bir
fosfomonoesteraz oldugu gosterilmistir. Ayrica enzim etanolamin veya Tris gibi bir fosfat
akseptorii varliginda fosforil grubunun bir alkole transferiyle transfosforilasyon reaksiyonu
katalizlemektedir. 1962 yilinda ECAP’nin her bir dimer i¢in iki ¢inko atomu igerdigi
gosterilmigtir. Enzim ayrica her bir dimer i¢in bir magnezyum atomu igerir ve AP’nin
fonksiyonu i¢in magnezyumun ¢ok 6nemli oldugunun bilinmesine ragmen o yillarda tam
rolii heniiz belirlenememistir (Murphy, 1996).

ECAP’nin aminoasit sirasinin belirlenmesine ilk olarak 1980’lerde baslanmistir. Bu
kesfi enzimin X-ray yapisinin belirlenmesi takip etmistir. E. coli enziminin X-ray yapist ilk
defa Sowadski ve arkadaslar tarafindan ¢6ziilmiis ve 1991°den itibaren daha detayli yap1
Kim ve Wyckoff tarafindan aydinlatilmistir. AP nin X-ray yapisinin iyilestirilmesi sonucu
sira belirlemeleri enzim iizerinde yeni ¢alismalara yol agmistir. Bolge spesifik mutajenez
calismalar1 ve enzimin karakterizasyonu bu caligsmalara 6rnek verilebilir. Bu ¢aligmalarla
sirastyla, enzimin mutant versiyonlar: iiretilmekte ve enzimin fonksiyonunda hangi
birimlerin kritik rol oynadig1 ayrica enzim katalizli reaksiyon mekanizmasi anlasilmaktadir

(Murphy, 1996).

1.3. Alkalin Fosfataz Kaynaklar:

Inaktive olabilme kolayliklarina gére farklilandirilabilen cesitli alkalin fosfataz
kaynaklar1 vardir (URL-1, 2008)

a) Bakteriyel Alkalin Fosfataz (BAP): AP’lerin en aktifidir ama ayni1 zamanda
defosforilasyon reaksiyonunun sonunda etkinligini yok etmek ¢ok zordur.

b) Dana Bagirsagi Alkalin Fosfatazi (CIAP): Sigir bagirsagindan saflastirilir. BAP’a
gore daha az aktif olmasina ragmen proteaz mumalesi veya 1s1 (5 mM etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) varliginda 10 dakika 75 °C) ile etkili bir sekilde etkisi yok edilebildigi

icin molekiiler biyoloji laboratuarlarinda en yaygin kullanilan fosfatazdir.



c) Karides Alkalin Fosfataz (Shrimp): Soguk su karidesinden elde edilir. Is1
(65 °C’de 15 dakika) ile kolayca etkinligi yok edildigi i¢in daha kullanilighdir.

1.4. Alkalin Fosfatazlarin Cesitliligi

AP’ler, bakteriden insana canli formlarin hemen hepsinde mevcut olan substrata karsi
spesifik olmayan fosfomonoesterazlardir (McComb vd., 1979). Bazi mikroorganizmalar
glukoz, amonyak, ve P; gibi tercih edilen besinler mevcut olmadigr durumlarda kompleks
substratlar1 parcalamak i¢in gerekli olan enzimleri sentezlerler. Bunlarin hepsinin esas
olmasina ragmen, proteaz, lipaz ve niikleazlar gibi enzimler araciligiyla saglanan besinleri
hiicreler, ¢esitli karbon veya azot kaynaklarinin metabolizmasi araciligiyla elde edebilirler.
Fakat fosfat sentezlenemez ve hiicreler, P; sinirli oldugunda, fosfati mutlaka niikleik
asitlerden, fosforillenmis sekerlerden, proteinlerden elde etmelidirler. Bu yiizden
organizmalarin dogada hayatta kalmasi i¢in en 6nemli enzimlerden biri fosfat esterlerini
hidrolizleyen ve inorganik fosfat {ireten fosfatazlardir (De Prada vd., 1996). Cogu
bakteriyal tiir, ozellikle gram negatif bakteriler, P; yoklugunda AP diretirler (Wanner,
1993).

Mikroorganizmalar fosfat i¢in siddetli yaris icinde olduklarindan, fosfataz tlireten bazi
mikroorganizmalar bulmak ve onlarin sentezini ve aktivitelerini diizenlemek igin
mekanizmalarimin degerlendirilmesi sasirtict degildir. Fakat sasirtict olan kesfedilen
fosfatazlarin cesitliligidir. Alt birim biytlikligli, metal iyon gerekliligi ve substrat
spesifiklikleri ayn1 olan ¢ogu enzim ailesinden farkli olarak, ¢alisilan fosfatazlar oldukca
degiskendir (Vincent vd., 1992). Ornegin iki farkl1 halofilik tiirden 15,5 kDa’luk kiiciik ve
160 kDa’luk biiyilk AP monomerleri rapor edilmistir (Goldman vd., 1990). Cogu hiicre
dis1 fosfatazlar monomerdir fakat Thermus aquaticus’dan elde edilen enzim 143 kDa’luk
bir trimerdir (Yeh ve Trela, 1976). Fosfatazlar, substrat spesifiklikleri, optimum pH
araliklar1 ve metal iyon gereklilikleri agisindan da oldukca degisiklik gosterirler. Enzim
aktivitesi ic¢in ¢inko genellikle gereklidir fakat Halobacter’den elde edilen bir enzim
mangana (Fitt ve Peterkin, 1976) ihtiya¢ duyarken, birkag tanesi kalsiyum (Glew ve Heath,
1971; Goldman vd., 1990) kullanir. Ayrica Synechococcus sp.’den elde edilen enzim Zn**
iyonu ile inhibe olmaktadir (Ray vd., 1991).

Bazilar1 ECAP’da oldugu gibi periplazmik, bazilart membran bagimli (Baoudene-

Assali vd., 1993; Schaffel ve Hulett, 1978; Yamane ve Maruo, 1978 a, b) bazilar ise



hiicredisidir (Glew ve Heath, 1971; Goldman vd., 1990; Kobori ve Taga, 1980; Nomoto
vd., 1988). Gram negatif bakteride enzimin periplazmik alana yerlestigi (Torriani, 1990),
gram pozitif bakterilerde membrana baglh oldugu (Ghosh vd., 1977) bildirilmistir. Ayrica
Saccharomyces cerevisia vokula bagl bir AP sentezler ve inaktif bir onciilden aktif olgun
enzime doniisiim i¢in 3' ucunda post translasyonal islem gerektirir (Hulett vd., 1991).
Vibrio cholerae’dan elde edilen AP rapor edilen ilk monomerik AP’dir (Roy vd., 1982).

Bacillus lar spor olusumuyla sonug¢lanan hiicresel farklilagsmanin ilkel haline maruz
kalan prokaryotik organizmalardir. AP iiretimi hem bitkisel hem de spor olusturan hiicre
tipleriyle iligkilidir. Bir Bacillus kiiltiiriindeki en 6nemli AP tiirleri kiiltlir sartlarma ve
kiiltiirin biiyiime fazina baghdir (Glynn vd., 1977; McNicholas ve Hulett, 1977). AP
proteininin saliman, membrana bagli, integral ya da periferal olup olmamasi hangi AP
geninin ekspres edildigine baghdir (Spencer ve Hulett, 1981; Spencer vd., 1982; Hulett
vd., 1986; Hulett ve Jensen, 1988).

E. coli PhoA enziminin homologlari; Escherichia fergussonii (DuBose ve Hartl,
1990), Serratia marcescens (DuBose ve Hartl, 1990), Bacillus subtilis (Hulett vd., 1991),
Bacillus licheniformis (Kim vd., 1998), Enterococcus faecalis (Lee vd., 1999) ve
Thermotoga maritima nin (Nelson vd., 1999) dahil oldugu ¢esitli gram pozitif ve gram
negatif tlirlerde tespit edilmis ve karakterize edilmistir.

Bir ¢ok AP izole edilmis ve karakterize edilmis olmasina ragmen sadece ticari
ECAP ve CIAP rutin olarak molekiiler biyolojide kullanilmaktadir (Zappa vd., 2001).
Fakat onlarin dogal olan diislik termal kararliliklar1 ve yar1 omiirleri bazi 6zel sartlar,
ornegin yiiksek sicaklik ve yiikksek pH gibi hallerde ileri uygulamalarim
simirlandirmaktadir.  Yaygin AP’lerle kiyaslandiginda termal kararli AP’ler yiiksek
termalkararlilik, yiiksek reaksiyon hizlari, denatiirasyon ve mikrobiyal kontaminasyona
kars1 direngli olmak gibi bazi yararli 6zelliklere sahiptir (Sterner ve Liebl, 2001). Bu gibi
avantajlar sebebiyle termofilik bakterilerden elde edilen termofilik AP’lere ilgi
artmaktadir. Simdiye kadar birkag tane termal kararli AP Thermus caldophilus ve Thermus
thermophilus gibi Thermus tiirleri, Thermotoga neapolitana, Meiothermus ruber, Bacillus
stearothermophilusi ve Pyrococcus abyssi gibi ¢esitli kaynaklardan izole edilmis ve onlar1
kodlayan genler klonlanmis ve karakterize edilmistir (Angelini vd., 2001; Gong vd., 2005;
Ji vd., 2001; Kim vd., 1997; Park vd., 1999; Pantazaki vd., 1998; Yeh ve Trela, 1976;
Dong ve Zeikus, 1997 ; Yurchenko vd., 2003; Mori vd., 1999; Zappa vd., 2001).



Bunlarin yaninda 1s1l olarak kararsiz AP’lerinde varlig1 bilinmektedir. HK47 olarak
tasarlanan bir Antartic bakterisinden (Kobori vd., 1984), Sphingobacterium
antarcticus’dan (Chattopadhyay vd., 1995), Arthrobacter D10 (De Prada vd., 1996) ve
Shewanella sp.’den (Ishida vd., 1998) elde edilen AP’lerin iig¢ii sadece kismen
saflagtinlmistir ve yapisal ve fonksiyonel oOzellikleri bakimindan karakterizasyonu
minumumdur. Ama iicii de sogukta aktif enzimler ic¢in gozlenen karakteristik 1s1l
kararsizlik ve yliksek katalitik aktiviteyi gostermektedir (De Prada vd., 1996; Kobori vd.,
1984; Chattopadhyay vd., 1995). Ayrica omurgali Atlantic morina baligindan (Gadus
morhua) elde edilen sogukta aktif AP da sigir enzimleriyle kiyaslandiginda 2,5 kat daha
yiiksek katalitik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Asgeirsson vd., 1995). Isil kararsiz
bir fosfataz sonraki reaksiyon baslamadan aktivitenin uzaklastirilacagi uygulamalarda
yararli olur. Ornegin sicaklikla kolayca aktivite kaybeden bir AP ile rekombinant DNA
molekiillerinin olusumu sirasinda lineer plazmit DNA’nin defosforilasyonunu takiben
etanol ¢oktiirmesi ve fenol ekstraksiyonu basamaklarina olan ihtiya¢ giderilebilir (De

Prada vd., 1996).

1.4.1. Escherichia coli Alkalin Fosfatazi

AP sentezini yoneten genetik diizenleyici sistemler oldukca detayli bir sekilde
E. coli’de calisilmistir ve bir¢cok diizenleyici gen aydinlatilmigtir (Majumdar vd., 2005).
Genetik analizler, E. coli’nin, fosfit (Pt)’in fosfata okside oldugu iki tane bagimsiz yola
sahip oldugunu gosterir. Bir yol C-P liyaz enzimini kodlayan 14-gen phn operona
bagimhidir. Diger yolsa BAP’yi kodlayan phoA genine baglidir. Transposon mutajenez
caligmalar1 BAP’1n phoA-bagimli yoldaki tek enzim oldugunu gostermistir. BAP fosfit
bagimli ve H, {ireten tek hidrojenazdir. Bu reaksiyon fosfor (P) ve hidrojen (H)
biyokimyasinda benzeri goriilmemis bir reaksiyondur ve hidritin, substrattan su iireten
protonlara direkt transferinde rol alir (Yang ve Metcalf, 2004).
Canli organizmalardaki diger onemli elementlerden farkli olarak fosfor yaygin olarak
redoks korunmus bir element olarak diisiiniilir. Buna gore P;, organik fosfat esterleri ve
fosfoanhidridler iceren biyolojik araiirlinlerin biiyiik bir c¢ogunlugunda bulunan P
merkezleri, tamamiyla okside durumdadir (+5). Tamamen kabul edilmis olmamasina
ragmen yine de, bazi organizmalar P redoks reaksiyonlarin biyokimyasal olarak miimkiin

oldugunu gostererek indirgenmis P bilesiklerini metabolize etme kabiliyetine sahiptirler.



Prokaryotik (ve bazi1 6karyotik) organizmalarin genis bir kismi1 indirgenmis P bilesiklerini
sentezleyebilirler ya da parcalayabilirler (Ternan vd., 1998; Seto ve Tomohisa, 1999). Bu
ozellik organizmaya bir avantaj saglar. Indirgenmis P metabolizmasinin incelenmesi
alisiilmamis biyoloji ve biyokimya zenginligi olusturur. ECAP diger enzimlere gére daha
fazla ilgi odagi olmustur ve hem H hem de P metabolizmasinda esi goriilmemis bir
enzimatik reaksiyonla Pt’nin fosfat ve molekiiler H,’ye oksidasyonunu katalizler. Fosfat
bliylime i¢in gerekli oldugundan, organizmalar Pt ortami iizerinde fosfiti fosfata
ylikseltgeyebilme kapasiteleri olmadikga biiyliyemezler (Yang ve Metcalf, 2004). Fosfatin
smnirlt oldugu durumlarda phoA (alkalin fosfataz kodlayan gen) birka¢ yiliz kat
indiiklenmistir. phoA bagli olmayan fosfat kitliginda indiiklenebilen (psi) 20’den fazla
promotor igeren fosfat diizenleme sisteminin bir {iyesidir ve fosfat sindiriminde rol
oynayan phod, phoE, psiB, psiC, psiD ve pstSCAP gibi psi genlerinin transkripsiyonu
phoB ve phoR ile diizenlenir (Wanner ve Chang, 1987). P; kisa bir siire temin edilirse hiicre
disindaki fosforillenmis bilesikler, bir dis membran proteini olan Porin E (phoE gen {iriinii)
tarafindan periplazmik alana transfer edilir. indiiklenmis AP bu substratlardan fosfat: salar
ve salinan fosfat, diger proteinlerle iliskili olan i¢ membran fosfat kanali (PstC ve PstA)
aracilifiyla sitoplazmaya transfer edilir (Yang ve Metcalf, 2004). E. coli’de phoB ve phoR
genleri phoA genine oldukga yakindir (Torriani, 1990).

Tiim bu nedenlerden dolay1 bakterilerde AP’ler E. coli PhoA enzimi ile temsil edilir
(Berlutti vd., 2001). AP asin1 iiretimi, saflagtirilmasi ve kararliligi kolay oldugu igin
oncelikle E. coli’de calisilmistir (Murphy, 1996). E. coli, organizma fosfat kitliginda
oldugu zaman periplazmik alana AP salinmasiyla sonug¢lanan tek bir yapisal AP geni icerir
(Hulett vd., 1991). Sekil 2, fosfat varliginda ECAP dimerinin yapisin1 géstermektedir (Kim
ve Wyckoff, 1991). E. coli’den elde edilen AP, biyosentez, yap1 ve katalitik mekanizmasi
bakimindan incelenmistir (Derman ve Beckwith, 1991; Karamyshev vd., 1998; Bradshaw
vd., 1981; Chang vd., 1986; Coleman, 1992; Kim ve Wyckoff, 1990, 1991). ECAP,
94 kDa agirliginda, her bir monomerde bir aktif bolgeye sahip olan bir homodimer olarak
periplazmik alana yerlesmistir ve her bir monomer 449 aminoasit biriminden olusur ve iki
Zn*" ve bir Mg®" icerir. iki aktif bolge arasindaki mesafe 30 A’dur. Her bir aktif bolge ii¢
tane metal baglanma bolgesi (M1, M2 ve M3) ve bir tane de fosfat baglanma bolgesinden
olusur. M1 ve M2 iki ¢inko atomu (Zn; ve Zn,) M3 ise bir magnezyum atomu (Mg) ile
dolu durumdadir. Iki ¢inko atomu arasinda 4 A mesafe varken, Zn, ile Mg arasinda 5 A ve

Zn; ile Mg arasinda 7 A mesafe vardir (Murphy, 1996). inorganik fosfatla bagl aktif bolge



cebi ylizeyseldir ve 3 metal iyonuna ilave olarak Arg 166 ve Ser 102 ile ayni hat
tizerindedir (Holtz vd., 1999). Her bir aktif bolgedeki 3 metal iyonu Bacillus cereus
(Hough vd.,1989)’dan fosfolipaz C, Penicillium citrinum (Volbeda vd., 1991)’dan P1

niikleazinkine benzer sekilde katalitik metal ti¢lii olustururlar.

Sekil 2. Kim ve Wyckoff (1991) tarafindan elde edilen X-ray kristallografik verilere
dayanilarak AP dimerinin sekonder yapisinin sematik gosterimi. B-tabaka
oklarla, a-sarmaller ise kurdela seklinde gosterilmistir.

Zn;, Asp 327’nin her iki karboksilati, His 412 ve His 331’in imidazol azotlar1 ve
fosfatin oksijenlerinin biri ile besli koordinasyon halindedir (Sekil 3). Zn,, Asp 51 ve
Asp 369’un karboksilatlarinin biri, His 370 imidazol azotu ve fosfat oksijenlerinden biriyle
tetrahedral olacak sekilde koordine olmustur. M1 bdlgesindeki ¢inko atomu (Zn;) ile M2
bolgesindeki ¢inko atomu (Zn,) arasindaki etkilesim enzimin katalitik mekanizmasinda
esas rol oynar (Kim ve Wyckoff, 1991). Mg ise Thr 155’in hidroksili, Glu 322 ve
Asp 51’in karboksilatlarinin biri ve Asp 153’iin karboksil grubuyla koordine durumda {i¢
tane su molekiiliiniin ikisi (Lys 328 ile tuz kopriisii de olusturan) ile bozulmus oktahedral
olarak koordine olmustur (Murphy, 1996) (Sekil 4). Asp 153 iki su molekiilii araciligiyla
dolayli olarak magnezyuma koordine olmustur. Lys 328 Mg baglanma bolgesinin yakinina
yerlesmistir ve Asp 153 ile bir tuz kopriisti olusturur (Sekil 5). Magnezyumun tam rolii

bilinmemekle birlikte enzimin tam aktivitesinde 6nemli bir rolii oldugu gosterilmektedir.
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His-412
His-331 e
Zn1
PO4

Asp-327

Sekil 3. ECAP’da M1 metal baglanma bolgesinin koordinasyonu (Murphy, 1996).

E. coli’den elde edilen yaban tip AP’de iki c¢inko atomu enzimin katalitik
mekanizmasinda dogrudan rol oynar. M1 metal baglanma bolgesindeki ¢inko kataliz igin
onemliyken M2 metal baglanma bolgesindeki (Sekil 6) ¢inko katalizi kolaylastirir ama
tamamen gerekli degildir. Zn;’in iki rolii vardir; kovalent olmayan enzim-substrat
kompleksinde substrattan ayrilan grup iizerindeki negatif yiikii kararli hale getirmek ve
kovalent enzim-fosfat araiiriiniinden Ser 102°nin yer degistirmesi amaciyla fosfora
saldirmak i¢cin mevcut hale gelen bir su molekiiliinii aktive etmektir. Yaban tip AP’de M2
metal baglanma bdlgesindeki ¢inko (Zn;), fosfata saldirabilen serin oksi anyonunun
olusumunu kararlilagtirmaktan ve niikleofilik saldir1 i¢in fosfatin uygun poziyonda

bulunmasindan sorumludur.
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Glu-322

Thr-155

Asp-153

His-372

His-412

Sekil 4. Fosfat grubu, magnezyum ve iki ¢inko baglanma bolgelerini iceren ECAP’1n aktif
bolgesi. Su molekiilleri ““w’’ harfi ile gosterilmistir (Murphy, 1996).

Fosfat, iki c¢inko atomu ve 166. pozisyondaki arginin birimi ile su aracili
etkilesimlerle aktif bolgede tutulur (Sekil 4). Aktif bolge cebi ¢oziicliye maruz kalan
R grubunu birakarak substratin fosfat kismini i¢ine almaya yetecek biiyiikliiktedir. Bu
durum alkalin fosfatazin karakteristik olan substrat nonspesifikligini ag¢iklamaktadir
(Murphy, 1996). Tek Mg atomu, fosfattan yaklasik 5 A mesafededir. Ayrica ECAP 2 tane
molekiil i¢i disiilfit bag1 (Cys 168-Cys 178 ve Cys 286-Cys 336) igerir. AP’ nin hiicreigi
kararliligi, bir veya her iki disiilfit baginin yoklugu ile azalmaktadir. N-ucundaki disiilfit
bagi (Cys 168-Cys 178) olmayan mutant protein Cys 286-Cys 336 birimlerinde disiilfit
bagina sahiptir ve dimerik bir yapiya ve hemen hemen tam enzimatik aktiviteye sahiptir.
Fakat mutant protein karakteristik olarak yaban tip enzimde gozlenen tripsin direncli
konformasyonu kaybetmistir. Aksine Cys 286-Cys 336 eksikligi olan mutantlar
monomeriktir ve inaktiftir. Bu sonuglar, Cys 286-Cys 336 disiilfit baginin gerekli ve bu
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enzimin aktif bolgesinin dogru yerlesimi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Fakat boyle
bir aktif konformasyon, enzimin konformasyonal kararlilig1 i¢in hala yetersizdir. Boylece,
bu enzimin tam bir aktif hali, tam protein kararlilig1 disinda olusturulur ve iki disiilfit bagi

bu 6zelliklere farkli yonlerden katkilarda bulunur (Sone vd., 1997).

~. ‘," . ,®
-4 Mg
Glu-322 { Thr-155

Asp-51

Sekil 5. ECAP’da M3 metal baglanma bdlgesinin koordinasyonu (Murphy, 1996).



His-370
PO4
Zn2 g
Asp-369

Asp-51

Sekil 6. ECAP’da M2 metal baglanma bdlgesinin koordinasyonu (Murphy, 1996).

