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Bashk : Haloarcula hispanica’ya ait Proteaz Enzimlerinin Escherichia
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1. OZET

Amag: Farkli organizmalardan elde edilen proteolitik enzimler endiistrinin degisik
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, ekstremofil 6zellik
gosteren ve g¢ogalmak igin Ozel kosullar gerektiren H. hispanica’ya ait proteaz
genlerini, liretilmesi daha kolay ve ucuz olan Escherichia coli hiicrelerine aktarmak,
bu hiicrelerde proteaz enzimlerini rekombinant olarak tiretmek ve proteolitik
aktivitelerini analiz etmek amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: H. hispanica genomunda proteaz ve serin proteaz geni okuma
gercevesi olarak tanimlanan DNA bolgeleri PZR teknigi ile ¢ogaltildi ve E. coli
hiicreleri igin gelistirilen, farkli kontrol bolgelerine sahip plazmit vektorlere (pET-14b,
pBluescript 11 SK+ ve pAK-Taq) klonlandi. Klonlanan genlerin dogruluklart DNA dizi
analizleri ile saptandi. Rekombinant proteaz enzimlerinin E. coli hiicrelerinde sentezi
SDS-PAGE teknikleri ile analiz edildi. Enzim aktiviteleri, hiicrelerin milk-agar
besiyerinde olusturduklari iireme zonlarina ve hiicrelerden hazirlanan lizatlarin
BSA’y1 ve/veya azokazein substratt hidroliz etme Ozelliklerine bakilarak
degerlendirildi.

Bulgular ve Sonug¢: Farkli promotor dizileri kontroliinde klonlanan H. hispanica
proteaz genlerinin nukleotit dizilerinin dogrulugu DNA dizi analizleri ile ortaya
kondu. H. hispanica proteaz geninin denenen farkli E. coli suslarinda istenilen
diizeylerde ekspresyon yapmadigr goriildii. Buna karsin serin proteaz geninin T7
bakteriyofaj promotorii kontroliinde, E. coli BL21 hiicrelerinde, diger hiicresel
proteinleri ile karsilagtirlldiginda yliksek diizeylerde ekspresyon yaptigir saptandi.
Bununla birlikte rekombinant serin proteazin hiicrelerde inaktif inkliizyon cisimleri
halinde biriktigi belirlendi. Rekombinant serin proteazin ¢06ziinlir forma
doniistiiriilmesinde kismen basar1 saglansa da, istenilen diizeylerde enzim aktivitesi
saptanamadi. E. coli hiicrelerinde etkin olarak sentezlenen H. hispanica serin proteaz
enziminin tekrar aktif forma katlanmasina yonelik ¢alismalar siirdiiriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Serin Proteaz, Proteaz, H. hispanica, Halofilik, Rekombinant
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2. SUMMARY

Aim: Proteolytic enzymes isolated from different organisms are widely used in a
various fields of the industry. In this thesis, it was aimed to transfer the protease genes
of extremophilic Haloarcula hispanica to Escherichia coli that is easier ve cheaper to
produce, recombinantly produce the proteases ve to analyze their proteolytic activities.
Materials ve Methods: The DNA fragments described as proteases open reading
frame on H. hispanica genome were amplified by PCR ve cloned into the E. coli
plasmids (pET-14b, pBluescript Il SK + ve pAK-Taq) having different control
elements. Accuracy of the genes was determined by DNA sequencing. Recombinant
proteases synthesed in E. coli was analyzed by SDS-PAGE techniques. Enzyme
activities were evaluated by checking of hydrolysis of the BSA ve/or azokazein with
the cell lysates ve the zones of cells growing on milk-agar medium.

Results ve Conclusion: The accuracy of the H. hispanica proteases genes cloned
under the control of different promoters was demonstrated by DNA sequencing. H.
herpanica protease gene did not express at the desired levels in the different E. coli
strains tested. In contrast, the serine protease gene under the control of T7 promoter
was expressed at high level comparing with other cellular proteins in E. coli BL21.
However, it was determined that the recombinant serine protease accumulates as
inactive inclusion bodies in the cells. Although it was partially successeded in
converting the recombinant serine protease to the soluble form, the desired enzyme
activity could not be detected. Efforts are going on to refolding of the serine protease

into the active form, which is effectively synthesized in E. coli cells.

Keywords: Serine Protease, Protease, H. hispanica, Halophilic, Recombinant



3. GIRIS VE AMAC

Yasamin temel aktorlerinden olan enzimler, hiicrelerdeki tim biyokimyasal
reaksiyonlar1 yoOnlendiren biyolojik katalizérlerdir. Farkli organizma tiirlerinde
tanimlanmis binlerce farkli enzim bulunmaktadir. Uluslararasi Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi (Ing. International Union of Biochemistry and Molecular
Biology - IUBMB) tarafindan, 1961 yilinda yayinlanan ilk enzim listesinden giiniimiize
kadar bes binden fazla enzim simiflandirilmistir (McDonald ve Tipton, 2014; Tipton
ve Boyce, 2000). Hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlari kataliz eden enzimlerin
bircogu hiicre disinda da uygun reaksiyon kosullari saglandiginda aktivitelerini
stirdiiriirler. Dolayisiyla bir kisim enzimler farkli endiistri alanlarinda kullanilmakta ve
ticari olarak biiyiik bir deger tasimaktadir. Proteolitik enzimler, lipazlar, niikleazlar vb.
bir¢ok enzim ticari olarak iiretilmekte ve pazara sunulmaktadir. Bu enzimlerin 6nemli
bir boliimii dogal ortamlarmin disinda rekombinant DNA teknolojilerinden
yararlanilarak iiretilmektedir.

Gilinlimiizde endiistrinin farkli alanlarinda basta mikroorganizma kaynakli
enzimler olmak iizere ¢ok sayida enzim iretilmekte ve kullanilmaktadir. Bu alanda
kullanilan ticari enzimlerin en 6nemli bolimiinii proteolitik enzimler olusturmaktadir.
Proteolitik enzimlerin diinya enzim pazar paymnin yaklasik 2/3’tnii olusturdugu
belirtilmektedir (Kasana ve ark., 2011; Saggu ve Mishra, 2017). Proteolitik enzimler
ozellikle deterjan, deri, et iriinleri, siit iirlinleri, ila¢ ve c¢esitli organik maddelerin
sentezlerinde ve g¢esitli atiklarin armdirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Feijoo-Siota ve ark., 2014; Gupta ve ark., 2013; Heredia-Sandoval ve ark., 2016;
Niyonzima ve More, 2015; Singh ve ark., 2016; Theron ve Divol, 2014). Endiistriyel
islemler ¢ogunlukla asir1 kosullarda (yliksek sicaklik, yiiksek tuz konsantrasyonu,
yiiksek/diisiik pH degerleri gibi) gerceklestirilmektedir. Dolayisiyla, asir1 kosullarda,
yapisal ozelliklerini koruyabilen ve aktivite gosterebilen enzimler endiistriyel agcidan
biiyiik 6nem tasimaktadir (Coolbear ve ark., 1992; Littlechild, 2015b; Prasad ve Roy,
2018; van den Burg, 2003). Bu tiir enzimlerin elde edilmesinde ozellikle asiri
kosullarda yasayabilen mikroorganizmalar dikkat ¢ekicidir (Littlechild, 2015a). Bu
calismada yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan bir mikroorganizma olan
Haloarcula hispanica hiicrelerine ait proteolitik enzimlerin rekombinant olarak

tretilmesi amaclanmistir. Halobacteriaceae ailesi igerinde smiflandirilan bu



arkebakteri en az 1.5 M NaCl igeren ortamda cogalabilmekte ve 06zel kosullar
gerektirmektedir. Escherichia coli ile kiyaslandiginda c¢ogalma hizlar1 oldukga
yavastir. Bu nedenle, endiistriyel olarak kullanim potansiyeli olan enzimlerin kendi
dogal hiicrelerinde iiretilmesi maliyet acisindan uygun degildir. Dolayisiyla bu
caligmada H. hispanica’ya ait ele alinan iki proteaz geni E. coli hiicrelerinde
ekspresyon yapmak {izere tasarlanan plazmit vektorlerine klonlandi. H. hispanica’ya
genlerden serine proteaz (Ref Seq: YP_004786315.1) ve proteaz (Ref Seq:
YP_004786353.1) enzimlerini kodlayan genler ¢alisma kapsamina alindi. Bu genlerin
klonlanmasi ile elde edilen rekombinant plazmit vektorler farkli E. coli suslarina
transforme edildi. H. hispanica proteaz geni tasiyan E. coli suslarinin, farkli kiiltiir
kosullarinda proteaz enzimi liretme potansiyelleri arastirildi. Calisma sonucu elde
edilen veriler, E. coli hiicrelerinin 6zellikle H. hispanica’ya serin proteaz enzimini
etkin bir sekilde sentez edebildigini gosterdi. Farkli kosullarda tiretilen transformant
E. coli hiicrelerinde H. hispanica ‘ya proteaz enzimi iiretiminin ¢ok sinirlt diizeylerde
kaldig1 saptandi. E. coli hiicrelerinde rekombinant olarak sentez edilen H. hispanica'ya
serin proteaz ve proteaz enzimlerinin in vitro kosullarda istenilen diizeyde enzimatik

aktivite gostermedigi belirlendi.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Enzimler

Enzimler, belirli bir biyokimyasal reaksiyonu gerceklestirmek i¢in katalizor
islevi goren canli bir organizma tarafindan iiretilen biyolojik makro molekiillerdir.
Hiicre i¢inde veya hiicre dis1 ortamda biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirmak ile
karakterize olmuslardir. Diyastaz 1833 yilinda Kimyager Anselme Payen tarafindan
kesfedilen ilk enzim olmustur (Martinez Cuesta ve ark., 2015). Daha sonraki yillarda
nisastanin hidrolizinin enzimler ile kataliz edilen bir reaksiyon oldugu bilim insani
Jacob Berzelius tarafindan kabul edilmistir. Nelson ve Griffin 1916'da enzimlerin
immobilize edilebildigini, aktif kdmiir lizerine invertaz enziminin adsorpsiyonunu
gerceklestirerek gostermislerdir. Diger taraftan endiistriyel O6neme sahip madde
iiretmek amaciyla hiicrelerde immobilize edilmistir. Immobilize edilen hiicreler,
amino asitlerin, organik asitlerin, antibiyotiklerin, enzimlerin ve diger bilesiklerin
{iretimi icin kullanilmistir. Iimmobilize hiicre teknikleri, serbest hiicre sistemine kiyasla
daha yiiksek iiretim hizina sahiptir ve iriinlerin daha kolay ayrilmasina olanak
saglarlar (Gurung ve ark., 2013). Dogal ortamlardan elde edilen enzimler, eski
zamanlardan beri keten ve deri gibi {irtinlerin islenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bu islemler mikroorganizma, hayvan ya da bitkisel kaynakli enzimlere bagh olabilir.
Uygun mikroorganizma suslarin secilmesi enzimlerin daha biiylik Olgeklerde
tiretilmesine olanak saglamistir. Bu gelisme enzimlerin tekstil ve deterjan gibi farkli
alanlarda da yaygin olarak kullanilmasina yol agmustir. Rekombinant DNA
teknolojileri enzim iiretimi i¢in seg¢ilen mikroorganizmalarin daha sofistike hale
getirilmesine ve TUretilmesi giic olan ticari enzimlerin de iiretilmesine katkida
bulunmustur (Adrio ve Demain, 2010). Ayrica 1940’11 yillardan itibaren enzimlerin
sadece endiistriyel iiretim proseslerinde degil ayn1 zamanda teshis araci olarak da
kullanilabilecegi ortaya konmustur. Su anda kullanilan endiistriyel enzimlerin 6nemli
bir bolimii, ¢esitli dogal bilesiklerin pargalanmasi igin kullanilan hidrolitik
enzimlerdir. Bu alanda 6zellikle gida ve deterjan endiistrisinde kullanilan proteazlar
onemli bir yer tutmaktadir. Proteolitik enzimleri nisasta, tekstil, firincilik gibi

endiistrilerde kullanilan amilazlar ve seliilazlar izler (Underkofler ve ark., 1958).



4.1.1. Enzimlerin siiflandirilmasi

Enzimler, gidalarin sindiriminden DNA molekiillerinin sentezine kadar ¢ok
genis bir yelpazede metabolik reaksiyonlari spesifik olarak kataliz eden biyolojik
molekiillerdir (Bairoch, 2000). Emil Fischer 1894 yilinda enzim ve substrat etkilesimi
i¢in birbirine tam olarak uyan anahtar kilit modeli énermistir. Onerilen bu model
enzim spesifikligini aciklarken enzimlerin ulastigt gecis durumunun kararhigini
aciklamada yetersiz kalmistir. Glinlimiizde enzim ve substratin birbirini baglanmasinin
indiiklenmis uyum modeline gore gerceklestigi goriisii kabul gormektedir. Bu modele
gbre, enzim substrat olmadig1 zaman serbest olarak bulunmaktadir; ancak substrat ile
etkilestikten sonra uygun yapisal sekli almakta ve substrat enzimin aktif bolgesine
baglanmaktadir (Robinson, 2015) (Sekil 4.1).

d Substrat aktif bolgeye g‘re\r
Substrat ve 2ayif baglaria buraya
(sukroz) Enzim-Substrat baglanir. Bu arada enzim
g bigim degistirir ve aktf
bolges: substrat
Enzim sarmalayacak duruma gelir

(sukraz) (indukl enm:; uyum)

Aktif bolge
bagka bir
substrat

molekulu igin
hazirdir .
Glukoz “ Substrat
urunlere

gonusturulur

Urunler serbest

r Ffuk 0’
\ birakilhir /

Sekil 4.1. Indiiklenmis uyum modeli (http://www.biyolojiportali.com/konu-

anlatimi/2/31/enzimler-canlilarin-yapisinda-bulunan-organik-bilesikler-4 erisim tarihi
06.04.2019)
Enzimler substratlar ile karsilastirildiginda ¢ok daha biiylik yapida olmakla

birlikte kii¢iik bir bolgesi (aktif sit) kataliz iglevi goriir (Gurung ve ark., 2013). Bazi
enzimler reaksiyon sonucu olusan iiriinler veya katalizlenen reaksiyonun substratlari
icin baglanma ek bolgelerine sahiptirler. Bu bdlgelere iiriin ya da diger bazi
molekiillerin baglanmasi, enzimin aktivitesini arttirarak ya da azaltarak enzimin

kontroliinii saglar. Biiylik bir ¢ogunlugu protein yapida olan enzimler tersiyer yapida
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aktiftirler ve bu yap1 sicaklik artis1 ya da cesitli denatiire edici kimyasal maddeler
tarafindan inaktif hale getirilebilir. Denatiirasyon olay1 enzime bagli olarak tersinir ya
da geri dontisiimsiiz olabilir.

Tanimlanmis enzimler Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi -
Adlandirma Komitesi (ing. Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology :NC-IUBMB) tarafindan 6 ana gruba ayrilmistir
(McDonald ve ark., 2009).

Bu gruplar;

1. Oksidorediiktaz (EC 1)
2. Transferaz (EC 2)

3. Hidrolaz (E 3)

4. Liyaz (EC 4)

5. 1zomeraz (EC 5)

6. Ligaz (EC 6)

Oksidorediiktazlar, iki substrat arasindaki redoks (oksidasyon/rediiksiyon)
reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Biyolojik sistemlerde bu olay hidrojenin
substrattan uzaklastirilmas1 seklinde gergeklesir. Laktat dehidrogenaz gibi bazi
enzimler bir substrattan NAD*’ye (nikotinamid adenin diniikleotid) H transfer eden

enzimlerdir. Bu enzimler dehidrogenazlar alt sinifinda yer alirlar.

laktat dehidrogenaz
Laktik Asit + NAD* <> Piruvat + NADH + H*

Baz1 oksidorediiktaz enzimleri bir substrattan molekiiler oksijene hidrojen transferini

kataliz ederler ve sonugta hidrojen peroksit olusumu gergeklesir (oksidazlar).

glukoz oksidaz

B-D-glukoz + Oz <> Glukonolakton + H202
Oksidorediiktazlar igerisinde yer alan peroksidazlar, hidrojen peroksit ile rediiklenmis
substrati (boyalar, aminler ve hidrokinonlar vb) okside eden enzimlerdir.

yaban turpu peroksidazi
2[Fe(Cp)2] + H202 + 2H" «> 2[Fe(Cp)2]+ + 2 H20



Bazi1 oksidorediiktaz enzimleri direkt olarak molekiiler oksijen ile substratlarini okside

ederler (oksigenazlar).

laktat monooksigenaz

Laktat+ O, * <> Acetate + CO; + H,O

Transferazlar icerisinde yer alan enzimler, atom gruplarinin bir molekiilden
digerine transferini katalize eder. Ornegin aminotransferazlar veya transaminazlar,

amino asitlerden aldiklar1 bir amino grubunu bir alfa oksi aside transferini saglarlar.

Hidrolazlar, su varliginda substratlarinin hidrolizini kataliz ederler. Hidrolitik
reaksiyonlarda, proteinlerde peptit baglari, karbonhidratlarda glikosidik baglar1 ve
lipitlerde ester baglar1 su molekiilii eklenerek kopar. Bu tez ¢alismasina konu olan H.

hispanica’ya ait proteaz enzimleri de hidrolazlar grubu igerisinde yer alan enzimlerdir.

Liyazlar, karbon-karbon, karbon-oksijen ve karbon-azot arasindaki baglarin
kirilmasiyla ¢ift bag olusumunu katalize ederler. Bu enzimlerde baglarin kopmasi, su
molekiilii katarak baglari koparan hidrolaz enzimlerinden farkli bir mekanizma ile

gerceklesir.

[zomerazlar, ayn1 molekiilde yer alan gruplarin bir pozisyondan digerine

transferini katalize eden enzimlerdir.

Ligazlar, molekiiller arasinda kovalent bag olusturarak onlar1 birlestirirler
(Gurung ve ark., 2013; Martinez Cuesta ve ark., 2015). Bu enzimlerin katalizorliigiinde
yeni baglarin olusturulmasinda ATP gibi yiiksek enerjili molekiiller kullanilir (Tipton,
1994).

4.1.2. Ekstrem (asir1) kosullarda aktivite gosteren enzimler (Ekstremozimler)

Ekstremofiller olarak adlandirilan mikroorganizmalar, asir1 kosullar altinda
(yiiksek sicaklik, yiiksek tuz yogunlugu, yiiksek basing, radyasyon, asidik/bazik pH’ler
veya agir metal tuzlari bulunan ortamlar) cogalabilen organizmalardir ve bu
organizmalarin 6nemli bir boliimii prokaryotik organizmalarin bir kolu olan
arkebakteriler i¢erisinde yer alirlar (Cavicchioli, 2011; Koga ve Morii, 2007). Ekstrem
kosullarda yasayan bu mikroorganizmalardan elde edilen enzimler ise ekstremozimler

olarak adlandirilirlar. Ekstremozimler organik c¢oziiciiler, metaller ve proteolitik



saldirilar varliginda, yiiksek sicakliklarda ve asirt pH kosullarinda stabilitelerini ve
enzimatik aktivitelerini korurlar. Bu nedenle ekstremozimler ekstrem kosullarda
gerceklestirilen endiistriyel islemlerde kullanilabilirler (Eichler, 2001; van den Burg,
2003). Ekstremozimlerin ozellikleri ve bu enzimleri lireten mikroorganizmalarin

yasam alanlar1 agagidaki tabloda verilmistir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Ekstremozimlerin aktivite gosterdikleri ortamlar ve bu enzimleri iireten

mikroorganizmalarin habitatlar1 (van den Burg, 2003).

Tip Ortam Kosullar Habitat

Halofil Ec;lris;rﬁrtzzlsi/onu Tuz golleri, tuzlu topraklar, kiy1
(2-5 M NaCl) golleri

Asidofil Disiik pH <2 Atik artima tesisleri, maden drenaji

Metallofil E;lri?rﬁrzilrorﬁjtal Derin deniz veya karasal hidrotermal

y kaynaklar, metal isletme fabrikalari

(Cu, Cd, As, Zn) Y

Alkalifil Yiiksek pH >10 Soda golleri, alkalin sicak kaynak

sulari, maden atiklar1
] Yiiksek hidrostatik
Barofil basing Okyanus tabani, derin deniz dipleri

(40-130MPa)
Yiiksek iyonize

Radiofil radyasyon (>25 E;ii?r %t;l;, ;ieermzm iist katmanlari,
kGy) yuzey
Psikrofil Diistik Arktik ve Antarktika topraklar ve
SIKIFOTI . .
sicaklik<15°C sulari, alpin topraklari, derin okyanus

suyu ve buzullar

4.2. Proteazlar

Gelisen diinyada ¢evre ile daha uyumlu olmasi nedeniyle kimyasal siire¢lerin
yerine enzimatik yontemlerin kullanilmasi 6n plana g¢ikmaktadir. Farkli endiistri
alanlarinda kullanilan enzimler arasinda proteolitik enzimler (proteazlar) diinya enzim
pazarinin yaklagik %60'n1 olusturmaktadir. Dolayisiyla proteazlar fizyolojik ve
endiistriyel alanlardaki uygulamalarda en baskin hidrolitik enzimlerden biri
konumundadir (Cui ve ark., 2015; Nascimento ve ark., 2016; Rao ve ark., 1998; Saggu
ve Mishra, 2017). Proteazlar yukarida da deginildigi gibi hidrolazlar ana simifi



icerisinde yer alan, proteinlerdeki peptit baglarint su molekiilii ekleyerek kiran

enzimlerdir (Rao ve ark., 1998) (Sekil 4.2).

Peptit Rr2 g'g
bagi
"2"\3"/ "~-.~/£“\ /"\c"/coo"
) ) i 4
Proteaz Protein molekiilu
COOH 2 H
"W ) ,
n|‘ “2“/ H\ﬁ/“\?“/mﬂ
R3
Peptitler

Sekil 4.2. Peptit baglarinin proteazlar tarafindan hidrolizi.

Proteazlar Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi - Adlandirna
Komitesi tarafindan hidrolazlar i¢erisinde (EC 3) 4.alt grup (EC 3.4 Proteazlar) olarak
siniflandirilmastir.

» EC 3 (Hidrolazlar)
» EC 3.4 (Proteazlar)

Proteolitik aktiviteye sahip enzimler elde edildikleri kaynaga ve etki
mekanizmalarina gore farkli sekillerde siniflandirilmaktadir. Proteazlar hayvanlar,
bitkiler ya da ¢esitli mikroorganizmalardan izole edilebilmektedir. Yapisal 6zellikleri
etki mekanizmalar1 bakimindan biiyiik ¢esitlilik gostermeleri proteazlarin
siniflandirilmasini biraz giiglestirmektedir. Proteazlarin siniflandirilmasinda daha ¢ok
katalizledikleri reaksiyonun tipi ve kataliz bdlgesinin amino asit kompozisyonu goz
onlinde bulundurulur. Proteazlar, proteinler iizerinde etki ettikleri peptit baginin
pozisyonuna gore ekzo- ve endo-peptidazlar olarak iki ayri grup olarak
degerlendirilirler. Proteinlerin u¢ noktalarindan kesme yaparken proteazlar ekzo-
peptidazlar, i¢ bolgelerdeki peptit baglarinda kesme yaparlar ise endo-peptidazlar

olarak adlandirilirlar. Ekzopeptidazlar protein molekiiliinde etki ettikleri uglara gore
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amino-peptidazlar ve karboksi-peptidaz olarak gruplandirilirlar. Endopeptidazlar etki
ettikleri bolgedeki fonksyonel gruplara ve kataliz mekanizmalarina gore ise Tablo

1.2°de verildigi gibi ¢cok sayida alt gruplara ayrilirlar (da Silva ve ark., 2014; de Souza

ve ark., 2015; Halabi ve ark., 2009; Krem ve Di Cera, 2001; Rawlings, 2016).

Tablo 1.2. Proteaz enziminin katalitik olarak siniflandirilmasi (da Silva, 2017).

Niikleofilik ajan

Baslica iiretim
Kaynaklan

Enzim siifi

Serin peptidaz

Serin kalintis1 (Ser)

Hayvan, bitki,
bakteri mantar ve
virusler

Hidrolaz E.C.3.4.

Aspartik
peptidaz

Iki aspartat ile
aktiflesmis su
molekiilii

Hayvan, bitki,
bakteri mantar ve
virtsler

Hidrolaz E.C.3.4.

Sistein peptidaz

Sistein kalintisi

(Cys)

Hayvan, bitki,
bakteri mantar ve
virusler

Hidrolaz E.C.3.4.

Metalik iyonlar ile

Metallopeptidaz | aktiflesmis su Hayva_n, bitki, Hidrolaz E.C.3.4.
e bakteri ve mantar

molekila

Glutamik Glutamat ile

peptidaz baglantili su Bakteri ve mantar Hidrolaz E.C.3.4.
molekila

Treonin ) .

g Treonin kalintisi Bakteri, arke, .

peptidaz (Thr) mantar Hidrolaz E.C.3.4.

Asparagin . Bakteri, arke,

peptid f:fr?)r agin kalintist mantar Liyaz E.C. 4.3.2

Liyaz Viriis

4.2.1. Aspartik peptidaz

Aspartik veya aspartil peptidazlar, katalitik aktivitelerini aspartik asit
bakiyeleri iizerinde gosteren endopeptidazlardir. Bu enzimler genel olarak aktif
bolgelerinde korunmus aspartik asit bakiyesine sahiptirler (Sekil 4.3). Aspartik
proteazlarin ¢ogu asidik pH degerlerinde (~ 3-5) maksimum aktiviteye sahiptir ve 3-
4.5 araliginda izoelektrik noktalar1 vardir. Streptomycesten elde edilen iki statin
kalintisin1 igeren, dogal olarak olusan bir heksapeptid olan pepstatin A tarafindan

inhibe edilirler (Davies, 1990).
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ASPARTYL PROTEASES

Sekil 4.3. Bir aspartik proteaz olan reninin katalitik bolgesinde yer alan korunmus
aspartik asit bakiyeler.

(http://oregonstate.edu/instruct/bb450/fall14/stryer7/9/figure 09 16 02.jpg-erisim
tarihi 06.04.19)

Aspartik endopepetidazlar, pepsin (Al), retropepsin (A2) ve retroviriislerden (A3)
kaynakli enzimler olarak {i¢ aileye ayrilmistir. Yapisal olarak, ¢ogu aspartik
peptidazlarin A1l pepsin ailesine ait oldugu bilinmektedir. Diger pepsin benzeri
enzimler gibi, aspartik peptidazlar inaktif halde (zimojen) sentez edilirler. Sentezden
hemen sonra sinyal dizileri kesilerek atilir ve proenzim olarak salgilanirlar. Daha
sonra diger proteazlar ile ya da otokatalitik olarak kesilerek aktive olurlar (Davies,
1990). Bu enzimler diazoketon bilesikleri ile bakir iyonlarinin varliginda inhibe
edilirler (Rao ve ark., 1998). Genel olarak kabul edilen kataliz mekanizmasi, aktif
bolgedeki iki aspartik asit bakiyesinin substrat-peptid bagindaki niikleofilik saldiriya
aracilik eden bir su molekiiliinii aktiflestiren genel bir asit-baz mekanizmasidir (Yegin
ve ark., 2011) (Sekil 4.4).
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Aspartic Acid

Aspartic Acid

Sekil 4.4. Aspartik endopeptidazlarin kataliz mekanizmasi.