1.4.2. insan Dokularindan Elde Edilen (Memeli) Alkalin Fosfataz

Yapilan arastirmalar sonucu, AP’nin ¢inko igeren bir metaloenzim oldugu, ayn iki
alt tiniteden meydana geldigi ve aktif merkezinde serin (Ser) aminoasidi icerdigi tespit
edilmistir. AP’nin bir glikoprotein oldugu terminal sialik asit kalintilarinin varligi, bu
enzimlerin elektroforetik goclindeki degisikliklerde gdsterilmistir (AP izoenzimleri) (Kal,
1989). Farkli insan dokularindan elde edilen AP’lerin bir¢ok yonleri ayni olmasina ragmen
ayricalik gosteren 6zellikleri de vardir (Moss, 1982). Dokuya spesifik olan bu farkliliklarin
Ozellikleri ve kaynag1 tamamen aydinlatilamamistir. Her bir doku i¢indeki AP ’nin 6nemli
elektroforetik farkliliklart mevcuttur. Bu, muhtemelen karbohidrat iceriklerindeki
degisikliklerle birlikte enzimi olusturan cesitli komplekslerin olugsmasindan meydana gelir
(Kal, 1989). Kromozom 2 de yerlesmis olan 3 tane doku spesifik (kok hiicre, plasenta ve
bagirsak) ve kromozom 1 de yerlesmis olan doku spesifik olmayan bir AP genine karsilik
gelen insan AP’si kodlayan 4 yapisal gen (Moss, 1992) klonlanmigtir (Kam vd., 1985;
Millan, 1986; Henthorn vd., 1987; Millan ve Manes, 1988). Insan AP gen ailesinde en
azindan 4 gen AP kodlar; bagirsak, plasenta, plasenta benzeri ve kemik/akciger/bobrek.
Bagirsak ve plasenta AP’si primer yapilarina gore %87 benzerken kemik/akciger/bobrek
AP’si bagirsak ve plasenta AP’sine sirasiyla %57 ve %52 oraninda benzerdir (Henthorn

vd., 1988).
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Bu enzim, viicudun tiim dokularinda 6zellikle plazma membraninda mevcuttur. AP
aktivitesi bircok dokuda daha da yiiksektir (Kal, 1989)
- Kemik (osteoblastlar)
- Karaciger
i: safra kanalikiillerine bitigik olan hepatosit membraninda
ii: parankim hiicrenin sinusoidal sinira yakin kisminda (McComb vd., 1979)
- Plasenta
- Lokosit
- Proksimal renal tubulus hiicreleri
- Aktif meme bezleri

- Ince bagirsak epiteli

1.4.3. Memeli ve Bakteri Alkalin Fosfatazlar1 Arasindaki Faklihiklar

E. coli (Bradshaw vd., 1981; Chang vd., 1986), B. subtilis (Hulett vd., 1991),
Saccharomyces cerevisiae (Kaneko vd., 1987), sican (Thiede vd., 1988), ve insandan
(Kam vd., 1985; Millan, 1986; Weiss vd., 1986; Berger vd., 1987) elde edilen AP’lerin
primer siralarmma dayanilarak gergeklestirilen karsilastirmalardan bakteri ve memeli
enzimlerinin %?25-30 oraninda sira benzerligine sahip oldugu goriilmektedir. Aktif
bolgedeki iki tane Zn*" ve bir Mg®" iyonunun koordinasyonunda rol alan birimler, substrat
baglanmada rol oynayan Asp 91, Ser 92 ve Arg 166 gibi birimler (Kim ve Wyckoff, 1991)
ve katalitik Ser birimi, ECAP’dan (Kim ve Wyckoff, 1990) insan plasenta AP (PLAP) (Le
Du vd., 2001)’sine kadar hepsinde korunur, ancak ¢evredeki birimlerin ¢ogu farklidir. Bu
durum her iki enzimin de katalitik mekanizmalarinin benzer oldugunu ve, memeli AP’sinin
L-Phe veya L-Arg ile yarismasiz olarak inhibe olurken ECAP’1n inhibe olmadigini gdsterir
(Fishman ve Sie, 1970, 1971; Lin vd., 1971; Byers vd., 1972; Hummer ve Millan, 1991;
Hoylaerts vd., 1992).

Yillardir, ECAP (Stec vd., 2000) molekiiliiniin kristallografik koordinatlari, AP’ler
hakkinda yapisal bilginin tek kaynagini saglamaktaydi fakat ilk memeli AP’si olarak insan
PLAP’1n 3 boyutlu yapist ¢oziilmiistiir (Le Du vd., 2001). Tiim memeli AP’leri her bir
altbirimde 5 sistein birimine sahiptir (PLAP’da Cys 101, Cys 121, Cys 183, Cys 467 ve
Cys 474). Bunlar ECAP’daki 4 sisteinin hi¢birine homolog degildir. iki tane disiilfit bag1



15

olustururlar. Cys 121-Cys 183 ve Cys 467-Cys 474. Cys 101 birimi serbest formda kalir
(Kozlenkov vd., 2002).

Sekil 7. PLAP ve ECAP’daki aktif bolge metallerine koordine olan birimlerin
karsilastirilmalari.  Ust kisimdaki  sekiller Zn; ve Zn, metal
bolgelerinin ve onlarin ligandlarinin ¢evresine odaklanmisken alttaki
sekiller Mg metal baglanma bdlgesi ve ligandlarinin ¢evresini
gostermektedir. Su molekiilleri kirmizi kiirelerle gosterilmistir. Yesil
nokta nokta seklindeki baglantilar metal-ligand etkilesimlerini ve
hidrojen baglarini temsil etmektedir (Millan, 2006).

Aminoasit siralart %25-30 oraninda tamamen korunmus olmasina ragmen memeli
AP’leri ile karsilik gelen bakteriyal enzimler arasinda Onemli fonksiyonel farkliliklar
vardir. Genellikle, bakteriyel enzimler memeli enzimlerine gore daha 1sil kararlidirlar.
Fakat, memeli enzimleri pH optimumunda daha yiiksek pH’ya dogru kayma gostererek
20-30 kat daha yiiksek katalitik aktiviteye sahiptirler. Ayrica bazi memeli AP’leri
maksimum aktivite gostermek i¢in magnezyuma ihtiya¢ duyarlar (Murphy ve Kantrowitz,

1994). Bakteri ve memeli AP’sinin aktif bdlgeleri ii¢ ayricalik diginda tamamen
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korunmustur. E. coli enziminin 153. ve 328. pozisyonlarinda Asp ve Lys bulunurken
memeli enzimlerinde bu pozisyonlarin her ikisi de histidin (His) ile doludur. Diger farklilik
ise 155. pozisyondaki korunmus substitusyondur. E. coli enziminde bu pozisyonda treonin
(Thr) bulunurken memeli enzimlerinde Ser bulunmaktadir (Murphy, 1996). Thr ve Ser’in
O, atomlar1 arasinda 6nemli kimyasal farkliliklar olmamasina ragmen, bu birimlerin yan
zincirleri konformasyon ve biiylikliik olarak olduk¢a farklidir. Thr’nin yan zincirinin bazi
durumlarda avantajlar1 vardir. C,, suyun aktif bolgeden uzaklastirilmasma yardimci olur
(Dodson ve Wlodawer, 1998). Bolge spesifik mutajenez, genetik ve X-ray kristallografik
bilgiler, 153. ve 328. pozisyonlardaki His substitusyonunun bakteriyal ve memeli AP’leri
arasindaki farkliliktan sorumlu baglica etken oldugunu oOnermektedir (Murphy ve
Kantrowitz, 1994). Bunlarin disinda 6nemli fonksiyonel aminoasit birimlerinin ¢ogu
olduk¢a korunmaktadir. Memeli AP’sinin aminoasit sirasi E. coli enziminin merkez
(¢ekirdek) yapisina modellenmistir ve benzer tersiyer yapi topolojisi gostermektedir.
Bakteri ve memeli enzimleri arasindaki katalitik mekanzimalarin benzer bir yolla isledigi
onerilmektedir. Bu, memeli enzimlerinin yap1 ve fonksiyon analizi i¢in E. coli enziminin
bir model olarak kullanilmasini saglar (Kim ve Wyckoff 1990).

ECAP’dan farkli olarak insan AP proteinleri membrana bagl bir glikoproteindir ve
proteinin C-ucundaki karboksil grubuna bagli bir glikozilfosfatidilinositol icermektedir
(Low ve Finean, 1977; Redman vd., 1994; Ferguson, 1999) ve membrana fosfatidilinositol
glukan biriminin karboksil ucu araciligiyla tutunur (Ogata vd., 1988). Yapilarindaki ve
siralarindaki farklili§a ragmen E. coli ve memeli AP’leri P; ve alkol agi8a ¢ikararak hemen
hemen tiim fosfomonoesterlerin hidrolizini katalizler (Zhang vd., 2004).

AP, memelilerde ¢ogunlukla bulunan olduk¢a &nemli bir enzimdir. Oliimciil insan
kalitsal hastalig1 olan hipofosfatasia kemik AP aktivitesi eksikliginden kaynaklanan tek bir
aminoasit substitusyonunun sonucudur. Tibbi olarak insan serumunda AP’nin seviyesi
iskelet, karaciger ve plasentay: iceren fizyolojik ve patolojik islemlerin teshisinde son
derece onemlidir. Serum AP’si igin yapilan testlerin, klinik laboratuarlarda yapilan enzim
aktivitesi belirlemelerinin  %24’{inii olusturdugu tahmin edilmektedir (Murphy ve

Kantrowitz, 1994).
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1.5. Alkalin Fosfataz Substratlar:

AP’ler dogal ve sentetik substratlarin pek ¢ok cesidine etki ederler (Kal, 1989). AP,
ger¢ekte DNA ve proteinler gibi biiyiik biyomolekiilleri oldugu kadar ¢esitli kiigiik organik
molekiillerden fosfat grubunun uzaklastirilmasint da katalizleyen spesifik olmayan
monofosfoester hidrolazdir (McComb vd., 1979; Kobori vd., 1984).

Memeli AP’leri genis bir substrat spesifikligine sahiptirler ve in vitro olarak bir¢ok
fosfatlanmig bilesigii hidroliz edebilmekte veya trans- pozisyonda fosforilleyebilmektedir.
Fakat bu bilesiklerden sadece sec¢ilen birkac¢ tanesinin bazi AP izoenzimleri i¢in dogal
substrat olarak kullanilabilecegi dogrulanmigtir. Doku spesifik olmayan alkalin fosfatazin
(TNAP) kemik matriksindeki roliiniin, hidroksiapatit kristalizasyonu i¢in gerekli olan P;’yi
tiretmek oldugu onerilmistir (McComb vd., 1979; Majeska ve Wuthier, 1975; Fallon vd.,
1980) Fakat TNAP’in ayrica mineral c¢okmesine ve bilylimeye yardimer olarak
mineralizasyon inhibitorii inorganik pirofosfat (PP;)’yi hidroliz ettigi de diisiiniilmektedir
(McComb vd., 1979; Moss vd., 1967, Whyte, 1994. Rezende vd., 1998). Gergekte,
dogustan bir metabolizma problemi olan hipofosfatasia, TNAP’in fonksiyonunu
etkilemekte ve agrili kemik yumusamasina yol agmaktadir (Millan, 2006). Son ¢alismalar,
TNAP’Im kemik dokusundaki normal kemik mineralizasyonunu siirdiirmek igin
mineralizasyon inhibitérii PPy’yi hidroliz ederek uygun konsantrasyonda kalmasini
saglayan ana fonksiyonunu tartismali bir sekilde kanitlamistir.

Lokositlerdeki TNAP i¢in pridoksal-5'-fosfatin (PLP) fizyolojik bir substrat oldugu
gdsterilmistir (Smith ve Peters, 1981; Wilson vd., 1983). Insan SAOS-2 kemik sarkomu
hiicrelerinden izole edilen TNAP, fosfoetanolamin ve PLP’yi fizyolojik pH’da hidrolizler
(Fedde vd., 1988). PLP metabolizmasindaki anormallikler ayrica hipofosfatasiali bazi
hastalar tarafindan tecriibe edilen sara nébetlerini agiklamaktadir (Millan, 2006; Di Mauro
vd., 2002). Diger tanimlanan substratlardan monoflorofosfat, TNAP tarafindan
hidrolizlenebilir (Farley vd., 1987). Insan AP izoenzimleri cesitli yag asidi zincirleriyle
fosfatidatlar1 hidrolizleyebilir. PLAP’1n fosfatidat hidrolitik aktivitesi bagirsak alkalin
fosfataz (IAP) enzimininkinden 2-3 kat daha yiiksektir. TNAP, uzun yag a¢il zincirli (C16-
C18) fosfatidatlar1 sodyum deoksikolat varliginda bile hidrolizleyemez (Sumikawa vd.,
1990). Inorganik polifosfatlar (poliP), bakteri, maya ayrica 6karyotlarda da mevcut oldugu
bilinen ortofosfat birimlerinin enerjice zengin lineer polimerleridir. CIAP, zincir uzunlugu

yaklasitk 800 olan poliP molekiillerini, ekzopolifosfataz olarak rol oynayarak
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ayirabilmektedir. pH optimumu alkali araliktadir. PLAP ve ECAP’1n poliP paragalayici
aktivite gosterdigi sartlarda TNAP, poliP’yi hidrolizleyememektedir (Lorenz ve Schroder,
2001).

AP’ler ayrica niikleotit metabolizmasinda rol oynar. Say ve arkadaslar1 (1991)
kemikten saflagtirllmis TNAP’in genis bir substrat spesifikligine sahip oldugunu ve
p-NPP’ye ilaveten ATP, ADP, AMP, PP;, glukoz-1-fosfat, glukoz-6-fosfat, fruktoz-6-
fosfat, B-gliserofosfat, bis-(p-nitrofenil)-fosfat1 da hidrolizleyebildigini gostermistir. Fakat
ATP, bis-(p-nitrofenil)-fosfat ve PP; daha az hidrolizlenen substratlar arasindadir. Yine de
TNAP hem pH 7,5 hem de pH 9,4’te ATP’yi hidroliz edebilmektedir (Demenis ve Leone,
2000). Fakat Pizauro ve arkadaslari (1998) kemik tabakasi membranlarindaki membran
spesifik ATPaz ve TNAP’ 1n farkli proteinler oldugu sonucuna varmiglardir. Cesitli raporlar
TNAP’1n AMP hidrolizinde rol oynadigin1 gostermektedir (Ohkubo vd., 2000; Picher vd.,
2003). Hiicredis1 adenin niikleotitleri, membran ylizeyinde adenozin iiretimi ve NG108-15
noronal hiicrelerinde adenozin A (2A) reseptorlerinin izleyen aktivasyonu araciligiyla
cAMP yiikselmesini indiikler. NG108-15 hiicreleri, AMP’yi adenozine hidrolizler ve bu
aktivite pH 6,5’te baskilanir, fakat 8,5°de 6nemli Olgiide artar. AMP hidrolizi ayrica
TNAP 1 unkompetetif inhibitorii olan levamisol tarafindan da engellenir (Kozlenkov vd.,
2004) ve hiicreler TNAP mRNA’s1 ekspres eder. Bu sonuglar, NG108-15 hiicrelerinde
TNAP’dan dolay1r AMP fosfohidrolaz aktivitesini gosterir ve bu da enzimin NG108-15
hiicrelerinde, P1 zit duyarli ATP indiiklenmis cAMP birikiminde temel rol oynadiginm
gostermektedir (Ohkubo vd., 2000).

Alkalin fosfataz tayininde kullanilan susbstratlar;

-B-gliserofosfat

-p-nitrofenil fosfat

-fenil fosfat

-indoksil fosfat

-B-naftil fosfat

-fenolftalein monofosfat

-metilumbelliferil fosfat

Son zamanlarda AP aktivasyonu icin substrat olarak p-nitrofenil fosfat tercih

edilmektedir (Kal, 1989).
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1.6. Alkalin Fosfataz Aktivator ve inhibitorleri

Bazi iyonlar AP aktivitesini artirirlar. Bu aktivatorlerin en basinda Mg”" yer alir. Bir
dereceye kadar Mn”" ve Ca”" da AP aktivitesini artirirlar. Klasik olarak 6zellikle E. coli ve
memeli AP’leri (Kim ve Wyckoff, 1990) Zn(II)- ve Mg(Il)- bagimli enzimler olarak
disiiniilmektedir. AP’ler metaloenzimlerdir (Posen, 1967) ve EDTA gibi metal
baglayicilar, AP aktivitesini inhibe eder. EDTA’nin bu etkisi optimal aktivite i¢in gerekli
Mg®" iyonu ile selatlasmasi nedeniyledir. AP aktivitesi Cu>", Hg”" ve asir1 fosfat ile inhibe
edilir. izoenzimlerin bazilart L-Phe, iire, asiri Zn®" veya AsO,> tarafindan degisik

derecelerde inhibe edilirler (Kal, 1989).

1.7. Alkalin Fosfatazlarin Fonksiyonlari

AP’nin metabolik fonksiyonu heniiz bilinmemesine ragmen hiicre membraninda
lokalize olmasi AP aktivitesi ile membran transportu arasinda bir iligkiyi
diistindiirmektedir. Enzimin lipid transportunda ve kemikte kalsifikasyonla iliskili oldugu
goriilmektedir. Kalsifikasyon olayinda fizyolojik 6neme sahip olan PP;’nin AP tarafindan
hidroliz edildigi distniiliir. Hipofosfatasia gibi AP’nin yetersizliginde kalsifikasyon
kusurludur (Kal, 1989).

1.7.1. Alkalin Fosfatazin Klinik Onemi

Plazma AP ol¢iimleri iki grup hastaligin arastirllmasinda 6zellikle Oonemlidir.
Karaciger hastaliklari ve artmig osteoblastik aktivite (kemik yapimi) ile birlikte kemik
hastalig1 (Kal, 1989).

Karaciger Hastaliklari: Kolestaz, AP sentezini artirma ve plazmaya hepatik enzim
regiirjitasyonu etkisine sahiptir. Yiikselme ekstrahepatik tikanmada (tas veya pankreas basi
kanseri) intrahepatige gore li¢ kat daha fazla olur. Tam tikanma durumlarinda daha
fazladir. Bu durumda serum enzim aktivitesi normal iist sinirin 10-12 katina kadar
ylikselebilir. Safra akisinin intrahepatik tikanmasi (safra yollaria etki eden klorpromazin

gibi ilaclar) serum AP’yi 2-5 katina kadar ytikseltir.
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Infeksiydz hepatit gibi esas olarak parankim hiicrelerini etkileyen karaciger
hastaliklari, orta derecede ylikselme veya normal serum AP seviyesi gosterir. Ekstrahepatik
ve intrahepatik titkanma sariligi ile parankimal sarilik arasindaki bu ayrilik klinik olarak
cok 6nemlidir. Fakat baz1 durumlarda istisnalarin olabilecegi gézoniinde tutulmalidir.

Oral kontraseptif kullanan kadinlarda hepatik izoenzim indiiksiyonuna bagli olarak
plazma AP aktivitesinde orta derecede bir yiikselme goriiliir. Barbitiirat ve difenilhidantoin
de AP’yi yiikseltir (Kal, 1989).

Kemik Hastaliklari: Osteoblastik aktivite (kemik yapimi)’nin arttigi durumlarda AP
aktivitesinin de arttig1 bilinir. Kemik hastaliklar1 arasinda serum AP aktivitesinin en
yiiksek seviyelerine, osteoblastlarin kontrolsiiz aktivitesi ile rezorbe olan kemigi tekrar
olusturmaya calisan osteoblastik hiicrelerin etkisinin bir sonucu olarak, Paget’s
hastaliginda rastlanir. Normal st smirin genellikle 10-25 katina yiikselebilir. Orta
derecede yiikselmeler osteomalaside gozlenir. D vitamini tedavisiyle enzim seviyesi yavas
yavag diiger. Rasitizmde normalin 2-4 katina kadar yiikselir ve bunlar, vitamin D ile
tedavide yavas olarak normal diizeye gelir. Enzim seviyesi osteoporoziste genellikle
normaldir. Az ve orta derecede yiikselmeler Fankoni sendromunda, primer ve sekonder
paratiroidizm de goriiliir. Gegici yiikselmeler kemik kiriklarinin iyilesmesi esnasinda
bulunabilir (Kal, 1989).

Plazma AP’sinin aktivitesinde azalma nadirdir. Vitamin D’ye direngli ragitizmlerin
en kuvvetli bulgusu oldugu bir kalitsal hastalik olan hipofosfatasiada meydana gelir. Gerek
doku, gerekse plazma aktivitesi genellikle diisiiktiir ve idrarda fosforil etanolamin
mevcuttur. Akondroplazia da genel malnutrisyon ve skorbiitde de AP aktivitesi azdir (Kal,
1989).

Kanserlerde: Kanserli hastalarda plazma AP artis nedenleri asagidaki gibi
grublanabilir.

a) Kemik AP aktivitesi; primer veya sekonder kemik tliimdrlerinde (osteogenik
sarkom) artar. Kemik tlimorlerinde kemik AP izoenziminin yiikselmesi osteoblastik
proliferasyon oldugunu gosterir. Multipl myelomada oldugu gibi osteolitik lezyonlarda
ylikselmez.

b) Karaciger AP aktivitesi; primer veya sekonder karaciger tiimorlii hastalarin biiyiik
bir kisminda artar. Genelde bu durum tiimoriin neden oldugu tikanma ile ilgilidir.

c) Tiimore spesifik AP izoenzimleri; regan izoenzimi, akciger kanserli hastalarin

serumlarinda, homoarginine duyarli AP izoenzimi ise uterus, pankreas ve akciger kanserli
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hastalarin serumlarinda bulunmustur. Yiikselmis idrar AP seviyesi bobrek karsinomlu
hastalarda gdsterilmistir (Kal, 1989).

Ayrica; AP aktivitesinin yiiksek seviyeleri Bacteroides ve Capnocytophaga tiirleri ve
Actinobacillus  actinomycetemcomitans  gibi  ¢esitli  periodontopatik  bakterilerde
gozlenmektedir (Laughon vd., 1982; Slots, 1981). Insan periodontitinin gelismis
durumunda bazi bakteri tiirleri dis yuvasi kemik yiizeyine yakin hale gelir ve bakteriyal
ylizey boyunca tipik kemik emilimi gerceklesir (Frank ve Voegel, 1978). BAP aktivitesi ile
bakterinin sebep oldugu dis yuvasi kemiginde meydana gelen patolojik degisiklikler
arasindaki iligki oldukga ilgingtir. Son zamanlarda, dis eti sivisindaki AP aktivitesinin,
periodontal hastalik aktivitesi ile pozitif olarak iliskili oldugu gosterilmistir (Binder vd.,
1987).

Hamilelikte serumda AP artar. Bu durum, hamileligin 7. haftasinda plasentada
sentezlenen ve annenin serumuna gecen PLAP’dan kaynaklanir (Sussman vd., 1968; Beck
ve Clark, 1950; Boyer, 1961; McMaster vd., 1964; Okamoto vd., 1990). Serumdaki bu
aktivitenin yaninda AP aktivitesi hamile bayanlarin notrofillerinde de artar, fakat, sorumlu
olan spesifik olmayan alkalin fosfataz (NSAP) izoenzimidir (Findlay ve Johnston, 1977.)
Simdiye kadar normal gebelik siiresinde AP aktivitesini diizenleyen mekanizmalar
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. AP aktivitesinin ortaya ¢ikmasinda 3 ayri
mekanizmanin kombinasyonu rol oynar.

a) Hamilelikte 10kosit sayiminda sabit bir artisla ortaya ¢ikan fizyolojik
hiperlokositoziz (Wintrobe, 1990)

b) Plasental hormonal salgilarda, Gstrojen ve baglica pregestoronda artig, artan gen
transkripsiyonunun bir sonucu ve sabit hal mRNA seviyesindeki yiikselmeyle iliskili
olarak, AP aktivitesinde bir artigla sonuglanir (Zernik vd., 1991; Di Lorenzo vd., 1993)

c) Notrofil alkalin fosfataz (NAP) aktivitesinden sorumlu en 6nemli modiilatorlerden

biri olan graniilosit koloni uyarici faktdr (GCSF) nin indiiksiyonu (Sato vd., 1994)

1.8. Alkalin Fosfatazin Lokalizasyonu

AP ilk olarak sitoplazmada bir monomer olarak sentez edilmistir, fakat olgun enzim
hiicrenin periplazmik alanina yerlesmistir (Brockman ve Heppel, 1968; Malamy ve
Horecker, 1964). Monomer transport sirasinda ya da sonrasinda proteolitik olarak ayrilan

bir tane amino ug sinyal sirasi igerir (Inouye vd., 1982; Ito vd., 1981). Periplazmaya dogru
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transport esnasinda enzim sinyal peptidini kaybeder, bir dimer olusturur ve metal
atomlarini (her bir monomer bagina bir Mg ve iki Zn atomu) kazanarak enzim tamamen
fonksiyonellik kazanir (Sekil 8). AP’nin lokalizasyonu histokimyasal tekniklerle de
incelenmistir. Notrofil ve eozinofillerdeki stoplazmik graniiller gibi birkag istisna diginda
memeli hiicresinin plazma membran1 enzimin asil yerlesim yeri olarak belirlenmistir
(Makita ve Sandborn, 1970; Wilson vd., 1981). Yine plazma membranindaki AP’ye ek
olarak intestinal epitelyal hiicrelerdeki golgi cisimcigi ve yogun cisimciklerde de bu enzim
bulunmaktadir (Kal, 1989). AP’nin sentezi ve lokalizasyonuna ait son c¢alismalarda,
enzimin endoplazmik retikulumda sentezlendigi ve daha sonra golgi cisimcigi yolu
tizerinden plazma membranina ulastig1 goriisii desteklenmektedir (Tokumitsu ve Fishman,

1983).