(http://oregonstate.edu/instruct/bb450/450material/OutlineMaterials/13EnzymeMech

anism/1ProteaseCategories.jpg-erisim tarihi 06.04.19)

Bu proteaz grubu enzimler, kazein hidrolizatlarinin elde edilmesi, peptit sentezi ve
meyve sularindaki bulanikligin giderilmesi gibi c¢esitli endiistriyel sektorlerde
kullanilmaktadir (Yegin ve ark., 2011). Peynir iiretiminde kullanilan aspartat
endopeptidaz olan kimozinin (rennin) yeni dogan gevis getiren hayvanlardan elde
edilmesinde etik problemlerle karsilagilmasindan dolayi, hem iiretim maliyetinin
diisiik olmas1 ve hem de kisa siirede elde edilebilmesi nedeniyle E. coli, Aspergillus
niger ve K. lactis gibi mikroorganizmalardan rekombinant olarak elde edilmektedir
(Alves ve ark., 2007; Brannon ve ark., 2015; da Silva ve ark., 2016; Doron ve ark.,
2014; Kumar ve ark., 2010; Yegin ve ark., 2011). Aspartik endopeptidazlar ayni
zamanda bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in umut vadeden ilag hedefleridir (Dash ve ark.,
2003). Bu proteaz grubunda yer alan bazi enzimlerin 6nemli hastaliklarin ortaya
¢ikmasinda rolleri vardir: pepsin (peptik ilseri) renin (hipertansiyon), HIV proteazi

(AIDS), katepsin D (kanser), plasmepsin (sitma). Bu nedenle 6zellikle tedavi etme
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potansiyeli olan proteaz inhibitorlerini gelistirmek i¢in ¢aligmalar 6nem kazanmistir.
Dogal peptit olan pepstatin A (Morishima ve ark., 1970; Motwani ve ark., 2015) ve
grassystatin A’nin (Kwan ve ark., 2009) her ikisi de aspartat peptidazlari inhibe
etmektedir. Statin kalintis1 yapisindaki hidroksil grubu, bu bilesiklerin proteaz
enzimlerini inhibe etmesini saglayan temel etmendir (Al-Awadhi ve ark., 2016; Dali
ve ark., 2012). Inhibitérlerdeki bu hidroksil grubu, peptid hidrolizindeki tetrahedral
ara irlin ve enzim arasindaki dogal baglanma etkilesimlerini taklit ederek proteazin

katalitik bolgesindeki aspartat bakiyesi ile etkilesir (Baldwin ve ark., 1993).

4.2.2. Serin peptidaz

Serin proteazlar, aktif bolgedeki niikleofilik serin bakiyesi tagiyan enzimlerdir.
Enzimin katalitik bolgesinde kataliz igin 6nem tasiyan His, Ser ve Asp amino asit
bakiyeleri yer almaktadir. Bu enzimler endopeptidaz ya da ekzopeptidaz aktivitesi
gosterebilirler. Cogu serin proteazlar pH 6—11 degerleri arasinda maksimum kataliz
aktivitesi gosterirler ve izoelektrik pH degerleri 4-6 araligindadir. Mantarlardan izole
edilen bazi alkali serin proteazlar pH 10 civarinda optimum kataliz aktivitesine
sahiptirler. Bu enzimlerin pH 8-9 araliginda yiiksek izoelektrik pH degerleri vardir
(Page ve Di Cera, 2008; Rao ve ark., 1998).

Sekil 4.5. Serin proteazlarin katalitik bolgesinde yer alan korunmus amino asit
bakiyeleri. (https://www.nature.com/scitable/topicpage/enzyme-catalysis-the-serine-
proteases-14398894 - erigim tarihi 06.04.19)
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Serin proteazlar, besinlerin sindirimi, hiicrelerin kontrollii 6liimii (apoptoz),
hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal iletimi, kan pihtilasmasinda is goren proteinlerin
proteolitik kesimi ile aktivasyonu gibi organizmalar i¢in hayati 6nem tasiyan olaylarda
islev goriirler. Bunlarin yani sira kardiyopulmoner hastalik ve amfizem gibi
hastaliklarin patogenezinde 6nemli olduklar1 bilinmektedir. Serin proteaz enzimleri
organizmalardaki dogal islevleri disinda endiistrinin degisik alanlar1 (peynir iiretimi,
deterjan sanayii vb.), deri tedavisi gibi saglik alaninda kullanilmaktadirlar. Sindirim
sisteminin 6nemli enzimlerinden olan kimotripsin baslica serin proteazlardandir.
Substrat spesifikligine gore tripsin benzeri, kimotripsin benzeri ve elastaz benzeri
olarak ii¢ ana alt gruba ayrilir (da Silva ve ark., 2014; Neurath, 1986; Tetley, 1993).
Bu enzimler fenilmetilsiilfonil fluorid (PMSF), tripsin inhibitorii, antipain, kimostatin
tarafindan inhibe edilirler.

Bir serin proteaz olan tripsin enziminin substrat spesifikligi, aktif cep
bolgesinin tabaninda yer alan negatif yiiklii aspartik asit (Asp) bakiyesinden
kaynaklanir. Bu 6zelliginden dolayr substratta lizin (Lys) ve argininin (Arg) gibi
pozitif yiiklii amino asit bakiyelerinin peptid baglarini koparir. Kimotripsin Katalitik
spesifikligi ise serin (Ser) ve glisin (Gly) iceren hidrofobik bir cebe baghdir. Aktif
cepte yer alan fenilalanin (Phe), triptofan (Trp) ve tirosin (Tyr) gibi hidrofobik amino
asit bakiyeleri, peptid baglariin hidrolizlenmesini saglar. Elastaz enzimi daha kii¢iik
bir substrat baglayici aktif bolgeye sahiptir. Bu enzim tripsin veya kimotripsinden daha
kiiciik bir aktif cep yapisina sahiptir ve cepte yer alan alanin (Ala), glisin (Gly) ve valin
(Val) gibi kiigiik, notral amino asit bakiyeleri peptid baglarinin hidroliz edilmesine
katki saglar (Yang ve ark., 2015) (Sekil 4.6).

A Trypsin B Chymotrypsin C Elastase
4

Sekil 4.6. Serin proteazlarin 06zgiilliiglinden sorumlu baglayici cep modeli.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4384789/figure/f1-kjp-53-1-1
erisim tarihi 09.04.19)
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Bir serin proteaz olan kimotripsin enziminin katalitik mekanizmasi genel
olarak dort asamada degerlendirilir. Birinci asama substrat baglanmasidir, substrat
enzimin tanima bolgesine baglanir ve amid baginin karbonilini agiga ¢ikarir. ikinci
asama niikleofilik saldiridir, histidin (His 57) bakiyesi serinin (Ser 195) hidroksil
grubundan protonu c¢eker ve Ser 195 substratta kesilecek peptit bagmin karbonil
grubuna saldirir. Karbonil grubunda yer alan oksijen tek bagl duruma geger ve negatif
yiik kazanir. Bu bolgeye oksi-anyon bosluk ad1 verilir. Ugiincii asama protonasyondur,
histidin iizerinde bulunan serin protonu, enzime siki baglanmayan peptidin C-terminali
tarafindan alinir. Son asama deasilasyondur, su molekiilii agil-enzim kompleksine

saldirir ve katalitik {iglii restore edilir (Yang ve ark., 2015) (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Bir serin proteaz olan kimotripsinin katalitik mekanizmasi.

(https://en.wikibooks.orag/wiki/Structural Biochemistry/Enzyme Catalytic Mechani

sm/Proteases/Chymotrypsin erisim tarihi 09.04.19)

Glinlimiizde deterjan sanayiinde kullanilan proteazlarin cogu serin proteazlarin
subtilizin ailesi igerinde yer alirlar. Bu enzimler bir¢ok organizmada tanimlanmis
olmasina karsin hemem hemen tiimii Bacillus tiirlerinden izole edilmektedir. Bu

enzimler, temelde pH 12 gibi yiiksek pH degerlerinde aktif ve stabil yapilarini
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koruduklari i¢in deterjanlarda kullanilmasi uygundur. (Fujinami ve Fujisawa, 2010).
Deterjanlarda kullanilacak proteazlarin hem sicaga dayanikli (termostabilite) hem de
diisiik sicakliklarda aktif olmalar tercih edilir. Diisiik sicakliklarda aktivite gosteren
subtilizinler, Bacillus’lara ait bilinen subtilisin {izerinden basariyla yapilandirilmistir
(Siddiqui ve ark., 2009; Tindbaek ve ark., 2004; Wintrode ve ark., 2000).

4.2.3. Sistein peptidaz

Sistein proteazlar tiol proteazlar olarak da bilinen proteolitik enzimlerdir. Bu
grup igerisinde yer alan enzimler niikleofilik sistein tiol bakiyesinin rol aldig1 genel bir
kataliz mekanizmasina sahiptirler (Dou ve Carruthers, 2011). Sistein proteazlar,
papaya, ananas, incir ve kivi gibi meyvelerde yaygin olarak bulunurlar (Brocklehurst
ve Philpott, 2013) (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Sistein proteaz bakimindan zengin bir bitki olan Carica papaya meyvesi.

(https://www.escentialsofaustralia.com/products/productid884 erisim tarihi 09.04.19)

Sistein proteazlarin katalitik etkileri aktif bolgede yer alan bir sistein amino
asit bakiyesine baghdir. Katalizde 6nemli olan histidin (His) ve sistein (Cys) tiim tiyol
peptidazlarda bulunur. Papain benzeri sistein peptidazda ise kataliz bolgesi genellikle
His, Cys ve asparagin (Asn) amino asit bakiyelerinden olusur (Brocklehurst ve
Philpott, 2013) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Papain benzeri bir sistein proteazin tersiyer yapisi aktif bolgesinde yer alan
amino asit bakiyeleri.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.h
tmi?title=Click%200n%20image%20t0%20zoom&p=PMC3&id=4842899 fphar-07-
00107-g001.jpg — erisim tarihi 09.04.19)

Sistein peptidazlar genel olarak, pH 4.5-7 araliginda maksimum aktivite
gosterirler. Enzimde tiyol grubunun oksidasyona olan yiiksek egilimi nedeniyle,
proteolitik reaksiyon i¢in ortaminda sodyum bisiilfit, hidrojen siyaniir gibi indirgeyici
ajanlara gereksinim duyulur. Sistein proteazlar N-etilmaleimid, iyodoasetik asit ve E-
64 gibi molekiiller tarafindan inhibe olurlar (Brocklehurst ve Philpott, 2013). Tiim
canli organizmalarda sistein proteaz enzimleri bulunmakla birlikte bu enzimlerin
onemli bir boliimii viriis kaynaklidir. Bakteri tiirlerinden Clostridium histolyticum’da
clostripain, Porhyromonas gingivalis'de gingipain; mantarlardan Aspergillus flavus’da
katepsin B; protozoalardan Trypanosoma cruzi'de cruzipain; bitkilerden Carica
papaya’da papain ve kimopapain, Ficus glabrata’da fisin, Ananas comosus'ta
bromelain, Actinidia chinesis'de aktinidin ve Calotropis gigantea'da kalotropin DI
tanimlanmis sistein proteazlardir. Memelilerde ise iki ana sistein proteazi grubu
saptanmistir. Bunlar sitoplazmil kalpainler (kalpain tip I, kalpain tip I1) ve lizozomal
katepsinlerdir (katepsinler: B, C, H, K, L, M, N, S, T, V, ve W) (McGrath, 1999;
Rawlings ve Barrett, 1999).

Sistein proteazlar proteinlerin proteolitik yikimi disinda, insanlarda cesitli

hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda da etkilidirler (Chapman ve ark., 1997; Vasiljeva ve
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ark., 2007). Ornegin parazitlere ait sistein proteazlar hemoglobin hidrolizi, kan hiicresi
Invazyonu ve yiizey proteinlerinin islenmesinde anahtar rol oynar (Lecaille ve ark.,
2002; Sajid ve McKerrow, 2002; Sijwali ve Rosenthal, 2004). Diger taraftan, parazit
veya viriis kaynakli katepsinler ve diger bazi sistein proteazlar, sitma, Afrika uykusu
hastaligi, artrit, osteoporoz, bagisiklikla ilgili hastaliklar ve AIDS gibi c¢esitli
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda etkili olan enzimlerdir. Bu nedenle bu enzimler ilag
gelistirme c¢alismalarinda hedef olarak ele alinmaktadirlar (Gills ve ark., 2007; Hirai
ve ark., 2013; Lecaille ve ark., 2002; Petrov ve ark., 2000; Salminen-Mankonen ve
ark., 2007).

4.2.4. Metallopeptidaz

Metalloproteazlar, kataliz i¢in iki degerlikli metal iyonlara gereksinim duyan
proteazlardir. Bu grup igerisinde yer alan enzimler endoproteazlar ya da ekoproteazlar
olarak islev gorebilirler. Proteolitik bir reaksiyonu kataliz edebilmeleri i¢in yapisinda
genellikle katyon olarak ¢inko bulunmaktadir. Bununla birlikte bakir, demir, kobalt,
mangan ve nikel gibi diger metal iyonlar1 da bu enzimler i¢in tanimlanmustir.
Metallopeptidazlarin aktif bolgeleri baslica His-Glu-Xaa-Xaa-His (Xaa: ayn1 amino
asit) amino asit bakiyeleri icerir (Ward ve ark.,, 2009). Yapilarinda iyon
bulundurmalart nedeniyle bu enzimler etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve etilen
glikoletraasetik asit (EGTA) gibi selatlayict maddeler ile inhibe olurlar (da Silva ve
ark., 2013; Merheb-Dini ve ark., 2009). Kolagenaz ve elastaz (bakteri ve mantarlar),
yilan zehirlerinin hemorajik toksinleri ve bakteriyel termolizin gibi metallopeptidazlar
katalitik akitivite bakimindan farkliliklar gosterirler. B. stearothermophilus tarafindan
sentez edilen notr ¢inko proteaz olan termolizin, en iyi karakterize edilmis
metalloproteazlardan biridir (Sekil 4.10). Yiiksek sicakliklara dayanikli olan bu
enzimin 80 °C'ta yarilanma omrii ortalama 1 saattir. Enzime baglanan dort kalsiyum

atomu stabiliteyi arttirir (Ward ve ark., 2009).
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Sekil 4.10. Bir metallopeptidaz olan termolizinin tersiyer yapisi.
(http://oregonstate.edu/instruct/bb450/fall14/stryer7/9/figure_09 16 03.jpg - erisim
tarihi 09.04.19)

Bu enzim grubu igerisinde yer alan matriksin olarak da adlandirilan matriks
metalloproteinaz (MMP's) kalsiyom bagimli, ¢inko iyonu tasiyan endopeptidazlardir.
MMP’lar hiicre disi matriksin proteinlerini hidrolize ederler. Hiicre dis1 matriksin
proteinleri gesitli hiicrelere yapisal destek saglayan proteinler, sitokinler, biiyiime
faktorleri, kemokinler ve sinyal proteinleri gibi karmasik bir protein agidir
(Brinckerhoff ve Matrisian, 2002). Bu proteinler matriks metalloproteinazlarin da
katilimiyla siirekli yeniden modellenirler (Solomonov ve ark., 2016).

4.2.5. Treonin peptidaz

Treonin peptidaz, hiicre igi proteinlerin kontrollii yikiminda islev goren
proteazom kompleksinin bir bileseni olarak tanimlanmistir. Basit bir okaryotik
organizma olan Saccharomyces cerevisiae'ye (Sekil 4.11) ait proteazomun
kristalografik yap1 analizinde, aktif bolgede N-terminal treonin bakiyesinin saptanmasi
ile kesfedilmistir. Standart peptidaz inhibitorlerine karsi direng gosterdiklerinden
proteozomun katalitik tipi agiklik kazanmamustir. (Ward ve ark., 2009).

Sekil 4.11. Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin taramali elektron mikroskop
goruntusu.
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4.2.6. Glutamik peptidazlar

Glutamik peptidazlar aktif bolgelerinde glutamik asit (Glu) bakiyesi tasiyan
proteolitik enzimlerdir (Sekil 4.12). Tlk olarak Scytalidium lignicolum’da tanimlanmis
ve pepstatin A'ya duyarli olmayan karboksil proteaz oldugu saptanmistir. Bu proteaz
grubu ilk asamada aspartat proteaz olarak kabul edilmistir; ancak yapisal kararlilig
yeni bir proteaz ailesine ait oldugunu ortaya koymustur (Oda, 2012). Daha sonra
Scytalidium lignicola ve Aspergillus niger var. makrosporus’dan sirasiyla,
scitalidoglutamik peptidaz ve aspergilloglutamik peptidaz elde edilmistir. Bu iki
enzimin aktif bolgesinin Glu ve glutamin (Gln) amino asit bakiyeleri bulundugu
saptanmig ve glutamik peptidazlar olarak kesin tanimlamalar1 yapilmistir. Aspergillus
niger var. microsporus’den elde edilen glutamik peptidaz, sirasiyla substrat olarak
kazein ve hemoglobin kullanildiginda pH 2 ve pH 1.1'de maksimum proteolitik
aktivite gostermistir (Rawlings ve ark., 2011; Yabuki ve ark., 2004).

Sekil 4.12. Scytalidocarboxyl peptidaz B enziminin tersiyer yapisi.
(https://en.wikipedia.org/wiki/Glutamic protease#/media/File:Glutamic protease.pn
g — erisim tarihi 28.03.2019)

4.2.7. Asparagin peptid liyaz
Yukarida Tablo 1.2’de verilen yedi proteaz grubundan biri de asparagin peptid
liyazlardir. Bir asparagin bakiyesi, eliminasyon reaksiyonu ile peptid baginin kirilmasi

i¢in niikleofil olarak asparagin peptid liyaz enziminin katalitik mekanizmasina katilir.
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Asparagin karbonil karbonu ile bes iiyeli siiksiinimid halkasi olusturabilir ve dogru
kosullar altinda kendisini ana zincirden ayirarak iiriiniin iki yarisini serbest birakabilir
(Sekil 4.13). Sonug olarak asparagin peptid liyazlar proteolitik enzim olmakla birlikte
peptidaz degildirler (Dehart ve Anderson, 2007).
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Sekil 4.13. Asparagin peptid liyazlarin kataliz mekanizmasi

4.3. Proteaz Kaynaklar:

Proteolitik aktiviteye sahip enzimlerin canlilarda hem hiicre i¢i hem de hiicreler
dis1 ortamlarda proteinlerin yikimini kataliz ettikleri diisiiniildiigiinde, tiim ¢ok hiicreli
ya da tek hiicreli 6karyotik organizmalar ve prokaryotlarda yaygin olarak bulunan
enzimlerden oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla tiim canlilar proteaz enzimleri i¢in

kaynak olarak kabul edilebilir (Kasana, 2010).

4.3.1. Bitkisel kaynaklh proteazlar

Yukarida da deginildigi gibi proteazlar, polipeptid zincirlerinde uglara yakin
bolgelerde (ekzopeptidaz) ya da i¢ bolgelerde (endoproteaz) yer alan peptit baglarini
keserler. Eksoproteazlar, proteinlerin N-terminal ugtan kesim yapan aminopeptidazlar
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ve C-terminal ugtan kesim yapan karboksipeptidazlar olarak farklilagsmislardir
(Motyan ve ark., 2013). Endoproteazlar enzimleri ise katalitik mekanizmalarina gére
simiflandirilirlar. Bitkilerde, bes simif endoproteaz tanimlanmistir. Bunlar; serin,
sistein, aspartik, metallo ve treonin endopeptidazlardir. En ¢ok kullanilan bitkisel
kaynakl1 proteazlar ise sistein, aspartik ve serin proteaz gruplarina aittir (Rawlings ve
ark., 2010). Bitkilerden izole edilen proteazlar genis bir sicaklik ve pH araliginda
proteolitik aktivite gosterdiklerinden endiistriyel kullanim agisindan ilgi ¢ekicidirler.
Ticari enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu mikrobiyal kaynaklardan elde edilmis olsalar da
bitkisel kaynakli enzimler de biiyiik nem tagimaktadir.

Carica papaya (papain, kimopapain, karikain, glisil endopeptidaz), Ananas comosus
(meyve bromelain, kok bromelain, ananain, comosain) ve Ficus glabrata’dan (fisin)
elde edilen sistein proteazlar ticari onemi olan bitkisel kaynakli enzimlerdir (Rawlings
ve ark., 2010) (Sekil 4.14). Ortalama 25- 30 kDa molekiil agirligina sahip olan bu
enzimlerin ¢ogu pH 5.0 - 8.0 arasinda maksimum aktivite géstermektedir (Dubey ve
ark., 2007). Carica papaya’dan eclde edilen papain, sistein proteazlarin yapi
caligmalarinda model olarak kullanilmistir. Bu enzim pH 5-7 degerleri arasinda
optimum katalitik aktivite gosterir. Papain diger proteazlara gore sicakliga daha
dayaniklidir ve 10-90 °C sicaklik araliginda aktivite gosterir (Van Der Maarel, 2010).
Karikain, papain lateksinden saflastirilan bir diger proteaz enzimidir (Dubois ve ark.,
1988). Kimopapain, papain ve karikaine gore sicakliga daha duyarlidir. Buna karsin
kimopapain pH 2’de stabilitesini korumasi bakimindan farklilik gosterir (Lockwood,
1952). Bromelain, ananaslarin koklerinden ve olgunlasmamis meyvelerinden elde
edilen bir 6ziittiir. Kok bromelian pH 6.0-8.5 araligi ve 50-60°C sicakliklarda optimum
aktivite gosterir. Meyve bromelaini, kok bromelaine kiyasla daha yiiksek proteolitik
aktiviteye sahiptir (Gen Lei ve ark., 2007). Fisin, Ficus glabrata bitkisinin kurutulmus
lateksinden elde edilir (Sgarbieri ve ark., 1964). Bu enzim Ficus carica ve Ficus
elastica gibi diger Ficus tiirlerinde de bulunmaktadir (Sekil 4.14). 10-15 ¢
agirligindaki yesil incir yaklasik olarak 100-150 mg fisin igerir. Optimum pH’1 5.0-
8.0, optimum sicaklig1 45- 55 °C araligindadir (Badgujar ve ark., 2014).
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Sekil 4.14. Proteazlar bakimindan zengin Carica papaya, Ananas comosus ve Ficus

carica bitkileri.

Bitki sistein proteazlari dogal ortamlarinda yaslanma, programlanmis hiicre
olimiiyle birlikte bitkilerin biiylimesine ve gelismesi ile iliskili biyokimyasal
reaksiyonlarda islev goriirler. Hiicrelerde proteinlerin yeniden sentezinde ve yanlis
katlanmis proteinlerin ortadan kaldirilmasinda proteazlara 6nemli roller diiser
(Martinez ve ark., 2007). Hidrolitik enzimler bitki savunma mekanizmalarinda da rol
aldiklarindan, bu grup igerisinde yer alan sistein proteazlarin da boceklerden
korunmada 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Boller, 1986). Misir bitkisi kallusunda
bulunan serin proteazlar, ciddi musir zararlisi olan sonbahar tirtil larvalarinin
biiylimesinin inhibisyonu ile iliskilendirilmistir (Jiang ve ark., 1995; Pechan ve ark.,
2000). Fisin, papain, ve bromelain gibi sistein proteazlarin, papaya agaglarini otgul
boceklerden korudugu, yapraklarin zarar gordiiglinde sizan lateks Ttretimiyle
saptanmistir (Konno ve ark., 2004). Papain benzeri proteazlar dejeneratif, invazif ve
bagisiklik sistemi ile iligkili hastaliklarda proteolitik aktivite gosteren temel enzimler
olarak tanimlanmistir (Bromme ve Kaleta, 2002; Lecaille ve ark., 2002).

Endiistri alaninda siit pihtilasmasinda kullanilan ticari enzimlerin tiimdi, asidik
pH degerlerinde aktivite gosteren aspartik proteazlardir (Silva ve Malcata, 2005). Bu
alanda yaygin olarak kullanilan aspartik proteaz, rennette bulunan kimozin enzimidir
(Vioque ve ark., 2000). Rennetin dogal kaynagi buzagilarin sirdenidir. Rennetin dogal
kaynagindan izolasyonu maliyetli ve miktar olarak yetersizdir. Bundan nedenle buzagi
kimozin enzimi, ilgili genin aktarilmasiyla farkli mikroorganizmalarda rekombinant
olarak tiretilmektir (Seker ve ark., 1999). Siit endiistrisinde kullanilan diger bitkisel
proteazlar, baz iilkelerde rekombinant buzagi peynir mayasimnin yiiksek maliyeti ve

dini inaniglar sebebiyle alternatif olustursa da, bu proteazlar diisik verim ve
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istenmeyen tat birakma gibi dezavantajlara sahiptir (Shah ve ark., 2014). Siit
pihtilasma aktivitesi gosteren aspartik proteaz enzimleri, enginar (Cynara scolymus
L.), siit devedikeni (Silybum marianum L. Gaertn.), kardoon (Cynara cardunculus )
ciceklerinde tespit edilmistir (Garcia ve ark., 2014; Llorente ve ark., 2004; Rafizadeh
ve ark., 2018). Yabani enginardan (Sekil 4.15) elde edilen pihtilagtiricisinin enzim
bilesenlerinin, buzagi renneti ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu bitkiden elde
edilen toz bitki pthtilagtiricisinin, buzagi sirden rennetinden elde edilen kimozine gore
daha yiiksek siit pihtilastirma aktivitesine sahip oldugu belirtilmektedir (Pino ve ark.,
2009). Bocek yiyen bitkilerde aspartik proteazlarin boceklerin sindiriminde de islevsel
oluklart anlagilmistir (Tokes ve ark., 1974).

Sekil 4.15. Yabani enginar bitkisi.

Serin proteazlar, agagsi bitkilerden baklagillere ve otlara kadar genis bir
yelpazede bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Bu enzimler bitkilerin farkl
organlarinda bulunmakla birlikte ozellikle meyvelerde daha fazla miktarlarda
bulunmaktadir (Barrett ve Rawlings, 1995). Kavun (Cucumis melo) meyveleri
mezokarpindan (meyvenin yenilebilen kismi) elde edilen bir enzim olan kukumisin,
en iki karakterize edilen bitki serin proteazlarindan biridir (Antao ve Malcata, 2005).
Kukumisinin aktif bdlgesindeki serin bakiyesi yakiinda bulunan Gly-Thr-Ser-Met
amino asit bakiyeleri, bir mikrobiyal serin proteaz olan subtilizin ile aynidir. Bu
enzimin bazik pH’de (pH 10) ve 70 °C sicaklikta yiiksek kataliz aktivitesine sahiptir
(Kaneda ve Tominaga, 1975).
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Bazi serin proteazlarin tibbi agidan 6nemini ortaya koyan ¢aligmalar vardir.
Euphorbia milii (dikenli tag) bitkisi lateksinden elde edilen milin (Yadav ve ark., 2006)
ve Morus indica (dut) bitkisi lateksinden elde edilen dimerik subtilizin benzeri
indikain (Singh ve ark., 2008) enzimleri tibbi kullanimi i¢in tizerinde ¢alisilan
enzimlerdir. Dimerik subtilizin benzeri serin proteazlar, kan serum glukozu, kolesterol
ve lipit diizeylerini diisiirmek i¢in kullanilmistir. Bu enzimin diiiretik ve balgam
soktliriicti etkileri de rapor edilmistir (Andallu ve ark.,, 2001; Andallu ve
Varadacharyulu, 2003; Doi ve ark., 2000; Jang ve ark., 2002). Euphorbia milii’de elde
edilen milin, karaciger iltihabinda ve insanlarda, koyunlarda ve sigirlarda parazitik bir
hastalik olan sistozomiyaza karsi kullanilmaktadir. Milin, yiiksek stabilite ve
proteolitik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle gida endiistri uygulamalarinda iyi bir
segenektir (Schall ve ark., 2001; Souza ve ark., 1997).