Dis Membran

apo-olgun monomer

%" J inyal peptidi
ooimyal pept Stoplazmik Membran
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Sekil 8. Bir E. coli hiicresinde alkalin fosfatazinin konumunun sematik gosterimi
(Murphy, 1996).
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1.9. Alkalin Fosfatazlarin Reaksiyon Mekanizmalari

ECAP, P; ve bir alkol iiretmek {izere bir fosfoseril araiiriinii (Schwartz ve Lipmann,
1961) iizerinden ilerleyen spesifik olmayan bir fosfomonoesteraz olarak fonksiyon gosterir.
Ters reaksiyon i¢in bir substrat olan P; (Kim ve Wyckoft, 1991) ayn1 zamanda enzimin
kuvvetli bir yarigsmali inhibitoriidiir ve yiizeysel aktif bolge cebinin tiim hacmini doldurur
(Stec vd., 2000). Katalitik mekanizma bir¢cok kinetik (Coleman, 1992) ve yapisal
calismanin (Kim ve Wyckoff, 1991) konusu olmustur. AP i¢in X-1s1n1 kristal yapist ve
bolge spesifik mutajenez yaninda NMR teknikleri de kulanilarak cesitli biyokimyasal
denemelerle bir mekanizma Onerilmistir (Sekil 9). Substrat AP’ye baglandiginda enzim
kovalent olmayan bir E-ROP kompleksi haline doniigiir. Bu komplekste fosfat aktif
bolgede, Arg 166, iki ¢inko atomu, su aracili bir cesit etkilesim ve aktif bolgenin
elektrostatik potansiyeli aracilifiyla, sikica tutulmaktadir. Substratin R grubu ¢oziiciiye
maruz kalir ve enzimin aktif bolgesiyle higbir etkilesim yapmaz. Ser 102’nin hidroksili
fosfat iizerindeki niikleofilik saldir1 i¢in gerekli olan serinin protonlanmamis formunu
kararlilagtirarak Zn, ile etkilesir. Zn; olusan negatif yiikiin kararlilif1 i¢in ayrilan RO
grubunun iizerine yerlesmistir. Ser 102 oksijeninin niikleofilik saldiris1 sonucu E-P
kovalent kompleksinin fosforu olusur ve daha sonra su fosfat iizerinde Ser 102’nin
yerdegistirmesine yol agarak tekrar bir niikleofilik saldirtya olanak saglayacak sekilde
apikal bir pozisyonda Zn, ile koordine olur. Bu adimda, Zn,, Ser 102 {izerinde olusan
negatif yiikli kararlilastiracak pozisyondadir. Kovalent olmayan E-P kompleksi fosfatin
salmmmiyla olusur. Reaksiyonun sirali iki yer degistirmeyle tiim konfigiirasyonun
korunmastyla ilerledigini gosterecek sekilde caligmalar gerceklestirilmektedir (Jones vd.,

1978).
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Sekil 9. E. coli alkalin fosfatazinin katalitik mekanizmas1 (Kim ve Wyckoft, 1991)

ECAP hem transferaz hem de hidrolaz aktivitesi gosterir (Sekil 10). Mekanizmanin
hiz belirleyen basamagi pH’ya bagimhidir. Lys 328 iizerindeki pozitif yiilk, ECAP’nin hiz
siirlayict adimini belirlemede 6nemli rol oynar (Sun vd., 1999). Asidik pH’da Ser 102 ve
fosfatla olusan kovalent enzim-fosfat kompleksinin (E-P;) hidrolizi hiz belirleyicidir. Bazik
sartlarda hiz belirleyici adim, kovalent olmayan enzim fosfat kompleksinden (E-P;) fosfatin
ayrilmasidir (Bloch ve Gorby, 1980; Gettins ve Coleman, 1983; Hull vd., 1976).
Etanolamin ya da Tris gibi fosfat akseptorii varliginda enzim, substrattan alkole fosfat
transfer ederek bir transfosforilasyon reaksiyonu katalizler (Dayan ve Wilson, 1964;
Wilson vd., 1964). Onceleri magnezyum iyonunun katalizde direkt rol oynamadig: fakat
yapisal biitlinliik ve optimum aktivitede rol oynadigi disiiniilmekteydi (Janeway vd.,
1993). Fakat, enzimin son zamanlarda elde edilen yiiksek ¢oziiniirliikteki kristal yapisi,
Mg* -OH’nin bir genel baz olarak Ser 102 niikleofilini olusturarak katalitik roliinii agiga
cikarir (Stec vd., 2000).
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Sekil 10. ECAP tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin sematik gosterimi. E enzimi;
R, substrat iizerinde ayrilan grubu temsil eder. E-P kovalent olmayan
enzim-fosfat kompleksini temsil ederken E-P kovalent enzim-fosfat
kompleksini temsil etmektedir

1.10.  Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 Susunun Bazi Fizyolojik ve
Biyokimyasal Ozellikleri

G. caldoxylosilyticus TK4 Susu Canakkale Kestanbol Kaplicasindan elde edilen su
orneklerinden izole edilmistir ve 14283 kodlu numarayla National Collections of Industrial
Food and Marine Bacteria’da stoklanmistir. Bakteri izolasyonu, zenginlestirme kiiltiirleri
yapilarak ve membran filtresinden gecirilerek gergeklestirilmistir. Canakkale Kestanbol
Kaplicas1 Canakkele ilinin Ezine ilgesinin sinirlar1 igerisinde bulunup bu ilgeye uzakligi
10 km, Canakkale’ye olan uzakligi ise 50 km’dir. Kestanbol Kaplicasinin yerden ¢ikis
sicaklign 71 °C’dir. Izolat tiir tayininin yapilabilmesi igin gesitli morfolojik, boyama,
fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler yapilmistir.
G. caldoxylosilyticus TK4 susu icin elde edilen sonucglar Tablo 1’de verilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda termofilik izolatin basil morfolojisine sahip, spor olusturabilen ve

katalaz enzimi iiretebildigi gdzlenmistir (Diilger, 2003).

Tablo 1. G. caldoxylosilyticus TK4 susunun bazi biyokimyasal 6zellikleri

Gram Boyama +/- | Anaerobik Biiylime - | Sitrat Kullanim1 -
Spor Boyama Glukoz fermentasyonu Propiyonat Kullanim1 +
Katalaz Uretimi Mannitol fermentasyonu %?2-5 NaCl’de biiyiime +

Jelatin Hidrolizi %7 NaCl’de biiyiime -

30, 37 °C’de Biiytime -

Arabinoz fermentasyonu

S e IS

Nisasta Hidrolizi Ksiloz fermentasyonu

VP Testi - | Indol testi - | 40,70, 75 °C’de Biiyiime | +
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1.11. Termofiller ve Termofilik Enzimlerin Ozellikleri

Diinya {iizerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin {ic ana grup altinda
toplandig1 goriilmektedir. Bunlar, 6karyotlar, bakteriler ve arkebakterilerdir (Trent, 2000).
Bakteriler diinya iizerinde ¢ok genis bir yayilim gdstermektedir ve biiyiiyebildikleri en
uygun sicakliklilara gére ti¢ grup altinda toplanirlar. Sakrofiller, -10 °C’ye kadar olan
diisiik sicakliklarda biiyiiyebilen fakat optimum biiytime sicakligi 15 °C veya daha diisiik
sicakliklar olan bakterileri igermektedir. Mezofiller, normal ortam sicakliklarinda
(15-50 °C) biyiiyebilirler ve insan saghg acisindan patojen olan bakterileri
icermektedirler. Termofiller ise genel olarak 50 °C’nin iizerindeki sicakliklarda
yasayabilen, hatta baz tiirlerinin ise 100 °C’ nin {izerindeki sicakliklarda bile yasayabildigi
bakteri grubudur.

Optimum biiyiime sicakliklart 50-105 °C arasinda olan pek ¢ok termofilik bakteri
tanimlanmistir. Bu bakteriler yiiksek sicakliklarda yasayabildikleri i¢in, bunlar agiri
termofiller ve c¢ok asir1 termofiller olarak adlandirilmaktadirlar. Termofiller ve asir1
termofiller yiiksek sicakliklarda yalnizca hayatta kalmazlar, ayrica biiylimeleri ve
cogalabilmeleri icin de bu yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyarlar. Termofillerin optimum
biiytime sicakligi 50 °C’nin tizerindeki sicakliklarken, asir1 termofillerin optimum biiyiime
sicakligr 80 °C’nin tizerindedir. Ayrica asir1 termofiller, genellikle 60 °C’nin asagisindaki
sicakliklarda biiyiiyemezler.

Termofilik bakterilerin dogal yasam alanlari, diinya iizerinde ¢ok genis yayilim
gosterir. En yaygin ve erisilebilir alanlari, termal alanlar, kaplicalar ve jeotermal sicak
topraklardir. Termofiller, ayrica derin kara ve okyanus dipleri gibi daha az ulasilabilir
jeotermal alanlarda da bulunurlar (Takami vd., 1997). Termofillerin en fazla ¢aligilan dogal
yasam alanlar1 kaplicalardir (Hugenholtz vd.,1998).

Ekstrem c¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar, diger mikroorganizmalarin
biiyliyemedigi veya c¢ok az biiyiiyebildigi sartlarda biiyiime kapasitesine sahip oldugundan,
cevre etkenleri ile mikrobiyal hayat arasindaki iligkilerin arastirilmasinda O6nemli bir
potansiyele sahiptir (Diilger, 2003). Termofilik organizmalar1 da i¢ine alan ekstremofilik
organizmalar yliksek sicaklik, asir1 pH, yiiksek tuz konsantrasyonu ve yiiksek basingli
ortamlarda yasamaya uyum saglamigtir. Bu organizmalardaki proteinlerin de ekstrem

sartlarda kararli olduklar1 bilinmektedir. Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem
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sartlarda yasamalar1 icin kazandiklari olagan dist kabiliyetler, bunlarin yapisal ve
fonksiyonel adaptasyonlarina dayanir. Mezofilik organizmalara ait proteinlerin ii¢ boyutlu
yapilari, yiiksek sicaklik ve organik ¢dziiciilerde onemli derecede bozunur. Son zamanlarda
proteinlerin yiiksek sicakliklarda kararli olmalar1 veya kararliliklarinin artirilmasi igin
biyofiziksel ¢aligmalar yapilmaktadir.

Enzimlerin endiistriyel kullanimlarini smirlayan iki 6zellik; yiiksek sicakliklarda
denatiire olmalar1 ve reaksiyonu katalizleyebilmeleri i¢in bir ¢oziiciiye olan ihtiyagtir. Bu
ylizden, protein miihendisligi enzimlerin ve rekombinant proteinlerin biyoteknolojide genis
bir alanda kullanimlarinin saglanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Hao ve Berry, 2004).
Termal denatiirasyon genellikle iki sekilde izah edilebilir. Birincisi; diisiik sicakliklarda
proteinin katlanmis formu ile katlanmamis formu arasindaki dengenin katlanmamis form
yoniine kaymasi. Ikincisi; yiiksek sicakliklarda tersinir olmayan ¢okelmelerin ve kovalent
modifikasyonlarin ~ olmasidir. Termofilik  organizmalar,  proteinlerin  aktif
konformasyonlarini yiiksek sicakliklarda siirdiirerek bu problemin iistesinden gelirler. Yine
de, enzimlerin termal kararlilik mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi zordur. Ciinkii,
bu mekanizmalar oldukga karisik ve fazladir (Arnold, 2001).

Yiiksek sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlarin ilgi ¢ekici olmasinin temelinde;
reaksiyon hizinin artmasi, ortam viskozitesinin diigmesi, substrat ¢oziiniirliiglinlin artmast,
kontaminasyon ihtimalinin diigmesi ve termofil ve hipertermofil enzimlerinin sicakliga tabi
tutularak daha kolay saflastirilabilmesi gibi sebepler yatmaktadir (Stetter, 1996). Termal
kararliliktan bagka termofillerden elde edilen enzimlerin organik c¢oziiciilerdeki
denatiirasyona kars1 dayanikliliklar1 onlarin sudaki 1s1l kararhiliklar ile iligkilidir
(Owusu ve Cowan, 1989). Bu nedenle termal kararli enzimler sadece sulu ortam da degil,
organik ortamda da kullanilmak i¢in ¢ekicidirler.

Termal uyumlulugu daha iyi anlayabilmek ve kullanim alanlarimi artirmak i¢in yeni
termal kararli proteinlerin ¢alisilmasi faydali olacaktir. Thermus aquaticus DNA polimeraz
(Tag DNA polimeraz, polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan) termofilik proteinlerin

potansiyel ticari uygulanabilirligine iyi bir 6rnektir (Sauve ve Sygusch, 2001).

1.11.1. Termofilligin Molekiiler Temelleri

Biitlin organizmalarin biinyelerindeki enzimler ve proteinler, yapilarini, igerisinde

yasadiklar1 ortamin sicakligina goére adapte etmek zorundadir. Bu olay canlilarin protein
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dongiilerindeki hayat siirelerini ve yliksek sicaklik yiiziinden meydana gelebilecek olan
bozulmalarin1 géz oniine alarak biyolojik aktivitesinin de ¢ok yiiksek seviyede olmasini
belirler. Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem sartlarda ornegin yiiksek sicakliklarda
yasamalar1 i¢in kazandiklar1 olagan dis1 kabiliyetler, bunlarin yapisal ve fonksiyonel
adaptasyonlarina dayanir (Dinger, 2005).

Bu organizmalar nasil olup da yiiksek sicakliklarda yasayabilmektedir? Canliligin

devam ettirilebildigi iist sicaklik limiti nedir? Bu sorularin cevaplari halen tam olarak
bilinmemektedir. Ancak i¢inde yasanilan ortam sicakligi arttikca canlida olmasi gereken
bazi 6zellikler su sekilde siralanabilir:
1) DNA vyapist: Lineer ¢ift zincirli DNA 65 °C’de termal denatiirasyona ugrarken
stipersarmal plazmitlerin en az 107 °C’ye kadar termal denatiirasyona direngli oldugu
goriilmektedir. Plazmit DNA’s1 topolojik olarak kapali oldugu i¢in termal denatlirasyona
kars1 daha direnglidir. Plazmit DNA’s1 termal denatiirasyona diren¢li olmasina ragmen,
termal degredasyona kars1 direncgli degildir. Marguet ve Forterre (1994) yapmis olduklar
bir ¢aligmada, yiiksek tuz konsantrasyonunun, ¢ift zincirli DNA’y1 107 °C’de termal
degredasyona karst korudugu gosterilmistir. Tuzlar tarafindan DNA’nin termal
degredasyona kars1 korunmasi, termofilik bakterilerin yasamu ile ilgilidir. Ciinkii termofilik
bakteriler, hiicre i¢i yiiksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler.

Reverse giraz (RG) enzimi, biitiin hipertermofillerde, baz1 termofilik bakterilerde ve
arkeobakterilerde bulunur. RG, pozitif siiper sarmal DNA olugmasini ve baglanti sayisinda
asirilik olmasini saglar (Duguet, 1995; Forterre vd., 1996). Baglant1 sayisindaki asirilik,
yiiksek sicakliklarda DNA’nin fonksiyonel halde kalmasi igin gereklidir. Mezofilik
bakterilerin ve bir¢ok canlinin DNA’s1 RG enzimini igcermedigi i¢in, negatif siipersarmallik
gosterirler. Bu yapi, DNA’nin daha kolay denatiire olmasina sebep olur. Yani pozitif siiper
sarmal DNA, termal denatiirasyona kars1 negatif siipersarmal DNA’dan daha direnglidir.
Ayrica DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri proteinler yiiksek sicakliklarda
DNA’nin ¢ift zincirli yapida kalmasinda onemli rol oynarlar (Lopez-Garcia, 1999).
Onceleri, genomik DNA’nin yiiksek G+C igeriginin DNA’y1 denetiirasyona karsi
koruduguna inanilirdi. Fakat son zamanlarda yapilan caligmalar, kromozomal DNA’nin
G+C igerigi ile hipertermofillerin optimum biiylime sicakliklar1 arasinda hi¢bir baglantinin
olmadigini1 géstermektedir (Marguet ve Forterre, 1994).

2) RNA vyapist: Galtier ve arkadaslar1 (1999) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, rRNA’nin

GC igerigi ile optimum biiylime sicakliklar1 arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu
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gostermistir. Ayrica baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bdolgelerindeki degismelerin
RNA’lar1 kararli hale getirdigi belirtilmektedir (Fang vd., 2001). Termofilik bir bakteri
tizerinde yapilan bir calismada, transfer RNA geninin bir bazindaki tek bir atomun
degismesi yliziinden bakterinin 1siya karst direng o0zelligi kazandig1 kaydedilmistir
(Watanabe vd., 1976). Yapilan bu calismada, Termus thermophilus un tRNA’sindaki
timin-55 pozisyonundaki oksijen atomu yerine bir kiikiirt atomu sokulmustur.

3) Protein yapisi: Termal proteinler, mezofilik proteinlerin denatiire oldugu yliksek
sicakliklarda aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar. Proteinin termal kararliligi
hem bilim hem de endiistriyel alanlarda ¢ok O6nemli olmasina ragmen, yillardir yapilan
deneysel ve teorik ¢alismalar proteinin termal kararliligini sadece kismen agiklayabilmistir
(Vogt vd., 1997). Termofillerin ve mezofillerin homolog proteinlerinin tersiyer yapilari ve
dizi analizlerinin karsilastirilmasi, teorik ¢alismalarin temelini olusturur. Protein yapisinda
mutasyonlart meydana getiren protein miithendisligi ise deneysel analizlerin favori seklidir
ve kararliligr artirir.

Querol ve arkadaglar1 (1996) yaptiklar1 bir caligmada, termal kararlilig1 artiran en az
13 farkli fiziksel ve kimyasal faktoriin oldugunu gostermistir. Bu faktdrlerden bazilari tuz
kopriilerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin miktarinin azaltilmas1 ve
prolin miktarinin artirilmasi, hidrojen baglar1 ve proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik
paketlemelerdir. Bu faktorler iizerine bir ¢ok arastirmaci tarafindan yapilan arastirmalar
mevcuttur (Grupta, 1995; Russel ve Taylor, 1995; Querol vd., 1996; Vieille vd., 1996;
Colacino ve Crichton, 1997; Vogt ve Argos, 1997; Vogt vd., 1997; Jaenicke ve Bohm,
1998; Scandurra vd., 1998).

Kumar ve arkadaglar1 (2000) yaptiklart bir ¢aligmada, mezofilik ve termofilik
proteinler arasindaki sistematik farkliliklar1 arastirdilar.  Yapilan bu c¢alismada,
hipertermofilik Pyrococcus furiosus ve mezofilik Clostridium symbiosum bakterilerindeki
glutamat dehidrojenaz enzimi incelendi. Termofilik glutamat dehidrojenaz 168 tuz kopriisii
icerirken, mezofilik glutamat dehidrojenazin ise 107 tuz kopriisii icerdigi belirlenmistir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda termofilik proteinlerdeki tuz kopriisii sayisi, mezofilik
proteinlere oranla yaklasik %70 daha fazladir. Tuz kopriilerinin sayisi ile proteinin termal
kararliligr arasinda kuvvetli bir korelasyon vardir. Bunun nedeni tuz kopriileri yiiksek
sicakliklarda daha kararhidir ve yiiksek sicakliklardaki tuz kopriilerini kirmak i¢in daha
fazla enerjiye ihtiyag duyulur. Boylece tuz kopriileri yiiksek sicakliklarda protein

¢cOziilmesine karsi kinetik kararlilik saglar (Das ve Gerstein, 2000).
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Haney ve arkadaglar1 (1999) yaptiklar bir ¢calismada termofilik bir arkeobakteri olan
Methanococcus jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik protein ile, mezofilik
Methanococcus tirlerindeki bu 115 adet proteinin homologu olan proteinlerin siralarini
karsilastirmistir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda protein termal kararliligimin olusmasinda,
aminoasit degisimlerinin 6nemli bir rol oynadigini ortaya koymuslardir. Termofilik
proteinlerin valin, izoldsin ve yiiklii aminoasit (Arg, Lys, His, Asp ve Glu) igeriginde artis
goriiliirken, yiiklenmis polar aminoasit (Ser, Thr, Gln, Asn, Cys) ve denatiirasyona sebep
olan asparagin ve glutamin igeriginde azalma oldugu goriilmiistiir. Bir proteinin
hidrofobikligi, toplam polar olmayan yiizey alani disinda kalan gomiilii polar olmayan
yilizey alanin fonksiyonu olarak hesaplanir (Tsai ve Nussinov, 1997a,b). Hidrofobik etki
proteinin katlanmasinda etkin bir giice sahiptir. Bu nedenle de termofilik proteinler
mezofilik proteinlere gore daha biiyiik bir merkeze sahiptirler (Haney vd., 1997).

Termofilik proteinler mezofilik proteinler ile karsilastirildiginda, bunlarin daha fazla

halka delesyonuna maruz kaldig1 goriiliir ve bu yiizden termofilik proteinler mezofilik
proteinlerden daha kisadir. Halka delesyonu proteinin {i¢ boyutlu yapilarinin entropisini
diisiirerek, serbest enerjisini arttirir.  Yani proteinlerdeki halka delesyonu protein
kararliligini artirir (Thompson ve Eisenberg, 1999). Ayni1 zamanda termofilik proteinler ii¢
boyutlu yapisina katlanirken, daha kiigiik ve daha az sayida oyuklar olusturabilecek daha
etkili bir paketlemeye sahiptirler (Russell vd.,1997, 1998). Sicak sok proteinlerinin bir tiirii
olan saperonlar, yiiksek molekiiler agirlikli kompleks proteinlerdir ve bunlarin goérevi
denatiire edilmis proteinlere baglanmak ve onlarin aktif formlar1 igerisinde tekrar
katlanmalarin1 saglamaktir. Ayrica, organik ¢6ziinenler de protein ylizey alanini azaltarak
proteinin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasini saglar (Das ve Gerstein, 2000).
4) Hiicre membran yapisi: Normal sicakliklarda yasayan canli organizmalar, lipid bilayer
yapisinda bir hiicre membranina sahiptirler ve lipid bilayer membran yapisi 1siya karsi
direngli degildir. Hipertermofiller, yiliksek sicakliklarda hayatta kalabilmeleri i¢in lipid
monolayer yapisinda olan degisik bir membran yapisina sahiptirler. Bu hiicre membrani,
yliksek sicakliklarda erimeye kars1 direng gosterir. Ayrica arkeobakteriler, hiicre membran
yapilarinda sicakliga ve degredesyona kars1 direngli olan eter lipitlerini igerirler (Daniel ve
Cowan, 2000).

Termofilik organizmalarin hiicre membran proteinlerinin en 6nemli 6zelligi daha
etkili ve sik1 bir sekilde katlanabilen aminoasitlere, daha yogun bir sekilde sahip olmasidir.