4.3.2. Hayvansal proteazlar

Hayvansal kaynakli proteazlar arasinda pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin
ve rennin en iyi bilinen enzimlerdir. Tripsin, besin olarak alinan proteinlerin
hidrolizinden sorumlu, pankreas bezi tarafindan salgilanan bir proteazdir. Molekiil
agirh@ 23,3 kDa olan tripsin enzimi pH 8’de, 37 °C sicaklikta maksimum proteolitik
aktiviteye sahiptir (Sekil 4.16). Tripsin enzimi serin proteaz grubu igerisinde yer alir.
Bu enzim ile hazirlanan protein hidrolizatlarinda istenmeyen acimsi bir tat olmasi
nedeniyle gida endiistrisinde kullanim1 tercih edilememektedir. Bununla birlikte bazi
Ozel tibbi uygulamalarda ve bakteri besi ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilir (Rao
ve ark., 1998).

Sekil 4.16. Serin proteaz olan tripsin enziminin tersiyer yapisi.

26



Hayvanlarda pankreas bezinden salgilanan diger bir enzim olan kimotripsin
23,8 kDa agirliginda bir serin proteazdir. Kimotripsin peptid baglarini fenilalanin,
tirozin ve triptofan bakiyelerinde sonraki karboksil gruplarindan keser. Saf olarak elde
edilen kimotripsin, yiiksek maliyeti nedeniyle daha gok tan1 amagl uygulamalarda ya
da cesitli analizlerde kullanilmaktadir. Kimotripsin, siit proteini hidrolizatlarinin
alerjik etkilerini azaltmak i¢in yaygin olarak kullanilir. Tripsin ve Kkimotripsin
enzimleri pankreasta inaktif formu tiretilir ve ince bagirsaga salinir. Tripsin enzimi
bagirsak mukozasinda bulunan diger bazi proteazlar ile aktif hale gelir. Aktif tripsin
enzimi, kimotripsinojeni belirli bir noktadan keserek birkag asamada gergeklesen aktif
Kimotripsine doniisme islemini baglatir (Rao ve ark., 1998). Pepsin, molekiil kiitlesi
34,5 kDa olan neredeyse tiim omurgalilarin midesinde bulunan asidik bir proteazdir.
Aspartil proteaz grubuna aittir. pH 1-2 arasinda optimum aktivite gosterirken, pH 6’nin
tizerinde inaktive edilir. Bu nedenle pepsinin aktif olarak protein sindirimine
katilabilmesi i¢in mide sivisinin asit karakterli olmas1 gerekir. Bu da mide bezleri
tarafindan salgilanan hidroklorik asit varligi ile saglanir. Bu enzim, iki hidrofobik
amino asit arasindaki peptit baglarinin hidrolizinin gergeklestirir (Rao ve ark., 1998).
Rennin (kimozin), yeni dogan gevis getiren hayvanlarin midesinde salgilanan aspartik
proteazdir. Molekiil agirligi 30,7 kDa olan rennin aktif olmayan prorennin formunda
sentez edilir ve pepsinin proteolitik etkisiyle ya da otokataliz ile aktif rennine
doniistiiriiliir. Rennin peynir tiretimi i¢in siit proteini K-kazeini Phe 105 ve Met 106
amino asit bakiyeleri arasindaki peptit baglarin1 keserek siitliin pithtilagmasini saglar

(Mohanty ve ark., 2003; Rao ve ark., 1998).

4.3.3. Mikrobiyal proteazlar

Bitki ve hayvanlardan elde edilen proteazlarin endiistrideki talebi karsilayacak
diizeyde olmamasi mikroorganizma kaynakli enzimlerin 6nemini arttirmaktadir.
Biiyiik bir gesitlilige sahip olan mikroorganizmalar, ticari degeri olan birgok enzim
icin kaynak olustururlar. Diinya genelinde ticari enzim pazarinin yaklasik olarak
%40"'mm1 mikroorganizma kaynakli enzimler olusturmaktadir (Godfrey ve West, 1996).
Ozellikle yiiksek sicaklik, genis pH aralig1, yiiksek tuz konsantrasyonlari ve selatlama
ajanlarmin  varligt  gibi  ekstrem  kosullarda  yasamlarin1  siirdiirebilen

mikroorganizmalar diger enzim kaynaklarina gore ¢ok daha avantajlidir (Cobb ve ark.,
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2012; de Souza ve ark., 2015; Raveendran ve ark., 2018). Mikroorganizmalar arasinda
bakteriler, mantarlar ve kiifler proteazlar i¢in kaynak olustururlar. Bunlara viral

proteazlar: da eklemek gerekir (Dos Santos Aguilar ve Sato, 2018).

4.3.3.1. Bakteriyal proteazlar

Bacillus cinsine ait organizmalar birgok notr ve alkali ortamda katalitik
aktiviteye sahip enzimler tretilirler. Bakteriyel notral proteazlar, pH 5-8 araliginda ve
diisiik sicakliklarda Kkatalitik aktiviteye sahiptirler. Hayvansal proteazlar ile
karsilastirildiklarinda hidroliz edilen proteinlerinde daha diisiik diizeyde tat
degisimlerine (acilik) neden olmalari nedeniyle gida endiistrisinde tercih edilirler
(Adinarayana ve ark., 2003). Bacillus cereus tarafindan kiiltiir ortamindan salgilanan
bir mikrobiyal siit pihtilastirma proteaz enzimi, kismen saflastirilmistir (Guevara ve
ark., 2001). Gram pozitif bir bakteri olan Bacillus firmus'den izole edilen hiicre disi
alkali proteaz enziminin pH 9.0 ve 40°C sicaklikta maksimum Kataliiz aktivite
gosterdigi saptanmustir (Rao ve Narasu, 2007). Bir diger Bacillus tiirii olan Bacillus
licheniformis sicakliga ve deterjanlara dayanikli alkali serin proteaz iiretebilmektedir.
Bu proteaz enziminin pH 10,5°de ve 68°C sicaklikta maksimum aktiviteye sahip
oldugu belirtilmektedir (Fakhfakh-Zouari ve ark., 2010). Bazi organik ¢oziiciilere
kars1 dayanikli bir alkalin proteaz enzimi Bacillus licheniformis YP1A tarafinda salgi
formunda tiretildigi saptanmistir. Bu enzimin %50 (h/h) konsantrasyonlarda DMSO,
DMF veya sikloheksan gibi organik ¢oziicii igeren ortamlarda, 40 °C'da, 1 saat

bekletildiginde aktivitesini %95 oraninda korudugu belirlenmistir (Li ve ark., 2009).

4.3.3.2. Fungal proteazlar

Mantarlar hizli ¢ogalmalari ve liretim maliyetlerinin diisiik olmasi nedeniyle
proteaz tiretiminde siklikla kullanilan mikroorganizmalardir. Bunlara ek olarak
tirettikleri enzimleri biiyiilk oranlarda kiiltiir ortamina salgilamalar1 saflastirma
islemlerini kolaylastirmaktadir (Anitha ve Palanivelu, 2013; de Souza ve ark., 2015).
Mantarlar hem kat1 yiizey fermentasyonu hem de batik fermantasyon teknikleri ile
cogaltilarak, proteaz iiretimi gergeklestirilebilir (Devasena, 2010). Aspergillus ve
Penicillium gibi baz1 filamentli mantar tiirlerinin, batik fermantasyon kosullarinda
yiiksek seviyelerde hiicre disi proteaz enzimi tirettikleri bilinmektedir (te Biesebeke ve

ark., 2005). Aspergillus tiirleri tarafindan salgi formunda iretilen bir¢ok proteaz
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enzimi kapsamli sekilde analiz edilmistir. Bu enzimlerin bir¢gogu gida ve icecek
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (de Souza ve ark., 2015). Uzun siiredir
endiistriyel alanda kullanilan Aspergillus oryzae toksik etkisi olmayan bir tiir olarak
belirlenmistir. Bu mantar tiirii, bugday kepegi, piring kepegi, 6giitiilmiis soya fasulyesi
ya da kiispe gibi yiizeylerde ¢ogalabilmektedir (Vishwanatha ve ark., 2010).
Penicillium tiirleri de proteazlar ve diger endiistriyel enzimlerin iiretimi i¢in biiyiik bir
potansiyele sahiptir. Bu tiirlerin tiirlerinin kat1 hal ve batik fermantasyon kosullarinda
alkalin proteaz tretilmeleri ilgi ¢ekicidir. Penicillium griseoroseum ve Penicillium
camemberti'nin asit proteazlari iirettigi bildirilmektedir (de Souza ve ark., 2015).
Mucor pusillus ve Mucor miehei, mucor renninler olarak da bilinen aspartat proteazlari
salg1 formunda tireten mantarlardir. Bu enzimler, yiiksek siit pithtilagma aktivitesine ve
diisiik proteolitik aktiviteye sahiptir ve peynir endiistrisinde renninin yerine
kullanilabilmektedirler (Martin ve ark., 1980). Bununla birlikte mucor renninlerin
yiiksek termal stabilitesi, uzun olgunlagsma siirecinde peynirin tadini bozabilmesi
istenen bir durum degildir (Maheshwari ve ark., 2000).

Termofilik mantarlar, yiiksek sicakliklarda katalitik aktiviteye sahip hidrolaz
enzimleri iiretirler. Sicakligi 65-85 °C arasinda aktivite gosteren termostabil proteazlar
pisirme, bira tiretimi, deterjan ve deri endiistrisinde kullanilabilmektedir (Haki ve

Rakshit, 2003; Macchione ve ark., 2008).

4.4. Proteazlarin Endiistriyel Uygulamalari

Bitki, hayvan ve tek hiicreli mikroorganizmalardan dogal kosullarda ya da
rekombinant DNA teknolojilerinden yararlanilarak elde edilen enzimler kimya
endiistrisinden gida endiistrisine kadar c¢ok genis bir alanda yaygin olarak

kullanilmaktadir.

4.4.1. Proteazlarin deterjan endiistrisinde kullanim

Cesitli kaynaklardan elde edilen proteolitik enzimler temizlikte kullanilan tiim
deterjanlarin ana bilesenleridirler (Rao ve ark., 1998). Protein igerigi bakimindan
zengin olan siit ve kan gibi maddelerle kirlenmis materyallerde proteinleri hidroliz
ederek daha kolay uzaklastirmak icin ¢amasir deterjanlarina enzim ilavesi

yapilmaktadir. Protein igeren lekeler, proteolitik olarak pargalanmadan yikandiklari
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zaman kumas {lizerinde pihtilasmis halde kalma oranlart yiiksektir (Maurer, 2004).
Deterjanlara katilan enzim, viicut salgilarindan ve siit, yumurta, et ve balik gibi protein
igerikli yiyeceklerden gelen kirlerin de uzaklastirilmasini kolaylastirir. Camasirlarin
yikandig1 kosullar sicaklik, pH ve deterjanlarin kullanildig1 ekstrem kosullardir. Bu
kosullarda kullanilacak enzimlerin deterjan ¢dzeltisinde stabilitesini korumasi, sicak
ortamlarda ve bazik pH degerlerinde aktivite gormesi gerekmektedir (Vojcic ve ark.,
2015). Deterjanlarin ¢ok yaygin olarak kullanilmasi nedeniyle deterjan proteazlari
diinya genelinde en 6énemli endiistriyel enzim gruplardan birini olusturur (Gupta ve
ark., 2002; Maurer, 2004). Bu alanda kullanilan proteaz enzimlerinin 6nemli bir
bolimii Bacillus tiirlerinden elde edilen subtilizin serin proteaz enzimleridir. Bu
enzimler, pH 12'ye kadar bazik ortamlarda stabilitelerini koruduklarindan ve
aktivitelerini kaybetmediklerinden dolayr ekstrem c¢amasir yikama kosullari igin
uygun enzimlerdir (Fujinami ve Fujisawa, 2010). Diger taraftan, deterjanlarda
kullanilacak proteazlarin stabil yapida olmalar1 yani sira diisiik sicakliklarda da
aktivite gostermeleri istenir. Dogal Bacillus subtilizin enzimleri temel alinarak, protein
miihendisligi teknikleri ile soguk ortamda aktif subtilizin enzimleri elde edilmistir
(Siddiqui ve ark., 2009; Tindbaek ve ark., 2004; Wintrode ve ark., 2000).

4.4.2. Proteazlarin siit endistrisinde kullanimi

Proteolitik enzimlerin yaygin kullanim alanlarindan bir de siit enddistrisidir.
Ozellikle peynir iiretiminde siit pthtilastirict proteazlar ¢ok biiyiik dneme sahiptirler.
Siit pihtilastirict proteolitik enzimler arasinda hayvansal rennet, mikrobiyal siit
pihtilastirict enzimler, bitkisel rennet, genetigi degistirilmis kimozin yer alir. Siit
pihtilastirict proteaz enzimleri aspartik proteaz sinifina igerisinde siniflandirilirlar.
Mikrobiyal proteazlar sicaga dayanikli olmalar1 nedeniyle peynirde aci tat birakma
sorunu olustururlar. Bu nedenle normal pastorizasyon sicakliklarinda tamamen
inaktive olan proteazlar gelistirilmistir. Peynir yapiminda 6nemli bir etken olan kazein
iceriginin yiiksek olmast nedeniyle kimozin enziminin kullanilmasi tercih

edilmektedir (Rani ve ark., 2012).

4.4.3. Proteazlar: deri endiistrisinde kullanimi

Derinin islenmesi; 1slatma, kil giderme, tabaklama gibi farkli asamalar halinde

gergeklestirilir. Derinin en Onemli bileseni proteinlerdir. Bu nedenle derilerin
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islenmesinde proteolitik enzimlerin kullanimi &nemli bir gereksinimdir. islemler
sirasinda ortaya ¢ikan deri artiklari saglik i¢cin onemli bir risk olusturmaktadir. Bu
tehlikeli atiklarin ortadan kaldirilmasinda kimyasal maddelere alternatif olarak
proteolitik enzimlerin kullanilmasi hem c¢evre kirliliginin azalmasina hem de deri
kalitesinin iyilesmesine olanak saglamaktadir. Proteazlar, derinin yapisinda bulunan
kollajen olmayan bilesenlerinin se¢imli hidrolizinde, albiiminler ve globiilinler gibi
fibriler yapida olmayan proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Deri islenme
asamalarindan olan 1slatma asamasinda mikroorganizma kaynakli alkalin proteazlar
kullanilmistir. Alkalin proteazlar, suyun daha hizli emilimini gergeklestirerek derinin
1slanmas: siirecini biiylik Olclide azaltmistir. Kalsiyum hidroksit ve sodyum kloriir
iceren ortamda alkalin proteazlar kil giderme i¢in kullanilir, bu da atik su miktarinda
azalmaya yol acar. Islenecek materyalde bulunan elastin ve keratin gibi matris

proteinleri enzimin se¢iminde 6nemlidir (Rani ve ark., 2012).

4.4.4. Pisirme ve gida islemede proteazlarin kullanim

Bugday unu, gida endiistrisinde son derece 6nemlidir. Bugday unu ¢6ziinmesi
zor olan bir protein olan gluten igerir. Aspergillus oryzae’dan elde edilen
endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar gluteni hidrolize etmek i¢in kullanilir. Bugday
unundan hazirlanan hamurun proteazlar ile muamele edilmesi, hamurun islenmesini
kolaylastirir, karistirma siiresini azaltir ve ekmek somunu hacimlerinin artmasini
saglar. Bakteriyel proteazlar, hamurun uzama kabiliyetini ve dayanikliligin1 artirmak
icin kullanilir (Rani ve ark., 2012). Ayrica bromelain bugday gluteninin IgE epitopunu
kesmesi nedeniyle hipoalerjenik bugday unu elde etmek igin de kullanilmistir (Tanabe
ve ark., 1996).

Bir diger 6nemli gida olan etin yumusakligini artirmak igin proteazlar
denenmistir. Papainin ette yumusakligi artirmada en biiyiik etkiyi gosterdigi
belirlenirken, dokusal degisiklikleri olumsuz yonde etkileyebilecegi belirtilmistir.
Bromelain yumusaklig: artirir ve kollajeni, kontraktil proteinlerden daha fazla bozar.
Fisin ise miyofibriller ve kollajen proteinlerin dengeli bir sekilde bozulmasini saglar
(Sullivan ve Calkins, 2010). Ayrica papain ve bromelain kuru islemeli jambonun
tiretiminde de kullanilir (Scannell ve ark., 2004).
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4.4.5. Balik protein hidrolizat elde etmede proteazlarin kullanimi

Ozellikle balik¢iligin gelismis oldugu iilkelerde deniz iiriinlerini isleyen iiretim
tesislerinde agiga cikan biyolojik atiklar 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu
biyolojik atiklar, besin degeri yiiksek ve kolay sindirilebilen iiriinlere doniistiiriilebilir.
Balik protein hidrolizatlarinin (BPH) elde edilmesinde sindirim sistemi enzimlerinden
yararlanilir. Deniz irilinlerinin islenmesinde kalan atiklarin enzimatik yontemle
hidrolizi, besin kalitesi ve fonksiyonel 6zellikleri bakimindan degerlendirildiginde
kimyasal yontemlere gore daha avantajli goriilmektedir. BPH’ler, biyoaktif peptit
kaynag1 veya azotlu substratlar olarak kullanim potansiyeli vardir (Horn ve ark., 2005;
Klompong ve ark., 2009). Bitkilerden elde edilen papain, bromelain, fisin ve alkalaz

gibi ticari proteazlar BPH iiretmek i¢in kullanilmaktadir (Aspmo ve ark., 2005).

4.4.6. Eczacilik ve tip alaninda proteazlarin kullanim

Proteolitik enzimler tipta tedavi ve cerrahi uygulamalarda denenmis ya da
kullanim1 6nerilmistir. Proteaz iceren bazi preparatlar klinik uygulamalarda basarili
sonuglar verirken, bazilari ise istenilen sonucu vermemistir. Insan kaynakli bir serin
proteaz olan, aktive olmus protein C, rekombinant olarak tiretilmis ve Drotrecogin alfa
(Xigris ™ olarak da bilinir) adiyla piyasaya siiriilmiis ve siddetli sepsis vakalarin
tedavisi i¢in lisans almistir. Bununla birlikte istenilen diizeyde etkinlik elde
edilemedigi i¢in 2011 yilinda piyasadan geri ¢ekilmistir (Mecikoglu ve ark., 2006).
Aspergillus oryzae'den elde edilen bazi proteazlar, litik enzim eksikligi
sendromlarinda oral yoldan verilmistir. Yanik ve yaralarin tedavisinde genis
spektrumlu antibiyotikler ve clostridial kollajenaz veya subtilisin birlikte
kullanilmistir. Jatropha curcus lateksinden elde edilen kurkain proteazinin yara
iyilestirici etkiye sahip oldugu gésterilmistir (Rani ve ark., 2012). Kimopapain bel
fitiginin niikleoliz yoluyla tedavisi i¢in (Sagher ve ark., 1995; Simmons ve ark., 2001);
papain, bromelain ve fisin bazi1 romatizmal hastaliklarda anti inflamatuvar ilaglar
olarak denenmistir (Lotz-Winter, 1990; Maurer, 2001). Tripsin, kimotripsin, papain
iceren enzim karisiminin meme ve kalin bagirsak kanseri ve plazmasitoma tedavisinde
iyi sonu¢ verdigi belirtilmektedir (Beuth, 2008; Salas ve ark., 2008). Papain,
kemomekanik dis ¢iirigii temizleme amacglh kullanilan papakarienin jelinin ana

maddesidir. Bu jel, dis kemigindeki kollajen fibrilleri arasindaki birlesimleri etkili bir

32



sekilde kirarak doner aletlerin kullanilmasini engellemis olur (Kotb ve ark., 2009;
Lopes ve ark., 2007). Proteazlar sindirim sisteminde sindirimi kolaylastirmak

amaciyla da yaygin olarak kullanilmaktadir (Rani ve ark., 2012).

4.5. Halofilik Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar farkli 6zelliklere sahip gogunlukla tek hiicreli mikroskobik
yagsam formlaridir. Genotipik ve fenotipik 6zelliklerine gore bakteri, arke ve dkaryot
organizma gruplar1 igerisinde siniflandirilirlar (Sekil 4.17). Bakteriler ve arkeler
evrimsel olarak ¢ok farkli olmalarina karsin yapisal olarak benzerdir. Her iki grup da
membran ile ayrilmig bir ¢ekirdek yapisi ve organel tasimazlar (Kittelmann ve ark.,
2013).

Bakteri Arke Okaryot
hayvanlar
Firmicutes Chloroflexi o, . Thaumarchasota ATO0D020% mantas
kimuz alg
Proteobakteriler

Siyanobakten Pl

Bakteroidet algler

1C0Z02
Thermotoga Euglenozoa

Thermodesulfobactenia Diplomonad

Sekil 4.17 Bakteriler, arkeler ve okaryotlar arasindaki iligkileri gosteren filogenetik

agag (Woese ve ark., 1990).

Halofiller, asir1 tuzlu ortamlarda yasayabilen ve ¢ogalan mikroorganizmalardir.
Halofilik mikroorganizmalar, cogunlukla bakteri ve arkeler icerisinde yer alan
prokaryotik 0Ozellik gosteren organizmalardir. Bununla birlikte okaryotik 6zellik
gosteren halofilik organizmalar da bilinmektedir (Butinar ve ark., 2005). Halofiller
tuzlarin denatiire edici etkilerine karsi1 kendilerini korumalarinin yani sira, hiicre ici ve

hiicre dis1 tuz konsantrasyonu farkliliklarina bagl olarak ortaya ¢ikan yiiksek osmotik
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basinci da dengeleyebilme kabiliyetine sahiptirler (Le Borgne ve ark., 2008). Halofilik
mikroorganizmalar gelismeleri igin ihtiya¢ duyduklart NaCl konsantrasyonuna gore;
az halofiller, 1limli halofiller, sinir asir1 halofiller ve asir1 halofiller olmak tizere dort
ayri siifa icerinde degerlendirilebilirler (Oren, 2008). Halofil 6zellik géstermeyen
mikroorganizmalar 0.2 M’dan daha diisiik tuz igeren ortamlarda iyi trerler. Az
halofilik mikroorganizmalar tireyebilmek icin ortamda 0,5-2,5 M arasinda degisen
konsantrasyonlarda NaCl’e gereksinim duyarlar ve bu grup organizmalar ¢ogunlukla
fakiiltatif halofillerdendir (Oren, 2008). Ilimli halofiller, 0,5-2,5 M oraninda NaCl
iceren ortamlarda iyi irerler, gelismeleri ve diger metabolik siiregleri i¢in orta
derecede tuz konsantrasyonuna gereksinim duyduklarindan asil halofillerin ortaya
cikisin1  temsil ederler. Siir asir1  halofiller, 1,5-4,0 M arasinda degisen
konsantrasyonlarda tuz iceren ortamlarda tirerler ve yiiksek tuz konsantrasyonlarina
dayanacak sekilde adapte olmuslardir. Bu organizmalarin bir¢ogu zorunlu
halofillerdir. Asir1 halofiller ise 2,5-5,2 M gibi yiiksek konsantrasyonlarda NaCl’e
gereksinim duyarlar. Asir1 halofillerin hemen hemen hepsi zorunlu halofillerdir.
Cogunlugunu halofilik arkelerin olusturdugu bu organizmalar kendilerini yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda yasayabilecek sekilde adapte edebilen oldukca ozellesmis
organizmalardir (Oren, 2002). Asir1 halofilik mikroorganizmalarin yiiksek tuz
konsantrasyonlarina adaptasyon mekanizmalari, bu mikroorganizmalari biyokimyasal

uygulamalarin da odagi haline getirmistir (Kastritis ve ark., 2007).

4.6. Halofilik Arkeler

Halofilik arkeler arkebakterilerin Euryarchaeota subesi (filum), Halobacteria
sinifi i¢inde yer alan ¢ogunlukla aerobik ve kirmizi pigmentli mikroorganizmalardir
(Andrei ve ark., 2012). Halobacteriaceae ailesinin halofilik tiyelerinin birgogu hiicre
stabilitesini korumak ve yasamini stirdiirmek i¢in yliksek konsantrasyonlarda tuzlarin
varligina gereksinim duyarlar. Bununla birlikte, goreceli daha diisiik tuzlu ortamlarda
gelisebilen Halobacteriaceae iiyeleri ise deniz suyuna yakin tuzluluk gosteren
ortamlarda yasamlarini siirdiirtirler (Purdy ve ark., 2004). Tanimlanan bir¢ok halofilik
arke tiirti, 150 g/L’nin iizerindeki tuz konsantrasyonunda en iyi sekilde yasamlarini
strdirirler (Oren ve Ventosa, 2014). Halobacteriaceae ailesinin tiim tyeleri
varliklarim siirdlirmek ic¢in en az 1.5 M NaCl’e ihtiya¢ duyan asir1 halofillerdir. Bu

tirler i¢in yasam i¢in ideal olan NaCl konsantrasyonu 2.0- 4.5 M araligidir.
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Halobacterium salinarum gibi bazi tiirlerde hiicre i¢i tuz konsantrasyonu 6 M gibi ¢ok
yiiksek degerleri bulabilir (Robinson ve ark., 2005). Natronococcus, Natrono-monas,
Natronorubrum ve Natronobacterium cinsleri halofilik olma 6zelliklerinin yani sira,
pH 9.5-10.0 arasinda yasamlarini siirdiiren alkalifilik organizmalardir (Kamekura ve
ark., 1997). Bu organizmalar, Antarktika'daki hipersalin goli (Halorubrum
lacusprofundi), Olii Deniz (Haloferax volcanii), Biiyiik Tuz Gélii (Halorabdus
utahensis) (Sekil 4.18), Misir'da bir hipersalin soda golii (Natronomo-nas pharaonis)
gibi ¢esitli yerlerden izole edilmislerdir (Anderson ve ark., 2016; Calo ve ark., 2011,
Mullakhanbhai ve Larsen, 1975; Robinson ve ark., 2005).

Sekil 4.18. Amerika Birlesik Devletleri, Utah, Biiyiik Tuz Goli goriiniimii.
(https://www.trtavaz.com.tr/haber/tur/yasam/iki-farkli-rengiyle-utahin-buyuk-tuz-

g0lu/384943 -erigim tarihi 02.04.2019)

Halobacteriaceae ailesi iginde siniflandirilan Haloarcula, Haloterrigena,
Natrialba, Natronococcus ve Natronomonas gibi birgok mikroorganizmalarin, iiremek
icin amino asitlere ve bazi kompleks bilesiklere gereksinimleri vardir (Oren ve ark.,
2009). Bu tiirlerin gelismesi i¢in besinler arasinda amino asitler, sekerler (glukoz,
laktoz, fruktoz, riboz vb.) ve organik asitler bulunur (Khemili-Talbi ve ark., 2015).
Halobacterium, Halococcus ve Haloarcula tiirlerinde CO2'i tutma yetenekleri
saptanmis olmasina karsin ototrofik biiylime 6zellikleri saptanmamistir (Danon ve
Caplan, 1977; Javor, 1984). Haloarkealarin anaerobik kosullar altinda, nitrat
(Tomlinson ve ark., 1986), fumarat ,elementel siilfiir ve trimetilamin N-oksit gibi
birgok elektron alicis1 kullanilarak gelistigi bilinmektedir (Elshahed ve ark., 2004;
Muller ve DasSarma, 2005; Torregrosa-Crespo ve ark., 2016). Az sayida
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Halobacterium cinsinin, arginin fermentasyonunu kullanarak anaerobik olarak

gelistigi anlagilmistir (Hartmann ve ark., 1980).

4.7. Haloarcula hispanica

Bu tez ¢alismasi kapsaminda proteaz enzimleri ¢alisilan Haloarcula hispanica
tiirii ilk olarak Ispanya'da bir solar tuzundan izole edilen asir1 halofilik bir
organizmadir (Ding ve ark., 2014). Halobacteriaceae ailesi iiyeleri arasinda diisiik
restriksiyon aktivitesi gostermesi nedeniyle arkebakteri ¢alismalar1 i¢in tercih edilen
tirlerden biridir (Cline ve Doolittle, 1992). Ek olarak, H. hispanica birgok arastirmaci
tarafindan bilimsel arastirmalar i¢in model archaeon olarak oOnerilmistir. Tuzlu
ortamlarda viriislerin aragtirtlmasinda konakg¢i olarak yararlanildigi bilinmektedir
(Porter ve ark., 2007). H. hispanica’da enfeksiyon yapan viriisler ile ilgili bir ¢ok
caligmaya rastlanmaktadir (Demina ve ark., 2016; Jaakkola ve ark., 2012; Porter ve
ark.,, 2013). H. hispanica'nin, karbonun fazla oldugu durumlarda
polihidroksialkanoatlar ~ iiretme  yetenegine sahip  oldugu  bilinmektedir.
Polihidroksialkanoatlar enerji ve karbon depolamak i¢in 6nem tagimaktadir (Ding ve
ark., 2014).

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamaya adapte olmalar1 H. hispanica’dan
elde edilecek enzimlerin de ekstrem kosullarda stabilite ve islevselliklerini
koruyabilme potansiyelleri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini cekmektedir. Hutcheon
ve arkadaslar1 (Hutcheon ve ark., 2005) H. hispanica’dan izole ettikleri alfa amilaz
enziminin yiiksek tuz icerikli tamponlarda satabilitesini korudugunu goéstermislerdir.
Ayni sekide H. hispanica’ya ait malat sentaz, -metilmalil koenzim A liyaz (Borjian
ve ark., 2017) ve glutation S-transferaz enzimi (Cakir, 2012) ile ilgili galismalar
yapilmaktadir.

Bu tez ¢alismada ele alinan H. hispanica proteaz genleri iizerinden kodlanan
proteaz enzimleri ile ilgili literatiir bilgisine rastlanmamistir. Bu baglamda proteaz
enzimlerinin endiistriyel kullanim potansiyelleri de g6z oniinde bulundurularak H.
hispanica’ya ait proteaz ve serin proteaz genleri DNA teknolojilerine yararlanilarak E.
coli hiicrelerine aktarilmis ve bu genler iizerinden kodlanan enzimlerin ekspresyon

diizeyleri ve proteolitik aktiviteleri analiz edilmistir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agar Difco, ABD

Agaroz Sigma Aldrich, ABD
Akrilamid Sigma Aldrich, ABD
Amonyum perstilfat Merck, Almanya
Ampisilin Carlo Erba, italya

Bromfenol mavisi

Sigma Aldrich, ABD

Bis-akrilamid

Sigma Aldrich, ABD

Dimetil sulfoksit

Sigma Aldrich, ABD

Etidyum Bromiir

Fluka, Almanya

Etil Alkol

Sigma Aldrich, ABD

Etilendiamintetraasetik asit

Sigma Aldrich, ABD

Fenol

Sigma Aldrich, ABD

Formaldehit

Merck, Almanya

Glasiyel asetik asit

Sigma Aldrich, ABD

Glukoz

Sigma Aldrich, ABD

Gliserin

Sigma Aldrich, ABD

Glimiis nitrat

Merck, Almanya

Hidrojen klortir

Merck, Almanya

Izoamil alkol

Sigma Aldrich, ABD

[zopropanol

Sigma Aldrich, ABD

Izopropil B-D-tiyogalaktopiranosid

Santa Cruz, ABD

Kalsiyum klortir Sigma Aldrich, ABD
Kloroform Merck, Almanya
Magnezyum klortir Sigma Aldrich, ABD
Magnezyum siilfat Merck, Almanya

Mangan kloriir

Merck, Almanya

Metil alkol

Sigma Aldrich, ABD

Polietilenglikol-4000

Sigma Aldrich, ABD
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Pipes

Sigma Aldrich, ABD

Potasyum dihidrojen fosfat

Merck, Almanya

Dipotasyum hidrojen fosfat

Merck, Almanya

Polietilenimin

Sigma Aldrich, ABD

Potasyum kloriir

Sigma Aldrich, ABD

Sodyum asetat

Sigma Aldrich, ABD

Sodyum azid

Sigma Aldrich, ABD

Sodyum bikarbonat

Carlo Erba, Italya

Sodyum dodesil siilfat

Sigma Aldrich, ABD

Sodyum hidroksit

Merck, Almanya

Sodyum kloriir

Carlo Erba, Italya

Sodyum tiyostilfat

Sigma Aldrich, ABD

Tetrametiletilendiamin

Sigma Aldrich, ABD

Tripsin(T-1426)

Sigma Aldrich, ABD

Tris

Sigma Aldrich, ABD

Tween-20

Sigma Aldrich, ABD

Triton X-100

Sigma Aldrich, ABD

Yag1 alinmais siit tozu

Sigma Aldrich, ABD

2- B —Merkaptoetanol (2-ME) Sigma Aldrich, ABD

5.2. Enzimler

Restriksivon Endoniikleaz Enzimleri

Proteaz genlerinin klonlanmasi asamalarinda ve elde edilen plazmit DNA’larinin
kontrol edilmesinde Bgll, EcoRl, Hindlll, Ncol, Clal, Pstl, Dral, BamHI ve Smal
(MBI Fermentas ya da New England Biolabs) restriksiyon endoniikleaz enzimlerinden

yararlanildi.
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DNA Modifikasyon Enzimleri

Ekspresyon vektorlerinin olusturulmasinda alkalen fosfataz (SAP: Shrimp Alkaline
Phosphatase - Fermentas), Klenow enzimi (New England Biolabs), T4 DNA ligaz
(TaKaRa) ve T4 poliniikleotid kinaz (New England Biolabs) enzimleri kullanildi.

Termostabil DNA polimerazlar

PZR ile proteaz enzimi kodlayan DNA dizilerinin ¢ogaltilmasi ve rekombinant
plazmitlerin koloni PZR ile kontrol edilmesi deneylerinde KOD-plus (Toyobo,
Japonya) ve standart Tag DNA polimeraz enzimleri (Biotechrabbit) kullanildu.

Diger enzimler

DNA izolasyonu deneylerinde RNA’dan kaynakli kontaminasyonlarini engellemek
amactyla RNaz A (Roche) ve bakteri hiicrelerinin pargalanmasi asamalarinda lizozim

(Roche) enzimlerinden yararlanildi.
5.3. Ticari Kitler

Bakterilerden genom DNA izolasyonunda (Invitrogen Cat. No. K1820-01) ve DNA
molekiillerinin agaroz jel tizerinden saflastirilmasinda (jel ekstraksiyon Kiti Qiagen)

ticari kitlerlerden yararlanildi.
5.4. Antikorlar

SDS-PAGE ile ayrstirilan proteinlerin Western melezleme teknigi ile analiz
edilmesinde primer antikor olarak fare monklonal anti-flag (DYKDDDDK)
(Thermofisher MA1-91878 ) antikoru; sekonder antikor olarak ise anti-fare IgG-HRP
(Invitrogen/Thermo 31420) antikoru kullanildi.
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5.5. Cihazlar

Bakteriyolojik etiiv

Memmert, Almanya

Calkalayici etiiv

N-Biotek, Giiney Kore

Calkalayici su banyosu

GFL, Almanya

Derin dondurucu (-80°C)

Panasonic, Japonya

Dikey jel elektroforez cihazlari

Cleaver Scientific, ingiltere

Hassas terazi

Shimadzu, Japonya

Jel griintiileme cihaz

DNR Bio Imaging Systems, Israil

Manyetik karistiric

Heidolph, Almanya

Mikropipetler

Gillson-Thermo-Eppendorf

Mikrosantrifiij

Eppendorf, Almanya

Masaiistii santrifiij

Hettich, Almanya

Otoklav Kermanlar, Tirkiye
pH metre Hanna instruments, Portekiz
PZR cihazlan ABI, ABD / Techne, ABD

Sogutmali santrifiijler

Sigma, ABD /Backman, ABD

Steril ¢alisma kabini

Holten, Danimarka

Sterilizator Heraeus, Almanya
Su banyosu GFL-Thermolab, Almanya
Tiip karistict (vorteks) Heidolph, Almanya

U.V. Transilliminator

Vilber Lourmat, Fransa

Yatay jel elektroforez cihazi

Labnet, ABD

Sonikator

Bandelin, Almanya

5.6. Besiyerleri

5.6.1. Luria-Bertani (LB) besiyeri

10 g tripton (Santa cruz), 5 g maya 0ziitii (Multicell) ve 10 g sodyum kloriir (Merck)

deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek 1 litreye tamamlandi (Maniatis ve ark.,

1982).
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5.6.2. Luria-Bertani agar (LBA) besiyeri

LB s1v1 besiyerine % 1.5 (a/h) oraninda agar (Multicell) eklenerek hazirlandi.
LB ve LBA besiyerleri 1 atmosfer basingta, 121 °C’da 20 dakika otoklavda tutularak
steril edildi. Gerektigi durumlarda besiyerlerine 100 pg/ml final konsantrasyonda

ampisilin eklendi.

5.6.3. Haloarcula hispanica’nin iiretilmesinde kullanilan besiyeri

5 g maya 0ziitii, 200 g NaCl, 18.5 g MgSO4 .6H20, 1 g sodyum glutamat, 2 g KCI, 3
g tri-sodyum sitrat, 1.96 g CaCl.2H>0, 1.16 g FeSO4.H.0, 0.36 mg MnCl..4H>0
deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriildii, NaOH ile pH’si pH 7’ye ayarlandiktan
sonra hacmi 1 litreye tamamlandi. Besiyeri 121 °C’da 15 dakika otoklavda tutularak
steril hale getirildi (Lu ve ark., 2008).

5.6.4. Milk-agar besiyeri

Kat1 besiyerinde bakterilerin proteaz aktivitelerini saptamak amaciyla NaCl igermeyen
ya da %0.1 ve % 0.2 (a/h) konsantrasyonlarda NaCl igeren milk-agar besiyerleri
hazirlandi. 2,5 g yagi alinmis siit tozu ve 1.5 g agar 80 ml distile su igerisinde
karistirild: ve 110 °C’da 15 dakika otoklavda steril edildi. Besiyerlerine 5 ml % 20
(a/h) steril dekstroz ¢ozeltisi, %0.01 (a/h) final konsantrasyonda olacak sekilde steril
MgSOs ¢ozeltisi (%10-a/h), 100 png/ml final konsantrasyonda olacak sekilde ampisilin
¢ozeltisi (100 mg/ml), %0.1 (a/h) ya da %0.2 (a/h) final konsantrasyonlarda olacak
sekilde steril NaCl cozeltisi (%20-a/h) eklendi. Plazmit tasimayan bakteriler icin
hazirlanan besiyerlerine antibiyotik katilmadi. Besiyerlerinin hacmi steril distile su ile

100 mI’ye tamamlandi, petrilere dokiildii ve oda sicakliginda katilasmalar1 saglandi.

5.6.5. Zenginlestirilmis milk-agar besiyeri

1 g tripton, 0,5 g maya 6ziitli, 1g NaCl ve 1.5 g agar distile su i¢erisinde karistirildi ve
hacmi 80 ml’ye tamamlandi. Besiyeri 115 °C’da 15 dakika otoklavda tutularak steril
edildi. Besiyerine, ayni kosullarda steril edilen %10 (a/h)’luk yagi alinmus siit tozu
cozeltisinde 20 ml eklendi. Gerekli goriilen durumlarda besiyerlerine sterilizasyon
sonrasinda, %0.01 (a/h) final konsantrasyonda olacak sekilde steril MgSOas ¢ozeltisi
(%10-a/h) ve/veya 100 ug/ml final konsantrasyonda olacak sekilde ampisilin ¢ozeltisi
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(100 mg/ml) eklendi. Besiyeri petrilere dokiildii ve oda sicakliginda katilagmasi

saglandi.
5.7. Cozeltiler
5.7.1. Akrilamid/bis-akrilamid ¢ozeltisi (% 29 akrilamid / % 1 bis-akrilamid-a/h)

29 gram akrilamid ve 1 g bis-akrilamid deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii,
hacmi 100 ml’ye tamamlandi ve 0,2 um filtreden geg¢irildi. Hazirlanan ¢ozelti

karanlikta 4 °C’ da saklandi.
5.7.2. Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (% 10-a/h)

1 g amonyum persiilfat, deiyonize distile su ile ¢ézlindiiriildii ve hacmi 10 ml’ye
tamamlandi. Cozelti 1.5 ml’lik plastik tiiplerde 0.5 ml’lik kisimlara béliinerek -20 °C’
da saklandu.

5.7.3. Bloklama cozeltisi (% 5-a/h)

25 g yagsiz slit tozu, deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 474 ml’ye
tamamlandi. Cozeltiye 25 ml 20x TBS ve 1 ml % 10 Sodyum Azid (NaN3) eklendi.

Hazirlanan ¢6zelti 4 °C’da saklandi.
5.7.4. Dekstroz ¢ozeltisi (% 20 —a/h)

100 gr dekstroz deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve ¢dzeltinin hacmi 500

ml’ye tamamlandi. Cozelti 121 °C’da 20 dakika otoklavda tutularak steril edildi.

5.7.5. DTT cozeltisi (1M)

1.54 g DTT, deiyonize distile su igerisinde ¢Oziindiiriildii ve hacmi 10 ml’ye

tamamlandi. Cozelti 1 mI’lik kisimlar halinde -20 °C’da saklandi (DTT Mw = 154.25).
5.7.6. Etidyum bromiir (10 mg/ml)

0.1 gr etidyum bromiir 10 ml deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiirtilerek hazirlandi.

Cozelti karanlikta 4 °C’ da saklandi.
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5.7.7. Fiksasyon cozeltisi (%50 metanol-v/v; %10 asetik asit-v/v)

50 ml metanol, 40 ml deiyonize distile su ve 10 ml glasiyel asetik asit karigtirilarak

hazirlandi.
5.7.8. Giimiis nitrat ¢ozeltisi (% 5 -a/h)

5 g glimiis nitrat deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii ve hacmi 100 ml’ye

tamamlandi. Cozelti karanlikta oda sicakliginda saklandi.
5.7.9. Kalsiyum Kkloriir ¢ozeltisi (2.5 M)

69.4 gr kalsiyum kloriir deiyonize distile su igerisinde c¢oziindiiriildiikten sonra
¢ozeltinin hacmi 250 ml’ye tamamlandi. Cozelti 121 °C’da 20 dakika otoklavda
tutularak steril edildi (CaCl, Mw: 110.98).

5.7.10. %70 Etil alkol
70 ml saf etil alkol, deiyonize distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandu.
5.7.11. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) cozeltisi (0.5 M; pH 8.0)

186.1 g EDTA 800 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii. Kristal NaOH
eklenerek ¢ozeltinin pH’s1 8’e ayarlandi ve hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. Cozelti

121 °C’da 20 dakika otoklavda tutularak steril hale getirildi (EDTA Mw: 372.2).
5.7.12. Fenol : kloroform : izoamil alkol (25:24:1)

Kristal halde fenol, 65° C’da ¢o6ziindiiriildii ve oksidasyonu dnlemek i¢in ortama %
0.1 (a/h) konsantrasyonda 8-hidroksikinolin eklendi. Fenol iizerine esit hacimde 0.5 M
Tris-Cl tamponu (pH:8) eklendi ve 30 ile 60 dakika arasinda manyetik karigtiricida
karistirildi. Fenol ve tamponun iki faz halinde ayrilmasi i¢in, ortam 4 °C’da
bekletildi ve iist faz bir su trompu araciligiyla uzaklastirildi. Ayni islem 0.1 M Tris-Cl
tamponu ile fenoliin pH degeri >7.8 olana kadar tekrarland1. Ust fazin yaklasik % 90’1
uzaklastirildi ve doyurulmus fenol 4 °C’da saklandi. Fenol:Kloroform:izoamil alkol
karistmi hazirlamak igin, Tris-Cl tamponu ile doyurulmus fenol, 25:24:1 (F:K:I)

oranlarinda kloroform ve izoamil alkol ile karistirildi ve DNA c¢alismalarinda
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kullanild1 (Maniatis ve ark., 1982).
5.7.13. Hidroklorik asit ¢ozeltisi (3N)

75 ml deiyonize distile suya 29,56 g (25 ml) % 37’lik (a/a) HCI ¢ozeltisi eklenerek
hazirland1 (HC1 Mw: 36.46; d: 1.186 g/ml).

5.7.14. Kalsiyum kloriir cozeltisi (2.5 M)

69.4 g kalsiyum kloriir deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra hacmi
250 ml’ye tamamlandi. Cozelti 121 °C’da 20 dakika otoklavda tutularak steril edildi
(CaCl> Mw: 110.98).

5.7.15. Mangan kloriir ¢ozeltisi (0.55 M)

54.4 ¢ mangan kloriir, deiyonize distile su icerisinde c¢oziindiiriildiikten sonra

¢ozeltinin hacmi 500 m1’ye tamamlandi (MnCl2.4H20 Mw:197.9).
5.7.16. Magnezyum siilfat ¢ozeltisi (0.5 M)

11.42 g magnezyum siilfat deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra

¢ozeltinin hacmi 100 m1’ye tamamlandi (MgSO4 Mw: 228.45).
5.7.17. PIPES cozeltisi (1IM)

30.2 g pipes, 80 ml deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiiriildiikten sonra pH’s1 7.5’
ayarlandi. Hacmi 100 ml’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra oda

sicakliginda saklandi (Pipes Mw: 302.37).
5.7.18. Polietilen glikol (PEG) ¢ozeltisi (% 40 -a/h)

40 g PEG-4000, deiyonize distile su i¢inde c¢oziindiiriilerek hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Cozelti 0.45 pm filtre ile filtre edildi.
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5.7.19. Polietilen glikol (PEG) / NaCl cozeltisi (% 20/ 1.25 M)

% 40 PEG-4000 ¢ozeltisi ve 2.5 M NaCl ¢ozeltisi esit hacimlerde karistirilarak

hazirlandi.
5.7.20. Polietilenimin (PEI) ¢ozeltisi (% 10-a/h)

5 g polietilenimin, deiyonize distile su ile seyreltilerek 50 ml’ye tamamlandi. Cozelti

0.2 um filtre ile steril edildi.
5.7.21. Potasyum Kkloriir cozeltisi (2.5 M)

93,2 g potasyum kloriir deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 500 ml’ye

tamamlandi (KCI Mw: 74.55).
5.7.22. Potasyum di-hidrojen fosfat ¢ozeltisi (100 mM)

2,72 g potasyum di-hidrojen fosfat deiyonize distile su igerisinde ¢ozilindiiriildii ve
¢ozeltinin hacmi 200 m1’ye tamamlandi ( KH2PO4 Mw: 136.09).

5.7.23. Di-potasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi (100mM)

3,48 g di-potasyum hidrojen fosfat deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildi ve

¢ozeltinin hacmi 200 m1’ye tamamlandi (Ko2HPOs Mw: 174.18).
5.7.24. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi (% 10-a/h)

10 g SDS deiyonize distile su igerisinde ¢Ozilindiiriildii ve hacmi 100 ml’ye

tamamlandi.
5.7.25. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (2 N)

8 g sodyum hidroksit deiyonize distile su i¢erisinde ¢oziindiiriildii ve ¢ozeltinin hacmi
100 mI’ye tamamlandi (NaOH Mw:39.99).

5.7.26. Sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 10-a/h)

25 g sodyum karbonat deiyonize distile su icerisinde ¢oziindiiriilerek hacmi 250 ml’ye

tamamlandi.
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5.7.27. Sodyum Tiyosiilfat Cozeltisi (% 1-a/h)

1 g sodyum tiyosiilfat deiyonize distile su igerisinde ¢éziindiiriildii ve ¢ozeltinin hacmi

100 ml’ye tamamland.
5.7.28. Giimiis nitrat / formaldehit ¢ozeltisi (%0.1-a/h / %0.074-h/h)

0.1 g glimiis nitrat deiyonize distile su igerisinde ¢oziildii ve hacmi 100 ml’ ye

tamamlandi. Cozeltiye 200 pl %37’lik formaldehit eklendi.

5.7.29. Goriintiilleme ¢ozeltisi (%2-a/h sodyum karbonat; %0.04-h/h formaldehit;
%00,0004-a/h sodyum tiyosiilfat)

2 g sodyum karbonat deiyonize distile su igerisinde ¢6ziildii ve hacmi 100 ml’ ye
tamamlandi. Cozeltiye 200 pl %37’lik formaldehit ve 40 pl %1°lik sodyum tiyosiilfat
(a/h) eklendi.

5.7.30. Tween-20 cozeltisi (%10 - a/h)

10 g (9 ml) Tween-20, deiyonize distile su ile karigtirildi ve hacmi 100 ml’ye
tamamlandi.

(d=1.11 g/ml).
5.7.31. Diyaliz c¢ozeltisi (10 mM tris; 50 mM KCIl; 1M iire; 50 mM 2- -

merkaptoetanol)

10 ml 1M tris, 20 ml 2,5 M KCI, 250 ml 4M iire ve 3,5 ml 14,3 mM 2-B merkaptoetanol

karistirildi. Hacim deiyonize distile su ile 1000 ml’ye tamamlandh.
5.8. Tamponlar
5.8.1. Transformasyon Tamponu

2 ml 1 M pipes, 2 ml 2.5 M CaClz, 20 ml 2.5 M KCI ve 150 ml deiyonize distile su
karistirildi. Cozeltinin pH’s1 6.7’ ye ayarlandiktan sonra {izerine 20 ml 0.55 M MnCl>
eklendi. Hacim deiyonize distile su ile 200 ml’ye tamamlandi. Tampon 0.2 um fitreden

gecirilerek steril edildi.
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5.8.2. DNA Ekstraksiyon Tamponu | (25 mM Tris-Cl; 50 mM glikoz; 10 mM
EDTA; pH 8.0)

5ml 1M Tris-Cl, 10 ml 1 M glikoz ve 4 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi karistirildi,
deiyonize distile su ile hacmi 200 ml’ye tamamlandi1 (Maniatis ve ark., 1982).

5.8.3. DNA Ekstraksiyon Tamponu 11 (0.2 N NaOH; % 1-a/h SDS)

Bir hacim 2 N NaOH, 1 hacim % 10 SDS ¢ozeltisi ve 8 hacim deiyonize distile su
karistirtlarak hazirlandi. Cozelti kullanim Oncesi taze hazirlandi (Maniatis ve ark.,
1982).

5.8.4. DNA Ekstraksiyon Tamponu I11 (3 M Potasyum : 5 M Asetat)

60 ml 5 M potasyum asetat ve 11.5 ml glasiyal asetik asit deiyonize distile su ile 100
ml’ye tamamlanarak hazirlandi (CH3CO.K Mw: 98.14) (Maniatis ve ark., 1982).

5.8.5. 6x Konsantre DNA Yiikleme Tamponu

25 mg Bromofenol mavisi 6.55 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii,

tizerine 3.45 ml % 87’lik gliserin eklenerek hacmi 10 ml’ye tamamlandi.
5.8.6. 4x Konsantre ayirma jeli tamponu (1.5 M tris; %0.4-a/h SDS; pH:8.8)

45.43 g Tris ve 1 g SDS 200 ml deiyonize distile su i¢inde ¢oziindiiriildii ve ¢ozeltinin
pH’s13 N HCl ile 8.8’ e ayarlandi1. Cozeltinin hacmi deiyonize distile su ile 250 ml’ye

tamamlandi.
5.8.7. 4x Konsantre paketleme jeli tamponu (0.5 M tris -%0.4 SDS, a/h, pH:6.8)

6.05 g Tris ve 0.4 g SDS 80 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii ve
¢ozeltinin pH’s1 3 N HCl ile 6.6’ya ayarlandi. Cozeltinin hacmi deiyonize distile su il

100 mI’ye tamamlandi.
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5.8.8. 4x Konsantre protein yiikleme tamponu (0.2 M Tris; % 8-a/h SDS; % 0.2-
a/h Bromophenol mavisi; % 4-h/h 2-Merkaptoetanol; % 40-h/h Gliserin; pH 6.8)

1.21 g Tris, 4 g SDS ve 0.1 g bromofenol mavisi, 20 ml deiyonize distile su i¢erisinde
¢oziindiiriildii. Uzerine 2 ml 2-p merkaptoetanol ve 23 ml % 87’lik gliserin eklendi.

Cozeltinin hacmi deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamland1 ve 1 ml’lik kisimlar

halinde -20 °C’da saklanda.

5.8.9. 50x Konsantre Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

242 g Tris, deiyonize distile su igerisinde c¢oziindiiriilerek hacmi 843 ml’ye
tamamlandi. Cozelti iizerine 57 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml 0.5 M EDTA ¢dzeltisi
(pH:8.0) eklendi. Agaroz jel elektroforez deneylerinde 1:50 oraninda seyreltildikten
sonra kullanild1 (Maniatis ve ark., 1982).

5.8.10. Tris-Cl Tamponu (1 M; pH 8)

121.1 g Tris 800 ml deiyonize distile su igerisinde ¢oziindiiriildii. 3 N HCI ¢ozeltisi ile
pH’s1 8’¢ ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. Tris-Cl tamponu
otoklavda 121 °C’da 1 atmosfer basing altinda 20 dakika tutularak steril edildi ( Tris
Mw: 121.1).

5.8.11. TrissEDTA (TE) Tamponu (10 mM Tris/ 1 mM EDTA; pH 8)

10 ml 1 M Tris-Cl tamponu (pH: 8.0) ve 2 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi (pH: 8.0)

deiyonize distile su ile 1litreye tamamlanarak hazirlandi.

5.8.12. 5x Konsantre Tris-Glisin tamponu (0.125 M tris; 1.25 M glisin; pH 8.3)

30.3 g Tris ve 187.68 g glisin, deiyonize su i¢inde ¢Oziindiiriildii ve pH’s1 8.3’¢

ayarlandiktan sonra hacmi iki litreye tamamlandi (Glisin Mw = 75.07).

5.8.13. Poliakrilamid jel elektroforezi tamponu (25 mM tris; 250 mM glisin; %
0.1-a/h SDS; pH 8.3)

200 ml 5x Tris-glisin tamponu iizerine 10 ml % 10’luk (a/h) SDS ¢ozeltisi eklendi ve

deiyonize distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
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5.8.14. Potasyum Fosfat Tamponu (100 mM; pH 7.5)

200 ml 100 mM dipotasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi iizerine, pH degeri 7.5 olana
kadar 100 mM potasyum dihidrojen fosfat ¢ézeltisi eklenerek hazirlandi.

5.8.15. Protein transfer tamponu
200 ml 5x Tris-glisin tamponu tizerine 100 ml metanol eklendi ve deiyonize distile su
ile 1litreye tamamlanarak hazirlandi.

5.8.16. 20x Konsantre TBS tamponu

160 g NaCl, 4 g KCl ve 60 g Tris, 800 ml deiyonize distile su igerisinde
¢oziindiiriildiikten sonra pH’s1 7.4’e ayarlandi ve hacmi 1000 ml’ye tamamlandi.