Aspartik ve glutamik asitler icerdikleri amin gruplarindan dolay1r heliks yapisini
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kuvvetlendirirken, glisin ve serin kuvvetli hidrojen bagi yapma o6zelliklerinden dolay1
proteininin daha iyi katlanmasini ve 1s1ya kars1 daha yiiksek bir direng gostermesini saglar
(Senes vd., 2000; Zhou vd., 2001; Adamian ve Liang, 2002; Rinia vd., 2002). Sicaklik
arttikca sitoplazma membraninin proton gecirgenligi artar. Artan proton gegirgenligi,
yiiksek sicakliklarda bakterilerin biiylimesini engeller. Diigiik proton gecirgenligi yiiksek
sicakliklarda biiytime i¢in 6nemli bir etkendir. Bu nedenle termofilik bakteriler, yiliksek
sicakliklarda tasima sisteminde iyon olarak daha az gegirgen olan sodyum iyonunu
kullanirlar (Tolner vd., 1997).
5) Kiigiik Molekiiller: Termofillerin sahip olmasi gereken diger bir 6zellik ise, kiigiik
molekiillerin karaliligidir. GTP, translasyon, RNA sentezi ve diger bircok islem ig¢in
gerekli olan bir molekiildiir ve bu molekiiliin 100 °C’deki yarilanma 6mrii birkag saniyedir.
Ayrica, ATP, UTP, NAD ve FAD gibi diger bir¢ok kiiclik molekiil de 1siya karsi
direngli degildir. Termofilik bakterlerde bu sorunun iistesinden gelmek i¢in ihtiya¢ duyulan
molekiiller kullanilacaklar1 zaman sentezlenir (Diilger, 2003).
6) Enzimatik Fonksiyonlar: Enzim fonksiyonlari organizmanin biiylime sicaklig tarafindan
diizenlenir. Mezofilik organizmalara ait enzimler 20-40 °C arasinda en iyi sekilde ¢alisir ve
yiiksek sicakliklarda denatiire olurlar. Buna karsin termofillerin enzimleri de organizmanin
bliyiiyebildigi sicaklikta en etkin sekilde calisir ve denatlirasyon bu sicaklik derecesinin
cok lizerinde meydana gelir. Termofilik enzimler mezofilik sicakliklarda ¢cok yavas calisir
ve bu sicakliklarda ve donma durumunda ¢ok kararli bir sekilde bulunurlar (Koffler, 1957;

Amelunxen ve Lins, 1968)

1.12. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Gelisen teknoloji ile birlikte bir¢cok alanda enzimlere duyulan ilgi de artmaktadir.
Enzimlerin biyokimyasal 0Ozelliklerinin ortaya konmasi ile c¢ok g¢esitli endiistriyel
kullanimlar1 miimkiindiir. Gida, tekstil, temizlik ve saglik gibi alanlarda artan talebi
karsilamak i¢in daha hizli, az enerji maliyetli ve c¢evreye daha az zarar verebilecek
yontemler tercih edilmektedir. Klasik kimyasal yontemler, spesifik olmamasi, verimin
diisiik olmasi, yan iiriinlerin fazla olmasi ve ¢evreye daha ¢ok zararli atik verilmesinden
dolay1 tercih sebebi olmaktan ¢ikmaktadir. Endistriyel enzimler, kolay eldeleri ve
reaksiyon ortamindaki kararliliklarindan dolayi, genellikle mikrobiyal orijinlidir.

Termofilik organizmalar {izerinde yapilan ¢aligmalar sonucu ekstrem sartlarda daha kararl
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olan proteinler kesfedilmistir. Mezofilik organizmalardan elde edilen proteinler yiiksek
sicaklik, basing, pH ve organik ¢oziicliler mevcudiyetinde diisiik kararlilifa sahiptir.
Oysaki termofilik proteinler yiiksek sicakliklarda kararlhilik gdsterebilmekte ve yiiksek
basinglarda termal kararliliklar1 devam etmektedir. Bu yiizden endiistriyel agidan
termofilik enzimler daha caziptirler.

Bir ¢cok AP izole edilmis ve karakterize edilmis olmasina ragmen sadece ticari ECAP
(bakteriyal AP) ve CIAP rutin olarak molekiiler biyolojide kullanilmaktadir (Zappa vd.,
2001), fakat onlarin dogal olan diisiik termal kararliliklar1 ve yar1 Omiirleri, baz1 6zel sartlar
da Ornegin yiiksek sicaklik ve yiiksek pH gibi hallerde ileri uygulamalarim
sinirlandirmaktadir.  Yaygin AP’lerle kiyaslandiginda termal kararli AP’ler yiiksek
termalkararlilik, yiiksek reaksiyon hizlar1 ve denatiirasyona ve mikrobiyal kontaminasyona
kars1 direngli olmak gibi bazi yararli 6zelliklere sahiptir (Sterner ve Liebl, 2001). Bu gibi
avantajlar sebebiyle termofilik bakterilerden elde edilen termofilik AP’lere ilgi
artmaktadir.

Bu c¢alismada, Biyoloji Boliimii  Molekiiler Biyoloji  Anabilim  Dali
arastirmacilarindan, Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ, Yrd. Dog. Dr. Sabriye CANAKCI ve
gruplarmin yapmis olduklar1 ¢alismalarla izole edilen ve cesitli 6zellikleri tanimlanmis
olan G. caldoxylosilyticus TK4 (Diilger, 2003) termofilik bakterisinin genomik
kiitliphanesi olusturulmus ve rekombinant plazmitlerin siralariin incelenmesi sonucu
belirlenen klinik éneme sahip bir enzim olan AP’yi kodlayan gen izole edilmistir. izole
edilen gen pET28a(+) vektoriine klonlanmis ve E. coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres
edilmesi saglanmistir. N- ucunda bulunan 6 tane histidin biriminden dolay1, ekspres edilen
protein nikel kolonu iceren “Protein Saflastirma Kiti” (Magnehis Protein Purification
System) kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin karakterizasyonu kapsaminda,
optimum pH ve sicakligi, pH ve 1s1l kararliligi, protein ve substrat konsantrasyonunun ve
metal iyonlarin aktivite lizerine etkisi arastirilarak, bazi kinetik verilere ulasilmistir.

Yapilan bu ¢aligmayla, bu yeni AP’nin endiistride bir uygulama alan1 bulabilecegi agiktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Model Firma
Spektrofotometre uv?2 Unicam

PCR MJ Mini Personal Bio-Rad
Agaroz-DNA Elektroforezi Easy Cast BIA Owl Seperation Systems
Protein Elektroforezi P8DS Owl Seperation Systems
Santrifiyj Rotina 35 R Hettich Zentrifugen
Mikrosantrifiij 1-14 Sigma

Jel Goriintiileme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System Kodak

Kuru Haval Inkiibator EN400 Niive

Mikrotiipler I¢in Termal Sallayici TS-100 Thermo Shaker Boeco

Saf Su Cihazi Arium 611UV Sartorius

Su Banyolu Calkalayict WNB 7-45 Memmert

Ligasyon Firim ES110 Niive

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

Otoklav SS-325 Tomy

Sonikator Labsonic Sartorius

Buz Makinesi FM-80EE Hoshizaki

Vorteks Type 37600 Mixer Thermolyne
Mikrodalga Firin RMD-17 Regal

Terazi Pioneer Ohaus

Steril Kabin — Tezsan
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2.1.2. Enzimler

Calismada kullanilan enzimler Tablo 3°de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyon
EcoR 1 Takara 15 U/uL
Hind 11 Promega 10 U/uL
BamH 1 Fermentas 10 U/uL
Nde 1 Fermentas 10 U/uL
Ava I Promega 10 U/uL
Pst 1 Fermentas 10 U/ul
Bfal Biolabs 5U/ul
Nhe I Fermentas 10 U/uL
GoTaq Flexi DNA Polimeraz Promega 5U/uL
T4 DNA Ligaz Promega 3 U/uL

2.1.3. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

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 (p0GEM-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)

SDS-PAGE Standardi (Broad Range Protein Molecular Weight Marker)

Fluka, Sigma,
Aldrich, Merck
Promega

Promega
Promega
Promega
Promega
Promega

Promega
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2.1.4. Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler

Sentezleyen
Primer Baz Sirasi ggl) Firmz
Ap Fl 5’- ATACCGGGGAAGACGTTCC-3’ 57,6 IDT
ApR1 5’- ATTCGTCACATAGCTGTATCCG-3’ 55,3 IDT

Ap F2 5’-GGCTAGCTTAAAATTGTTCAGAAAAAAAATCTTACC-3’ 57,7 IONTEK
Ap R2 5’- CGGATCCGTCAACTACTTATCTTCAATGAC-3’ 59,1 IONTEK

Ap F3 5’- GGCTAGCATGAAATTGTTCAGAAAAAAAA TCTTACC-3 59,1 IONTEK

2.1.5. Kullanilan Suslar

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan Escherichia coli (E. coli) suslar1 Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan E. coli suslari

Tiir Sus Genotip Kullanim Amaci

Escherichia coli  JM101 supE thi-1 A(lac-proAB) Klonlama hiicresi
[F' traD36, proAB, lacl’ZAM15]

Escherichia coli  BL21(DE3)pLysS  F-, ompT, hsdSg(rg-, mg-), dem, gal, Ekspresyon hiicresi
MDE3), pLysS, Cm"
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2.1.6. Plazmitler

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmitler Tablo 7°de verimistir.

Tablo 7. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Firma Kullamim Amaci

pUCI18 Promega Genomik DNA kiitiiphanesi olusturmak igin
pGEM-T Easy Promega Invers PCR iiriinlerini klonlamak igin
pET-28a(+) Novagen Ekspresyon vektorii

2.1.7. Bilgisayar Programlari

Calisma boyunca kullanilan bilgisayar programlart ve internet adresleri Tablo 8’de

verilmigtir.

Tablo 8. Kullanilan bilgisayar programlar1 ve internet adresleri

Program Adi Adresi Kullanim Amaci

Fast PCR http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/programs/fastpcr.htm  Tm’lerin hesaplanmasi

Expasy http://www.expasy.org/ DNA’nin translasyonu

Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ DNA ve protein
stralarimin ¢akigtirilmast

Redasoft Visual  http://www.redasoft.com/downloads Plazmit haritalarinin

Cloning ¢izilmesinde

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ Coklu amino asit sira

cakistirmasinda
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EcoO1091 (2674) BstAPI (179)
Aatll (2617) Ndel (183)
Sspl (2501) Ehel (235)

MCS

pUC 18/19
2686 bp

BsaXI (659)
Sapl (683)

AMIIILPscl (306)
Gsul (1784)
Cfr101 (1779)
Eco311 (1766)

Eaml 1051 (1694) BseYI (1110)

Cail (1217)

Kpn 1
399 Pst 1 Acc 651 455
| | |
5' CzlAAGCT'{CliCATGCICTGCAG(I}TCGA(lTIFCTAGAlsIGGATCC[‘CCGGGTACCGAGCTCGAATTC 3
Hind Il Pael §441 Hincll Xbal BamHI1 ™ g, Ecl 13611 EcoR1
Sal 1 Cfir 91 Eco241 Xapl1
Xmi 1 Eco 881 Sac 1

Sekil 11. pUC 18 vektdriiniin ¢oklu klonlama bdlgesini (MCS), replikasyon orijinini,
LacZ genini ve ampisilin direng genini gosteren harita (URL-2, 2008).
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T7 RNA olimeraz transkripsiyon baglama bolgesi (1)
AatH 28

BstZI (;1)
r Neol g

r BstZ

r Notl (4 (3

r Sacll (4
E“’?f %542)
Eoil (o
BS%ZII “
s

X (@)
Sacl (109)
BeXI(118)
Nsil (127)

SP6 RNA polimeraz transkripsiyon baglama bolgesi (141)

Nael (2707) e
ac

f1 ori

pGEM-T Easy Vector

3015 be ori

I

Amp
Xl (2009)

Scal (1890)

Sekil 12. pGEM-T Easy vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlsesini, replikasyon orijinini,
LacZ genini ve ampisilin direng genini gosteren harita (URL-3, 2008).
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Xho I (158)
Not 1 (166)
[Eagl(l%)

[Hind[[[ (173)
BamH I (198)

(Sal1(179)

Sac1(190)
/// //EcoRI(m)
//// Nhel (231)
/// /NdeI(238)
/////// Neo 1 (296)
W/

Bpul1021 (80), Xbal (335)

Byl I1 (401)
| SaAl ()

Sph1(598)

Dra II (5127)

f1 origin (4903-5358)

Kan (3995-4807) Mlul(1123)

Smal (4300)
Bel 1(1137)
Car@n BstEII (1304)
NruI (4083
(4083) - Apal (1334)

BssH 11 (1534)
EcoR V (1573)

Eco571(3772) Hpal (1629)
ARWNT (3640)
or1 (3286)
BssST(3397) PshA T(1968)
BspLULL T (3224) Bal 1(2187)

Fsp 1(2205)

1(3108)
Psp5 11 (2230)

%gt)l 1071(2995)
Tth111 (2969)

Sekil 13. pET-28a(+) vektoriiniin replikasyon orijinini, Lacl genini, kanamisin direng
genini gosteren haritas1 ve klonlama/ekspresyon bolgesi (URL-4, 2008).
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Sekil 13’°lin devami

Bgl 11 T7 Promotoru R lac Operatorii
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATgGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC

Xba 1 rbs
CCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATA

Nco 1 His.Tag
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGC
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySer

Nde1 —DNdel T7.Tag BamH 1 —ECORL g,

CATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGA
HisMetAlaSerMetThrGlyGlyGlnGlnMetGlyArgGlySerGluPheGluLeuArgArg

Sal 1

Eagl

— Hindll —NoLL_ xpo1 His.Tag

CAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGC
GlnAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProlLeuArgSerGlyCysEnd

Bpul102 1 T7 Terminatorii
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCT

CTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

2.1.8. Si1v1 ve Kat1 Besiyerileri

e Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya
ekstragi ve 5,0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile
7,5’e ayarlandi. Daha sonra ¢6zeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlanarak 121 °C’de ve
1 atm basing altinda 20 dakika bekletildi ve steril edildi (Maniatis vd.,1989).

e Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LBA) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g
maya ekstragi, 5,0 g NaCl ve 15,0 g agar yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra
pH’st 1 N NaOH ile 7,5’e ayarlandi. Daha sonra c¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye
tamamlanarak 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 20 dakika bekletildi ve steril edildi
(Maniatis vd.,1989).
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2.1.9. Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.9.1. Protein Tayininde Kullamilan Cozeltiler

e Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH i¢inde %2 (w/v) Na,COs3): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,COs saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

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

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

e Lowry D Cozeltisi: 1 kistm Lowry B ve 1 kisim Lowry C karigtirilarak hazirland.

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

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

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

ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklanda.

2.1.9.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

e Jel Yiikkleme Boyas1 (6X): 25,0 mg bromofenol mavisi ve 3 mL gliserol saf su ile
tyice karistirilip hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

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

e Jel Hazirlama ve Yiiriitme Tamponu (1X TAE): 20 mL 50X TAE ¢o6zeltisinin
hacminin saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmasi ile elde edildi.

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

hacmi 10 mL’ye tamamlandi.
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2.1.9.3. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI): 45,43 g Tris 200 mL saf suda ¢ozildi,
pH’s1 8,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandu.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,29 g Tris 200 mL saf suda ¢oziildi, pH’s1
6,8’e ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

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.

o 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 gliserolun hacminin saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandu.

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

e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 uL %10 SDS,
100 pL 9%0,1 bromofenol mavisi, 250 puL. %80 gliserol ve 60 plL B-merkaptoetanol’un
karistirilmasi ile hazirlandi ve kii¢lik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

e SDS-PAGE Yiiriitme 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 uL. 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 100 pL %0,1
bromofenol mavisi, 250 uL. %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karistirilmasi ile hazirlandi
ve kii¢lik kisimlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

e Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklagik 490 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra pH 8,3’e ayarland1 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 icinde ¢oziilmesi ile hazirlandi.

e Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve
600 mL saf suyun karistirilmasiyla hazirlandi.
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e Substrat Boyama Cozeltisii: 50 mM NaOH-glisin tamponu igerisinde
konsantrasyonlari sirasiyla 0,5 mM ve 2,5 mM olacak sekilde CoCl, ve 4-metilumbelliferil

fosfat (MUFP) ¢oziilerek hazirlanir.

2.1.9.4. Molekiiler Tekniklerde Kullanilan Cozeltiler

e Amfisilin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg amfisilinin saf suda ¢oziiliip hacminin
10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile steril edilip kiiglik
kisimlara boéliinerek -20 °C’de saklandi.

e Kanamisin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg kanamisin sulfatin (Kanamisin A) saf
suda ¢oziliip hacminin 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile
steril edilip kiiciik kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

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

e X-gal Cozeltisi (20 mg/mL): 200 mg X-gal’in dimetilformamid (DMF) ile ¢oziiliip
hacminin 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti kiiciik 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.

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

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

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

e EDTA Cozeltisi (50 mM): 1,86 g EDTA.2H,O yaklastk 80 mL saf suda
¢oziildiikten 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 ¢oziliip hacminin

1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.
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2.1.9.5. Substrat Cozeltisi

e p-Nitrofenil Fosfat Cozeltisi (25 mM stok): 20 mg p-nitrofenil fosfat (p-NPP)

disodyum tuzu iceren tablet 3 mL su i¢inde ¢oziildii.

2.1.9.6. Tamponlar

e Tris-HCI Tamponu (200 mM, pH 6,5-10,0): 24,23 g Tris baz1 suda ¢oziilerek 1 M
HCI ¢ozeltisi ile pH’s1 ayarlanip 1 L’ye tamamlandi.

e Sodyum Asetat Tamponu (200mM, pH 3,0-6,5): 27,22 g sodyum asetat suda
coziilerek 1 M asetik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 ayarlanip 1 L’ye tamamlandi.

e Fosfat Tamponu (200mM, pH 6,0-8,0): 34,80 g K,HPO4’lin 1 L suda ¢6ziilmesi ile
hazirlanan ¢o6zelti 27,20 g KH,PO4’tin 1 L sudaki c¢ozeltisi ile titre edilerek pH’st
ayarlandi.

¢ Glisin-NaOH Tamponu (200mM, pH 8,5-11,5): 15,01 g glisin suda ¢oziilerek 1 M
NaOH ¢ozeltisi ile pH’s1 ayarlanip 1 L’ye tamamlandi.

Biitiin ¢ozelti ve tamponlar bidestile su (dd H,O) ile hazirlandi.

2.2. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA kiitiiphanesi; organizmanin genomik DNA’sinin bir ya da birden
fazla restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde edilen DNA parcalarinin, yine ayni
enzimle kesilen bir vektore girmesi ile elde edilir (Sekil 14). Boylece genomik DNA’nin
tamam1 vektdre aktarilmis olur. Bu yontemle organizmanin genomik DNA sirasi tespit

edilebilir ve genom haritas1 ¢ikarilabilir.
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Sekil 14. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’simnin EcoR 1 ile kesilerek genomik
DNA kiitiiphanesinin olusturulmasinin sematik gosterimi (Ertunga, 2006).
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2.2.1. Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 Susunun Biiyiitiilmesi

Termofilik bir bakteri olan G. caldoxylosilyticus TK4 susu stok kiiltirden LBA kat1
besiyerine yayma ekim yapilarak ekildi ve bir gece boyunca 58 °C’de inkiibe edilerek
biiyiitiildii. Gece kiiltiirii ise, sivi LB besiyerinde kati LBA besiyerinden 6ze yardimi ile tek
koloni alinarak ekilmesi ve bir gece boyunca galkalayici hava ya da su banyosunda

58 °C’de sallanilarak biiyiitiilmesi ile hazirland1 (Diilger, 2003).

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

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

e 1 mL gece kiiltiiri 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 13.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

e Pellet 480 uL 50 mM EDTA ¢dzeltisinde ¢ozildii.

¢ 120 puL 10 mg/mL lizozim ¢ozeltisinden ilave edildi hafif¢e pipetlendi ve 37 °C’de
1 saat inkiibe edildi. 2 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatan uzaklagtirildi.

e Tiipe 600 pL Niiklei Lizis Cozeltisi (Niiclei Lysis Solution) ilave edildi ve pellet
cOziinene kadar dikkatlice pipetlendi. 80 °C’de 5 dakika inkiibe edildi ve sonra oda
sicakligina sogutuldu.

¢ 3 uL RNaz Cozeltisi (RNase Solution) ilave edilerek tiip dikkatlice 2-5 kez alt-iist
edildi. 37 °C’de 15 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina sogutuldu.

e RNaz muamelesi yapilmis hiicrelere 200 pL Protein Coktiirme Cozeltisi (Protein
Precipition Solition) ilave edildi. Cozeltinin hiicrelerle iyice temas etmesi igin tiip
20 saniye vortekslendi ve buz iizerinde 5 dakika bekletildi. 13.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi.

e DNA’y1 igeren siipernatan 1,5 mL’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve
tizerine 600 puL oda sicakliginda izopropanol ilave edildi. DNA iplikg¢ikleri goriinene kadar
tiip alt-iist edilerek karistirildi. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatan dikkatlice uzaklastirildi ve tiipe 600 pnL oda sicakliginda %70’lik etanol
ilave edildi ve yavasca alt-list edilerek DNA pelletinin yikanmasi saglandi. 13.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildi ve etanol pipetle uzaklastirild.
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e Tiip oda sicakliginda 10 dakika bekletilerek etanoliin tamamen uzaklasmasi
saglandi.

e Son olarak elde edilen DNA pelleti 50 uL DNA Rehidrasyon Cozeltisi (DNA
Rehydration Solution) ilave edilerek 65 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu bir saatlik
inkiibasyon siiresi boyunca periyodik olarak tiipler dibe vurulmak suretiyle DNA ¢oziildi.

e Genomik DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra, elde edilen DNA kullanilacag:

zamana kadar 4 °C’de saklandi.

2.2.3. Plazmit DNA Izolasyonu

DNA pargasi iceren ya da igermeyen biitliin plazmitler “Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi. Genomik DNA
kiitiiphanesi olusturmak i¢in vektor olarak pUC 18 plazmiti kullanildi. pUC 18 plazmitini
iceren E. coli IM101 hiicresinden LB besiyerine ekim yapilarak gece kiiltiirii hazirlandi.

e 1-5 mL gece kiiltiirii 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatani
uzaklastirildi.

e Uzerine 250 pL Hiicre Siispansiyon Cozeltisi (Cell Resuspension Solution) ilave
edilip vorteksle pelletin tamamen ¢dzlinmesi saglandi.

e 250 uL Hiicre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildi ve tiip 4 kere alt-iist
edilerek karistirildi. Hiicre siispansiyonu berraklasana kadar tiip yaklasik 4 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

e 10 uL Alkali Proteaz Cozeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edildi ve tiip
4 kere alt-iist edildi. Oda sicakliginda 4 dakika bekletildi.

¢ 350 uL Notralizasyon Cozeltisi (Neutralization Solution) ilave edildi ve tiip derhal
4 kere alt-iist edilerek karistirildi.

e Elde edilen bakteriyal lizat 13.000 rpm’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatan minikolon (SV Minicolumn) i¢ine aktarilarak 13.000 rpm’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama kabma gecen sivi
uzaklastirildi.

e Minikolona 750 puL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi
ve 13.000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika santriflij edildi. Toplama kabina gecen sivi
uzaklagtirildi.
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e Minikolon bir kez daha 250 puL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution)
ile yikandi.

e Minikolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve 100 pL Niikleaz Igermeyen Su
(Nuclease-Free Water) ilave edildi. Minikolon 13.000 rpm’de oda sicakliginda 1 dakika
santrifiij edilerek DNA’nin ¢ozeltiye gegmesi saglandi. Elde edilen plazmit DNA ¢ozeltisi
-20 °C’de saklandu.

2.2.4. DNA Konsantrasyonunun Olciilmesi

Genomik ve plazmit DNA ¢d6zeltilerinin konsantrasyonu, niikleotitlerin heterosiklik
halkalarinin 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme 6zelliginden yararlanilarak
Olciildii (Temizkan ve Arda, 2004). DNA c¢ozeltisi saf su ile 100 kat seyreltilerek 260
nm’de absorbans okundu. 1 absorbans degeri, cift iplikli DNA i¢in 50 ug/mL’ye karsilik

gelmektedir. DNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda asagidaki esitlikden yararlanildi.

DNA (png/mL veya ng/uL) = 260 mn’deki absorbans x Seyrelme Faktorii x 50

2.2.5. Genomik ve Plazmit DNA’larinin EcoR 1 ile Kesimi

Genomik DNA (gDNA) (850 ng / mL) ve pUC 18 plazmit DNA (930 pg / mL)’s1
50 pL son hacimde ayr1 ayri kesildi (Maniatis vd.,1989).

gDNA /pUC 18 5ug

10x H Tamponu SuL

EcoR 1 1,5 uL (10 U)

dd H,O 50 uL’ye tamamlandi

Plazmit DNA’y1 iceren reaksiyon karigimi 37 °C’de 2-3 saat, genomik DNA’y1
iceren reaksiyon karigimi ise 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Daha sonra enzimin
deaktivasyonu i¢in karigimlar 65 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Sonuglar agaroz jel

elektroforezinde goriintiilendi.



49

2.2.6. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi yatay jel tanki kullanilarak gerceklestirildi (Maniatis vd., 1989).

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

¢ Jel donduktan sonra, elektroforez kab1 1X TAE ile doldurulup her bir kuyucuga
ayri bir yerde karigtirilmis olan 1 pL jel ylikleme boyasi ve 5 pLL DNA yiiklendi.

¢ Yaklasik 1 saat 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’mn Etanol ile Coktiiriilmesi

DNA’nin etanol ile ¢oktiiriilmesi restriksiyon enzimleri ile kesimden sonra ayrica
PCR’den sonra ¢ozelti igindeki proteinlerin ve tamponlarin uzaklastirilmasi amaci ile
yapildi (URL-5, 2008).

e DNA c¢ozeltisi lizerine tuz konsantrasyonunu 0,3 M’a ayarlamak ic¢in 1/10 kadar
3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edilip iyive karistirildi ve son hacmin 2,5 kat1 kadar
%96’lik soguk etanol ilave edildi. Tiip alt-list edilerek karistirildi ve -20 °C’de 1 saat
bekletildi. Oda sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist faz
uzaklastirildi.

e DNA peltesi iizerine 500 pL %96°lik soguk etanol ilave edilerek hafifca karistirildi
ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz uzaklastirildu.

e Yikama islemi 500 pL %70’lik soguk etanol ile tekrarlandi. 13.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilerek iist faz uzaklastirildi. Eppendorf i¢indeki DNA, etanoliin
tamamen uzaklasmasi i¢in oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

e Pellet halindeki DNA uygun miktarda nukleaz icermeyen suda ¢oziilerek -20 °C’de

saklandi.
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2.2.8. gDNA Parcalarimin pUC 18 Vektoriine Ligasyonu

EcoR 1 kesilen gDNA’dan elde edilen parcalar aymi enzimle kesilen pUCI8
vektoriine T4-DNA Ligaz enzimi yardimu ile yapistirildi (Maniatis vd.,1989).

pUCI18 (vektor DNA) 2 uL

gDNA pargalari (insert DNA) 4 uL

10x Ligaz Tamponu 2 uL

T4-DNA Ligaz 2uL (5 U)

Niikleaz igermeyen su 20 pL’ye tamamlandi

Reaksiyon karisimi 23 °C’de bir gece inkiibe edilerek reaksiyon gerceklestirildi.

2.2.9. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicrelerin hazirlanis1 kalsiyum kloriir metoduna gore gergeklestirildi
(Maniatis vd.,1989). Kompotent hiicreler E. coli IM101 ve BL21(DE3)pLysS suslar ile
hazirlandi. Genomik DNA kiitiiphanesini olusturmak i¢in DNA parg¢alarini iceren pUC18
ve PCR firiinlerini igeren pGEM-T vektorlerinin transformasyonu icin JM101 susu, genin
tamamini igeren pET-28a(+) vektoriiniin transformasyonu i¢in ise BL21(DE3)pLysS susu
kullanildi.

e Gece kiiltiirti hazirlamak i¢in, 3 mL LB besiyeri igine petriden ekim yapildi. Sivi
kiiltiir gece boyunca 37 °C’de 200 rpm’de sallanarak biiyiitiildii.

e Hazirlanan gece kiiltiiriiniin 600 pL’si 60 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 ve 200 rpm devirde biiyiitiildii.

e Bu degere ulasildiginda hiicre kiiltiiri 30 mL’lik tliplere konularak 4 °C’de
4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi

e Her bir tiipe 10 mL 0,1 M CaCl, ilave edilerek pellet ¢oziildii. Tiipler 30 dakika buz
icinde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatanlar
uzaklagtirildi.
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e Pelletler 2 mL 0,1 M CaCl, ¢ozeltisinde siispansiye edilerek 200 pL hacimlerde
steril mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek 2 saat buzda bekletildi ve transformasyona hazir

hale getirildi.

2.2.10. Transformasyon

Rekombinant olan ve olmayan pUCI18 vektorlerini birbirinden ayirabilmek icin elde
edilen ligasyon {iriinii hazirlanan kompotent hiicrelere aktarilarak ¢ogaltildi. Bunun igin
asagidaki yontem takip edildi (Maniatis vd.,1989).

e Kompotent hiicreleri igeren tlipe 1-5 pL arasinda uygun hacimde plazmit ¢ozeltisi
ilave edilerek 30 dakika buz i¢inde bekletildi.

e Daha sonra tiip 2 dakika 42 °C’de bekletilerek plazmitin hiicre i¢ine ge¢mesi
saglandi.

e Tiip icine 200 pL LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1 saat bekletildi.

e Bu siirenin sonunda tiip i¢indeki siispansiye karigim petriye yayma ekimle ekildi ve
37 °C’de 1 gece bekletilerek plazmiti i¢eren hiicrelerin biiylimesi saglandi.

e Transformasyonda pUCI8 ve pGEM-T vektorleri kullanildigi durumlarda,
50 pg/mL ampisilin iceren LBA’l1 petrilerin iizerine 200 mg/mL’lik IPTG ¢6zeltisinden
45 pL ve 20 mg/mL’lik X-gal ¢ozeltisinden 45 pL eklenip iyice yayilarak kurutuldu ve
daha sonra ekim yapildi. Bu ortamda biiyiiyen mavi ve beyaz kolonilerden sadece
beyazlari secilerek alindu.

e pET-28a(+) vektorii kullanildigi durumlarda ise 50 pg/mL oraninda kanamisin
iceren LBA’l1 petrilerin {izerine 200 mg/mL’lik IPTG ¢ozeltisinden 45 pL eklenip iyice
yayilarak kurutuldu ve daha sonra ekim yapildi. Bu ortamda biiyliyen tiim koloniler

secilerek alindi.

2.2.11. Rekombinant Plazmitlerin izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Petrilerden segilen beyaz koloniler (pUC18 + DNA pargasi), 50 pug/mL ampisilin
iceren LB besiyerine aktarildi ve 37 °C’de gece boyunca 200 rpm’de sallanarak gece
kiiltiirleri hazirlandi. Elde edilen gece kiiltiirlerinden 900 pL alinip 300 pL %80’lik gliserol

cozeltisi ile kanistirllarak gliserol stogu hazirlandi ve bu stoklar gerektiginde kullanilmak
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tizere -20 °C’de saklandi. Rekombinant plazmitler “Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi (Boliim 2.2.3.). izole edilen
rekombinant plazmitler EcoR I enzimi ile kesilerek vektor icine aktarilan DNA pargalar
kontrol edildi. Yaklasik 2 kbg¢’den daha biiyllk DNA parcgalarini igeren rekombinant

plazmitler DNA sira analizi i¢in Macrogen Inc.(Gliney Kore)’e gonderildi.

2.2.12. DNA Siralarmin incelenmesi

G. caldoxylosilyticus TK4 susundan elde edilen DNA ve protein siralart BLAST

programi yardimui ile incelendi.

2.3. invers PCR ile Alkalin Fosfataz Geninin Eksik Kisminin Yakalanmasi

Normal PCR’dan farkli olarak invers PCR’da DNA kalibina baglanacak ileri ve geri
primerler ters yonliidiir. DNA kalibina baglanan primerler ile DNA sentezi disa dogru
gerceklesir. Kalip DNA olarak genellikle restriksiyon enzimleri ile kesilip kendi iizerine

yapismis halkasal DNA pargalar1 kullanilir (Sekil 15).

2.3.1. invers PCR icin Primer Dizaym

AP geninin bagindaki yaklagik 600 bazlik kismin belirlenmesi i¢in invers PCR
gerceklestirildi (Ertunga, 2006) AP’nin bilinen DNA sirasindan yararlanilarak ileri ve geri
primer (Ap F1 ve Ap R1) dizayn edilip, sentezlettirildi (Tablo 5).

2.3.2. Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Primerler arasinda kalan bolgeden DNA’y1 kesmeyen Hind 111, Ava 11, Pst I, Bfa 1,
BamH 1 ve Nhe 1 enzimleri ile genomik DNA uygun sartlarda kesildi (Maniatis vd.,1989).

Reaksiyon karigimlarinin son hacmi 50 pL yapildi.
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gDNA
10x Reaksiyon Tamponu
Restriksiyon Enzimi

dd H,O

2ug

SuL

1 uL (5-10 U)

50 uL’ye tamamlandi

Reaksiyon karigimlart 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Enzimler, uygun
sicaklikta yeterli siire inkiibasyon sonucunda deaktive edildi ve sonuglar agaroz jelde

incelendi.

2.3.3. DNA Parcalarinin Ligasyonu

Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA parcalarinin her birinin kendi iginde
yapisarak dairesel forma doniismesi igin T4-DNA Ligaz enzimi kullanilarak ligasyon

reaksiyonlar1 gergeklestirildi (Maniatis vd.,1989). Reaksiyonlarin son hacimleri 500 pL

yapild.
RE Kesim Karigimi 50 uL
10x Ligaz Tamponu 50 uL
T4-DNA Ligaz 3uL (5 U)
ddH,O 397 uL

Reaksiyon karisimlar1 23 °C’de gece boyunca bekletildi. Etanol ¢oktiirmesi yapilarak
(Boliim 2.2.7) protein ve diger bilesenler uzaklastirildi ve saf DNA pelleti elde edildi.
Pellet 30 uL steril destile suda ¢6ziildii.

2.3.4. invers Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi icin kullanilan invers PCR, ters yonlerde primer
kullanim1 ile gerceklestirildi (Maniatis vd., 1989). Kalip DNA, primerler, dNTP karigima,

tampon ve Tag DNA polimerazin ilavesi ile reaksiyon karigimi hazirlandi ve uygun
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programa ayarlanan PCR cihazinda reaksiyon gergeklestirildi. Sonuglar %1,2’lik agaroz

jelde incelendi.

G. caldoxylosilyticus
genomik DNA’s1

T AP geni T

RE ile kesim . RE ile kesim
LIGASYON

Dairesel DNA

‘ parcalar1 '

INVERS PCR

ApF1 primeri ile
zincir uzamasi

ApR1 primeri ile
zincir uzamast /

Invers PCR igin
kalip halkasal

‘ DNA’lar ’

1 Cogaltilan DNA parcalari

Sekil 15. AP geninin bas kismini1 yakalamak i¢in gergeklestirilen invers PCR’1in sematik
gosterimi
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2.3.4. invers Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tablo 9. invers PCR bilesenleri

Bilesen Miktar

5x Reaksiyon Tamponu 10 uL

MgCl, (25 mM) 4 uL

Kalip DNA 100 ng
Primer I 25 pmol
Primer I1 25 pmol
dNTP Karigim1 (10 mM) 1 ulL

Go Tag DNA Polimeraz 0,25 uL (5U)

dd H,O

50 uL’ye tamamland1

Tablo 10. Invers PCR reaksiyon sartlari

Adim Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayis1
Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 1

Hibridizasyon 53 1 36

Uzama 72 2

Uzama 72 3 1

2.3.5. PCR Uriinlerinin Jelden Ekstraksiyonu

PCR reaksiyon karigimlart %1,2’lik agaroz jele yiiklendi. 100 V’de 45 dakika
yuriitiildiikten sonra UV 1s1k altinda PCR ile ¢ogaltilan fragmentler jelden kesilerek alindi.
DNA fragmentleri DNA Ekstraksiyon Kiti (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System) ile
jelden ekstrakte edildi.

e Kesilen jel parcasi mikrosantrifiij tiiplerine konularak agirhgi kaydedildi. Uzerine

10 mg i¢in 10 pL olacak sekilde Baglanma Cozeltisi (Membran Binding Solution) eklendi

ve 55 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek agaroz tamamen ¢oziildii.
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e Cozlilmiis jel karisimi minikolona (SV Minicolumn) aktarildi. Oda sicakliginda
1 dakika inkiibe edildi. 16.000Xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama
kabina gecen s1vi uzaklagtirildi.

e Minikolona daha evvel etanol ilave edilmis olan yikama c¢ozeltisinden (Wash
Solution) 700 pL ilave edildi ve 16.000Xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Minikolondan
toplama kabina gegen sivi uzaklastirildi.

e Ayni islem 500 pL yikama ¢6zeltisi kullanilarak tekrarlandi. 16.000X g’de 2 dakika
santrifiij edildi. Minikolondan toplama kabina gecen s1vi uzaklagtirildi.

e Minikolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. 50 pL Niikleaz Icermeyen Su
(Nuclease-Free Water) ilave edildi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra
16.000X g’de 2 dakika santrifiij edilerek DNA’nin ¢ozeltiye gegmesi saglandi. Saf PCR
tirtiniinii igeren ¢ozeltiden 5 pL alinarak agaroz elektroforezinde DNA parcalar1 kontrol

edildi.

2.3.6. PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine Ligasyonu

PCR iiriinleri pGEM-T Easy klonlama vektoriine T4-DNA Ligaz enzimi yardimi ile
yapistirildi (Maniatis vd.,1989).

PCR Uriinii 3uL
pGEM-T Easy Vektorii 0,5 uL

2x Ligasyon Tamponu 5uL
T4-DNA Ligaz 1,5 uL (5 U)

Karigimlar 4 °C’de bir gece bekletilerek ligasyon gergeklestirildi.

2.3.7. E. coli JM101’e Transformasyon

Ligasyon iiriinleri E. coli JM101 hiicresine aktarilarak (Bolim 2.2.9. ve 2.2.10.)
rekombinat plazmitler ¢ogaltildi. IPTG ve X-gal iceren ampisilinli LBA petrilerinden
beyaz koloniler segilerek alindi (Maniatis vd.,1989).
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2.3.8. Rekombinant Plazmit izolasyonu ve Sira Analizi

Secilen beyaz koloniler ampisilinli LB besiyerinde 37 °C’de 200 rpm’de 1 gece
blyiitiilerek gece kiiltiirleri hazirlandi. Rekombinant plazmitler “Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega) kiti kullanilarak izole edildi (Bolim
2.2.3.). izole edilen plazmitler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve DNA parcasi igeren
plazmitler tespit edildi. Bu plazmitler EcoR I enzimi ile kesilerek vektor icine aktarilan
DNA pargalar1 kontrol edildi. DNA parcast iceren plazmitler DNA sira analizi i¢in
Macrogen Inc.’e (Giiney Kore) gonderildi.

2.4. AP Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Genin Ekspresyonu

2.4.1. Primer Dizaym ve Sentezi

AP geninin tam sirasin1 yakalamak i¢in ileri (Ap F2) ve geri (Ap R2) primer dizayn
edildi (Sekil 16). ileri primerler baslama kodonundan &nce Nhe I kesim bdlgesini igerecek
sekilde dizayn edildi. Geri primer ise dur kodonundan once tekrar bir dur kodonu ve

BamH 1 kesim bolgesini igerecek sekilde dizayn edildi ve sentez ettirildi.

2.4.2. AP Geninin Tamaminin PCR ile Cogaltilmasi

DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR, Maniatis ve arkadaslaria (1989)
gore gerceklestirildi. Kalip DNA, primerler, dNTP karisimi, tampon ve Tag DNA
polimerazin ilavesi ile reaksiyon karigimi hazirlandi (Tablo 11) ve uygun programa (Tablo
12) ayarlanan PCR cihazinda reaksiyon gergeklestirildi. PCR f{iriinleri %1°lik agaroz jelde
yuriitiildii ve UV 151k altinda incelendi.
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Alkalin Fosfataz -

Ap F2 5’-GGCTAGCTTAAAATTGTTCAGAAAAAAA&TCTTACC-3’

Nhe ]

Alkalin Fosfataz

ApR2  5-CGGATCCGTCAACTACTTATCTTCAATGAC-3’

BamHI Dur Dur

Sekil 16. AP geninin tamamin1 ¢ogaltmak i¢in kullanilan ileri ve geri primerlerin
niikleotit sirasi. Koyu yazilan niikleotitler, alkalin fosfataz geninin
baslangi¢ ve bitis bolgelerine denk gelmektedir

Tablo 11. PCR reaksiyonunun bilesenleri

Bilesen Miktar

5x Reaksiyon Tamponu 10 L

MgCl, (25 mM) 4 uL

Kalip DNA 100 ng
Primer I 25 pmol
Primer II 25 pmol
dNTP Karigimi (10 mM) 1 uL

Tagq DNA Polimeraz 0,25 uL (5 U)

dd H,O

50 pL’ye tamamland1

Tablo 12. PCR reaksiyonunun sartlari

Adim Sicaklik (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayis1
Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 94 1

Hibridizasyon 53 1 36

Uzama 72 2

Uzama 72 5 1
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2.4.3. PCR Uriinii ve pET-28a(+) Vektoriiniin BamH I ve Nhe I ile Kesilmesi

Hem PCR f{iriinleri hem de pET-28a(+) vektorii iki ucundan da restriksiyon enzimleri
ile kesilerek sarkik uclarin olusturulmasi ve ligasyonla bu uglarin birleserek genin vektore
klonlanmas1 amaglanmaktadir. Bu amagla PCR iiriinleri ve pET-28a(+) vektorii BamH I ve

Nhe I restriksiyon enzimleri ile kesilerek ligasyona hazir hale getirildi (Maniatis vd.,1989).

PCR iirlinii 15 uL

10x Tango Tamponu SuL

BamH 1 1 ul (10 U)
Nhe 1 1 ul (10 U)
dd H,O 28 uL

Reaksiyon karisimi 37 °C’de 6 saat inkiibe edildi.

pET-28a(+) Vektori Sug

10x Tango Tamponu S5uL

BamH 1 1 uL (10 U)

Nhe 1 1 uL (10 U)

dd H,O 50 puL’ye tamamlandi

Reaksiyon karisimi 37 °C’de 6 saat inkiibe edildi.

2.4.4. Genin pET-28a(+) Vektoriine Ligasyonu

Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA’lar %1’lik agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilerek jelden DNA Ekstraksiyon Kiti yardimi ile alindi (Boliim 2.3.5) ve 20’ser uL
steril destile suda ¢oziildii. T4 DNA Ligaz enzimi ile PCR iiriinii pET-28a(+) vektoriine
yapistirildi (Maniatis vd.,1989).
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pET-28a(+) (vektor DNA) 10 uL

PCR firiinii (insert DNA) 10 uL

10x Ligaz Tamponu 3ul
T4-DNA Ligaz 0,5uL (5 U)
dd H,O 6,5 ul

Reaksiyon karisimi 16 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

2.4.5. Rekombinant Plazmitin BL21(DE3)pLysS Hiicresine Transformasyonu
ve Izolasyonu

Ligasyon iirlinii bir giin 6nceden hazirlanan E. coli BL21(DE3)pLysS kompotent
hiicresine aktarildi (Boliim 2.2.9. ve 2.2.10.). Kanamisin i¢ceren LBA petrilerden se¢ilen
koloniler 3 mL kanamisinli LB besiyerine ekilerek 37 °C’de gece Kkiiltiirleri hazirlandi.
Plazmit izolasyonu “Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) kiti
kullanilarak gerceklestirildi (Béliim 2.2.2.). Izole edilen plazmitler %0,7’lik agaroz jelde
yiriitilerek DNA parcasi icerenler tespit edildi. Bu plazmitler BamH 1 ve Nhe 1
restriksiyon enzimleri ile kesilerek igerdikleri DNA parcalart %1°lik agaroz jelde kontrol
edildi. AP genini igeren plazmit biyokimyasal karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilmak
tizere gliserol stogu (900 uL gece kiiltiiri + 300 pL gliserol) yapilarak -20 °C’de saklandi.

Ayrica izole edilen rekombinant plazmit DNA sira analizi i¢in Macrogen Inc.’e gonderildi.

2.5. Alkalin Fosfatazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.5.1. Alkalin Fosfatazin E. coli’de Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

pET28a(+) vektoriine klonlanan alkalin fosfataz geninin E. coli BL21(DE3)pLysS
susunda ekspres edilmesi saglandi ve N- ucunda bulunan 6 tane histidin biriminden dolayz,
ekspres edilen protein nikel kolonu igeren “Protein Saflastirma Kiti” (Magnehis Protein
Purification System) kullanilarak saflastirildi (Sekil 17). Proteinin ekspresyonu ve

saflastirilmasinda asagidaki basamaklar takip edildi.
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Hiicreler

l Parcalama
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hiicreler
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Sekil 17. Polihis-tag kuyrugu iceren AP proteininin nikel kolonu ile
saflagtirilmasinin sematik gosterimi
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Hazirlanan stok kiiltirden 3 mL LB besiyerine ekildi ve gece boyunca 37 °C’de
sallayicida sallanarak gece kiiltiirii hazirlandi. Ertesi giin 50 pg/mL kanamisin iceren LB
besiyerinin 100 mL’sine 1 mL gece kiiltiirii eklendi ve 37 °C’de 600 nm’deki optik
yogunlugu 0,8-1,0 arasina gelinceye kadar biiyiitiildii. Istenilen optik yogunluga
ulagildiginda son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG eklenerek 6 saat indiikleme
yapildi. AP’nin hiicreden saflastirilmasi hiicrelerin {iretimini takiben patlatilmasi ve protein
ekstrakti elde edildikten sonra yukarida da belirtildigi gibi “Protein Saflastirma Kiti”
kullanilarak asagida anlatildig1 gibi gerceklestirildi.

Biiyiitiilen hiicreler 8.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildi. Elde edilen
pellet bir gece -20 °C’de inkiibe edildikten sonra 500 pL reaksiyon tamponunda (200 mM
Glisin-NaOH tamponu pH 9,5) ¢6ziildii. Uzerine 0,1 mg lizozim ilave edilerek 30 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda, %80 siddetinde, 1 devirde 5 dakika titresim olacak
sekilde Sartorius Labsonic sonikatdr aleti kullanilarak hiicreler patlatildi. Elde edilen hiicre
soliisyonu 14.800 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak
siipernatan alindi.  Ekim i¢in kullanilan klonun dogrulugundan emin olmak i¢in
siipernatanda AP aktivitesi bakildi. Aktivite varlifindan emin olduktan sonra kaba
ekstrakta protein konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel
elektroforezinde kullanmak iizere bir miktar 6rnek ayrilarak enzim saflagtirma islemlerine
baslanildi. Elde edilen ham ekstrat 15 dakika siireyle 75 °C’de bekletildi. Pargalanan
proteinleri uzaklastirmak i¢in 15 dakika 14.800 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatan alind,
¢oken kisim wuzaklastirildi. Enzimin aktivitesini korudugundan emin olmak igin
slipernatanda tekrar AP aktivitesi bakildi. Aktivite varligindan emin olduktan sonra kaba
ekstrakta protein konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel
elektroforezinde kullanmak iizere bir miktar 6rnek ayrilarak saflagtirma asamasina gecildi.

e Siipernatan mikrosantrifiij tiiplerine 1’er mL olacak sekilde aktarildi.

e Her bir tiipe 120 pL Nikel-Parcaciklart (MagneHis Ni-Particles) eklendi. 10 kez
nazikce pipetlendikten sonra oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Bu islem sonucunda
N- ucunda bulunan 6 tane histidinden dolay1 rekombinant protein +2 yiiklii nikel iyonlarina
baglanarak slipernatandan ayrildi.

e Nikel-parcaciklarini tliplerin kenarma toplamak ig¢in tiipler magnetik tutucuya

yerlestirildi. 30 saniye bekledikten sonra siipernatan uzaklastirildi.
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e Tiipler magnetik tutucudan alinarak {izerlerine 1000’er pl. Baglanma/Yikama
Tamponu (MagneHis Binding/Washing Buffer) eklenip 10 kez pipetlendi ve 2 dakika
inklibe edildi. Bdylece, nikel-parcaciklarimin yikanmasi saglandi. Tiipler magnetik
tutucuya yerlestirilerek yaklasik 30 saniye beklendi ve siipernatan dikkatlice uzaklagtirildi.