Tampon otoklavda 121 °C’da 20 dakika tutularak steril edildi.
5.8.17. 1x TBS ve 1x TBS-T tamponu

1x TBS tamponu, 20x konsantre TBS tamponu deiyonize distile su ile 1/20 oraninda
seyreltilerek hazirlandi. TBS-T tamponu x1 TBS tamponuna % 0.1 final

konsantrasyonda olacak sekilde %10 triton x-100 ¢6zeltisi eklenerek hazirlandi.

5.8.18. Hiicre parcalama tamponu (10 mM tris; S0 mM KCI; 1 mM EDTA: %0,5-
a/h tween-20)

0,5 ml 1M tris, 1 ml 2,5 M KCI, 0,1 ml 0,5 M EDTA ve 2,5 ml %10-a/h tween-20

karistirildi. Hacim deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamland.

5.8.19. Ure iceren hiicre parcalama tamponu (10 mM Tris; 50 mM KCI; 1 mM
EDTA; %0.5-a/h tween-20; 2M iire)

0.5 ml IM tris, 1 ml 25 M KCI, 0.1 ml 0.5 M EDTA, 2.5 ml %10-a/h tween 20 ve

12.5 ml 8 M iire karistirildi. Hacim deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
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5.8.20. Hiicre re-siispansiyon tamponu (50mM tris; 50 mM dekstroz; 1mM
EDTA)

2.5 ml 1M tris, 2.5 ml IM dekstroz ve 0.1 ml 0.5M EDTA karistirildi ve hacim

deiyonize distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

5.8.21. Saklama tamponu (50 mM tris-HCI; 50 mM KCI; 0.1 mM EDTA; 1mM
DTT; 2mM PMSF; % 50-h/h gliserol)

5ml 1M Tris -HCI (pH 7.9), 2 ml 2.5 M KCl, 0.05 ml 0.5M EDTA, 0.25ml 1 M DTT,
125 ml saf gliserol karistirildi ve 0,5 mM final konsantrasyonda olacak sekilde 100

mM PMSF eklendi. Hacim deiyonize distile su ile 250 ml’ye tamamlandi (Pluthero,
1993).

5.9. Plazmit Vektorler

Haloarcula hispanica proteaz genleri farkli bakteri promotor dizilerinin kontroliinde
klonlandi. Bunun i¢in pET-14b (Novagen), pBluescript 1l SK (+) ve pAK-Taq
(Addgene) plazmitlerinden yararlanildi.

5.10. Bakteri Hiicreleri

Haloarcula hispanica:

Proteaz enzimini kodlayan genlerin kaynagi olarak H. hispanica bakteri irki (Juez ve
ark., 1986) kullanildi. Bu bakteri tiirii liyofilize halde RIKEN-BRC (Japonya)’den

temin edildi.

Escherichia coli suslari:

Proteaz genlerinin klonlanmasi ve olusturulan plazmitlerin gogaltilmasinda E. coli
Machl susu kullanmildi. H. hispanica’ya ait proteaz enzimlerin ekspresyonu ve
aktivitelerinin analizi ile ilgili ¢alismalarda, E. coli Machl susu ile birlikte BL21,
TOP-10, DHS5a JM107 suslarindan yararlanildi.
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5.11. Calismada Kullanilan Oligoniikleotid Primerler

H. hispanica proteaz genlerinin PZR ile c¢ogaltilmasi, genlerin klonlanmasi,
rekombinant bakteri kolonilerinin koloni-PZR ile secilmesi ve DNA dizi analizlerinde

Tablo 5.1°de verilen oligoniikleotid primerlerden yararlanildi.

Tablo 5.1. Proteaz genlerinin PZR ile cogaltilmasi, vektorlerin dogrusal hale
getirilmesi ve olusturulan plazmit vektorlerin DNA dizi analizleri ile kontroliinde

kullanilan oligonukleotid primerler.

Primer Ad1 Niikleotid Dizisi

H-ser.prot.-For 5-ATGTTAACAGCCCTCTGTG-3'

H-ser.prot.-Rev 5-TTATCGCGGTGTCGCGATG-3'

H-prot.-For 5- ATGTTGTGCCCTGATATTGG-3'

H-prot.-Rev 5- TCAGTCCCCGGTCGAGGC-3'

H-ser.prot.minus-For 5-TTAACAGCCCTCTGTGATTTTTA-3'

H-prot.minus-For 5-TTGTGCCCTGATATTGGCC-3'

H-ser.prot.flag-Rev 5-TCATTTATCATCTTTATAATCTCGCGGTGTCGCGATGCC-3'
H-prot.flag-Rev 5- TCATTTATCATCATCTTTATAATCGTCCCCGGTCGAGGCAGG-3'
pAK-Lacl-For 5-GCGCAACGCAATTAATGTAAGTTA-3'

pAK-Lacl-minus-Rev 5-ATTCACCACCCTGAATTGACTC-3'

pBlue-sqg-For 5- GTAAAACGACGGCCAGTGAG-3'

pGEX-3'sq 5'- CCTCTGACACATGCAGCTCCCGG-3'

pAK-sg-For (Sq-OKP-For) | 5- CCTATGGAAAAACGCCAGCAAC-3'

pET-sq-For 5'- AGGGAGACCACAACGGTTTC-3'

PET-sg-Rev 5- TGGCAGCAGCCAACTCAGC-3'

Vec-GFP-sqg-For 5- CATTCGTAGAATTCCAACTG-3'

pAK-Lacl/GTG-Rev 5- CACATTCACCACCCTGAATTGA-3'

5.12. Primerlerin Fosforillenmesi

H. hispanica proteaz genleri, genom DNA’s1 iizerinden, restriksiyon enzimleri i¢in
hedef dizi tasimayan primerler kullanilarak c¢ogaltildi. Bu nedenle sentetik
oligonukleotid primerler, PZR 0&ncesinde T4-polinukleotid kinaz enzimi ile
fosforillendikten sonra deneylerde kullanildi. Bunun igin asagidaki reaksiyon karigimi
hazirlandi. Reaksiyon 37 °C’da 1 saatte tamamlandi. Sonrasinda reaksiyon ortamlari
85 °C’da 5 dakika bekletilerek T4 polinukleotid kinaz enziminin inaktive olmasi

saglandi.
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Reaksivon Karisimi

Ileri primer — : 2.5 ul (250 pMol)
Geri Primer  : 2.5 ul (250 pMol)
rATP karigimi (10 mM) @ 8.0 ul
Reaksiyon tamponu (x10) @ 2.0 ul
Deiyonize distilesu  : 4.5 ul
T4 polinukleotid kinaz (10U/ul)  : 0.5 ul
Toplam hacim  :  20.0 ul

5.13. Agaroz Jellerin Hazirlanmasi ve Elektroforez

Caligsmada kullanilan DNA molekiillerinin analizinde %1 (a/h) agaroz jeller kullanildi.
1 g agaroz lizerine 100 ml distile su eklendi. Cozelti kaynatilarak agaroz ¢oziindiiriildii.
Cozeltinin tizerine 2 ml x50 konsantre TAE tamponu eklendi. Cozeltinin sicakligi 60-
70 °C’ye distiigtinde 2 pl 10 mg/ml konsantrasyonda etidyum bromiir ¢ozeltisi eklendi
ve yatay jel kasetlerine dokiildii. Agaroz jel katilastiktan sonra TAE tamponu igeren
elektroforez tankina yerlestirildi. Analiz edilecek DNA o6rnekleri 5:1 oraninda x6
konsantre DNA yiikleme tamponu ile karistirilarak jele uygulandi. Elektroforez islemi
100 V sabit diren¢ altinda 20-25 dakikada tamamlandi. DNA bantlarn UV

transilliiminator ile goriiniir hale getirildi ve fotograflari ¢ekildi.

5.14. Transformasyon i¢in Escherichia coli Hiicrelerinin Kompetent Hale

Getirilmesi

Genlerin klonlanmasi, olusturulan plazmit vektorlerin g¢ogaltilmas1 ve proteaz
enzimlerinin analizi ile ilgili ¢alismalarda 5.10’da verilen E. coli suslarindan
yararlanildi. Bu suslar, plazmitlerin aktarilabilmesi i¢in kompetent hale getirildi.
Bunun i¢in -80 °C’da %20 (a/h) gliserinli ortamda saklanan bakteri stoklarindan LBA
kat1 besiyerine 0ze ile ekim yapildi ve 37 °C’da etiive bir gece boyunca iiremeleri
saglandi. Kat1 besiyerinde olusan bakteri kolonilerden 2-3 koloni alind1 ve antibiyotik
icermeyen 5 ml LB siv1 besiyerine ekim yapildi. Kiiltlirler 37°C’da 150 dev./dak.
calkalama hizinda bir gece boyunca iiretildi. Hazirlanan 5 mI’lik kiiltiirler 150 ml taze

LB besiyerine aktarildi ve 23-25 °C’da 150 dev./dak. calkalama hizinda iiremeye
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birakildi. Kiiltiirler, ODgoo ~ 0.25 - 0.3 degerine ulastiginda kompetent hiicre
hazirlamak i¢in kullanildi. Kiiltiirler, 4 °C’da 10 dakika, 4000 dev./dak. hizda santrifiij
edilerek bakterilerin ¢okelmesi saglandi. Cokeltiler 40 ml soguk bakteri
transformasyon tamponu igerisinde siispanse edildi ve 15-20 dakika buz igerisinde
bekletildi. Hiicreler tekrar 4 °C’da 10 dakika 4000 dev./dak. hizda santrifiij edildi.
Hiicre ¢okeltisi 10 ml soguk transformasyon tamponunda siispanse edildi. Hiicre
siispansiyonu iizerine 10 dakika ara ile iki kez 350 ul DMSO eklendi. Hazirlanan
hiicreler ya direkt olarak transformasyonda kullanildi ya da ileride kullanilmak {izere

0.2-0.5 mI’lik porsiyonlar halinde -80 °C’da saklandi.
5.15. Liyofilize Halde H. hispanica Hiicrelerinden Kiiltiir Hazirlanmasi

Liyofilize edilmis halde temin edilen H. hispanica hiicreleri, 1 ml hacimde bu bakteri
icin hazirlanan besiyerinde (5.6.3) steril kosullarda siispanse edildi ve hiicre
stispansiyonu 250 ml’lik erlen igerisinde 80 ml hacimde besiyerine eklendi. Ortam 150
dev./dak. calkalama hizinda 37°C’da 6 giin boyunca inkiibe edildi. Hazirlanan kiiltiir

hem DNA izolasyonu hem de bakteri stoklarinin hazirlanmasinda kullanildu.

5.15A. Bakteriden Genom DNA izolasyonu

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri kiiltiirinden 10 ml alind1 ve genom
DNA izolasyonunda kullanildi. Genom DNA izolasyonu ticari kit (invitrogen Cat No.
K1820-01) ile gergeklestirildi. Bunun i¢in kiiltiir oda sicakliginda 6000 dev./dak.
hizda, 15 dakika santrifiij edildi ve hiicreler ¢okeltildi. Hiicre ¢okeltisi 2 mg/ml
konsantrasyonda proteinaz K igeren, 200 pl tampon igerisinde siispanse edildi ve
55°C’da 2 saat bekletildi. Ortama 20 pul RNaz A (20 mg/ml) ¢ozeltisi eklendi. Hiicre
siispansiyonu 5 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra, iizerine 200 pul
parcalama/baglama tamponu, 200 pl saf etil alkol eklendi ve 5-10 saniye karistirildi.
Elde edilen karisim (~600 pl) saflastirma kolonuna aktarildi ve 10.000 dev./dak. hizda
1 dakika santrifiij edildi. Kolona baglanan DNA’lar iki farkli yikama tamponu ile
yikandiktan sonra, 100 pl eliisyon tamponunda eliie edildi. Elde edilen DNA 6rnekleri
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi ve ileride kullanilmak {izere -20°C’da

saklandi.
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5.16. H. hispanica Proteaz ve Serin Proteaz Genlerinin PZR ile Cogaltilmasi

Halofilik bakteri proteaz ve serin proteaz genleri, H. hispanica’dan izole edilen genom
DNA’s1 lizerinden, Tablo 5.1°de niikleotit dizileri verilen fosforillenmis, H-ser.prot.-
For/H-ser.prot.-Rev; H-ser.prot.-For/H-ser.prot.flag-Rev; H-ser.prot.minus-For/H-
ser.prot.-Rev; H-ser.prot.minus-For/H-ser.prot.flag-Rev; H-prot.-For/H-prot.-Rev;
H-prot.-For/H-prot.flag-Rev; H-prot.minus-For/H-prot.-Rev ve H-prot.minus-For/H-
prot.flag-Rev primer ¢iftleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Bunun i¢in asagida verilen
reaksiyon karigimi hazirlandi.

PZR i¢in reaksiyon karigimi:

Kalip DNA (~ 25 ng/ ul) 2,0 ul
Ileri/Geri primer karisimi (5 pM/ul) 4,0 ul
dNTP karisimi (2,5 mM) 3,0 ul

Reaksiyon tamponu (x10) 4,0 ul

MgSOs4 (25 mM) 2.0 ul

Deiyonize distile su 24 ul

KOD-plus(1U/ ul) 1.0 ul
Toplam hacim 40,0 ul

PZR, 95°C sicaklikta 3 dakikalik 6n denatiirasyondan sonra, 32 dongii halinde “95
°C’da 20 saniye / 48-54 °C’da 20 saniye / 68 °C’da 1 dakika” ve bir dongii 68 °C 10
dakika olarak gerceklestirildi. Elde edilen PZR firiinleri %1°lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi.

5.17. PZR Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Saflastirilmas

PZR iirlinlerinin hacmi 100 pl’ye tamamland, iizerine 0,1 hacim 3 M sodyum asetat
ve 2,5 hacim saf etil alkol eklendi. Ornekler 10 dakika -80 °C’da bekletildi. 14.000
dev./dak. hizda santrifiij santrifiij edildi. DNA ¢okeltileri {izerine 0.5 ml %70 etil alkol
eklendi, 2-3 saniye karistirildi ve 2 dakika 14.000 dev./dak. hizda tekrar santrifiij
edildi. Ust sivilar uzaklastirildi, DNA ¢okeltileri kurutuldu ve 20 pl TE tamponunda
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¢oziindiiriildii. Ornekler 5 pl 6x DNA yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra
agaroz jele yliklendi. Elektroforez islemi TAE tamponu igerisinde100 volt sabit direng
altinda 25 dakikada tamamlandi. Elektroforez sonrasi agaroz jel iizerinde ayristirilan
DNA fragmentleri bir bistiiri yardimiyla kesilip alinda ve DNA jel ekstraksiyon Kiti
(Qiagen) ile saflastirildi. Ekstraksiyon isleminde kit i¢in onerilen yontem izlendi. TE
tamponu igerisinde eliie edilen DNA 6rnekleri ligasyonda kullanilmak iizere -20 °C’da

saklandi.
5.18. Plazmit DNA’larin Ligasyon I¢in Dogrusal Hale Getirilmesi

Daha once de belirtildigi gibi H. hispanica proteaz genleri farkli promotor dizileri
kontroliinde klonlanarak E. coli ekspresyon vektorleri olusturuldu. Bunun i¢in farkli
plazmit vektorlerinden yararlanildi. Bu plazmit vektorlerinin dogrusal hale
getirilmesinde uygun hedef dizilerin bulunmasi1 durumunda restriksiyon enzimleri ile
kesim yontemi izlendi; uygun hedef dizilerin bulunmamasi durumunda ise ters

(inverz) PZR tekniginden yararlanildi.

5.18.1. pET-14b plazmitinin dogrusal hale getirilmesi:

PET-14b plazmiti Ncol restriksiyon enzimi ile kesilip dogrusal hale getirildi ve
yapiskan uclar Klenow enzimiyle ile kiit u¢lu hale doniistiiriildi. Bu islem i¢in
asagidaki reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon ortami 37°C’da 2 saat bekletildi.
Plazmit DNA’larin kesilip kesilmedikleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
Kesim kontroliinden sonra reaksiyon ortami 80°C’da 20 dakika bekletilerek Ncol

enziminin inaktive olmasi saglandi.

Reaksiyon karigima:

pET-14b 25 ul (~ 2.5 ug)
Reaksiyon tamponu (x10) 10 ul

Deiyonize distile su 64 ul
Ncol (10U/ ul) 1 ul
Toplam hacim 100 ul

Inaktivasyondan sonrareaksiyon ortamma 2,5 pl 2,5mM dNTP ve 1 pl (1U) klenow
enzimi eklendi, 37°C’da 30 dakika bekletildi. Ornek esit hacimde
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fenol/kloroform/izoamil alkol ile ekstre edildi ve DNA’lar etil alkol ile ¢oktriildii.
DNA c¢okeltisi 45 pl deiyonize distile suda ¢oziindiiriildii. Defosforilasyon iglemi igin
¢Oziindiiriilen DNA 6rnegine 5 pl 10x konsantre SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)
tamponu ve 2 pl (2U) SAP enzimi eklendi. Reaksiyon 37 °C’da 1 saatte tamamland.
Reaksiyon sonrast DNA 6rnegi esit hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol ile ekstre
edildi ve DNA’lar etil alkol ile ¢oktiirtildii. Cokelti 30 pl TE igerisinde ¢oziindiirildi

ve daha sonra ligasyonda kullanilmak tizere -20°C’da saklandi.

5.18.2. pBluescript II SK+ plazmitinin dogrusal hale getirilmesi:

pBluescript 11 SK+ plazmit DNA’s1 ECORV restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek
dogrusal hale getirildi. Bunun i¢in asagida verilen reaksiyon karisimi hazirlandi ve 2
saat 37 °C’da bekletildi. ECORV enzimi kiit u¢clu DNA fragmentleri olusturdugundan
bu enzim ile kesilen DNA orneklerine Klenow enzimi uygulanmadi. Kesilen
pBluescript II  SK+ plazmit DNA’lart  yukarida  belirtildidgi  sekilde
fenol/kloroform/izoamil alkol ile ekstre edildi ve SAP enzimi ile defosforile edildikten

sonra ligasyonda kullanilmak tizere -20°C’da sakland.

Reaksiyon karisimi:

pBluescript 11 SK+ Sul (2.5 ug)

Reaksiyon tamponu(x10) 10 ul

Deiyonize distile su 84 ul
EcoRV (10U/ ul) 1 ul

Toplam hacim 100 ul

5.18.3. pAK-Taq plazmitinin dogrusal hale getirilmesi:

pAKTaq Engelke ve digerleri (Engelke ve ark., 1990) tarafindan gelistirilmis tac. ve
lacl promotor dizileri tastyan bir plazmit vektordiir. Bu ¢alismada H. hispanica proteaz
genlerini tac ve lacl promotor dizilerinin kontroliinde klonlamak i¢in pAK-Taq
vektoriinden yararlanildi. ilk asamada plazmit iizerindeki taq geni restriksiyon
enzimleri ile kesilip ¢ikartildi ve pAK olarak isimlendirilen bir ara vektor olusturuldu.

Bunun i¢in pAK-Taq plazmit vektorii ECORI ve Xbal ile kesildi. Olugan yapiskan uglar
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Klenow enzimi ile kiit u¢lu hale dontistiiriildii. Plazmitin biiyiik fragmenti agaroz jel
ile saflastirildi ve T4 DNA ligaz enzimi ile ligasyona ugratilarak pAK vektorii elde
edildi. pAK vektoriinde lacl promotor dizisi sonrasinda uygun restriksiyon enzimi
kesim noktas1 bulunmadigindan, bu plazmit ters (inverz) PZR teknigi ile dogrusal hale
getirildi. Bu amagla Tablo 5.1°de niikleotid dizileri verilen pAK-Lacl-For, pAK-Lacl-
Rev ve pAK-Lacl/GTG-Rev primerlerinden yararlanildi. PZR igin asagida verilen

karisim hazirlandi.

PZR i¢in reaksiyon karigimi:

pAK Plazmit DNA’st 1,0 ul (50 ng)
pAK-Lacl-For (5 pM/ ul) 4,0 ul
pAK-Lacl-Rev ya da pAK-Lacl/GTG-Rev (5pM/ ul) 4,0 ul
dNTP karisimi (2,5 mM) 3,0 ul

Reaksiyon tamponu (x10) 4,0 ul

MgSOs (25 mM) 2.0 ul

Deiyonize distilesu 217 ul

KOD-plus(1U/ ul) 1.0 ul
Toplam hacim 40,0 ul

PZR kosullari; 95°C sicaklikta 3 dakikalik 6n denatiirasyondan sonra, 32 dongii “95
°C’da 20 saniye / 54 °C’da 20 saniye / 68 °C’da 4 dakika” ve bir dongii 68 °C 10
dakika olarak belirlendi. PZR iiriinleri %1 lik agaroz jelde yiirtitiilerek kontrol edildi
ve yukarida belirtildigi sekilde (5.13) agaroz jel elektroforezi teknigi ile saflagtirildi.
Saflastirilan dogrusal DNA molekiilleri daha sonra ligasyonda kullanilmak iizere -

20°C’da saklanda.

H. hispanica proteaz genlerinin pAK-Taq vektoriinde tac promotdr dizisi kontroliinde
klonlamak igin, 2.5 pg plazmit DNA’s1 50 ul hacim igerisinde EcoRI ve Hindlll
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile iki asamali olarak kesildi. Daha sonra DNA
ornegi yukarida anlatildigi sekilde (5.18.1) fenol/kloroform/izoamil alkol ile ekstre
edildi, etil alkol ile ¢oktiirtildii ve 25 ul hacim igerisinde SAP enzimi ile defosforile

edildi. Reaksiyon ortami 65°C’da 20 dakika bekletilerek SAP enziminin inaktive
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olmasi saglandi. ECORI ve HindIIl enzimleri ile kesim sonucunda olusan plazmitin

biiyiik fragmenti agaroz jel ile saflastirildi.

5.19. Dogrusal Hale Getirilen Plazmit DNA’larin Proteaz ve Serin Proteaz

Kodlayan DNA Fragmentleri ile Ligasyonu ve Transformasyonu

5.16’da belirtildigi gibi hazirlanan proteaz ve serin proteaz kodlayan DNA
fragmentleri ile dogrusal hale getirilen defosforile plazmit DNA’larmin yaklagik
konsantrasyonlar1 agaroz jel iizerinde bilinen standart DNA ile karsilastirilarak
saptand1. Yaklasik 20-30 nanogram plazmit DNA’s1 ve 50-100 ng proteaz veya serin
proteaz kodlayan DNA ornekleri 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde karistirildi. Reaksiyon
karigiminin hacmi DNA 6rneklerinin konsantrasyonlarina gore 10 ya da 20 pl olarak
belirlendi. Reaksiyon ortamina 1/10 hacim x10 konsantre T4 DNA ligaz tamponu ve
1-2 ul T4 DNA ligaz enzimi (1U/ ul)(TaKaRa) eklendi. Ligasyon 15°C’a ayarli PZR
cihazinda yaklagik 15-16 saatte tamamlandi. Transformasyon i¢in ligasyon {iriinleri
1,5 ml’lik plastik tiiplere aktarildi. Transformasyon i¢in ligasyon iirtini 1.5 ml’lik
plastik tiipe aktarildi. Uzerine daha 6nce 5.14°de anlatildigi iizere hazirlanan
kompetent E. coli Mach1 100 pl eklendi ve sirasiyla 20 dakika buz tizerinde, 80 saniye
42 °C’da su banyosunda, 3 dakika buz iizerinde ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Transformasyon ortamina 500 pl antibiyotik icermeyen LB besiyeri eklendi ve 37
°C’da 30-45 dakika arasinda inkiibe edildi. Daha sonra hiicre siispansiyonundan 100-
200 pl antibiyotikli LBA besiyerine cam baget ile yayilarak ekildi ve 37 °C’da gece
boyu iiremeye birakildi. Plazmit alan transformant kolonilerden istenilen rekombinant
plazmiti tasiyanlar, koloni-PZR yontemi ile belirlendi ve bu kolonilerden 5 ml sivi

kiltiirler hazirlanarak kiigiik 6lgekte plazmit DNA’lar1 hazirlandi.

5.20. Koloni PZR ile Transformant Kolonilerin Secilmesi

Transformasyon sonrasi, kat1 besiyerlerinde olusan kolonilerden ortalama 8-12 koloni
steril kiirdan ile alind1 ve 0.2 mI’lik PZR tiiplerinde 5 pl deiyonize distile su igerisinde
siispanse edildi. Hiicrelerin PZR cihazinda 95°C’da 5 dakika bekletilerek parcalandi.
PZR igin plazmit 6rneklerine bakilarak tercihen biri vektor icerisinde, digeri klonlanan
DNA fragmenti igerisinde belirli bir bdlgeye baglanan uygun primer c¢iftleri se¢ildi.
Orneklerin iizerine asagida verildigi sekilde hazirlanan reaksiyon karisimdan 15 ul

eklendi ve PZR gergeklestirildi.
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Koloni PZR reaksiyon karigima:

x1 XN
leri primer(10 pmol/ ul) 1.0 ul Nx1.0 ul
Geri primer(10 pmol/ ul) 1.0 ul Nx1.0 ul
dNTP(2,5mM) 1.0ul Nx1.0 ul
MgCl2(50 mM) 1.0 ul Nx1.0 ul
Reaksiyon tamponu(x10) 2.0 ul Nx2.0ul
Deiyonize distile su 8.9 ul Nx8.9 ul
Taq DNA polimeraz(5U/ ul) 0.1 ul Nx0.1 ul
Toplam hacim 15 ul Nx15 ul

* N: ornek sayist

PZR kosullari, 95 °C’da 2 dakika 6n denatiirasyondan sonra 32 dongii, 94 °C-15 sn/
50-55°C-15 sn/ 72 °C-2 dakika olarak belirlendi. Elde edilen PZR firiinleri agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Pozitif sonug veren Orneklere ait kolonilerden 5 ml
doygun siv1 kiiltiir (LB+amp) hazirlandi ve kiigiik 6l¢ekte plazmit DNA izolasyonu
yapildi.

5.21. Transformant E. coli Kolonilerinden Kiiciik Olcekte Plazmit DNA

izolasyonu

Koloni PZR ile secilen pozitif transformant kolonilerden kontrol ve dizileme amagh
kullanilmak {tizere kii¢iik 6lcekte plazmit DNA izolasyonlar gerceklestirildi. Secilen
kolonilerden ampisilin igeren 5 ml LB besiyerine ekim yapildi. Ornekler 37°C’da, 180
dev./dak. hizda bir gece boyunca galkalayici etiivde birakildi. Elde edilen doygun
kilttirler 7000 dev./dak. hizda 3 dakika santrifiij edildi ve hiicreler ¢okeltildi. Hiicre
cokeltisi lizerine 150 pl DNA Ekstraksiyon Tamponu I eklenerek siispanse edildi.
Hiicre siispansiyonuna taze hazirlanmis 300 ul DNA Ekstraksiyon Tamponu II eklendi
ve hafifce karistirilarak hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Parcalanan hiicrelerin
tizerine 225 pl DNA Ekstraksiyon Tamponu III eklendi ve karistirildiktan sonra buz
iizerinde 15 dakika bekletildi. Istenmeyen hiicresel artiklar ve genomik DNA, 4°C’da,
15000 dev./dak. hizda 15 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti halinde uzaklastirildi.
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Plazmit DNA’sini1 iceren iist siv1 1,5’ luk plastik tiiplere aktarildi. Ust siv1 {izerine 2,5
hacim etil alkol eklendi ve karistirildi. Ornekler 10-15 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 20 °C’da, 15000 dev./dak. hizda 15 dakika santrifiij edilerek
DNA’larin ¢okelmesi saglandi. DNA ¢okeltisi lizerine 0.5 ml % 70 etil alkol yikanda.
Ormnekler kurutulduktan sonra 50-100 ul TE tamponu igerisinde ¢oziindiiriildii.
Hazirlanan kiigciik Olcekte rekombinant plazmit DNA Ornekleri, restriksiyon
haritalarina gore uygun restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilerek agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Agaroz jel elektroforezi sonucunda beklenen bantlari
veren DNA oOrnekleri PEG/NaCl ile ¢oktiiriilerek kismen saflagtirildi ve DNA dizi

analizinde kullanildi.

5.22. Kiiciik Olcekte Hazirlanan Plazmit DNA’larin Kontrolii ve DNA Dizi
Analizi

Kiigiik dlgekte hazirlanan plazmit DNA’lari, restriksiyon haritalarina gore belirlenen
uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. Bu
amagla 2-5 pul plazmit DNA’s1 distile su ile 18 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon ortama, 2
ul reaksiyon tamponu (x10) ve 2-5U (0,2-0,5 ul) arasinda degisen miktarlarda enzim
eklendikten sonra 37°C’da 1-2 saat bekletildi. Siirenin sonunda orneklere 5 pl x6
konsantre DNA yiikleme tamponu katild1 ve %]1’lik agaroz jele uygulandi. Plazmit
vektorlerin restriksyon haritaari géz oniinde bulundurularak agaroz jel elektroforez
sonuglar1 degerlendirildi. Plazmit DNA Orneklerinin kontrolii amaciyla kullanilan

restriksiyon endontikleaz enzimleri Tablo 5.2°de verildi.
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Tablo 5.2. Tez galismast kapsaminda olusturulan plazmitler ve bu plazmitlerin

kontroliinde kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleri.

Plazmit Vektorler Kullanilan Restriksiyon Enzimleri
pBlue-ser.prot Clal ve EcoRl
pBlue-ser.prot.flag Clal ve EcoRl

pBlue-prot Pstl ve EcoRl
pBlue-prot.flag Pstl ve EcoRl
pET-ser.prot Clal ve EcoRl
pET-prot Pstl ve EcoRl
pET-prot.flag Pstl ve EcoRl
pET-ser.prot.flag Clal ve EcoRl
pAK-prot EcoRI ve HindllI
pAK-prot.flag EcoRI ve HindllI
placl-prot/GTG Pstl ve EcoRl
placl-prot.flag/GTG Pstl ve EcoRl
placl-ser.prot/GTG Boll
placl-prot Pstl ve EcoRl
placl-prot.flag Pstl ve EcoRl
placl-ser.prot Boll

5.23. Kiiciik Olcekte Hazirlanan Plazmit DNA’larin PEG/NaCl ile Kismen

Saflastirilmasi

Kiiciik 6l¢eklerde hazirlanan plazmit DNA 6rnekleri, dizi analizlerinde i¢in PEG/NaCl
ile kismen saflastirildi. TE tamponundaki 6rneklere RNaz enzimi katilmis 4 hacim
PEG/NaCl ¢ozeltisi eklendi, iyice karistirildiktan sonra 1 saat buz {izerinde bekletildi.
Daha sonra ornekler 4 °C’da 15000 dev./dak. hizda, 20 dakika santrifiij edilerek DNA
cokeltildi. DNA ¢okeltileri 1 ml % 70 etanol ile yikandi, kurutuldu ve 50-100 pl TE
ierisinde ¢oziindiiriildii. Orneklerdeki yaklasik DNA konsantrasyonlari, agaroz jel

tizerinde bilinen standart DNA ile karsilastirilarak belirlendi.
5.24. DNA Dizi Analizleri

PEG/NaCl ile kismen saflastirilan plazmit DNA Orneklerinden uygun olanlar
secilerek DNA dizi analizi teknigi ile analiz edildi. DNA dizi analizleri i¢in 6zel bir

firmadan hizmet alinim1 yapildu.
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5.25. Orta Olcekte Plazmit DNA’larin Hazirlanmasi

DNA dizi analizleri sonucu dogru oldugu saptanan plazmit DNA’lar1 orta 6lgekte
cogaltildi. Bu amagla plazmitler kompetent E. coli Machl hiicrelerine transforme
edildi. LBA(+) besiyerinde olusan transformantlardan 2-3 koloni segilerek 5 ml LB
(+) besiyerine ekildi ve 37 °C’da 180 dev./dak. calkalama hizinda bir gece inkiibe
edildi. Hazirlanan kiiltiirler, 50 ml taze LB(+) besiyerlerine aktarild1 ve 37°C’da 180
dev./dak. ¢alkalama hizinda 15-16 saat siireyle tiremeye birakildi. Elde edilen doygun
kilttirler 7000 dev./dak. hizda 10 dakika santrifiij edildi ve hiicreler ¢okeltildi. Hiicre
cokeltisi iizerine 1 ml DNA Ekstraksiyon Tamponu I eklenerek siispanse edildi. Hiicre
stispansiyonuna taze hazirlanmig 2 ml DNA Ekstraksiyon Tamponu II eklendi ve
hafifce karistirilarak hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Pargalanan hiicrelerin lizerine
1.5 ml DNA Ekstraksiyon Tamponu Il eklendi ve karistirildiktan sonra buz tizerinde
15 dakika bekletildi. istenmeyen hiicresel artiklar ve genomik DNA, 4°C’da, 15000
dev./dak hizda 15 dakika santriflij edildi ve ¢okelti halinde uzaklastirildi. Plazmit
DNA ’sini1 igeren iist s1v1 temiz tiiplere aktarildi. Ust s1vi1 iizerine 0.7 hacim izopropanol
eklendi ve karigtirldi. Ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 20
°C’da, 14000 dev./dak. hizda 15 dakika santrifiij edilerek DNA’larin ¢okelmesi
saglandi. DNA c¢okeltisi iizerine 1 ml % 70 etil alkol ile yikandi. Ornekler
kurutulduktan sonra 200 ul TE tamponu igerisinde ¢oziindiiriildii. Hazirlanan orta
Ol¢ekte rekombinant plazmit DNA oOrnekleri, restriksiyon haritalarina gore uygun
restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
DNA o6rnekleri yukarida (5.23) belirtildigi sekilde PEG/NacCl ile kismen saflastirildi
ve- 20 °C’da saklandi.

5.26. H. hispanica Proteaz Enzimlerinin E.coli Hiicrelerinde Sentezinin SDS-
PAGE ile Analiz Edilmesi

H. hispanica’ya ait proteaz enzimlerinin E.coli hiicrelerinde rekombinant olarak
sentezi, SDS-PAGE ile arastirildi. SDS-PAGE sonrasi proteinlerin goriintiilenmesinde
giimiis boyama tekniginden ya da flag uzantili proteaz enzimleri i¢in Western

melezleme tekniginden yararlanildi.
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5.26.1. Hiicre lizatlarimin hazirlanmasi

H. hispanica’ya ait proteaz enzimlerinin E. coli hiicrelerinde sentez edilmesinde bu
bakterinin BL21, Machl, Top10, DH5a, ve JM107 suslar1 denendi. ilk asamada, daha
once verildigi sekilde (5.14) kompetent hale getirilen bu bakteri suslar1 plazmit
DNA'’lar ile transforme edildi. Ampisilin igeren LBA besiyerinde olusan transformant
kolonilerden 5 ml LB besiyerine ekim yapildi, 37°C’da, 180 dev./dak. calkalama
hizinda gece boyu inkiibe edilerek doygun kiiltiirler hazirlandi. Kiiltiirlerden 1 ml
aliarak 7500 dev./dak. hizda 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Hiicre
cokeltileri 200 pl deiyonize distile su ile siispanse edildi ve esit hacimde de 4x
konsantre SDS o6rnek yiikleme tamponu eklendi. Ornekler 15-20 kez insiilin
ignesinden gecirildi ve proteinlerin denatiirasyonu i¢in 95-100 °C’da 5 dakika tutuldu.
Coziinmeyen hiicresel atiklar 15.000 dev./dak. hizda 5 dakika santrifiij edilerek
cokeltildi ve ust stvi SDS-PAGE ile incelendi.

5.26.2. Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Protein elektroforezi isleminde 100x100x10 mm boyutlarinda jeller kullanildi. Jeller
%10’luk ayirma ve %6’lik paketleme jeli olmak iizere iki kisim olarak hazirlandi.
Ayirma jeli; 5 ml deiyonize distile su, 4 ml % 30°’luk akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi,
3 ml 4x konsantre ayirma jel tamponu, 50 pl %10’luk APS ¢ozeltisi ve 20 ul TEMED
kanigtirilarak hazirlandi ve kasetlere dokiildii. Jel yiizeyinin diizgiin bir sekilde
polimerize olmasi amaciyla iizerine 500-600 pl deiyonize distile su eklendi.
Polimerizasyon isleminden sonra, jel yiizeyinde biriken sivi uzaklastirildi ve iizerine
paketleme jeli dokiildi. Paketleme jeli; 2,75 ml deiyonize distile su, 1 ml %30’luk
akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi, 1,25 ml 4x paketleme jel tamponu, 20 ul %10’ luk
APS cozeltisi ve 7,5 pl TEMED karistirilarak hazirlandi. Jel kasetlerine taraklar

yerlestirildi ve akrilamidin polimerizasyonu saglandi.
5.26.3. Orneklerin jelde yiiriitiilmesi

Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan jeller (5.26.2) tris-glisin tamponu igeren tanka
yerlestirildi. Daha 6nce hazirlanan denatiire protein 6rneklerinden, 2,5-10 pl arasinda
degisen miktarlarda jele yiiklendi. Elektroforez islemi, iki jel kaseti i¢in ilk 15
dakikada 80 volt, daha sonra 140 voltta 75-90 dakikada tamamlandi. Elektroforez
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sonrasinda ayristirilan proteinler glimiis boyama teknigi ile boyanarak goriiniir hale
getirildi ya da Western melezleme teknigi uygulanarak proteaz enzimlerinin sentez

edilip edilmedigi saptandi.

5.26.4. Jellerin giimiis boyama yontemi ile boyanmasi

Poliakrilamid jellerde ayristirilan az miktarlarda proteinlerin analiz edilmesi i¢in, CBB
(Coomassie Brilliant Blue) ile boyama teknigine gore daha hassas olan giimiis boyama
yontemi uygulandi. Bunun i¢in jeller ilk asamada fiksasyon ¢ozeltisi (%50 metanol:
%40 glasiyel asit) igerisinde 1 saat, daha sonra ise %50 metanol igerisinde 30 dakika
diisiik hizda karistirilarak fikse edildi. Daha sonra 3 kez deiyonize distile su igerisinde
20 dakika siire ile yikandi. Jeller %0,02’lik sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinde 2 dakika
bekletildi, 2 kez deiyonize distile su ile kisa siireli yikandi ve karanlikta ortamda
giimiis nitrat ¢cozeltisinde (%0,1 giimiis nitrat, %0,074 formaldehit) 30 dakika diisiik
hizda karistirildi.  Goriintiileme isleminden 6nce jeller deiyonize distile su ile 2 kere
kisa stireli yikandi. Jellerin lizerine goriintiileme ¢ozeltisi (%0.04 formaldehit, %2
sodyum karbonat, %0.0004 sodyum tiyosiilfat) eklenerek protein bantlarin goriiniir
hale donmesi sagland1 ve hemen sonrasinda ortama fiksasyon ¢ozeltisi (%50 metanol:

%40 glasiyel asit) eklenerek reaksiyon durduruldu.

5.26.5. Western melezleme teknigi ile proteinlerin goriintiilenmesi

Elektroforez sonucunda jel {izerinde ayrilan proteinler nitroseliilloz membrana transfer
edildi. Bu amagcla transfer kasetleri arasinda ‘siinger-filtre kagidi- nitroselliiloz
membran- jel- filtre kagidi- siinger’ sirasina goére transfer sandvigi hazirlandi.
Hazirlanan transfer sandvigi transfer tamponu ile doldurulmus tanka yerlestirildi ve 45
dakika 45 voltta ve 90 dk 90 voltta transfer islemi gergeklestirildi. Transfer isleminde
sonra membranlar 1-2 saat bloklama ¢ozeltisinde bekletildi ve bir gece boyunca
bloklama ¢6zeltisi igerisinde 1/1000 oraninda seyreltilen primer antikor (fare anti-flag
(DYKDDDDK)) etkisinde birakildi. Membranlar bir kez 20 dakika TBS-T ile, iki kez
20 dakika TBS ile yikandi. Daha sonra membranlar TBS icerisinde 1/4500 oraninda
seyreltilen yaban turpu peroksidazi (Ing. horse radish peroxidase : HRP) bagl anti
fare 1gG antikoru etkisinde birakildi. Islem sonras1 membranlar bir kez 20 dakika TBS-
T ile, iki kez 20 dakika TBS ile yikandi. Proteinler, kemiliiminesens substrat (H&C,
RPN2232) kullanilarak bir jel goriintiileme sistemi ile (DNR Bio) goriintiilendi.
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5.27. Izopropil B-D-tiyogalaktopiranosid (IPTG) Etkisinde Birakilan Hiicrelerde
Proteaz Enzimleri Sentezinin Analizi

Caligmada olusturulan plazmit vektorlerde proteaz genlerini kontrol eden promotér
dizileri dolayli (T7 RNA polimeraz promotorii; E. coli BL21 hiicrelerinde T7 RNA
polimeraz geni lacUV5 promotérii kontroliindedir) ya da direkt olarak (lac ve tac
promotorleri) IPTG ile regiile edilebilen promotorlerdir. Dolayisiyla IPTG’in bu
plazmit vektorler ile transforme edilen hiicrelerde proteaz enzimlerinin sentezine
etkileri arastirildi. Bunun i¢in plazmit aktarilan hiicrelerden LB(+amp) besiyerinde
kiigiik 6lgeklerde (5-10 ml) doygun kiiltiirler hazirlandi. Kiiltiirlerden alinan 2 ml’lik
ornekler taze besiyeri ile 5 ml’ye tamamlandi ve ortama 0.05 mmol ile 0.5 mmol
arasinda degisen final konsantrasyonlarda olacak sekilde 100 mM IPTG ¢ozeltisinden
eklendi. Kiiltiirler 37°C’da, 200 dev./dak. calkalama hizinda 6 saat boyunca iiremeye
birakildi. Daha sonra 3 ml kiiltiir alinarak 7000 dev./dak. hizda 5 dakika santrifiij edildi
ve hiicreler c¢oktiiriildi. Hiicre cokeltileri 200 pl deiyonize distile su igerisinde
stispanse edildi ve esit hacimde 4x konsantre SDS ornek yiikleme tamponu ile
karistirildi. Ornekler yukarida belirtildigi (5.26.1) sekilde insiilin ignesinden gegirildi
ve proteinlerin denatiirasyonu i¢in 95-100 °C’da 5 dakika tutuldu. Hazirlan hiicre

lizatlar1 proteaz enzimleri i¢in SDS-PAGE ile analiz edildi.

5.28. E. coli Hiicrelerinde Rekombinant Proteaz Enzimi Sentezi icin Uygun

Ureme Sicakligin Belirlenmesi

Plazmit aktarilan transformant E.coli hiicrelerinden 5 ml LB (+amp) besiyerlerine
ekim yapildi. Kiiltiir ortamlar1 25 °C, 30 °C ya da 37 °C’da, 200 dev./dak. ¢alkalama
hizinda bir gece boyunca iiremeye birakildi. Hazirlanan kiiltiirlerden alinan 6rnekler
hem proteaz sentez diizeyi bakimindan SDS-PAGE ile incelendi, hem de proteaz

aktivite testlerinde kullanild.

5.29. Proteaz Geni Aktarilan E.coli Hiicrelerinden Enzim Aktivite Testleri i¢cin

Lizat Hazirlanmasi

Proteaz geni aktarilan E. coli hiicreleri ilk asamada 5 ml LB(+amp) besiyerine ekildi.
Yaklagik 8 saat boyunca 30°C’da 180 dev./dak. ¢alkalama hizinda inkiibe edierek 6n
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kiiltiirler hazirland1. Hazirlanan 6n kiiltiirler 150 ml LB(+amp) besiyerlerine aktarildi.
Gece boyu 30 °C’da 180 dev./dak. ¢alkalama hizinda birakilarak doygun kiiltiirler
hazirlandi. Kiiltiirler 7000 dev./dak. hizda santrifiij edildi ve hiicreler ¢oktiirtildii.
Hiicre ¢Okeltileri 5 ml hiicre re-siispansiyon tamponunda siispanse edildi. Her bir
ornege 100 pl Img/ml lizozim eklendi ve 37°C’da yarim saat boyunca tutuldu. Hiicrler
7000 dev./dak. hizdal0 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Cokeltilerin her biri 4 ml
pargalama tamponu (5.8.18) icerisinde siispanse edildi. Hiicre slispansiyonlar1 giicii
%80’e ayarli bir sonikator ile buz iizerinde 10 saniye sonikasyon, 10 saniye bekleme
dongiileri halinde 10 dakika siireyle sonike edildi. Sonikasyon sonrasi 6rnekler 4°C’da
15.000 dev./dak. hizda 15 dakika santrifiij edildi. Ust stvilar ve ¢okeltiler daha sonraki

asamalarda kullanilmak tizere -20°C’da saklandi.

5.30. Ham Lizatlarda Proteinlerin Cotiiriilmesi ve Proteazlarin Kismen

Saflastirilmasi

Yukarida belirtildigi (5.29) sekilde hazirlanmis hiicre lizatlarindaki proteinler soguk
aseton ile ¢oktiiriildii. Sonikasyon sonrasinda arta kalan ve olas1 proteaz igeren hiicre
cokeltilerinden 85-90 C’da sicaklik uygulamasi ile ekstraksiyon yapildi. Elde edilen
orneklerde proteinler SDS-PAGE ile analiz edildi.

5.30.1. Aseton ile ¢oktiirme

Sonikasyon ile hazirlanan lizatlardan 1 hacim alind1 ve lizerine 3-4 hacim soguk aseton
eklendikten sonra -20°C’da 20 dakika bekletildi. Siire sonunda asetonun etkisiyle
cokelen proteinler 4°C’da 15.000 dev./dak. hizda 20 dakika santrifiij edilerek
¢oktiiriildii. Cokeltiler oda sicakliginda 5-10 dakika bekletilerek kurutuldu. Protein
cokeltileri TE ya da saklama tamponu igerisinde ¢ozlindiiriildii, SDS-PAGE
deneylerinde ve proteaz enzimi aktivite testlerinde kullanilmak iizere -20°C’da

saklandi.

5.30.2. Diyaliz

Sonikasyon ile parcalama ya da sicak ortamda ekstraksiyon ile hazirlanan 6rneklerin
bir kism1 5.7.31°de belirtildigi sekilde hazirlanan ve farkli oranlarda seyreltilen diyaliz

¢ozeltisi icerisinde diyaliz edildi. Protein 6rneklerden 3 ml alinarak diyaliz tiiplerine
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(Orange Scientific-OrDial-MWCO 6000-8000) aktarildi ve ilk asamada 1:10 oraninda
seyreltilen ¢ozeltide 2 saat boyunca 4°C’da diyaliz edildi. Bu islem bir kez daha
tekrarland1 ve sonrasinda 6rnekler 1:100 oraninda seyreltilen diyaliz ¢ozeltisine alindi.
Seyreltik ¢6zeltide bir gece diyaliz edilen ornekler iz miktarda (0.25 mM) 2-B-
merkaptoetanol igeren 50 mM tris tamponuna aktarildi ve 4 saat diyaliz edildi. Son
asamada ise Ornekler 24 saat boyunca deiyonize distile suda bekletidi. Elde edilen
ornekler SDS-PAGE deneylerinde ve proteaz enzimi aktivite testlerinde kullanilmak

uzere -20°C’da saklandi.

5.30.3. Sicaklik uygulamasi ile ekstraksiyon

Sonikasyon ile parcalama sonrasinda arta kalan ¢okelilerde ¢oziinmemis halde kaldigi
diisiiniilen proteaz enzimleri 85-90 °C’da sicaklik uygulamasi ile ekstre edildi.
Cokeltiler uygun hacimlerde parcalama tamponunda (ortama 8M tire, 1 mM DTT, 100
ug/ml PEI eklendi) siispanse edildi. Hiicre siispansiyonlari 85-90°C’da 1 saat tutuldu
ve 15.000 dev./dak. hizda 15 dakika santrifiij edildi. Ust stvi SDS-PAGE ile analiz
edildi.

5.31. Plazmit Aktarilan E. coli Hiicrelerinin Proteaz ve Serin Proteaz Akitiviteleri

Bakimindan Analiz edilmesi:

Farkli plazmitler ile transforme edilen E. coli hiicrelerinin proteaz ve serin proteaz
enzimi aktiviteleri saptanmasinda ii¢ farkli yontem izlendi.

i. Milk-agar besiyerinde proteolitik aktivitelerine bakilarak

ii. Bovin serum alblimini hidroliz edip etmedikleri SDS-PAGE ile incelenerek

iii. Azokazein substrat1 kullanilarak spektrofotometrik yontem ile

5.31.1. Milk-agar yontemi

E.coli hiicreleri proteaz veya serin proteaz genleri klonlanan plazmit vektorler ile
transforme edildi. Elde edilen transformant colonilerden 5.6.4 ve 5.6.5’de belirtildigi
sekilde hazirlanan besiyerlerine ¢izgi ekim teknigi ile ekim yapidi. Kiiltiirler 37 °C’da
72 saat inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonrasinda bakteri iireme bolgelerinde zon

olusumlari incelenerek degerlendirme yapildi.
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5.31.2. Orneklerde Proteaz aktivitesinin BSA proteini kullanilarak test edilmesi

Bu deneyler en iyi ekspresyon yaptigi saptanan pET-ser.prot ile transforme edilmis E.
coli BL21 hiicrlerelerinden hazirlanan lizatlar ile gergeklestirildi. Proteaz enzimleri
i¢cin subtrat olarak 50 mM Tris-Cl tamponunda ¢6ziindiiriilen bovin serum albiimin
(BSA), kontrol enzimi olarak ise TPCK (L-1-tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl
ketone) ile islem gormiis tripsin enzimi kullanildi. Reaksiyon 50 pl 50 mM Tris-Cl
tamponu (pH. 8) igerisinde gergeklestirildi. Bunun i¢in asagida oranlar1 verilen bir
karisim hazirlandi ve 37 °C’da 16 saat siire ile inkiibe edildi. Siire sonunda 6rneklere
esit hacimde 4x konsantre SDS 6rnek yiikleme tamponu eklendi ve BSA’nin hidroliz
olup olmadig1 SDS-PAGE ile analiz edildi.

Reaksiyon karisimi:

Hiicre lizati (enzim) 0.25 ul, 0.5 ul, 1 ul yada 2 ul
BSA ¢ozeltisi (Img/ml), 50 mM Tris-Cl

25 ul
icerinde)

50 mM Tris-Cl tamponu (pH.8) 24.75 ul, 24.5 ul, 24 ul ya da 23 ul

Toplam hacim 50 ul

Kontrol olarak kullanilan tripsin enzimi, hiicre lizat1 yerine 0.5 pg/ul, 1 ug/ul, 2 pg/ul,
ya da 4 pg/ul final konsantrasyonda olacak sekilde ortama katildi.

Farkli tuz (NaCl) konsantrasyonlarinda proteaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

Hiicre lizatlarinda proteaz enzimi aktiviteleri 100 mM ve 300 mM NaCl
konsantrasyonlarinda NaCl ihtiva eden 50 mM potasyum fosfat (pH: 7,5) tamponunda
gerceklestirildi. Substrat olarak ayni1 tamponlar igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanan
BSA kullanildi. Bunun i¢in asagda verilen reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon

37 °C’da 16 saat siirede gerceklestirildi.
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Reaksiyon karigimi:

Hiicre lizati (enzim) 0.25 ul, 0.5 ul, I ulyada 2 ul

100 mM ya da 300 mM NaCl iceren fosfat
tamponinda hazirlanan BSA ¢ozeltisi 25 ul
(Img/ml)

100 mM ya da 300 mM NaCl iceren fosfat

24.75 ul, 24.5 ul, 24 ul ya da 23 ul
tamponu (pH 7.5) : : e :

Toplam hacim 50 ul

Kontrol olarak kullanilan tripsin enzimi, hiicre lizati yerine 0.5 pg/ul, 1 ng/ul, 2 pg/ul,
ya da 4 pg/ul final konsantrasyonda olacak sekilde ortama katildi. Reaksiyon ortama
esit hacimde 4x konsantre SDS Ornek yiikleme tamponu eklenerek sonlandirildi ve

BSA hidrolizi SDS-PAGE teknigi ile incelendi.

2-ME, DTT, EDTA ve Iyonlarin (Ca** ve Mg**) proteaz enzimi aktivitesine etkisinin

belirlenmesi

Bu bilesik ve iyonlarin proteaz enzimi aktivitesine etkisi yukarida verildigi sekilde 100
mM NaCl igeren 50 mM potasyum fosfat (pH: 7,5) tamponunda 5 pl hiicre lizati
kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon ortamina (50 pl), asagida verilen final
konsantrasyonlarda 2-ME, DTT, EDTA, Ca** ya da Mg** iyonu eklendi.

Ortama Katilam Final Konsantrasyon
Miktar (ul) (mM)
50 mM DTT 1 ul /3 ul 1mM /3 mM
50 mM EDTA 1 ul /3 ul 1mM /3 mM
50 mM 2-ME 1ul /3 ul 1mM /3mM
100 mM CacCl> 2 ul 4 mM
100 mM MgCl> 2ul 4 mM

Reaksiyon ortamlar1 gece boyu 37 °C’da inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 4x
konsantre SDS 6rnek yiikleme tamponu eklendi ve BSA hidrolizi SDS-PAGE teknigi

ile incelendi. Kontrol olarak tripsin enzimi kullanildi.
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5.31.3. Azokazein substrat ile spektrofotometrik olarak proteaz aktivitesinin

belirlenmesi

Kisim 5.29, 5.30 ve 5.30.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan 6rnekler kullanildi. Farkli
plazmitler ile transforme edilen E. coli hiicrelerinden hazirlanan proteaz ve serin
proteaz enzimlerinin aktiviteleri substrat olarak azokazein kullanilarak belirlendi. Bu
testlerde kullanilmak iizere Tris-CaClz ve 100 mM NaCl igeren Tris-CaClz tamponlari
hazirlandi. Azokazein bu tamponlarda ¢oziindiiriilerek %1 azokazein ¢ozeltisi elde
edildi. 200 ul %1°lik azokazein {izerinde 40 pl hiicre lizati eklendi ve ortam 37°C’a
ayarlanmis su banyosunda 60 dakika bekletildi. Deneylerde kontrol saf tripsin enzimi
kullanildi. Siirenin bitiminde ortama 160 ul (%15-a/h) TCA eklenerek reaksiyon
sonlandirildi. Ornekler 10 dakika buzlu su igerisinde bekletildikten sonra 12.000
dev./dak. hizda 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlara esit hacimde 1M NaOH
eklendi. Elde edilen tist sivilarin 440 nm dalga boyunda absorbans degerleri (ODaaso )

spektrofotometre ile ol¢tildii.
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6. BULGULAR

6.1. Haloarcula hispanica Serin Proteaz ve Proteaz Genlerinin Plazmit Vektorlere
Klonlanmasu ile Tlgili Veriler

Asirt halofilik bir arkebakteri olan H. hispanica, tireme hiz1 yavas ve 6zel kosullar
gerektiren bir mikroorganizmadir. Bundan o6tiirii tez ¢alismasinda H. hispanica’ya ait
serin proteaz ve proteaz enzimlerinin E. coli hiicrelerinde rekombinant olarak
uretilmesi hedeflendi. H. hispanica’ya ait proteaz ve serin proteaz enzimini kodlayan
genler, bu arkebakteriden izole edilen genomik DNA {izerinden PZR ile ¢ogaltildi ve
E.coli’de ekspresyon yapan plazmit vektorlerine klonlandi. Olusturulan ekspresyon
vektorleri farkli E.coli irklarina aktarildi. Bu hiicrelerin H. hispanica 'ya ait proteaz ve
serin proteaz ekspresyon diizeyleri ve sentez edilen proteaz ve serin proteaz enziminin

aktivitesi degerlendirildi.