¢ Yikama basamagi 2 kez daha tekrar edildi.

e Her bir tlipe 350 pL Eliisyon Tamponu (MagneHis Elution Buffer) ilave edildi ve
pipetleme islemini takiben oda sicakliginda 2 dakika bekletildi. Eliisyon Tamponu
ilavesiyle nikele baglh protein ¢ozeltiye birakildi. Magnetik tutucuya konulan tiiplerden

siipernatan yaklagik 30 saniye sonra dikkatlice alinarak -20 °C’de saklandi.

2.5.2. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore gergeklestirildi (Lowry vd., 1951) Standart
olarak bovin serum albumin (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafigi i¢in bir seri serum
albumin ¢ozeltisi hazirlandi. Tayinin gerceklestirilmesi i¢in asagidaki islemler
gerceklestirildi.

e BSA standartlari, kor 6rnek ve protein 6rnegi 5’er mL Lowry C belirteci ile
karistirildi.

¢ Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

¢ 0,5 mL Lowry D belirteci hizla tiiplere eklendi ve vortekslendi.

e Tiipler 30 dakika karanlikta bekletildi.

¢ 650 nm’de absorbanslar 6l¢iildii.

e Kalibrasyon grafigi hazirlanarak 6rnegin protein derigimi bulundu.

2.5.3. Dogal Jel Elektroforezi

AP’nin varligr dogal elektroforez ve substrat boyamas: ile ortaya konuldu. Dogal
elektroforez SDS’siz ortamda gerceklestirildi. %5°lik yiikleme jeli ve %12’lik ayirma jeli
kullanildi (Tablo 13).
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Tablo 13. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Yiikleme Jeli (%5) Ayirma Jeli (%12)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) 0,5 mL --

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI) -—- 2,5 mL

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

dd H,O 2,74 mL 3,31 mL

%10 Amonyum persiilfat (APS) 0,04 mL 0,1 mL
N,N,N',N-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,004 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal elektroforez yiiriitme
tamponu ile dolduruldu ve buz dolu bir kap i¢ine yerlestirildi. Dogal elektroforez yiikleme
boyast ile 1:1 oraninda karistirilan standart ve ornekler Hamilton siringasi yardimi ile
kuyucuklara yiiklendi. Her bir kuyucuga yaklasik olarak 20 pg protein yliklendi. Jelde
olusan mavi renkli boya, ylikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’de,
boya, ayirma jelinin sonuna gelene kadar yaklagik 60 dakika 25 mA’de yiriitiildii. Elektrik

akimi kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikartilarak boyama islemine gegildi.

2.5.4. Substrat ve Commassie Boyamasi

Dogal jelde AP aktivitesinin belirlenmesi i¢in sistemden ¢ikarilan jel, derhal 0,5 mM
CoCl; ve 2,5 mM 4-metilumbelliferilfosfat (MUFP) iceren 50 mM pH 9,5 Glisin-NaOH
tamponu igerisinde, aktivite i¢in belirlenen uygun sicaklikta, (50-60 °C) 20 dakika siireyle
bir hava banyolu ¢alkalayicida inkiibe edildi. Aktif bantlar UV 13181 altinda incelendi ve jel
goriintiileme cihazinda kaydedildi (Zappa vd., 2001).

Jeldeki denatiire olmamis proteinlerin gorlinlir hale getirilmesi i¢in Coomassie
Brillant Mavisinin proteinlere baglanma o6zelliginden yararlanildi (Meyer ve Lamberts,
1965). Jel Coomassie Brillant Mavisini igeren boyama ¢ozeltisi i¢inde hafifge sallanarak
yaklasik 2 saat bekletildi. Protein bantlarinin goriinlir hale getirilmesi i¢in ise boya
uzaklagtirma ¢ozeltisi ile yaklasik 2-3 saat muamele edildi. Bantlar1 goriiniir hale getirilen

jel, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.
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2.5.5. SDS Jel Elektroforezi
Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Maniatis ve

arkadaslarina (1989) gore gerceklestirildi. %5’lik yiikleme ve %12’luk ayirma jeli
kullanildi (Tablo 14).

Tablo 14. SDS jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Yiikleme Jeli (%5) Ayirma Jeli (%12)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) 0,5 mL -

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI) -—- 2,5 mL

%10 SDS 0,04 mL 0,1 mL

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

dd H,O 2,7mL 3,3mL

%10 Amonyum persiilfat (APS) 0,04 mL 0,1 mL
N,N,N',N-tetrametiletilendiamin (TEMED) 0,004 mL 0,004 mL

Hazirlanan jel donduktan sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS vyiiriitme tamponu ile
dolduruldu. SDS yiiriitme boyasi ile 1:1 oraninda karistirilan standart ve 6rnekler 95 °C’de
5 dakika inkiibe edilerek proteinler denatiire edildi ve Hamilton siringasi yardim ile
kuyucuklara yiiklendi. Her bir kuyucuga yaklasik olarak 20 pg protein yliklendi. Jelde
olusan mavi renkli boya, ylikleme jelinden c¢ikana kadar yaklasik olarak 15 dakika
20 mA’de, boya, ayirma jelinin sonuna gelene kadar yaklagik 60 dakika 25 mA’de
yiritiildi. Elektrik akimi kesildikten sonra, jel sistemden dikkatlice ¢ikarildi ve coomassie
brillant mavisini iceren boyama ¢dOzeltisi icinde hafif¢ce sallanarak yaklagik 2 saat
bekletildi. Protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi i¢in ise boya uzaklastirma ¢ozeltisi
ile yaklasik 2-3 saat muamele edildi (B6liim 2.5.4). Bantlar1 goriiniir hale getirilen jel, jel

goriintiileme cihazinda kaydedildi.
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2.6. Alkalin Fosfataz Aktivitesinin Tayini

Alkalin fosfataz aktivitesi spektrofotometrik olarak 410 nm’de p-nitrofenol fosfattan
(p-NPP) p-nitrofenoliin (p-NP) saliniminin izlenmesiyle 6l¢iildii. Reaksiyon karisiminin
son hacmi 1 mL olacak sekilde 200 mM glisin-NaOH tamponu i¢inde uygun miktarda
substrat ve enzimin 15 dakika inkiibe edilmesiyle enzimatik reaksiyon gerceklestirildi.
Reaksiyon 50 puL soguk 4 N NaOH ilavesiyle durduruldu. (De Prada vd., 1996, Li vd.,
2007). 1 inite enzim aktivitesi, 1 dakikada olusan 1 pmol p-NP olarak tanimlandi.

Aktivitenin mg saf proteine oranlanmasiyla da spesifik aktivite belirlendi.

2.6.1. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

AP aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek amaci ile aktivitenin Olgiildiigli rutin
yontemde substrat ¢ozeltisinin hazirlandig1 tampon ¢ozeltinin tiirii ve pH’s1 degistirilerek
AP’nin substrat: ile olan reaksiyonu 60 °C’de gerceklestirildi. Bu testlerde substratin ve
enzimin son konsantrasyonu sabit olacak sekilde ayarlandi. Kullanilan tiim tampon
cozeltiler 200 mM konsantrasyonda olup pH 3,0-6,5 araliginda sodyum asetat, pH 6,0-8,0
araliginda fosfat, pH 6,5-10,0 araliginda Tris-HCI, pH 8,5-11,0 araliginda glisin-NaOH

tamponlar1 kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesi ile optimum pH belirlendi.

2.6.2. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

AP’nin optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi i¢in termal sallayic1 kullanilarak
10-90 °C araliginda 10 °C’lik artiglarla AP’nin substrati ile reaksiyonu gergeklestirildi.
Mikrotiipler i¢inde pH’s1 9,5 olan Glisin-NaOH tamponunda ¢oziilen substratin ve enzimin
son konsantrasyonu sabit olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen veriler kullanilarak AP

enziminin optimum sicaklig1 tespit edildi.

2.6.3. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Protein Miktarimin EtKisi

Protein miktar1 sabit tutularak gerceklestirilen optimum pH ve sicaklik tayinlerinden

sonra sabit substrat konsantrasyonunda ve farkli enzim konsantrasyonlarinda (0,1 — 200
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png/mL nihai konsantrasyon araliginda) enzim aktivitesinin degisimi incelendi. Elde edilen

veriler kullanilarak degisen protein miktari ile aktivite iligkisi ortaya konuldu.

2.6.4. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

AP aktivitesinin substrat konsantrasyonuna bagimlilifinin incelenmesi i¢in
25 mM’lik stok p-NPP c¢ozeltisi Glisin-NaOH (pH 9,5) tamponunda hazirland1 ve AP’nin
katalizledigi reaksiyon 50 °C’de gergeklestirildi. Her bir o0lglim i¢in farkh
konsantrasyonlarda p-NPP (0,01 mM ile 1 mM nihai konsatrasyonu araliginda) ve etkin
enzim konsantrasyonunda AP kullanilarak rutin reaksiyonlar gerceklestirildi. Elde edilen
verilerden substrat doygunluk ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek optimum substrat

konsantrasyonu ve Vs ve Ky, kinetik verileri elde edildi.

2.6.5. Alkalin Fosfatazin Isil Kararhhigimin incelenmesi

Rekombinant enzimin sahip oldugu aktivitenin 1s1l kararliliginin belirlenmesi i¢in
enzim ¢ozeltisi 30 dakikalik zaman dilimlerinde 2 saate kadar sicakliktaki 10 °C’lik
artiglarla 10-70 °C arasinda inkiibe edildi. Tespit edilen sartlarda bekletilen enzim ¢ozeltisi,
oda sicakligina kadar sogutularak daha once belirlenen optimum sartlarda aktivite testleri
gerceklestirildi. % kalan aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis

enzimin optimum sartlarda belirlenen aktivite degeri ile karsilastirilarak hesaplandi.

2.6.6. Alkalin Fosfatazin pH Kararhhigmin incelenmesi

pH kararliligint incelemek icin, elde edilen saf enzim eliati, 200 mM
konsantrasyondaki pH 7,0-7,5 fosfat tamponu, pH 8,0-8,5 Tris-HCl tamponu ve
pH 9,0-11,0 Glisin-NaOH tamponu ile 1:1 oraninda karistirild1 ve 4 °C’de 12, 24 ve 48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda bu enzim-tampon karisimlarindan, enzimin nihai
konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde alinarak, optimum pH’da ve optimum substrat
konsantrasyonunda aktivitesi 6l¢iildii. Ayrica enzim, inkiibasyona tabi tutulmadan, ayni
tamponlar igerisindeki karisimi hazirlanir hazirlanmaz hemen aktivitesi 6l¢iildii ve enzimin

yiizde kalan aktivitesi belirlendi (Ozen vd., 2004).
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2.6.7. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal iyonlarinin ve EDTA’nin
Etkisinin Incelenmesi

AP aktivitesi iizerine metal iyonlarmin etkisini incelemek amaci ile monovalent K,
Na', Li", divalent Ni*", Hg*", Mg*", Mn*", Zn*", Ca®", Co*", Cd*", Cu®" ve trivalent Cr’" ile
AP’ iyonlarinin kloriir tuzlarmm 100 mM’lik stok ¢ézeltileri kullanildi. Kullamlan metal
iyonlarinin nihai konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde her bir metal iyonu reaksiyon
ortamina ayr1 ayr1 ilave edilerek, derhal 50 °C’de reaksiyonlar gerceklestirildi ve aktivite
tayini yapildi. Sonuglar metal iyonu icermeyen denemeden elde edilen sonugla
karsilastirilarak bu metal iyonlarinin AP aktivitesi iizerine etkisi incelendi. Aktif
bolgesinde Mg*" ve Zn*" igerdigi bilinen AP’lerin genel inhibitérii olan EDTA’min aktivite
lizerine etkisini incelemek amaci ile nihai konsantrasyonu 1mM olacak sekilde EDTA-
sodyum tuzu reaksiyon karistmina ilave edilerek reaksiyon gerceklestirildi. Sonuglar
EDTA icermeyen denemeden elde edilen sonugla karsilastirilarak EDTA’nin aktivite
lizerine etkisi incelendi. Ayni denemeler, enzimle, metal iyonu ve EDTA-sodyum tuzu

¢ozeltisinin 30 dakika 6n inkiibasyonundan sonra gerceklestirildi. Sonuclar karsilastirildi.



3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA Kkiitiiphanesi olusturmak i¢in Geobacillus caldoxylosilyticus TK4
genomik DNA’s1 EcoR 1 restriksiyon enzimi ile kesilerek elde edilen fragmentler pUC 18
plazmitine klonlandi1 ve Escherichia coli IM101 hiicresine aktarildi (Sekil 14). Yaklasik
500 rekombinant plazmit izole edilerek uygun sartlarda saklandi. DNA sira analizine
gonderilen bir grup plazmitin DNA ve protein siralar1 BLAST programinda incelendi ve
klon 17’nin (pUC-P17) 3'- ucundan baslayarak okunan siranin Exiguobacterium sibiricum
255-15 alkalin fosfatazina % 73 oraninda benzerlik gdsterdigi ve alkalin fosfataz geninin

(AP) dur kodonunu da igeren 786 bazlik kisminin tespit edildigi belirlendi.

3.2. invers PCR ile Genin Sonunun Yakalanmasi

Ap F1 ve Ap R1 primerleri kullanilarak gergeklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile genin yaklasik 600 bazlik baslangic kisminin yakalanmasi hedeflendi. Bu amagla
yakalanan gen parcasinda kesim bolgeleri olmayan Hind 111, Ava 11, Pst 1, Bfa 1, BamH 1,
ve Nde I restriksiyon enzimleri tespit edildi ve G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’s1
ayr1 ayr1 bu enzimlerle kesilerek DNA fragmentleri olusturuldu. Bu fragmentlerin T4 DNA
ligaz enzimi ile kendi lstlerine katlanmas1 saglandi. Elde edilen halkasal DNA’lar invers
PCR’da kalip DNA olarak kullanildi (Sekil 15). Uygun sartlarda gerceklestirilen invers
PCR sonuglar1 % 1’lik jelde goriintiilendi. Ava 1I ile kesilen genomik DNA ile yapilan
PCR’da yaklagik 1250 bazlik PCR iiriinii elde edildi (Sekil 18).

Elde edilen PCR iirlinii pGEM-T Easy vektoriine klonland1 ve DNA sira analizine
gonderildi. Sira analizi sonuglarinin incelenmesi sonucu AP geninin 600 bazlik baslangi¢
kisminin belirlendigi tespit edildi (Sekil 19). Bulunan bu yeni DNA sirast amino asit
sirasma cevrilerek BLAST programu ile incelendi. Incelenen amino asit sirasmin, zellikle
Bacillus tiri alkalin fosfatazlara yaklasik % 70 oraninda benzerligi tespit edildi (niikleotit

siras1 verilmemistir).
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1500 bg ~1250 be

Sekil 18. Invers PCR iiriiniiniin % 1’lik jeldeki goriintiisii. M; 1 Kb
standart, 1; PCR iirtinii (~1250 bg)

3.3. Alkalin Fosfataz Geninin pET28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve
Ekspresyonu

AP geninin tam sirasinin incelenmesi sonucu uygun primerler dizayn edildi (Ap F2 ,
Ap F3 ve Ap R2). G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’s1 kalip DNA olmak iizere
dizayn edilen pirimerler kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu 1410 bg’lik genin
tamami ¢ogaltildi (Sekil 20). PCR iirlinli BamH 1 ve Nhe I enzimleri ile kesildi ve yine ayni1
enzimlerle kesilen pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlandi. Rekombinant vektor
ekspresyon i¢in E. coli BL21(DE3)pLysS hiicresine aktarildi ve stok kiiltiirii yapilarak
-20 °C’de saklandu.
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, ApF2 ‘
TTAAAATTGTTCAGAAAAAAAATCTEACCCTTGACAGTTGTTTCTACCATAGCTTTAGGAAGTTTATTAGGAA

TGGGAAGCATCACAGAAACAGATGCAAAAGAAAAGAAAGGTCATGACCATGGAAAAGTAAAAAATATCATTTT
TATGATTGGTGACGGAATGGGTGTATCTTATACTTCCGCATATCGTTACTTAAAAGACAACCCAAATACAAAA
TTTGTTGAGAGAACTGAGTTTGACAAATATCTTGTCGGTCAACAGATGACTTATCCTAAAGACCCTAAAAAAA
ATATCACTGATTCTGCTTCCGCTGCGACAGCGATGGCAGCTGGAATTAAAACATATAATGCAGCCATTTCTGT
GGATAATGATGGTTCAGAAGTAAAAACTGTACTCGAAGCTGCAAAAGCAGCAGGTAAAGCAACTGGTCTTGTC
GCCACTTCTGAAATTACACACGCAACTCCTGCATCATTCGGTGCTCATGATGAAAACCGTCAAAATATGAACG
CTATTGCCAATGACTACTATGATGAATTAATCAATAGCGAGCATAAAGTCGATGTTTTGCTGGGGGGAGGAAC

ApR1
CGATCTATTTATCCGTAAGGATCGCAACCTTGTGGAAGAATTCAAAAAAGACGGATACAGCTATGTGACGAAT

CGCAACGAATTATTAAAAGATCAAAACGAACAAGTTCTTGGTTTGTTTGCCCCAAGAGGACTTCCGAAAATGA
TCGACCGAACGGAAGACATTCCTTCCCTGGAAGAAATGACAAAATCGGCAATTGAGCGTTTAAGCAAAGATAA
AGATGGGTTCTTCTTGATGGTGGAAGGAAGCCAGATTGACTGGGCGGGACACGACAATGATATTGTTTCTGCG
ATGAGTGAAATGGAGGATTTTGAAAAAGCATTCAAAGCAGCTATAGAGTTTGCCAAAAAGGACAAGCATACGC
TTGTTGTCGCTACAGCTGACCACTCCACTGGTGGTTACTCCATTGGAGCAGACGGCATTTATAATTGGTTTGG
TGCGCCAATTAAAGCGGCAAAACGCACGCCTGACTTTATGGCAGAAGAGATTGCCAATGGCGCCGATGTTGAA
GAGACGTTGAAAAAGTATATCGATTTGGAATTGACGGCTGAAGAAATACAATCTGTAAAAGATGCCGCTGAAC
AAGGGAAAGCGGACAAGGATAAAGGTGTAAAAAGAGTGGATGATGCGATCGAACATATTTTTGACAAGCGTTC

Ap F1
ACATACTGGCTGGACAACAAGCGCCCATACCGGGGAAGACGf&CCTGTTTATGCATATGGTCCGGGAAGTGAA

CGTTTCGCTGGACAAATAGAGAACACGGATCATGCCAAAATCATCTTTGATATTTTAGGAAAAGGAAAACAAA

AAATTGTCATTGAAGATAAGTAG- 3'
Ap R2

Sekil 19. G. caldoxylosilyticus TK4 genomik DNA’smin AP’yi igeren parcasi. Alt1 ¢izili
kodonlar sirasi ile “16sin” ve “dur” sinyallerini kodlamaktadir. Oklarla gosterilen
bolgeler ise kullanilan primer siralarini géstermektedir.
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1500 b
1000 bg

I M

Sekil 20. PCR ile ¢ogaltilan AP geninin % 1’lik jeldeki
gorlintiisi. M; 1 Kb standart, 1; PCR ile
cogaltilan AP geni (~ 1410 bg)

AP geninin DNA siras1 amino asit sirasina ¢evrilerek (Sekil 21) BLAST programi ile
cakistirma yapildi. En c¢ok benzerlik gosterdigi tiirler Tablo 15°de verilmistir. Ayrica,
G. caldoxylosilyticus TK4 AP siras1 Clustal W programi kullanilarak Escherichia coli
W3110, Bacillus cereus ATCC 14579, E. sibiricum 255-15, Bacillus weihenstephanensis
KBAB4 ve Bacillus thuringiensis str. Al Hakam AP’leri ile karsilastirilmis ve korunmusg
bolgeleri tespit edilmistir (Sekil 22).

Tablo 15. G. caldoxylosilyticus TK4 AP amino asit sirasinin diger bazi tiirlerle benzerligi

Bakteri Adi Benzerlik  Bakteri Adi Benzerlik
Bacillus cereus ATCC 14579 % 68 Thermus thermophilus HB27 % 31
Exiguobacterium sibiricum 255-15 % 69 Shewanella sp. SIB1 % 56
Bacillus weihenstephanensis KBAB4 % 67 Homo sapiens (human)placental % 36

Bacillus thuringiensis str. Al Hakam % 67 Escherichia coli % 36
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Sekil 21. G. caldoxylosilyticus TK4 susunun AP geninin DNA ve protein sirasi. Yildizlar
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(***) ile gosterilen kodon “dur” sinyalini temsil etmektedir.
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Sekil 22.
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G. caldoxylosilyticus TK4 AP (TK4AP) amino asit sirasinin Clustal W programi
kullanilarak E. sibiricum 255-155 AP (ESAP), B. cereus ATTC 14579 AP

(BCAP), E. coli W3110 AP (ECAP) ve T. thermophilus HB27
(TTAP)’lerinin amino asit siralar ile ¢akistirma sonuglari. Mavi birimler

AP
tim

siralardaki korunmus birimleri pembe renkli birimlerde ¢ofunda korunan
birimleri gostermektedir. Yildiz (*) ile gosterilen birimler E. coli AP’sinin 3

metal baglanma bolgesini olusturan aminoasit birimlerini gostermektedir. .

coli

AP’sinin katalitik bolgesi (fosforilasyon bolgesi) ve fosfat baglanma bolgesini

olusturan serin ve arginin birimleri sirastyla ® ve A ile gosterilmektedir. E.

AP’sinde fosfat baglanmasi i¢in 6nemli olan K328 § ile gosterilmektedir.

coli
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Sekil 22°nin devami
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3.4. Alkalin Fosfatazin Saflastirilmasi

Ticari olarak mevcut olan pET vektorleri bir ya da iki farkli bdlgede histidin
kodlayan kodonlar (polihistidin-tag) icermektedir. Son zamanlarda siklikla kullanilan bu
yontemle ekspres edilen proteinlerin nikel kolonu ile kolaylikla tek basamakta
saflagtirilmasi saglanmaktadir. AP proteininin saflastirilmasinda bu yontem kullanilmistir.
Yapilan arastirmalar sonucu AP geninin klonlanmasi i¢in pET28a(+) vektoriiniin
kullanilmasimin uygun olacag: tespit edilmis ve ekspresyon vektorii olarak kullanilmistir.
pET28a(+) vektorii ribozom baglanma bolgesinden sonra ve Nhe I kesim bolgesinin hemen
Oniinde 6 tane histidin kodlayan kodon (polihistidin-tag) icermektedir. PCR ile ¢ogaltilan
AP geni 5'- ucundan Nhe 1, 3'- ucundan BamH 1 ile kesilip yine aym1 enzimlerle kesilen
pET28a(+) vektoriine klonlandiginda (pET-AP1), rekombinant vektor, genin baglama
kodonundan hemen 6nce 6 tane histidin kodlayan kodon igerir (Sekil 23). Yani ekspres

edilen AP, N- ucunda 6 tane histidin amino asidi (histidin kuyrugu) igermektedir.

Nhe I BamH 1
pET28a(+) J/ ¢ pET28a(+)
— CATATGGCTAGCATG‘ TAGTTGACGGATCC —
rbb polihis-tag Met AP geni * *

Sekil 23. AP geninin pET28a(+) vektoriine klonlandigi bolgenin sematik gosterimi.
Kirmiz1 ile gosterilen bolge ribozom baglanma bdolgesini (rbb), mavi ile
gosterilen bolge 6 tane histidin birimini, yi1ldizla gosterilen kodonlar ise “dur”
sinyallerini gostermektedir

E. coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edilen AP proteini, nikel taneciklerinin
proteinin N-ucunda bulunan histidin birimlerindeki azotlar ile etkilesmesiyle diger

proteinlerden ayrilarak saflastirildi (Sekil 17).

3.5. Alkalin Fosfatazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1. Alkalin Fosfatazin Elektroforetik Olarak Karakterizasyonu

Saflastirilan proteinin AP aktivitesi Oncelikle elektrofotetik olarak ortaya konuldu.