6.1.1. Haloarcula hispanica hiicrelerinden genom DNA izolasyonu ile ilgili veriler

Kigiik 6lgekte hazirlanan H. hispanica kiiltiirinden metot kisminda (5.15A) verildigi
sekilde izole edilen genom DNA’lar1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil
6.1). Elektroforez sonuglari, elde edilen genom DNA’larinin PZR ile proteaz ve serin

proteaz genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in uygun oldugu gosterdi.

M 1 2 3

Sekil 6.1. Halofilik bakteri olan H. hispanica’dan izole edilen genomik DNA’nin
agaroz jel elektroforezi ile kontrolii. 1-3. Agaroz jele farkli miktarlarda (2 pl -4 ul -8
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ul) uygulanan DNA o6rneklerini gostermektedir. M. Hindlll ve EcoRI restriksiyon
endonukleaz  enzimleri ile kesilen Lambda bakteriyofaj DNA’st (A
DNA/HindlIlI+EcoRI). Genomik DNA kontroliinde %]1°lik agaroz jel kullanildi.
Elektroforez islemi 100 V sabit gerilim altinda TAE tamponunda 25 dakikada

tamamlandi.

6.1.2. H. hispanica serin proteaz ve proteaz genlerinin PZR ile cogaltilmasi ile
ilgili veriler
H. hispanica’ya ait proteaz ve serin proteaz genleri, bu genler igin olusturulan

oligoniikleotid primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Primerler, asagida verilen

bakterinin referans dizilerinden yararlanilarak olusturuldu.

Haloarcula hispanica N601 / serin proteaz (Ref Seq:

AHB65457.1)

-TTAACAGCCCTCTGTGAT TTTTATGATACGGGGTTTCACACCGGCGACAGCCGC
TCTACCGGTCAGTGGTTCTGTTCCGAGGGAGTATCACAGCATCGCTCCGTGTGGLCCC
AGCGACGCTCCTACTCCCAGCGCTTTTGCCTGCGCGCCGCCGGGCATCGATATGGAC
TACACCGCCGTCACGCACACGACGACTGACCGACGGCTCGGGAGACTCCCGTCAGGA
CGAGCCGTGTCCGTGACTGTCCACCGGTACGTCGGCAGCCCCGGGCCGACAGTGTAT
ATTCAGGCGGCGCAACACGGCATCGAACTCAACGGCCCAGCCGCGTTACGGCGACTG
CACGACCGCCTGACCGACGCGGCTATCGCCGGGACAGTACTTGTCATCCCAGTCGTG
AACCAGCTCGCGTTCGATCACCGGTCGTACATGACCCCCGGCGAGTACGACGTGATG
AACCCGAACCTGAACCGCGTGTGGCCGGGAGACGAGTCCGGAAGCCTACAGGAACAG
TTTGCCGCTCGGCTGTGGGAACTCGTGAAAGACGCGGACGCCGCGGTCGATCTCCAC
ACCGGCACGGCAGATATGCTGGAACACGTCAGATGCCGGGCGGGCGACCCGGCCGLC
GAGCGCCTCGCCGAAGCGTTCGGTACTTCCTACAGAATCACCGACGAGTCCGAGGAC
ACCGGCGACGACGGCTCTGGCGGGACGTTCCGCGCTGCGGCTGCGGCAGCCGGCATT
CCGGTTATCACGGCGGAGCTATCGAACAGTCGCCGGATAGCACAGGACGCGGTTGCG
GCTGGTGTCGACGGGATACAGAATCTCCTGCGCGAGCGGGCAGTCCTCCCGGCAGAG
CCGGAGCCCCACGCCGGGCAGACGGTGCTTCGAAACGACGCGGAGCCGGTCACCGLG
TCGGAATCGGGATTGTTCGAATGTCGGCCGGACATCGCCGTCGGTGACACTGTCGAC
GCCGGGGAGCGACTGGGGGCTGTCTACGAACCCTCCTCGTTCGAGCAACAACAGGTC
GTCTCAGCGACAGAACGAGGAGTGATATTCTCGCTTGCCAGGGAGTCTGTCGTCGTG
AAAGGGGAACGCCTC GCAGGCATCGCGACACCGCGA-
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Haloarcula hispanica N601 /proteaz (Ref Seq: AHB66303.1)

BB TTGTGCCCTGATATTGGCCTGCCGAGATTCAGCAGCGGGCCGTTGGTTCCCGTT

GTAGCGTACCTCCTGGTAATTGTCGTCCTCTCCGGACTGGTGATCATCTCCCCCGGC
GCATCGCCGCCGCCCGTCTTGGGAATGCTCTGGGGTGTCTTCCTCGTCGCACTCACC
GTTGGTGCGCTCAGAATTGAGACCGTCTCACCGCGCTCTCTGCTCCCGCCTGTTCGC
ACACTGATACCCGTGATCGGGGTGGTCATCGCGTTCTGGGGACTGTACAACCTTGTT
GCGGTCGCCCTCGCGGTGGGTGGGATCTCCGGGTTCGACGCCTCGCTGTCGAGAACC
GCTGCCCACCCGCTGCTGTATCTCGCGGCGCTTTTCAGTTCGCTTCTGTTCACTGCG
ATCCCGGAAGAACTCCTCTTTCGCACGTACCTGCAGGAGAAATTCACGAGGCTGGCC
GGCGGGGCGACTCGGCGTGCGGTGCTGGCTGGTATCGGCCTTGTCGCAGTCCTATTT
GCTCTGTTTCATCTCCCGCGGTGGTTTCTCGCATCGGGGCACGGCGTCGGTTCCGCG
CTGGCAGCCAGACTCCTCGGACTGACGCTCATGGGACTCGCTTACGGGAGCGTATAC
GCACTGACGGGCAACCTCTGGCTCGTCGCCCTGTTCCATGCATCGATGAATCAGCCG
CCGGTAATCGTATCGGTGCATATCCCGACCGAGCTACATCTGGTAGCGAGTGTGATC
GAGTATGCCGCCATCGTCTCGCTTGTCTACCTGACTGTTCGGGTGGTCGAATCCGGC
GGGACACCGCTGATCTGGTCACGGCGGAACAACCC TGCCTCGACCGGGGAC-

Serin proteaz ve proteaz kodlayan DNA fragmentlerinin PZR ile ¢ogaltilmasinda gene
ozgii primerler kullanilarak 5.12°de belirtilen kosullar uygulandi. ilk asamada
starndart Tag DNA polimeraz enzimi ile her iki genin PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in 6n
denemeler gerceklestirldi. PZR sonucu elde edilen DNA fragmentleri %1°lik agaroz
jel elektoroforezi ile incelendi. Sekil 6 2A’da goriildigii gibi H. hispanica proteaz geni
icin 852 b.¢. ; serin proteaz geni i¢in ise 1122 b.¢. boyutlarinda DNA fragmentleri elde
edildi. Tag DNA polimeraz ile yapilan denemede 3 mM Mg™* konsantrasyonun uygun
oldugu saptandi. Bununla birlikte, standart Taq DNA polimeraz enziminin hata yapma
frekansnin yiiksek olmasi ve kiit u¢lu PCR f{iriinleri elde etmek i¢in uygun olmamasi
nedeniyle, fosforillenmis primer giftleri (Serin proteaz i¢in: H-ser.prot.-For/H-
ser.prot.-Rev; Proteaz icin: H-prot.-For/H-prot.-Rev) ve KOD-plus enzimi ile
kodlayict DNA fragmentleri cogaltildi (Sekil 6.2B) ve ekspresyon vektorlerinin

olusturulmasinda bu DNA fragmentleri kullanildu.
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2122

5148
4973
4268

3530

2027
1904

1584
1375

047
831

Sekil 6.2. H. hispanica genom DNA’s1 iizerinden PZR ile gogaltilan serin proteaz ve
proteaz enzimlerini kodlayan DNA fragmentlerinin elektroforetik analiz. A. Standart
Taq DNA polimeraz enzimi ile gogaltilan DNA fragmentleri. 1-2-serin prteaz geni; 3-
4 proteaz geni (1 ve 3 no’lu 6rnekler: 2 mM MgCl; ; 2 ve 4 6rnekler 3 mM MgCly). B.
Termostabil KOD-plus enzimi ile gogaltilan serin proteaz (1) ve proteaz (2) kodlayan
DNA fragmentleri. M. A DNA/(HindllI+EcoRI). Elektroforez islemi Sekil 6.1’de

verilen kosullarda gerceklestirildi.

Calismada H. hispanica genleri farkli plazmitlerde, farkli promotérlerin kontroliinde,
flag uzantili enzim kodlayacak seklde de klonlandig1 i¢in, flag kodlayici dizi tagiyan
ve/veya ATG baslangis kodu tasimayan DNA fragmentleri fosforillenmis farkli primer
ciftleri ve KOD-plus enzimi kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Ncol ile kesilerek Klenow
enzimi ile kiit {iclii hale doniistiiriilen pET-14b plazmitinde baglant1 noktasinda ATG
dizisi olustugundan, bu plazmite klonlanan proteaz genleri ATG baglangi¢ kodu
tagimayan ileri primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. PZR {iniinleri agaroz jel

elektroforezi ile incelendi (Sekil 6.3).
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2122
5148

4973
4268

3530
2027
1904

1584
1375

947
831

564

M 1 2

Sekil 6.3. KOD-plus enzimi ve proteaz genlerine 6zgii fosforillenmis farkli primer

ciftleri kullanilarak PZR ile ¢cogaltilan DNA fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi
ile analizi. 1. Flag kodlayici dizi tasiyan serin proteaz geni (kullanilan primerler: H-
ser.prot.-For/H-ser.prot.flag-Rev); 2. ATG baslangi¢c kodu bulunmayan serin proteaz
geni (kullanilan primerler: H-ser.prot.minus-For/H-ser.prot.-Rev); 3. ATG baslangi¢
kodu bulunmayan proteaz geni (kullanilan primerler: H-prot.minus-For/H-prot.-Rev);
4. Flag kodlayici dizi tasiyan proteaz geni (kullanilan primerler: H-prot.-For/H-
prot.flag-Rev); 1'. ATG baslangi¢ kodu bulunmayan Flag kodlayici dizi tasiyan serin
proteaz geni (kullanilan primerler: H-ser.prot.minus-For/H-ser.prot.flag-Rev); 4'.
ATG baglangic kodu bulunmayan Flag kodlayici dizi tastyan proteaz geni (kullanilan
primerler: H-prot.minus-For/H-prot.flag-Rev). M. A/(HindlllI+EcoRl). Elektroforez
islemi Sekil 6.1°de verilen kosullarda gerceklestirildi.
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6.1.3. Proteaz genlerinin klonlanmasinda kullanilan E. coli ekspresyon
vektorlerinin ligasyon icin hazirlanmasi ile ilgili veriler

Bu tez c¢alismasi kapsaminda E. coli hiicrelerinde rekombinant proteaz enzimleri
tiretmek igin Sekil 6.4’de restriksiyon haritalar1 verilen pET-14b, pBluescript 11 SK(+)

ve pAK-Taq plazmit vektorlerinden yararlanildi.

T7 promoter primer #69348-3
Bgin 37 progatar Xval
AGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACTCACTATAGGGAGACCACARCGSTTTCCCTC TAGAAATAATTTTSTT TAACTT TAAGAAGGAGA

AAGGAAGCTGAS

STTGECTGEC T TAAACSGGTCTTGAGGGRTTTTTTE
LysG1uAloGIuLeuA| 0AToRIaThrAI 0G |uEInEnd

7 terminator primer #69337-3

i (e
Fl {+) oy 2
e A~
lac?'

/ R
Impit ”"‘}// Kpn |

|‘I [pBluescrileSK(h"-) MCS

3.0 kb Sac|
\‘\‘

PUC onl

pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region

(sequence shown 598-826) e
Wil

fu | Konl G ol Sd
| | i | i
TTGTAAAACH CTCACTATAGGGCGAATTGGGT) TCGAGGTCGAC. . .
AT > Tindng vie T prmer biog via
G081 Hoi |
o fnd Il cohY okl P Smal  RanHl Seel Mol |Eogl | Seel -l
[T S S ot et el Qi i
 ++ GG TATCGATAAGCTTGATATC GAATTCCT! TCCACTAGTTCT: TGGAGCTG. . .
—
T3 prmerh R ™

T3 Promoter Bt I g

« ] -
. CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGG TTAATTGEGCOC TTGRCATAATGATGG TCATAGE TGTTTCO
S Eidg e Torar

pAKTaq
7043 bp

Sekil 6.4. H. hispanica proteaz enzimlerini kodlayacak E. coli ekspresyon

vektorlerinin olugturusmasinda yararlanilan plazmitler.
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Bakteriyofaj T7 RNA polimeraz enzimi i¢in promotor tasiyan pET-14b plazmiti Ncol
restriksiyon enzimi ile; hem laktoz promotorii (Piac) hem de T7 RNA polimeraz
promotorii tasiyan pBluescript II SK(+) plazmiti EcoRV restriksiyon endonukleaz
enzimi ile kesilerek dogrusal hale getirildi. Kesilen DNA ornekleri agaroz jel

elektrofori ile kontrol edildi (Sekil 6.5).

3 kb

Sekil 6.5. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirilen
PET-14b (1) ve pBluescript 1l SK(+) (2) plazmit DNA’larinin agaroz jel elektroforez
profilleri. pET-14b plazmit DNA’s1 Ncol restriksiyon enzimi, pBluescript 11 SK(+)
plazmit DNA’s1 ise ECORV restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek dogrusal hale
getirildi. M. A DNA/(Hindlll1+EcoRI). Elektroforez islemi Sekil 6.1°de verilen
kosullarda gergeklestirildi.

pAK-Taq plazmit vektoriine H. hispanica proteaz genlerinin klonlanmasinda iki farklt
yol izlendi. Proteaz genleri plazmitte yer alan Taq ya da Lacl genleri ile degistirildi.
Tac promotor dizisi kontroliinde olan Taq geni EcoRI ve Hindll1 restriksyon enzimleri
ile kesilerek ¢ikartildi. Kesim sonucu elde edilen biiyiik DNA fragmenti agaroz jel
tizerinden saflastitilarak proteaz genleri ile ligasyona ugratildi (Sekil 6.6). Diger
taraftan EcoRI ve Xbal ile enzimleri ile kesildikten sonra, Klenow enzimi ile kiit ugku
hale getirilen plazmitin biiyiik DNA fragmenti T4 DNA ligaz enzimi ile halkasal hale

dontstiirtilerek pAK olarak adlandirilan bir ara vektor elde edildi (Bu vektor ile ilgili
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sonug verilmemistir). Bu ara vektor iizerindeki Lacl geni pAK-Lacl-For ve pAK-Lacl-
Rev primerinden (Tablo 5.1) yararlanilarak ters PZR ile plazmitin kalan bolgesi
cogaltilarak uzaklastirildi (Sekil 6.6). Plazmitin PZR ile ¢cogaltilan Lacl geni disindaki

kismi agaroze jel elektroforezi ile saflastirildi.

bp

21220

5148 5148

4973
4268

3530 3530

~4.54 kb
2027 2027
1904 1904
1584

1375 1375

947
831

Sekil 6.6. EcoRI ve Hindlll restriksyon endoniikleaz enzimleri ile kesilen pAK-Taq
plazmit DNA’s1 (1) ve ters PZR ile Lacl geni disinda kalan kismi ¢ogaltilan pAK
plazmit DNA’sinin (2) agaroz jel elektroforezi profilleri. M. A DNA/(HindlI1+EcoRl).
Elektroforez islemi Sekil 6.1°de verilen kosullarda gergeklestirildi.

6.1.4. T7 RNA polimeraz promotorii kontroliinde H. hispanica proteaz genleri

tasiyan ekspresyon vektorleri ile ilgili veriler

Yukarida verildigi sekilde PZR ile elde edilen H. hispanica proteaz genlerinin Ncol ile
kesilerek dogrusal hale getirilen pET-14b plazmit vektorleri ile ligasyona ugratildi ve
bunun sonucunda Sekil 6.7°de restriksiyon haritalart verilen dort farkli yeni vektor
elde edildi. Bu plazmit vektorlerin olusturulmasinda, ATG baslangi¢ kodu tasimayan
flag uzantili ya da flag uzantisiz proteaz genleri kullanildi. Olusturulan plazmit
vektorler pET-14b-Ser.Prot, pET-14b-Prot, pET-14b-Ser.Prot.Flag ve pET-14b-
Prot.Flag olarak adlandirildi.
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EcoRI 5793 EcoRI 5523
Clal 5769 Clal 5499

Dral 419

Clal 4759 Pstl 755

Dral 1111 Pstl 4523 Dral 1111

1159 Dral 1130 Dral 1130
pET-14b-Ser.Prot

5794 bp

pET-14b-Prot

5524 bp
Clal 4250
Bglll 3991

Bglll 3991

EcoRI 5814
Clal 5790

EcoRI 5544

BamHI 5302 EcoRV 5168

Pstl 4523

4649 1163
pET-14b-Ser.Prot.Flag

Clal 4250 5815 bp
4068 1744 Xbal 4049

4433 1109
pET-14b-Prot.Flag

5545 bp

Xbal 4049

Sekil 6.7. H. hispanica serin proteaz ve proteaz genlerinin pET-14b plazmitinde T7
RNA polimeraz promotorii kontrolinde klonlanmasi ile elde edilen ekspresyon
vektorleri. Plazmit vektorlerin restriksyon haritalarinin olusturulmasinda BioEdit

programindan yararlanildi.

PET-14b plazmitinde oldugu gibi, H. hispanica’ya ait PZR ile ¢ogaltilan proteaz
genleri EcoRV restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilerek dogrusal hale getirilen
pBluescript I SK(+) plazmit DNA’s1 ile ligasyona ugratildi ve dort farkli ekspresyon
vektorii olusturuldu. Bu vektorlerin olusturulmasinda ATG baslangi¢ kodu tasiyan flag
uzantili ya da flag uzantisiz proteaz genleri kullanildi. Olusturulan plazmit vektorler
pBlueT7-Ser.Prot, pBlueT7-Prot, pBlueT7-Ser.Prot.Flag ve pBlueT7-Prot.Flag olarak
adlandirild1 (Sekil 6.8).
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Dral 3745 Dralll 228

Hindlll 690

pBlue T7-Prot
3812 bp

Dral 3053 pBlueT7-Ser.Prot
4082 bp
Dral 3034

Pstl 1132

EcoRI 1554

Pstl 1564
EcoRI 1824

Dral 3766

Clal 685

HindI11 690

Clal 859
3281 821

Dral 3074 pBlueT7-Ser.Prot.Flag

4103 bp

3065 767
pBlueT7-Prot.Flag

Dral 3055 3833 bp

1231

Pstl 1132

Clal 1368

EcoRI 1575
EcoRI 1845 Pstl 1585

Sekil 6.8. H. hispanica serin proteaz ve proteaz genlerinin pBluescript Il SK(+)
plazmitinde T7 RNA polimeraz promotorii kontroliinde klonlanmast ile elde edilen
ekspresyon vektorleri. Plazmit vektorlerin restriksyon haritalarinin olusturulmasinda

BioEdit programindan yararlanildi.

H. hispanica proteaz genlerinin pET-14b ve pBluescript Il SK(+) plazmitlerinde T7
RNA polimeraz promotorii kontroliinde klonlanmasi ile elde edilen ekspresyon
vektorleri, restriksyon haritalar1 goz oniinde bulundurularak belirlenen restriksiyon

enzimleri ile kesildi ve sonuglar agaroz jel elektroforezi ile degerlendirildi (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9. H. hispanica proteaz genlerinin pET-14b ve pBluescript Il SK(+)

plazmitlerine klonlanmasi ile elde edilen E. coli ekspresyon vektorlerinin restriksiyon
enzimleri ile kesilerek kontrol edilmesi. pET-14b-Ser.Prot: 13-14 ( Clal / EcoRI
enzimleri ile kesildi); pET-14b-Prot:8 ( Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi); pET-14b-
Ser.Prot.flag: 15 ( Clal / EcoRI enzimleri ile kesildi); pET-14b-Prot.Flag:16 ( Pstl /
EcoRI enzimleri ile kesildi); pBlueT7-Ser.Prot: 1-2,12 ( Clal / EcoRI enzimleri ile
kesildi); pBlueT7-Prot:3-4 ( Pstl / EcoRl enzimleri ile kesildi); pBlueT7-
Ser.Prot.Flag:9-11 ( Clal / EcoRI enzimleri ile kesildi); pBlueT7-Prot.Flag: 5-7 (
Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi). M. X DNA/(Hindll1+EcoRl). Elektroforez islemi
Sekil 6.1°de verilen kosullarda gerceklestirildi.
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Restriksiyon haritalarina gore uygun restriksiyon enzimleri ile kesilen E. coli
ekspresyon vektorlerinin, agaroz jeller {izerinde beklenen boyutlarda DNA

fragmentleri olusturdugu goriildii.

6.1.5. Proteaz ve serin proteaz genlerinin lac promotorii kontroliinde klonlanmasi

ile elde edilen vektorler ile ilgili veriler

Rekombinant protein ekspresyonu igin bakteri susunun se¢iminde 6zellikle kullanilan
ekspresyon vektoriinlin tasidigi promotor gibi kontrol elementleri biliylik 6nem
tasimaktadir. T7 RNA polimeraz promotorii tasiyan vektorler ekspresyon igin T7
bakteriyofaj RNA polimeraz enzimine bagimlidir ve E. coli BL21 gibi T7 RNA
polimerazi enzimi sentez eden hiicrelerde islev gorebilirler. Buna karsin lac promotérii
uygun kosullarin saglanmasi durumunda tiim E.coli suslarinda islevseldir. Bu nedenle
calisma kapsaminda T7 promotoriine ters oryantasyonda lac promotorii de tasiyan
pBluescript 1l SK(+) plazmit vektoriinden yararlanildi. Bunun igin ilave bir islem
uygulanmadi, yukarida 6.1.4°te belirtildigi sekilde ECORV restriksyon endonukleaz
enzimi ile kesilen pBluescript 1l SK(+) plazmiti ile proteaz genlerinin ligasyonu
sonucu olusan vektorler arasindan, T/ RNA polimeraz promotoriine ters
oryantasyonda fragment alan plazmitler koloni-PZR teknigi ile secildi. Sekil 6.10°da
haritalar1 verilen, pBlueLac-Ser.Prot, pBlueLac-Prot, pBlueLac-Ser.Prot.Flag ve

pBlueLac-Prot.Flag olarak isimlendirilen ekspresyon vektorleri elde edildi.
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Dralll 3859

Clal 3127
Clal 3397
Hindlll 3120

3265 817 Clal 2934
pBlueLac-Ser.Prot
4082 bp

pBlueLac-Prot
3812 bp

Pstl 2698

Clal 2425 EcoRI 2256
EcoRI 2256 Pstl 2254

Dralll 3880 Dralll 3610

Clal 3418
Hindlll 3141

3065 767
pBlueLac-Prot.Flag
3833 bp

3281 821

pBlueLac-Ser.Prot.Flag
4103 bp
2871 1231
Pstl 2698

Clal 2425 EcoRI 2256
EcoRI 2256

Pstl 2254

Sekil 6.10. Proteaz genlerinin pBluescript 11 SK(+) plazmitlerine lac promotorii
kontroliinde klonlanmasi ile elde edilen ekspresyon vektorlerinin restriksiyon
haritalari.

Proteaz genlerinin pBluescript 11 SK(+) plazmitinde lac promotorii kontroliinde
klonlanmasi ile elde edilen vektorler de restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek
kontrol edildi (Sekil 6.11). Agaroz jellerde plazmit vektorler icin beklenen
bliytikliiklerde DNA fragmentleri saptandi.

M 1 2 3

5148
4268
3530

2027
1904

1375

Sekil 6.11. H. hispanica proteaz genlerinin pBluescript 1l SK(+) plazmitinde Piac

promotorii kontroliinde klonlanmasi ile elde edilen E. coli ekspresyon vektorlerinin
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restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol edilmesi. pBlueLac-Ser.Prot: 1 (Clal /
EcoRI enzimleri ile kesildi); pBlueLac-Prot: 2( Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi);
pBlueLac-Ser.Prot.flag: 4-5 (Clal / EcoRI enzimleri ile kesildi); pBlueLac-Prot.flag:
3 (Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi). M. A DNA/(HindllI+EcoRI). Elektroforez islemi
Sekil 6.1°de verilen kosullarda gerceklestirildi.

6.1.6. Proteaz ve serin proteaz genlerinin lacl ve tac promotorleri kontroliinde

klonlanmasi ile ilgili veriler

Yukarida restriksiyon haritas1 verilen pAKTaq plazmit vektorii (bk. Sekil 6.4), tac
promotorii kontroliindeki Taq DNA polimeraz genini E. coli hiicrelerinde etkin bir
sekilde ekpresse etmektedir (Eken, 2017). Bu nedenle plazmit tizerindeki tac
promotorii kontroliindeki taq geni H. hispanica proteaz genleri ile degistirildi. Bu
vektorlerin olusturulmasinda proteaz ve proteaz.flag genleri, pBlueLac-Prot ve
pBlueLac-Prot.Flag plazmit vektorlerinden EcoRI/HindlIl restriksyon endonukleaz
enzimleri ile kesilerek tiiretildi. Yapiskan ug tastyan bu DNA fragmentleri, ECORI ve
Hindlll enzimleri ile kesilerek taq geni uzaklastirilan plazmit ile (bk. Sekil 6.6) ile
ligasyona ugratildi ve Sekil 6.12A°de restriksiyon haritalar1 verilen pTac-Prot ve pTac-
Prot.Flag vektorleri elde edildi. Elde edilen vektorlerin dogrulugu restriksiyon
endonukleaz enzimleri ile kesildikten sonra agaroz jel elektroforezi ile gosterildi (Sekil
6.12B).