AP aktivitesi, SDS’siz ve soguk ortamda yapilan dogal elektroforez sonrasinda jelin,
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0,5 mM CoCl; ve 2,5 mM 4-metilumbelliferilfosfat (MUFP) igeren 50 mM pH 9,5 Glisin-
NaOH tamponu igerisinde 50 °C’de 20 dakika siireyle bir hava banyolu c¢alkalayicida
inkiibe edilmesinin ardindan aktif bantlarin UV 15181 altinda incelenmesiyle belirlenmistir

(Zappa vd., 2001). (Sekil 24).

Sekil 24. Dogal poliakrilamid jel elektroforez analizi
A) Aktivite boyamasi B) Coomassie brillant blue boyamasi
1; Saf protein [pET-AP; (E. coli BL21(DE3)pLysS
+pET28a(+) — AP geni] 2; E. coli BL21(DE3)pLysS’nin
hiicre i¢i proteinleri

Sekil 24A-1°de protein tek bant olarak goriilmektedir. Bu da proteinin saf olarak
izole edildigini gostermektedir. Saf proteinin, substrat boyamasi sonucunda bir bant
olusturmasi AP aktivitesi gosterdiginin kanitidir. AP nin yaklasik molekiiler agirhigi ve
farkli alt birimler igerip icermedigi sodyum dodesil siilfat (SDS) jel elektroforezi ile tespit
edilmeye calisilmistir. Gergeklestirilen SDS elektroforezinden sonra jel Coomassie brillant

blue ile boyanarak protein bantlar1 goriiniir hale getirilmistir (Sekil 25).
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M 1

Sekil 25. SDS jel elektroforez analizi. M; protein standartlari, 1; Saf
protein [pET-AP; (E. coli BL21(DE3)pLysS + pET28a(+) —
AP geni]

Sekil 25°te goriildiigii gibi saf protein tek bant halindedir. Bu da enzimin, alt birim
icermedigini ve igeriyorsa da farkli alt birimlerden olusmadigini gostermektedir. Standart
proteinler dikkate alinarak yapilan hesaplamada elektroforezde goriilen bandin molekiiler
agirhigl, yaklasik 50 kDa civarinda bulundu. Ayrica proteinin molekiiler agirligi teorik
olarak da hesaplandi. Yalnizca AP nin amino asit siras1 dikkate alinarak yapilan hesaplama
sonucu molekiiler agirlik 51 kDa olarak bulundu. Fakat AP proteinin pET28a(+)
vektoriinde ekspres edildigi dikkate alindiginda baglama sinyalinden 6nceki polihistidin ve
diger amino asitlerin de géz oniine alinmasi gerekmektedir. Bu sekilde yapilan hesaplama
sonucu histidin kuyrugu igeren AP proteininin molekiiler agirligt 54 kDa olarak
bulunmustur. Teorik molekiiler agirlikla deneysel molekiiler agirlik birbirine olduk¢a yakin

degerlerdir.
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3.5.2. Alkalin Fosfataz Aktivitesinin Spektroskopik Olarak Karakterizasyonu

AP aktivitesi para-nitrofenol fosfattan (p-NPP) para-nitrofenoliin (p-NP) salinimin
410 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesiyle Ol¢tildii (De Prada vd., 1996, Li vd.,
2007). 1 Unite enzim aktivitesi, 1 dakikada olusan 1 pmol p-NP olarak tanimlandi.
Aktivitenin mg saf proteine oranlanmasiyla da spesifik aktivite belirlendi.

AP aktivitesi, G. caldoxylosilyticus TK4 susunun ham ekstraktinda, ekspresyon
hiicresinde (E. coli BL21(DE3)pLysS), 6 saat siireyle indiiklenen ham oOziitte ve saf
enzimde, spektroskopik olarak 6l¢iildii (Tablo 16). Bdylece, izlenen saflagtirma yontemiyle
rekombinant enzimin (ekspresyon hiicresinden) yaklasik olarak 62 kat saflagtirildig: tespit
edildi.

Tablo 16. AP aktivitesinin spektroskopik olarak tayini

Spesifik Aktivite (U/mg protein)

E. coli BL21(DE3)pLysS 0,001
G. caldoxylosilyticus TK4 susu 0,002
Ham 06ziit (6 saat indiiklenen) 0,003
Saf enzim 0,186

Ayrica 181 sokuyla E. coli proteinlerini uzaklagtirmak amaciyla ham ekstrakt,
15 dakika siireyle 75 °C’de bekletildi ve takiben parcalanan proteinleri uzaklastirmak igin
15 dakika 14.800 rpm’de santrifiij yapildi. Elde edilen siipernatan uygun kosullarda
saflagtirildiginda ve 1s1 soku yapilmadan elde edilen saf enzimle spesifik aktivite degerleri
karsilastirildiginda 6nemli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistir.
G. caldoxylosilyticus TK4 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP’ nin
detayli bir sekilde karakterizasyonu icin aktivite {tizerine pH, sicaklik, substrat
konsantrasyonu, protein konsantrasyonu, metal iyonu ve inhibitor etkisi incelendi. Ayrica

enzimin pH ve 1s1l kararlilig1 belirlendi.



80

3.5.2.1. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine pH’ nmin Etkisi

G. caldoxylosilyticus TK4 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP’nin
en yiiksek etkinlik gdsterdigi pH degerinin bulunmasi amaci ile farkli pH degerlerindeki
tamponlarin kullanilmasi ile enzim aktiviteleri belirlenerek pH degerine karsilik gelen
aktivitelerle bir pH - % bagil aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 26). Bu egriden, optimum
pH’nin 9,5 civarinda oldugu belirlenmistir. Enzim aktivitesinin asidik pH degerlerinde
oldukca diisiik oldugu goriilmektedir. Elde edilen bu grafikte, tek bir pikin varligi enzimin

kararl bir sekilde saflagtirildigini da desteklemektedir.

120 1
—&— Sodyum Asetat tampounu
@ 100 1 —e—Fosfat tamponu
= 804 —&— Tris-HCltamponu
-
= —fl— Glisin-NaOH tamponu
< 60 - P
>§o 4
S 0
X 20 -
0 - T T T T T T T 1

20 30 40 50 6,0 7,0 80 90 10,0 11,0 12,0
pH

Sekil 26. Alkalin fosfataz aktivitesi iizerine pH nin etkisi

3.5.2.2. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

G. caldoxylosilyticus TK4 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP’nin en
yuksek etkinlik gosterdigi sicaklik degerinin bulunmasi amaci ile 10-90 °C arasindaki
sicaklik degerlerindeki enzim aktiviteleri belirlenerek sicaklik degerine karsilik gelen
aktivitelerle bir sicaklik - % bagil aktivite grafigi cizildi (Sekil 27). Elde edilen egri, ¢an
egrisi seklindedir ve 50 °C’de aktivite maksimumdur. 60 °C’de aktivitenin yaklasik % 40
oraninda distiigli goriilmektedir. 80 ve 90 °C’de ise aktivite yaklasik % 90 oraninda

kaybolmaktadir.
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% Bagil Aktivite
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0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Sicakhik (°C)

Sekil 27. Alkalin fosfataz aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

3.5.2.3. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Protein Miktarmin Etkisi

G. caldoxylosilyticus TK4 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP’nin
aktivitesi, sabit substrat konsantrasyonunda, proteinin 0,1-200 pg/mL araligindaki
konsantrasyon degisimine bagli olarak incelendi. Sekil 28’deki hiperbolik egriden de

goriilecegi lizere, AP aktivitesi i¢in caligsilan sartlarda optimum enzim konsantrasyonu

100 pg/mL olarak belirlendi.

0 I I I I L}
0 50 100 150 200 250

Protein Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 28. Alkalin fosfataz aktivitesi lizerine enzim miktarinin etkisi
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3.5.2.4. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Protein miktar1 sabit tutularak yapilan bu c¢alismada, G. caldoxylosilyticus TK4
susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP nin enzim aktivitesinin ¢esitli kinetik
verilerle karakterize edilmesi amaci ile nihai konsantrasyonu 0,01-1,0 mM araliginda
olacak sekilde degisik konsantrasyonlardaki p-NPP substratindan salinan p-NP’nin
410 nm’de olusturdugu absorbans Olgiildii. Optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in substrat doygunluk egrisi (Sekil 29), kinetik veriler i¢in ise Lineweaver-
Burk egrisi (Sekil 30) c¢izildi. Substrat doygunluk egrisinden enzim aktivitesinin basit
Michealis-Menten kinetigine uydugu ve optimum p-NPP konsantrasyonunun 250 uM
oldugu tespit edildi. Lineweaver-Burk egrisinden Vs ve Ky degerleri sirasi ile

0,049 U/mg protein ve 87 uM olarak belirlendi.

e = * 4

< &

s ¥

)

n

0 ) ) L) 1
0 200 400 600 800
Substrat Konsantrasyonu (uM)

Sekil 29. p-NPP substrat1 varliginda AP nin doygunluk egrisi
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v

60 - R2 = 0,077

y =1785,2x + 20,33

Ll \Y I Ll

1/[S]

-0,02 -0,015 -0,010 -0,005 o0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Sekil 30. p-NPP substrat1 varliginda AP aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk egrisi

3.5.2.5. Alkalin Fosfatazin Isil Kararlihgimin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliliginin belirlenmesi amaci ile, ¢calismalar 10 ile 70 °C arasinda
10 °C’lik araliklarla ve 30 dakikalik zaman araliklarinda 2 saatlik bir siire boyunca
gerceklestirildi.
degismedigi, 40 °C’de ilk 60, 50 °C’de ise ilk 30 dakikada yaklasik olarak % 50 oraninda
azaldig1 ve 60-70 °C’de ilk 30 dakika da % 10 seviyesine kadar diistiigii gézlemlenmistir

(Sekil 31).

10-30 °C’de tiim zaman dilimleri i¢in aktivitenin Onemli Olciide

% Kalan Aktivite

40 60 80 100
Inkiibasyon Zamam (dak)

120

140

—a—10°C
——20 °C
——30°C
—0—40 °C
=X-50 °C
——60 °C

——"70 °C

Sekil 31. AP’nin 1s1] kararlilik egrisi
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3.5.2.6. Alkalin Fosfatazin pH Kararhhgi

G. caldoxylosilyticus TK4 susundan klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP’nin
pH kararliligini incelemek icin, enzim pH 7,0-11,0 araligindaki farkli tamponlar igerisinde,
4 °C’de 12, 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda olgiilen aktivite,
inkiibasyona tabi tutulmadan 6l¢iilen aktiviteye oranlanarak yiizde kalan aktivite belirlendi.
Sekil 32’de goriildiigii gibi, enzimin, 6zellikle pH 8,0 ve daha bazik pH degerlerinde
12 saatlik inkiibasyonu sonrasinda, aktivitesini % 90’nin iizerinde korudugu goriilmektedir.
24 saatlik inkiibasyon sonunda ise, enzim orjinal aktivitesini % 50 oraninda
kaybetmektedir. 48 saat sonunda ise aktivitede % 90’lara varan bir azalma s6z konusudur.

Sekil 33’de ise her bir pH degerinde inkiibasyon siiresince aktivitedeki degisim

gosterilmistir.

120 —e&— 12 Saat —8— 24 Saat —aA— 48 Saat

100

% Kalan Aktivite
a
S

7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0
pH

Sekil 32. AP’nin pH kararlilig1 (pH-% Kalan Aktivite)
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0 T T T T pH 110

0 12 24 36 48
Inkiibasyon Zamam (saat)

Sekil 33. AP’nin pH kararlilig: (Inkiibasyon zamani-% Kalan Aktivite)

3.5.2.7. Alkalin Fosfataz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal iyonlarinin ve EDTA’nin
Etkisi

AP aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin ve EDTA’nin etkisini ortaya koymak
amaci ile monovalent K', Na', Li", divalent Niz+, Hg2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+, Ca2+, C02+,
Cd**, Cu®" ve trivalent Cr’" ile AI’" iyonlarmin kloriir tuzlari ile EDTA nin sodyum tuzu
kullanildi. 1 mM’lik metal iyonlar1 ve EDTA varliginda ve optimum sartlardaki AP
aktivitesindeki degisimler kaydedildi. Kontrol olarak, metal iyonu veya EDTA ihtiva
etmeyen reaksiyon karisimi kullanildi ve boyle bir karisim i¢in gozlenen aktivite degeri
% 100 kabul edildi. Metal iyonlarinin ¢ogu aktivitede dikkat ¢eken bir degisiklige sebep
olmamaktadir. Hg*", Cd*" ve AI’* varliginda aktivite sirasiyla % 15, % 45 ve % 82 olarak
hesaplanmistir. Ayni metal iyonlarmin enzimle 30 dakika On inkiibasyona maruz
birakilmasinin ardindan yapilan aktivite dl¢iimlerinde sonuglar inkiibasyon yapilmayanla
karsilastirildiginda bagil olarak aynidir. 1 mM’lik EDTA varliginda aktivitenin tamamen
kaybolmasi ise aktif bolgesinde Mg”" ve Zn”" icerdigi bilinen AP’lerin gdsterdigi 6zellikle

uyumlu bir sonugtur.
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Sekil 34. AP aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin ve EDTA nin etkisi




4. SONUCLAR VE TARTISMA

1960°dan beri cesitli kaynaklardan elde edilen alkalin fosfataz (AP)’ler karakterize
edilmektedir. Ornegin Escherichia coli (E. coli) AP’si yap1 ve Kkatalitik ozellikleri
acisindan yogun olarak calisilmistir (Kim ve Wyckoff, 1991; Karamyshev vd., 1998).
Ayrica birka¢c memeli AP’si de karakterize edilmistir (Besman ve Coleman, 1985;
Bortolato vd., 1999).

Direk uygulama acisindan E. coli’den ve sigir bagirsagindan elde edilen AP’ler
molekiiler biyoloji ve immiinodedeksiyon alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Zueva vd., 1993). Bu enzimlerin Western, Southern veya Northern analizi gibi dedeksiyon
kitlerinin bir pargasi olarak kullanilmasi, onlarin nadir olarak gozlenen oOzelliklerine,
ozellikle spesifikligi ve fotokimyasal veya kromojenik sistemlerde ¢alisma kabiliyetlerine
dayanmaktadir. AP’nin tibbi olarak immiinolojik denemelerde ve gida endiistrisinde
kullanim1 gittikge artmaktadir (Niehaus vd., 1999; Vieille ve Zeikus, 2001). Bu tip
uygulamalar yiliksek termal kararlilik ve depo kararliligi gerektirmektedir. Dolayh
uygulama ac¢isindan bakildiginda termal kararli AP’ler, yliksek sicakliklarda metal iyon
bagimli katalizin termal kararlilik mekanizmasini ¢aligmak i¢in iyi modellerdir.

Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen AP’ler, hazirlama veya etiketleme
prosediirleri sirasinda termal denatiirasyona direngli olmalari, kolay taginma ve
depolanmalar1 ve enzimatik aktivitenin yar1 Omrii gibi dogal avantajlar1 sebebiyle
radyoaktif olmayan etiketleme gibi molekiiler biyoloji, immiinoloji ve tedavi amach
calismalarda gittikce ilgi cekici olmaya baslamistir (Li vd., 2007).

Gergeklestirilen calismada, Canakkale Kestanbol kaplicasindan izole edilen, cesitli
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve DNA hibridizasyonu analizi ile yeni bir
tir oldugu ortaya konulan Geobacillus caldoxylosilyticus (G. caldoxylosilyticus) TK4
susundan 1siya direngli AP geni indiiklenebilir T7 RNA polimeraz promotoru igeren
pET28a(+) vektoriine klonlanip E. coli’de ekspres edilmistir. Ekspres edilen enzim
saflagtirllip AP aktivitesi elektroforetik ve spektroskopik olarak ortaya konulmustur.
Spektrofotometrik aktivite testi ile enzimin bazi biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

EcoR 1 enzimi ile genomik DNA Kkiitliphanesi olusturularak yakalanan AP geninin
dur kodonunu da igeren 786 bazlik kismi klon 17 iginde bulunmaktadir. Bu da genin

EcoR 1 kesim bolgesi icerdigini gdstermektedir. invers PCR yardimiyla yakalanan parca ile
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birlikte genin 1410 baz ve 469 amino asitten olustugu tespit edilmistir (Sekil 21).
Pyrococcus abyssi (Zappa vd., 2001)’den elde edilen termal kararli AP 1485 baz ve 495
amino asitten olusmaktadir.  Bacillus subtilis AP III ve IV sirastyla 429 ve 420
aminoasitten olugsmaktadir (Hulett vd., 1991). Termofilik bir bakteri Thermus thermophilus
XM’de termal kararli bir AP’yi kodlayan gen, 1506 baz ¢ifti uzunlugunda ve 501
aminoasit birimi igeren bir protein kodlamaktadir (Li vd., 2007). Shewanella sp. SIB1’den
elde edilen 1s1] kararsiz olan AP ise 455 aminoasit biriminden olusmaktadir (Suzuki vd.,
2005).

Amino asit sirasinin BLAST programi kullanilarak diger organizmalardaki AP’ler ile
karsilastirilmast sonucu 6zellikle Bacillus tiiri AP’lere yaklasik % 70 oraninda benzedigi
tespit edilmistir. Bunun yaninda termofilik oldugu bilinen Thermus thermophilus HB27,
mezofilik bakteri E. coli ve insan plasentasindan elde edilen AP’lerin siralariyla
karsilastirildiginda benzerlik orani yaklasik olarak %30 civarindadir (Tablo 15). P. abyssi
(Zappa vd., 2001)’den elde edilen termal kararli AP Okaryotik karsitlarina %30, %80
benzerlik oraniyla Pyrococcus furiosus AP’si hari¢  prokaryotlardan elde edilen
karsitlarina yaklasik %35 oraninda benzerlik gostermektedir.

Ayrica, G. caldoxylosilyticus TK4 AP siras1 Clustal W programi kullanilarak
E. coli W3110, Bacillus cereus ATCC 14579, Exiguobacterium sibiricum 255-15 ve
T. thermophilus HB27 ile karsilagtirllmis ve korunmus bdlgeleri ile E. coli AP’sinin {i¢
metal baglanma bdlgesini olusturan aminoasit birimleri ile katalitik bolgesi (fosforilasyon
bolgesi) ve fosfat baglanma bolgesini olusturan serin ve arginin birimleri (Suzuki vd.,
2005) tespit edilmistir (Sekil 22). Sekil 22°de ® ve A ile gosterilen S ve R birimleri
karsilagtirilan tim AP’lerde korunmustur. E. coli AP’sinde Zn;, H 331 (6. yildiz (*)) ve
H 412 (9. yildiz (*))’ nin iki imidazol bazlar1 ve D 327 (5. yildiz (*))’ nin bir karboksili ile
koordine durumdadir. Zn,, D 51 (1. yildiz (*)) ve D 369 (7. yildiz (*))’ un iki karboksili
araciligryla H 370 (8. yildiz (*))’in bir imidazol bazi boyunca baghdir. Mg, D51 (1. yildiz
(*)), T 155 (3. yuildiz (*)) ve E 322 (4. yildiz (*)) birimleri ile baghdir (Kim ve Wyckoff,
1990). Fakat Mg iyonunun ikincil ligandlart yani D153 (2. yildiz (*)) ve K 328 (§ isareti ile
gosterilmistir) G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinde sirayla histidin ve triptofan ile yer
degistirmistir. D 153, Mg iyonu baglanma bdélgesinin bir kismudir. K 328 ise E. coli
AP’sinde fosfat baglanmasi i¢in 6nemlidir. Benzer substitusyonlar E. sibiricum 255-15
(Gen Bank Accession No: YP_001815175), B. cereus ATCC 14579 (Gen Bank Accession
No: AAP11256) Antarctic psychrophilic bacterium TABS5 (GenBank Accession No:
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CAB82508), Thermotoga neapolitana (GenBank Accession No: AAX98659) AP’lerinde
de gozlenmektedir. Onceki ¢alismalar D 153 deki substitusyonun Mg ile yer degistirerek
bu bolgeye Zn>" iyonunun baglanmasiyla enzimatik aktivitede bir artisla sonuglandigini
gostermektedir (Murphy vd., 1993).

G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin amino asit sirast E. coli AP’si ile
karsilagtirlldiginda ~ G.  caldoxylosilyticus  TK4 ~ AP’sinin  yiikli  birimlerinin
(LystArg+GlutAsp) icerigi (% 29,42) E. coli AP’ sinden (% 20,16) 6nemli 6lciide
yuksektir. Hesaba dayali analiz, yiiklii birimlerin igerigindeki azalmanin protein
kararsizligina yol agtigin1 6nermektedir (Nakashima vd., 2003). Yiikli birimler genellikle
protein molekiiliiniin yiizeyinde yerlesmislerdir ve elektrostatik etkilesimlerle proteinleri
kararlilagtirirlar. Bu yiizden elektrostatik etkilesimlerdeki artis G. caldoxylosilyticus TK4
AP’sinin yiiksek sicakliklarda aktivite gostermesinin bir sebebi olabilir. Ayrica
G. caldoxylosilyticus TK4 AP’si sistein birimi igermezken E. coli AP’ si dort tane sistein
birimi igerir. Bu sistein birimleri iki tane disiilfit bagi olusturdugundan (Kim ve Wyckoff,
1991) ve disiilfit baglar1 genellikle proteinleri kararhilastirdigi (Thornton, 1981) i¢in
disiilfit baglarmin sayisindaki azalma G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin yiiksek
sicakliklarda beklenildigi kadar kararli olmayisinin sebebi olabilir. Prolin birimlerinin
icerigi azaldikga protein kararliginin azaldigi rapor edilmistir (Watanabe vd., 1991). Prolin
birimlerinin dénme bdlgelerine girmesinin proteinlerin katlanmamig halinin entropisini
azaltarak protein kararlihi@mi artirdigit rapor edilmistir (Matthews vd., 1987).
G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin prolin birimi icerigi (% 2,55) E. coli AP’sinin prolin
birimi igeriginden (% 4,8) oldukg¢a azdir. Bu bilgilerde G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin
yiiksek sicakliklarda beklenildigi kadar kararli olmayis1 ile uyumludur. Termofilik oldugu
bilinen 7. thermophilus HB27 (Henne vd., 2004) AP’sinin prolin igerigi % 4,59’ dur ve
E. coli i¢in hesaplanan degerden diisiiktiir. Ayrica bu AP sadece bir adet sistein birimi
icermektedir ve yiiklii birim icerigi %22,35’dir. Isilkararsiz oldugu bilinen Shewanella sp.
SIB/ AP’si (GenBank Accession No: BAD90663) (Suzuki vd., 2005) yukaridaki bilgilerle
uyumlu olarak sistein birimi i¢cermezken prolin igerigi ve yiiklii birim igerigi sirasiyla
% 4,6 ve 16,9°dur. Prolin icerigi 7. thermophilus HB27 AP’sininkiyle hemen hemen
aynidir. Bu sonuglar her bir proteinin soguk veya sicaga adaptasyon icin kendine 6zgii bir
yapiya sahip olduklarini gostermektedir.

Rekombinant AP, E. coli BL21(DE3)pLysS susunda N- ucunda 6 tane histidin amino
asidi (histidin kuyrugu) igerecek sekilde ekspres edimistir ve nikel kolonu ile kolaylikla tek
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basamakta saflastirilmasi saglanmistir. Termofilik bir bakteri 7. thermophilus XM’den
termal kararli bir AP de ayni sekilde saflastirilmistir (Li vd., 2007). Bacillus sp. P9’dan 1s1l
kararsiz bir AP (Dhaked vd., 2005) amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan DEAE-
sephadex A25 kullanilarak iyon degistirici kromatografiyi takiben Bio-gel A kolonu
kullanilarak jel filtrasyon kromatografisi prosediirii ile saflastirilirken, termal kararl bir AP
aerobik hipertermofilik Aeropyrum pernix K1’den afinite kromatografi kolonu (matriks
olarak L-histidildiazobenzilfosfonik asid-agaroz igeren) kullanilarak saflagtirilmistir
(Helianti vd., 2007). Bunlarin disinda Psychrophilic Arthrobacter izolatindan hiicre dis1t AP
(De Prada ve Brenchley, 1997), deniz bakterisi Cobetia’dan oldukca aktif bir AP (Yu
Plisova vd., 2005), Halobacterium cutirubrum’dan bir AP (Fitt ve Peterkin, 1976),
Pinctada fucata’dan bir AP (Xiao vd., 2002) farkli kromatografik teknikler kullanilarak
saflastiriimistir.

Saflastirma isleminden sonra elektroforetik caligmalarla da klonlanan genin AP’yi
ekspres ettigi tespit edilmistir. AP’lere 6zgii olan dogal elektroforez (Zappa vd., 2001)
sonucunda UV 1sik altinda AP’nin varligim1 gosteren tek bant gézlenmesi proteinin saf
olarak 1izole edildigini gostermektedir (Sekil 24A-1). P. abyssi’den saflastirilan
rekombinant AP dogal sartlar altinda poliakrilamid jelde iki aktif form halinde
goriilmiistiir. Molekiiler agirliklart 54 ve 106 kDa olarak tahmin edilmistir. 54 kDa,
klonlanan gen {iriiniiniin hesaplanan molekiiler agirligi ile uyumlu olmasi rekombinant
P. abyssi AP’sinin ikiside aktif olan monomerik ve homodimerik iki form halinde mevcut
oldugunu ortaya ¢ikarir (Zappa vd., 2001). Aminoasit sirasinda bir sisteinin bulunmasi
dimerik formun =zincirler arasinda disiilfit bagi ile saglandigi hipotezi elektroforez
oncesinde P. abyssi AP’sini SDS ile muamele edilerek monomerik formda tek bant
gozlenmesiyle dogrulanmistir. G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin amino asit sirasinda
sistein  biriminin  bulunmamasi1 dogal elektroforezde tek bant gdézlenmesini
desteklemektedir. Bacillus sp. P9’dan 1s1l kararsiz bir AP dogal elektroforezde bakteri
tarafindan tek tip AP iretildigini gostererek tek bant vermistir (Dhaked vd., 2005).
Psychrophilic Arthrobacter izolatindan saflastirilan iki tane hiicre dist AP dogal
elektroforezde farkli go¢ hiziyla sadece tek bir aktivite bandi vermislerdir (De Prada ve
Brenchley, 1997).

Enzimin tek bir tiir alt birimden olustugu SDS jel elektroforezi ile ortaya
konulmustur (Sekil 25). SDS jel elektroforezi sonucglarina gore proteinin tek bant halinde

olmasi, enzimin alt birim igermedigini veya dordiinciil yapisinin homolog iki ya da daha
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fazla birimin organizasyonu ile olustugunu gosterir. Ekspres edilen rekombinant protein
histidin kuyrugu igerdiginden alt birim molekiil agirligi 54 kDa olarak, histidin kuyrugu
igcermeyen orijinal protein alt birim agirligi ise 51 kDa olarak hesaplanmistir. Bu degerler
SDS elektroforez sonuglari ile de desteklenmektedir. Deneysel olarak rekombinant enzimin
alt birim molekiil agirhgr yaklasik olarak 50 kDa civarinda bulunmustur. Ileriki
caligmalarda, HPLC veya jel flitrasyon kromatografisi teknikleri kullanilarak,
G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin dordiinciil yapisi ve molekiiler agirligi belirlenebilir.
AP’ler klasik olarak E. coli ve memeli AP’leri durumunda homodimerik olarak
tanimlanmaktadir. Fakat bir ¢ok monomerik (Eguchi, 1995; Hauksson vd., 2000;
Sharipova vd., 1998) ve oligomerik (Goldman vd., 1990) formlarda tanimlanmistir.
Arthrobacter izolatindan saflastirilan iki tane hiicre disit AP nin SDS-PAGE analizi 71 ve
61 kDa molekiiler agirliginda tek bir polipeptid agiga ¢ikarmistir. Jel filtrasyon kolonu
kullanilarak molekiiler agirliklar1 sirasiyla 80 ve 78 kDa olarak belirlenmistir. Bu sonuglar
bu iki hiicre dis1 AP’lerinin momomer proteinler oldugunu gostermektedir (De Prada ve
Brenchley, 1997). Termofilik bir bakteri 7. thermophilus XM’den saflastirilan termal
kararli bir AP 55 kDa molekiiler agirligindadir (Li vd., 2007). SDS-PAGE’de 52 kDa
molekiiler agirlikla tek bir peptidden olusan Thermus yunnanensis sp. nov. AP’si jel
filtrasyonu ile bir homodimer oldugunu gosterecek sekilde 104 kDa’luk molekiil agirlig
sonucunu vermistir (Gong vd., 2005). Bacteroides gingivalis 381’den saflastirilan AP
SDS-PAGE’de 61 kDa’luk molekiiler agirliginda tek bir protein bandi vermistir. Enzimin
molekiiler agirhg HPLC ile 130 kDa olarak tahmin edilmistir. Bu bulgular B. gingivalis
AP’sinin bir homodimer oldugunu gostermektedir (Yamashita vd., 1990).

AP geninin tamaminin pET28a(+)’ya klonlanmasi ile elde edilen rekombinant vektor
(pET-AP1) E. coli’ye aktarildi, bu hiicrede histidin kuyrugu igeren bir fizyon proteini
olarak ekspres edildi ve nikel kolonu ile tek adimda saflastirildi. AP’lere 6zgii dogal
elektroforez sonrasinda UV 15181 altinda gozlenen parlak bant AP aktivitesinin varligin
gostermektedir (Sekil 24 A) ve ekspres edilen proteinin aktif formda oldugunun bir
kanitidir. Spektroskopik olarak yapilan testlerde de saflastirilan proteinin AP aktivitesi
gosterdigi tespit edilmistir. Bu da polihistidin kuyrugunun enzimin katalitik etkinligini
ortadan kaldiracak bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir.

Rekombinant enzimle gergeklestirilen aktivite testleri ile enzimin bazi biyokimyasal
ozelliklerinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Rekombinant proteinin AP aktivitesinin

pH’ya bagimlilig1 incelendiginde grafigin tek bir pik verdigi ve optimum pH’nin 9,5
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(NaOH-Glisin) oldugu gozlenmistir (Sekil 26). AP’ler, tiim canli sliperalemlerdeki bilinen
tiyeleriyle alkali pH degerlerinde optimum defosforilasyon aktivitesi gosteren genis bir
stiper aile olusturur (Berlutti vd., 2001).

AP’lerin in vitro ortamda optimum aktiviteleri i¢in yiiksek pH degerleri gereklidir.
Ote yandan canli hiicrelerde pH degerleri sitoplazmada 6,9, ¢ekirdekte 7,6 ile notrallige
yakindir. Optimum aktivite i¢in gerekli pH ile canli hiicrelerin pH degerleri arasindaki fark
AP’nin in vivo ortamda optimum olarak aktivite gostermedigini gostermektedir. Fakat in
vivo ortamdaki optimum aktivite i¢in gerekli olan pH ile in vitro ortamdaki ayni1 degildir.
AP aktivitesi i¢in pH optimumunun, substrat konsantrasyonu, substratin tipi ve kullanilan
tampona bagli olarak degistigi goriilmiistiir. Fakat 8,0°den asagida olan bir pH optimumu
AP’ler i¢in rapor edilmemistir (Ross vd., 1951). pH 8,5 (Tris-HCI) da optimum aktivite ile
pH 7,0-9,5 arasinda fosfataz aktivitesi gosteren Chryseobacterium meningosepticum
AP’sinde denendigi gibi Ortiisen pH degerlerinde farkli tampon sistemlerinin
kullanilmastyla onemli farkliliklar gézlenmemistir (Berlutti vd., 2001). Fosfatazlar pH
araliklar1 bakimindan oldukga farklilik gosterirler. Arthrobacter izolatindan saflastirilan iki
tane hiicre dis1 AP den biri pH 9,5 (NaOH-Glisin) civarinda maksimum aktiviteye sahip
olup pH 7,0-11,0 arasindaki genis bir aralikta etkinlik gosterir. Digeri ise tam tersi bir
sekilde dar bir pH araliginda etkindir ve optimum aktivite pH 9,0 (NaOH-Glisin)’dadir.
Bununla birlikte pH 10,0’da ise ¢ok az aktivite gostermektedir. Termofilik bakterilerden
elde edilen AP’ler yiiksek bir pH optimumu gésterirler. Ornegin T. neapolitana enzimi
(Dong ve Zeikus, 1997) i¢in optimum pH 9,9; T. thermophilus AP’leri (Pantazaki vd.,
1998) i¢in 10,0 ve 11,5’tur. Memeli AP’leri E.coli enzimine gore daha yiiksek pH
optimumuna sahiptir. D 153 ve K328 birimlerinin histidinle yerdegistirmesi pH’daki bu
artistan sorumlu olabilir (Holtz ve Kantrowitz, 1999; Murphy vd., 1995). P. abyssi’den
saflagtirilan rekombinat AP i¢in optimum pH, 0,2 M CAPS tamponunda, 11,0 olarak
bulunmustur (Zappa vd., 2001).

Rekombinant enzimin sicaklik-aktivite profilinden optimum sicakligin 50 °C oldugu
bulundu (Sekil 27). 60 °C’de aktivite yaklasik % 40, 80 ve 90 °C’de ise yaklasik % 90
oraninda azalmaktadir. Hipertermofilik 4. pernix K1’den elde edilen AP’nin optimum
sicakligi 95 °C (Helianti vd., 2007), termofilik bakteri 7. thermophilus XM’den elde edilen
termal kararli rekombinant AP’nin optimum sicakligi 75 °C (Li vd., 2007) ve optimum
biiytime sicakligi 100 °C civarinda olan P. abyssi’den saflastirilan oldukga termal kararli

rekombinant AP’ nin optimum sicalikligi ise 70 °C’dir (Zappa vd., 2001).
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Buna karsin bir ¢esit inci istiridyesi olan P. fucata’dan elde edilen AP’nin optimum
sicakligi 45 °C’dir (Xiao vd., 2002). Isil kararsiz oldugu bilinen AP’ nin en yiiksek aktivite
gosterdigi sicaklik 50 °C (Suzuki vd., 2005) ve Bacillus sp. P9’dan elde edilen bir baska
151l kararsiz AP’nin optimum sicakligi ise 40 °C civarindadir (Dhaked vd., 2005). Enzim
5 °C’de aktivitesinin % 27’sini koruyarak sogukta aktif olan dogal yapisin1 gdstermektedir.
Optimum  biiytime  sicalikhign 55 °C  (Diilger, 2003) civarinda olan
G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin tespit edilen optimum sicakliginin 50 °C olmasi ve
10 °C’de bile aktivitenin sadece % 20 sini korumasi rekombinant enzimin asir1 termofilik
AP’lerle 1s1l kararsiz AP’ler arasinda bir ara 6zellige sahip oldugunu gostermektedir.

G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin aktivitesi iizerine enzim konsantrasyonunun
etkisi incelendiginde, 100 pg/mL’lik protein igerigine kadar, aktivitenin arttigi, daha
yiiksek protein konsantrasyonlarinda ise, aktivitenin enzim miktarindan bagimsiz oldugu
belirlenmistir (Sekil 28). Tespit edilen bu enzim konsantrasyonu literatiir bilgileri ile uyum
icinde olup, genellikle reaksiyon karigimlari, 50-100 pg/mL arasinda AP konsantrasyonu
icermektedir (Suzuki vd., 2005).

Enzim konsantrasyonu sabit tutularak, degisen susbstrat konsantrasyonlarinda ¢izilen
substrat-doygunluk grafiginden, G. caldoxylosilyticus TK4 AP’sinin basit Michaelis-
Menten kinetigine uydugu acgik¢a goriilmiistiir (Sekil 29). Cizilen bu grafikten
yararlanilarak, enzimin optimum substrat konsantrasyonu 250 uM olarak belirlenmistir.
250 uM substrat konsantrasyonunda, enzimin substrati ile doygunluga ulastig1 ve bundan
sonraki konsantrasyonlarda, hizin degismedigi saptanmistir. Protein miktar1 sabit tutularak
yapilan ¢alismada elde edilen Michealis-Menten ve Lineweaver-Burk egrilerinden Vs ve
Ky degerleri siras1t ile 0,049 U/mg protein ve 87 uM olarak belirlendi. Ky degeri,
substratin enzime olan ilgisinin bir gostergesidir. Bu deger ne kadar kiigiik olursa, enzimin
substrata kars1 ilgisi o kadar fazladir. Yapilan diger bazi ¢aligmalar incelendiginde p-NPP
substrat1 varliginda Ky degerleri, P. fucata (Xiao vd., 2002), Arthrobacter izolat1 (De
Prada ve Brenchley, 1997), H. cutirubrum (Fitt ve Peterkin, 1976), B. gingivalis 381
(Yamashita vd., 1990), C. meningosepticum (Berlutti vd., 2001), 7. thermophilus XM (Li
vd., 2007), Thermus caldophilus (Pantazaki vd., 1998), Meiothermus ruber (Yurchenko
vd., 2003), E. coli (Janeway vd., 1993; Krupianko vd., 1981) AP’leri i¢in sirasiyla
2,86 mM, 89 uM, 1,8 mM, 0,037 mM, 115 uM, 0,034 mM, 0,036 mM, 0,055 mM,
0,021-0,040 mM olarak tespit edilmistir. Ayrica C. meningosepticum (Berlutti vd., 2001),
P. fucata (Xiao vd., 2002) ve Arthrobacter izolati (De Prada ve Brenchley, 1997) icin
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enzimin substratla doygunluga ulastig1 noktadaki hiz degerleri sirasi ile 71 pmol/dakika,
9,09 umol/L.dakika, 6 U/mg dur.

Enzimin 1s1l kararliliginin belirlenmesi amaci ile, ¢aligmalar 10 ile 70 °C arasinda
10 °C’lik araliklarla ve 30 dakikalik zaman araliklarinda 2 saatlik bir siire boyunca
gergeklestirildi. 10-30 °C’de aktivitenin 6nemli 6l¢iide degismedigi, 40 °C’de ilk 60,
50 °C’de ise ilk 30 dakikada yaklasik olarak % 50 oraninda azaldig1 ve 60-70 °C’de ilk
30 dakika da % 10 seviyesine kadar diistiigii gozlemlenmistir (Sekil 31). P. abyssi
AP’sinin 100 ve 105 °C’deki yar1 Omiirleri sirastyla 18 ve 5 saat iken 7. meapolitana
AP’sinin 90 °C’deki yar1 omri yaklasik 4 saattir (Zappa vd., 2001). T. thermophilus
XM’den elde edilen rekombinat enzim 80 °C’de 6 saat inkiibasyondan sonra aktivitesinin
%50 sinden fazlasini koruyarak ilimli 1s1l kararli olarak karakterize edilmektedir (Li vd.,
2007). Arthrobacter tiriinden elde edilen iki tane hiicre disi AP, 55 °C’de inkiibe
edildiginde, 15 dakikada AP’lerden biri aktivitesinin % 60’dan fazlasin1 kaybederken
digeri yaklasik %20’sini kaybetmektedir (De Prada vd., 1996). C. meningosepticum’dan
elde edilen fosfataz 50 veya 60 °C’de 10 dakika inkiibe edildiginde sirasiyla aktivitesinin
% 40 ve 60’1n1 kaybetmektedir. 100 °C’de 2 dakika isitilmasi ise aktivitenin tamamen
kaybolmasina sebep olmaktadir (Berlutti vd., 2001). Bacillus sp. P9 AP’sinin 1s1l kararsiz
oldugunu gostermek i¢in yapilan bir denemede enzim 60 °C’de inkiibe edildiginde 10
dakikada aktivitesinin % 62’sini kaybetmektedir ve 50. dakikadan sonra aktivite
gozlenmemektedir (Dhaked vd., 2005). Bu c¢alismada, termofilik G. caldoxylosilyticus
TK4’ten elde edilmesine ragmen 1sil kararsiz enzimlere benzer 06zellik gosteren
rekombinant enzimin, kalan aktivitenin bir sonraki reaksiyon i¢in istenmedigi
uygulamalarda kullanimi avantajhidir.

G. caldoxylosilyticus TK4’ten klonlanan ve E. coli’de ekspres edilen AP’nin pH
kararliligimin incelenmesi sonucunda enzimin Ozellikle pH 8,0 ve daha bazik pH
degerlerinde 12 saatlik inkiibasyon sonrasinda, aktivitesini % 90’nin iizerinde korudugu
24 saatlik inkiibasyon sonunda ise, enzimin aktivitesini % 50 oraninda kaybettigi, 48 saat
sonunda ise aktivitede % 90’lara varan bir azalma oldugu goriilmiistir. AP’lerin pH
kararliligma iliskin c¢ok fazla literatiir bilgisi bulunmamakla birlikte deniz bakterisi
Cobetia’dan elde edilen AP’nin 6,0-11,0 arasindaki pH degerlerinde 15 dakika inkiibe
edildikten sonra aktivitesini koruduguna dair bir bilgi bulunmaktadir (Yu Plisova vd.,

2005). Ayrica yine bir deniz bakterisi Vibrio sp.’den elde edilen AP’nin 24 saatlik
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inkiibasyon sonrasinda 8,0-9,0 arasindaki pH degerlerinde olduk¢a kararli ama pH 6,0 nin
altindaki degerlerde inaktive oldugu gosterilmistir (Hauksson vd., 2000).

AP’ler klasik olarak metaloenzim olarak tanimlandigi i¢in (Posen, 1967) cesitli metal
iyonlarmmin ve EDTA ’nin aktivite {izerine etkisi incelenmistir. 1 mM’lik EDTA varliginda
aktivitenin tamamen kaybolmas: aktif bolgesinde Mg”" ve Zn>" igerdigi bilinen AP’lerin
gosterdigi 6zellikle uyumlu bir sonugtur. Denenen metal iyonlarinin ¢ogu aktivitede dikkat
ceken bir degisiklige sebep olmamaktadir. Hg®', Cd*" ve AP’" varliginda aktivitede
stirastyla % 85, % 55 ve % 18 oraninda azalma gozlenmektedir. AP’lerin metal iyon
gereksinimleri oldukea farkhidir (Vincent vd., 1992). P. abyssi AP’si 1 mM Mg*", Mn*",
Zn*" veya Co*" varhginda iki kat artan aktivite gdstermistir ve 1 mM EDTA varliginda
aktivitede %90 oraninda inhibisyon gozlenmektedir (Zappa vd., 2001). Deniz suyundan
izole edilen Cobetia marina’dan elde edilen AP, aktivite i¢in divalent iyonlara ihtiyag
duymamaktadir (Yu Plisova vd., 2005). Baska bir deniz suyu bakterisi Pseudomana
sp.’den elde edilen AP, katyonlarim ¢ogunun varliginda aktivitesini degistirmezken Zn** ve
Hg*" varhginda inhibe olmaktadir (Kobori ve Taga, 1980). 2 mM Mg*", 0,1 mM Mn*" ve
Co**, T. thermophilus XM’den elde edilen rekombinant enzim icin aktivator etkisi
gosterirken, Zn?, Ca’™ ve Cu’" inhibitor etkisi gostermistic (Li vd., 2007).
A. pernix K1°den elde edilen AP divalent katyonlara olduk¢a bagimlidir. Mg*", Ca*", Sr*",
Fez+, C02+, Ba2+, Zn*' ve Ni*" enzim aktivitesini artirirken Cu?* ve Mn®" aktiviteyi
distirmektedir (Helianti vd., 2007). P. fucata’dan elde edilen AP iizerinde monovalent
katyonlarin etkisi yokken, bivalent katyonlar, farkli etkilere sahiptirler (Xiao vd., 2002).
Bacillus sp. P9 AP’si 100 pM EDTA varliginda %25 oraninda inhibe olmaktadir. Ca®’,
Zn*" ve Mg®" varliginda aktivitede bir artig gdzlenirken enzim Hg>*, Mn*" ve Co*"
varliginda inhibe olmaktadir (Dhaked vd., 2005). Mn*", Fe*", Co®",Ni*", Ba®", Ca*", Cu*"
ve St** Shewanella sp. SIB1’den elde edilen AP aktivitesini énemli derecede artirmazlar
(Suzuki vd., 2005).

Biitiin bu veriler birlikte degerlendirildiginde, G. caldoxylosilyticus TK4 susundan
klonlanip E. coli’de histidin kuyrugu ile ekspres edilen AP’ nin, p-NPP substrat1 varliginda,
optimum pH ve sicaklik, pH ve 1s1l kararliligi, metal iyon etkisi ve c¢alisilan kinetik
parametrelerinin degerlendirilmesiyle ¢esitli organizmalardaki AP’lere olduk¢a benzer
davraniglar gosterdigi belirlenmistir. Ayrica rekombinant enzimin, kalan aktivitenin bir
sonraki reaksiyon icin istenmedigi durumlarda uygulama alani bulabilecegi

distintilmektedir.



5. ONERILER

Endiistride enzim kullanominin giin gectikge yayginlasmasi, c¢ok degisik
kaynaklardan enzimlerin saflagtirllmast ve karakterizasyonunu da beraberinde
getirmektedir. Ozellikle son yillarda rekombinant DNA teknolojilerinin ¢ok degisik
sahalarda uygulanmasi bir enzimin oOzelliklerinin iyilestirilmesi veya c¢ok daha uygun
sartlarda iiretilmesine olanak saglamaktadir. Bu calisma, yeni bir tiir olan Geobacillus
caldoxylosilyticus TK4 susunun alkalin fosfataz (AP) geninin bir vektdre klonlanip
Escherichia coli (E. coli)’de ekspres edilmesi agisindan énem arz etmektedir. Izlenen yol
enzim iretimini daha kolay hale getirmistir. Clinkii bu sekilde gen indiiklenebilir bir
promotorun altinda oldugundan bolca ekspres edilebilir. Ayrica histidin kuyrugu
icerdiginden tek basamakla nikel kolonu ile saflastirilabilir. Bu da enzimin saf halde eldesi
acisindan oldukca onemlidir. Fakat, literatiirde AP’lerin ¢esitli kaynaklardan genellikle
kromatografik yontemlerle saflastirildigi goriilmektedir. Bu nedenle daha ileri bir
calismada nikel kolonu ile tek basamakta saflastirilarak elde edilen rekombinant enzimin
katalitik etkinligi ve 6zellikleri poli histidin kuyrugu icermeyen rekombinant enzimle veya
G. caldoxylosilyticus TK4 susundan kromatografik yollarla elde edilen AP ile
karsilastirilabilir.

AP’ler klasik olarak molekiiler biyolojide DNA par¢alarindan 5'-ucundaki fosfat
gruplarmi uzaklagtirmak i¢in kullaniliyor. E. coli AP’si (ECAP) bu amagla oldukca
kullanilmistir. Fakat sonugta olusan DNA pargalarini birlestirmek veya fosforillemek icin
AP’ler tamamen inaktive edilmeli veya uzaklastirilmalidir. ECAP oldukc¢a termal kararl
oldugundan inaktive etmek i¢in fenol/kloroform muamelesi ve etanol c¢oktiirmesi
gereklidir. Shewanella sp. SIB1’den elde edilen 1s1l kararsiz olan AP bu sebeple ECAP’dan
daha kullanighdir. Ciinkii basit bir 1s1 muamelesi enzimi inaktive eder ve bir sonraki DNA
parcalarinin ligasyon ya da fosforilasyon agamasinin bagarili bir sekilde ilerlemesini saglar
(Suzuki vd., 2005). Benzer sekilde termofilik bir bakteri olan G. caldoxylosilyticus TK4
susundan elde edilen AP’nin beklenildigi kadar 1si1l kararli olmamasi sebebiyle DNA
defosforilasyon etkinligi incelenebilir.

Ileriki ¢alismalarda, HPLC veya jel flitrasyon kromatografisi teknikleri kullanilarak,
G. caldoxylosilyticus TK4 susundan saflastirilan AP nin dordiinciil yapis1 ve molekiiler

agirhig1 belirlenebilir.
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Ayrica farkli substratlar iizerindeki etkinligi ve degisen inorganik fosfat
konsantrasyonu varligindaki etkinligi incelenerek enzimin sinifi hakkinda bilgi edinilebilir.

Tim bu aragtirmalarla ¢alisma daha kapsamli hale getirilebilir.
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