A

Dral 5271 Dral 5292
Dral 5273

Dral 5252

Dral 4581
Dral 4560 ral 458

1077 1081

pTac-Prot.Flag

5401bp  Prot.Flag
1621

pTac-Prot
5380 bp Proteaz
1615

Pstl 1552 Pstl 1552

Clal 1788 Clal 1788

Sekil 6.12. (A); H. hispanica proteaz genlerinin tac promotdrii kontroliinde

klonlanmast ile elde edilen plazmit vektorlerin restriksiyon haritalari.
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Sekil 6.12. (B); Hindlll ve EcoRI restriksiyon endonukleaz enzimleri ile kesilen
plazmitlerin agaroz jel elektroforezi profilleri. 1-3. pTac-Prot, 4-6. pTac-Prot.Flag. M.
A DNA/(HindlllI+EcoRl). Elektroforez islemi Sekil 6.1°de verilen kosullarda
gerceklestirildi.

pAKTaq plazmitinde yer alan giiglii promotorlerden biri de lacl genini kontrol eden
lacl promotdoriidiir. Lacl geni baslangic kodu olarak GTG dizisi tagimaktadir. Bu
nedenle H. hispanica proteaz genleri ATG ya da GTG baglangic kodu tasiyacak
sekilde lacl promotorii kontroliinde klonlandi. Bunun sonucunda Sekil 6.13°de
haritalar1 verilen alti farkli ekspresyon vektorii elde edildi. ATG baslangic kodu
tasiyan proteaz genleri klonlanan plazmit vektorler, pLacl-Ser.Prot, pLacl-Prot.Flag
ve pLacl-Prot; GTG baslangic kodu tasiyan proteaz genleri klonlanan plazmit
vektorler ise pLacl-GTG.Ser.Prot, pLacl-GTG.Prot.Flag ve pLacl- GTG.Prot olarak

isimlendirildi.
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Dral 4448

Dral 4429

Dral 3737
Bsgl 842

Bsgl 939

3441
EcoRI 1106

Hindll1 1134

pLacl-Prot.Flag
4308 bp

pLacl-Ser.Prot
4557 bp

pLacl-Prot

4287 bp EcoRI 1106

EcoRI 1106

Pstl 1126 Pstl 1126

Clal 2858 Clal 2858

Pstl 2622 Pstl 2622

Clal 2349

011 EcoRI 1106
pLacl-GTG.Ser.Prot Hindlll 1134
557 bp

41
pLacl-GTG.Prot.Flag EcoRI 1106

pLacl-GTG.Prot
4308 bp

4287 bp

EcoRI 1106 Pstl 1126

Pstl 1126

Clal 2858 Clal 2858

Pstl 2622 Pstl 2622

flal 2240

Sekil 6.13. H. hispanica proteaz genlerinin lacl promotérii kontroliinde klonlanmasi

ile elde edilen plazmit vektorlerin restriksiyon haritalari.

Elde edilen plazmit vektdrlerinin dogrulugu restriksiyon endoniikleazlar ile kesilerek
belirlendi (Sekil 6.14). Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmis plazmitlerin
ortaya koydugu elektroforez profillerinin plazmitlerin restriksiyon haritalar1 ile
uyumlu oldugu saptandi.

M1 2 3 45 - 6 - 7 8 910 M - 11 12 - 13

Sekil 6.14. H. hispanica proteaz genlerinin pAK plazmitinde Lacl promotorii

kontroliinde klonlanmasi ile elde edilen E. coli ekspresyon vektorlerinin restriksiyon

enzimleri ile kesilerek kontrol edilmesi. pLacl-Ser.Prot:13 ( Bgll enzimi ile kesildi);
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pLacl-Prot.Flag:7-10 ( Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi); pLacl-Prot:4-6 ( Pstl /
EcoRI enzimleri ile kesildi); pLacl-GTG.Ser.Prot:11-12 ( Bgll enzimi ile kesildi);
pLacl-GTG.Prot.Flag:4-6 ( Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi); pLacl-GTG.Prot:1-2 (
Pstl / EcoRI enzimleri ile kesildi). M. X DNA/(HindIlI+EcoRI). Elektroforez islemi
Sekil 6.1°de verilen kosullarda gerceklestirildi.

6.1.7. E. coli ekspresyon vektorlerine klonlanan H. hispanica proteaz genlerinin

DNA dizi analizi sonuclari

Bu ¢alisma kapsaminda olusturulan ekspresyon vektorlerindeki H. hispanica’ya ait
proteaz genlerinin ve gen-plazmit baglanti noktalarmin nukleotid dizileri Sanger
teknigine dayalt DNA dizi analizleri ile saptandi. Sekil 6.15’de pET-14b plazmitine

klonlanan proteaz genlerinin DNA dizi analizi kromatogramlar1 verildi.

PET-14b.Ser.Prot.Flag

20 30 40 50 60|
G GAG ATATACC TG TTAACAGCCCTCTG TGATTTT TTAT GATAC

FLAG

Lo30 1040 1050 1060 1070
| CACCGCGAGATTATARAGATGATGATAARARATGA|CATGGGCAGC

pET-14b.Prot.Flag

20 30 40 50 60
B @A GOAGATATACCAT G TTGEGTOAECCO TG ATATTG GCCTE@CCEAG ATTCA

1020 1030 1040 DS 1060
PACCGOGOAC|GATTATAAAGATOATOATAAATEA|CATEGECAGT

il
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pET-14b.Ser.Prot

20 30 40 50 60
E A GGAGATATACCA TG TTAACAGCCCTCTGTGATTT TTAT GATAC

1040 1050 1060 1070 1080
GEAACGCCTCGCAGGCATCECGACACCEC GATAA|CATEGGGCAG

pET-14b.Prot

20 D 40 60
A GOAGATATACCA T O/T TGTGCCC TG ATATTGGCCTGCCGAGATT

JW,; M

1030 1040 1050 0ED 107

CGGAACAACCCTAC c:ccaccosauaceeccr—.sc Agcc

Sekil 6.15. pET14b plazmitine klonlanan H. hispanica serin proteaz ve proteaz
genlerinin DNA dizi analizi kromatogramlari. Kromatogramlar proteaz genlerinin

sadece 5'- ve 3'- bolgelerini kapsayacak sekilde kismen verilmistir.

pBluescript Il SK(+) plazmitinde iki farkli oryantasyonda klonlama sonucu elde edilen
T7 RNA polimeraz promotorii kontroliindeki proteaz genlerinin DNA dizisi
kromatogramlar1 Sekil 6.16A’da lac promotérii kontroliinde klonlanan proteaz

genlerinin kromatogramlari ise Sekil 6.16B’de verildi.
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pBIueT?.Ser.Prot.FIag

50

praanecTTeAaTHhT G

e

9}

70 90
TTAACAGCCI:TCTGTGATTTTTATGATACGGGGTT

Mw. t.tMMMmM

»

W

pBlueT7-Prot.flag

60 70
BATAABCTTGATTTGT GCCC TG ATATT GGCCTGCCGAGATT

80 S0

Bzo szol 940 550 560
TCGACCGGGGACGATTATAAAGATGATGATAAATGA|ATCGAATT CCT

pBlueT7-Ser.Prot

50

GATARGCT TG ATTTAAEAGCI:I: TC TG TEATTTTTAT GA

60 70 80 so

940 950 960
EGAACGEGCCT CEGCAGGECATCGEGCGACACTCGGC EAATCBAATTCCTE

f

pBlueT7-Prot

EO

ATAAGCTTGATAT GIT TGTGCCCTG ATATTG GCCTGCCGAG ATTCA GC

60 70 80 20

p4o 950 960 980
GGCGGAACAR A CCCTGCCTCGACCGGGGACATCGAATTCCTGC

i ) "

Sekil 6.16A. pBluescript Il SK(+) plazmitine T7 bakteiyofaj RNA polimeraz

promotorii kontroliinde klonlanan H. hispanica’ya serin proteaz ve proteaz genlerinin

DNA dizi analizi kromatogramlari. Kromatogramlar proteaz genlerinin sadece 5'- ve

3'- bolgelerini kapsayacak sekilde kismen verilmistir.
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pBlueLac.Prot.flag

200 210 220 230 240
GCAGGAATTCGTGTTGTGCCCT GATATT GG CCTGCCGAGA

DUy

m,’_ M’A’JM’A‘A )”A‘A’M‘

FLAG
1050 106

1070 1080

1090 1100

TCGACCGGGGACFGATTATAAAGATGATGATAAATCAAGCTTATCGATAC

pBlueLac.Ser.Prot.

120 150 160 170 180
GCAGGAATTCGATATGTTAACAGCCCTCTGTGATTT TTAT GATACGGG

1110 1120 1130 1140 1150
GAAAGGGEGAACGCCT CECAGGCATCGCGACACC GCGATARRTCAAGCTT

pBlueLac.Prot.

B30 240 250 260 270
AGGAATT CGATATGTITTGIGCCCIGATATTIGGCCTGCCGRAGAT

gl St ol

1060 1070 1080 1100
ACGEGCGGAACARCCCTGCCTCGAC CGGGGACATCAAGCTTA

Sekil 6.16B. pBluescript 1l SK(+) E. coli lac promotérii kontroliinde klonlanan H.
hispanicaya serin proteaz ve proteaz genlerinin DNA dizi analizi kromatogramlari.
Kromatogramlar proteaz genlerinin sadece 5'- ve 3'- bolgelerini kapsayacak sekilde

kismen verilmistir.

PET-14b’de klonlanan H. hispanica’ya ait proteaz geninin ekspresyonu ile ilgili

sorunlar yasandigindan dolay1, bu gen pAK plazmitinde lacl promotorii kontroliinde
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hem ATG baslangi¢c kodu ile hem de GTG (plazmit vektorde Lacl geni GTG ile
basladigindan) kodu ile klonland1 ve elde edilen dort farkli vektorde tek yonli
dizileme yapilarak genin baslangi¢c kodlarimi da kapsayan 5'-bélgesi incelendi. DNA

dizi analizi kromatogramlar1 Sekil 6.17’da verildi.

pLacl-Prot.Flag

170 80 1%0 200 210 220
GTGGTGAATT TGTGCCCTGATATTGGCCTIGCCGAGATTCAGCAGCGGGCCG

pLacl-GTG.Prot.Flag

170 80 180 200 210 220

pLacl-Prot

i70 180 190 200 210 220
FTCAG GETEGTGAATAT G[TT GTECCC TG ATAT TGGCCTGCCGAGATT CAGCAGCGG

170 180 190 200 210 2

Sekil 6.17. pAK plazmitine lacl promotdrii kontroliinde klonlanan H. hispanica’ya
serin proteaz ve proteaz genlerinin DNA dizi analizi kromatogramlari.
Kromatogramlar proteaz genlerinin sadece 5'- bolgesini kapsayacak sekilde kismen

verilmistir.
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pAKTaq plazmitinde bulunan Tag geninin H. hispanica proteaz genleri ile
degistirilmesinde alt klonlama tekniginden yararlanildi. Bu nedenle elde edilen pTac-
Prot ve pTac-Prot.Flag plazmitlerinde genlerin sadece 5'-bélgeleri tek yonlii olarak
dizilendi. DNA dizisi kromatogramlar1 Sekil 6.18’de verildi.

pTac.Prot

500 510 520 530 540

TGAATTAATTCGATTTGTGCCC'I‘GA'I‘A'I‘TGGCCTGCCGAGATTCAGCAGCG

pTac.Prot.Flag

500 520 530 540
TGnATTnF-"‘TCGnTATGTTG"‘GCC{.‘TGnT \ TTGGCCTECCGAGATTCAGCAGCSG

Wi MMMMM v

Sekil 6.18. pAKTaq plazmitine tac promotdorii kontroliinde klonlanan H. hispanica’ya

serin proteaz ve proteaz genlerinin DNA dizi analizi kromatogramlari.
Kromatogramlar proteaz genlerinin sadece 5'- bolgesini kapsayacak sekilde kismen

verilmistir

Yukarida Sekil 6.15 - 6.18’de verilen plazmit vektorlerin DNA dizi analizi
kromatogramlar1 incelendiginde klonlanan tiim genlerin ve gen ile plazmit baglanti
noktalarinin, teorik olarak tasarlanan vektorler ile birbir ayni oldugu saptandi. DNA
dizi analizleri ile dogruluklar kesinlesen bu plazmitler kompetent E. coli suslarina
transforme edildi ve klonlanan genlerin ekspresyon yapip yapmadiklar1 SDS-PAGE

teknikleri ile incelendi.

6.2. Escherichia coli’de Halofilik Proteaz ve Serin Proteaz Enzimi Sentezinin
SDS-PAGE Teknikleriyle incelenmesi ile Ilgili Veriler

H. hispanica’ya ait proteaz ve serin proteaz genlerini tasiyan farkli ekspresyon

vektorlerinin belirlenen E.coli hiicrelerinde ekspresyon yapip yapmadiklart SDS-
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PAGE teknikleriyle incelendi. Elektroforez isleminden sonra proteinler ve proteaz
enzimleri giimiis boyama yontemiyle; flag uzantili proteaz enzimleri ise Western
melezleme yontemiyle analiz edildi. Elde edilen sonuglar, pET-14b plazmitinde T7
RNA polimeraz promotorii kontroliindeki serin proteaz geninin E.coli BL21
hiicrelerinde etkin bir sekilde ekspresyon yaptigini gostedi (Sekil 6.19A ve 19B).
Benzer sekilde pBluescript II SK(+) plazmitinde T7 bakteriyofaj promotori
kontroliinde klonlanan serin proteaz geninin E.coli BL21 hiicrelerinde ekspresyon
yaptig1 fakat ekspresyon diizeyinin daha diistik oldugu goriildii (Sekil 6.19A ve 19C).
Buna karsin, pBluescript I SK(+) plazmitinde lac promotorii kontroliinde klonlanan
genlerin, giimiis boyama teknigi ile belirlenebilecek diizeyde ekspresyon yapmadigi
saptandi (Sekil 6.19A). H. hispanica’ya ait proteaz enzimi ile ilgili yapilan
calismalarda, yukarida Sekil 6.15 - 6.18’de verilen DNA dizi analiz sonuglarindan da
goriildiighi gibi, protez genlerinin niikleotid dizisinde ya da vektor ile baglanma
noktalarinda herhangi bir hata olmamasma ragmen, SDS-PAGE sonrasi giimiis
boyama ya da western melezleme deneyleri sonucunda, bu gen i¢in olusturulan
plazmitler ile transforme edilen E. coli BL21 ve diger suslarinda hiicrlerinde
ekspresyon belirlenemedi (Sekil 6.19A). Bu plazmitlerin E. coli Top10 susunda da
belirlenebilir diizeyde proteaz ekspresse etmedigi saptandi (Sekil 6.19B).
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A

P K 1 2 3 4 P 5 6 7 8 P 910 11 12

1t 2t 3t 4t Kt K 2 6

Sekil. 6.19. Proteaz enzimlerini kodlayan ekspresyon vektorleri ile transforme edilen
E. coli BL21 ve Top10 hiicrelerinde proteaz ve serin proteaz enzimlerinin SDS-PAGE
/glimiis boyama teknigi ( A ve B) ve Western melezleme teknigi (C) ile incelenmesi.
1.pET-14b-Ser.Prot; 2.pET-14b-Ser.Prot.Flag; 3.pET-14b-Prot; 4.pET-14b-Prot.Flag;
5.pBlueT7-Ser.Prot; 6.PBlueT7-Ser.Prot.Flag; 7.PBlueT7-Prot; 8.pBlueT7-Prot.Flag;
9.pBlueLac-Ser.Prot; 10.pBlueLac-Prot; 11.pBlueLac-Prot.Flag; 12.pBluelLac-
Ser.Prot.Flag; 1t.pBlueLac-Ser.Prot.Flag \Topl0; 2t. pBlueLac-Prot \Topl0; 3t.
pBlueLac-Ser.Prot \Top10 ; 4t. pBlueLac-Prot.Flag \Topl0; Kt.Topl0; K.BL21.
Deneyde %10’luk ayirma ve %6’lik paketleme jeli kullanildi. Elektroforez islemi, ilk
15 dakikada 80 volt, daha sonra 140 voltta 75 dakikada tamamlandi.

H. hispanica’ya ait proteaz geninin ekspresyonu ile ilgili yasanan sorunun, klonlamada

yararlanilan plazmitlerdeki promotor dizilerinden kaynaklanip kaynaklanmadigini
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belirlemek i¢in, hem flag uzantili proteaz geni hem de flag tasimayan proteaz geni
pAKTaq plazmitinde bulunan lacl ve tac promotédr dizilerinin kontroliinde yeniden
klonlandi. Elde edilen bu plazmit vektorlerin farkli E. coli suslarinda anlatim yapip
yapmadiklar1 SDS-PAGE /giimiis boyama teknigi ile arastirildi. Elde edilen sonuglar
lacl ve tac promotérii kontroliinde klonalnan H. hispanica proteaz genlerinin de E.
coli hiicrlerinde glimiis boyama teknigi ile ayirt edilebilecek diizeyde anlatim

yapmadiklarini ya da sentez edilen enzimin stabil olmadiginin gosterdi (Sekil 6.20).

K1 2 P

K 3 4 P

1t 2t Kt

Sekil 6.20. E.coli BL21 hiicrelerinde halofilik bir bakteri olan Haloarcula
hispanica’ya ait proteaz enzimlerinin SDS-PAGE ile incelenmesi. Proteinler ve
enzimler elektroforez sonrasi giimiis boyama teknigi ile goriintiilendi. 1. pTac-Prot /
E.coli BL21, 2. pTac-Prot.Flag / E.coli BL21, 3. pLacl-Prot / E.coli BL21, 4. pLacl-
Prot.Flag / E.coli BL21. K.BL21, P. pAKTaqg/BL21, 1t. pTac-Prot.Flag \Top10, 2t.
pTac-Prot \Topl0, Kt.Topl0. Elektroforez islemi Sekil 6.19°da verilen kosullarda
gerceklestirildi.

T7, lacl ve tac promotor dizileri kontrolinde flag uzantili proteaz kodlayan
plazmitlerin  Escherichia coli’nin belirlenen suslarinda ekspresyonu Western
melezleme yontemi ile incelendi. Kontrol olarak flag uzantis1 tasimayan proteaz
genleri ile transforme edilen bakteriler kullanildi. Sekil 6.21°de goriildiigi gibi E. coli

BL21 ve Machl hiicrlerinde diisiik diizeylerde proteaz enzimleri saptandi.
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P, 1 P,2 3 P,4 K, 5 K,

Sekil 6.21. Flag uzantili proteaz kodlayan plazmitler ile transforme edilen E.coli
hiicrelerinde proteaz enziminin SDS-PAGE/Western melezleme ile incelenmesi.
Western melezleme deneylerinde primer antikor olarak fare monklonal anti-flag
antikoru, sekonder antikor olarak anti-fare 1gG-HRP kullanildi. P1. pET-14b-Prot /
BL21 (kontrol). 1. pET-14b-Prot.Flag/BL21. P2. placl-Prot/ BL21 (kontrol) 2. placl-
GTG.Prot.Flag. 3. placl-Prot.Flag. P3. placl-Prot / Machl (kontrol). 4. placl-
GTG.Prot.Flag / Machl. K1. placl-Prot / Mach1 (kontrol). 5. placl-Prot.Flag / Mach1.
K2. E. coli Machl (kontrol).

6.3. E. coli Hiicrelerinde Rekombinant Proteaz Enzimi Sentezi icin Uygun Ureme

Sicakhigin Belirlenmesi ile Tlgili Veriler

H. hispanica’ya ait proteaz ve serin proteaz genleri aktarilan E.coli BL21 susunda
proteaz enzimi sentezi igin uygun olan tireme sicakligini saptamak i¢in hiicreler 25°C,
30°C ve 37°C’larda iiretildi ve sonrasinda, hiicrelerden hazirlanan lizatlar SDS-
PAGE/glimiis boyama teknigi ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar Sekil 6.22°de
verildi. E.coli BL21 hiicrelerinde etkin olarak ekspresyon yapan pET-Ser.Prot ve pET-
Ser.Prot.Flag plazmitleri temel alindiginda, H. hispanica enzimlerinin E. coli

hiicrlerinde iiretilmesinde en uygun sicakligin 30°C oldugu goriildii.
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25°C 30°C 37 °C

12 3 456 PK12 34 56 PK 12 3 45 6 PK

Sekil 6.22. Farkli sicakliklarda iiretilen E. coli BL21 hiicrelerinde H. hispanica
proteaz enzimlerinin SDS-PAGE / giimiis boyama teknigi ile analiz edilmesi. 1. pET-
Ser.Prot / E.coli BL21; 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E.coli BL21. 3. pET-14b-Prot /
E.coli BL21. 4. pET-14b-Prot.Flag / E.coli BL21. 5. placl-Prot / E.coli BL21. 6.
placl-Prot.Flag / E.coli BL21. P. pET-14b / BL21. K. Plazmit aktarilmamis E. coli
BL21. Elektroforez islemi Sekil 6.19°da verilen kosullarda gerceklestirildi.

6.4. izopropil B-D-tiyogalaktopiranosid (IPTG) Etkisinde Birakilan Hiicrelerde

Proteaz Enzimleri Sentezinin Analizi ile Tlgili Veriler

IPTG (Ing. Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) laktoz — operonunun
regililasyonunda is goren laktoz izomeri allolaktoza benzer bir molekiildiir, fakat 3-
galaktozidaz enzimi i¢in substrat gorevi gormez. Bu molekiil allolaktoz ile benzer bir
isleve sahiptir. Bu c¢alismada olusturulan plazmit vektorlerde klonlanan genlerin
ekpresyonlart direkt ya da dolayli olarak lac promotorii ile iliskili oldugundan, farkli
konsantrayonlarda IPTG igeren ortamlarda iiretilen E. coli hiicrelerinde sentez edilen
H. hispanica enzimleri SDS-PAGE/giimiis boyama teknigi ile incelendi. Tac
promotorii kontroliinde proteaz geni tagiyan plazmitler ile transforme edilen, 50-500
mikromolar (uM) konsantrayonda IPTG igeren besiyererinde iiretilen E. coli
hiicrelerinden hazirlanan lizatlarda total proteinlerin SDS-PAGE ile analiz sonuglari
Sekil 6.23’de verildi. Elde edilen veriler incelendiginde IPTG’in ¢alismada kullanilan
transformant E. coli suslarinda, uygulanan kosullarda H. hispanica enzimlerini sentezi

bakimindan anlamli bir degisiklige neden olmadig goriildii.
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Sekil 6.23. Farkli konsantrasyonlarda IPTG igeren ortamlarda iiretilen pTac-Prot,
pTac-Prot.Flag ve pAKTaq plazmitleri ile transforme edilen E.coli BL21 bakteri
orneklerinde H. hispanica proteaz ve proteaz.flag enzimlerinin SDS-PAGE / Giimiis
boyama teknigi ile analiz incelenmesi. K. E.coli BL21 (kontrol). Elektroforez islemi

Sekil 6.19°da verilen kosullarda gergeklestirildi.

Benzer sekilde, H. hispanica proteaz genleri tasiyan pET-14b ve pBluescript 11 SK+
plazmitleri ile transforme edilen E. coli BL21 hiicrelerinde de, 500 puM final
konsantarsyonda IPTG igeren ortamlarda, 6zellikle bu hiicrelerde etkin olarak sentez
edilen serin proteaz ve serin proteaz.flag enzimleri gézoniinde bulunduruldugunda, bu

enzimlerin sentezinde belirgin bir fark olmadig saptandi (Sekil 6.24).
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Sekil 6.24. IPTG’in E. coli hiicrelerinde rekombinant proteaz enzimi sentezine

etkisinin SDS-PAGE / giimiis boyama metodu ile analiz edilmesi.

1. pET-14b / E.coli BL21. 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E.coli BL21. 3. pET-14b-
Ser.Prot / E.coli BL21. 4. pET-14b-Prot.Flag / E.coli BL21. 5. pBlueT7-Prot / E.coli
BL21. 6. pBlueT7-Prot.Flag / E.coli BL21. 7. pBlueT7-Ser.Prot.Flag / E.coli BL21.
K. E.coli BL21 (kontrol). Elektroforez islemi Sekil 6.19’da verilen kosullarda
gerceklestirildi.

6.5. Transformant E.coli Kiiltiirlerinden Serin Proteaz Enzimi Ekstraksiyonu ile
Tigili Veriler

Yukarida sonuglar1 verilen deneylerde, plazmit aktarilan E. coli hiicrelerinde proteaz
enzimlerinin sentez edilip edilmedikleri, hiicrelerin SDS-6rnek tamponunda tamamen
parcalanmasi ile hazirlanan lizatlarm SDS-PAGE ile analiz edilerek belirlendi.
Bununla birlikte, SDS-6rnek tamponu proteaz aktivitelerinin saptamak igin
hazirlanacak hiicre ekstrelerinin hazirlanmasi i¢in uygun bir tampon degildir. Bu
nedenle, hiicrelerde enzim aktivite testleri igin en ideal yontemlerden biri olan
sonikasyon ile hiicre pargalama yontemi uygulandi. Bu denemelerde, E. coli BL21
hiicrelerinde etkin bir sekilde ekspresyon yapan pET-14b-Ser.Prot ve pET-14b-
Ser.Prot.Flag plazmitlerinden yararlanildi. Sonikasyon sonrasinda hiicre lizatlari

santrifiij edildi ve hem {ist stvida hem de ¢okeltide serin proteaz enzimlerinin varlig

SDS/PAGE giimiis boyama teknigi ile kontrol edildi (Sekil 6.25). Elde edilen veriler,
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sonikasyon sonrasi, serin proteaz enzimlerinin biiyiik dl¢iide ¢okelti halinde kaldigini

gosterdi.

L

Sekil 6.25. pET-14b-Ser.Prot ve pET-14b-Ser.Prot.Flag plazmitleri ile transforme
edilen E. coli BL21 hiicrelerinden sonik parg¢alama ile hazirlanan hiicre lizatlarinda
serin proteaz enzimlerinin SDS-PAGE teknigi ile analizi. Jeller metot kisminda
verildigi sekilde giimiis boyama teknigi ile boyandi. 1. pET-14b-Ser.Prot / E. coli
BL21 lizat1 (iist s1v1). 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E. coli BL21 lizat1 (iist siv1). K. E.
coli BL21(iist stv1). 1%, 2" ve K" sonikasyon ile hazirlanan ayni 6rneklerin ¢okeltileri.

Elektroforez islemi Sekil 6.19°da verilen kosullarda gerceklestirildi.

E. coli hiicrelerinde rekombinant olarak sentez edilen H. hispanica serin proteaz
enzimlerinin biyiik bir olasilikla inkliizyon cisimleri halinde sentez edilmesi ve
sonikasyon ile pargalama sonrasinda, hiicresel artiklar ile ¢okelmesi nedeniyle,
cokeltiden serin proteaz enzimlerini geri kazanmak amaciyla farkli yontemler denendi.
Bu yontemlerden birinde hiicre ¢okeltileri DTT ve iire igeren bir tamponda siispanse
edilerek yiiksek sicaklik uygulandi. Sicaklik uygulamasindan sonra ortam santrifiij
edildi ve st sivida kalan proteinler SDS/PAGE ile incelendi. Proteinlerin denetiire
olabilecegi bu kosullarda rekombinant olarak sentez edilen serin proeaz enzimlerin
bliyiik bir saflikla diger hiicresel protein ve hiicresel artiklardan ayrildigi goriildii

(Sekil 6.26). Denatiire kosullarda sicaklik uygulanmasina karsin serin proteaz
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enzimlerinin tek bant halinde ayrilmasi, primer yapisinda bir bozulmanin olmadigi

sonucunu verdi.

Sekil 6.26. pET-14b-Ser.Prot ve pET-14b-Ser.Prot.Flag ile transforme edilen E. coli
hiicrelerinden sonik parcalama ve sonrasinda sicak ortamda denatiire kosullarda
hazirlanan hiicre lizatlarinin SDS-PAGE ile analizi. Jeller metot kisminda verildigi
sekilde giimiis boyama teknigi ile boyandi. 1. pET-14b-Ser.Prot / E. coli BL21 lizati
(st s1v1). 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E. coli BL21 lizat1 (iist s1v1). K. E. coli BL21(iist
stvi). 1', 2" ve K" sonikasyon ile hazirlanan ayni1 6rneklerin ¢okeltilerinden denetiire
kosullarda ekstre edilen proteinler. Elektroforez islemi Sekil 6.19°da verilen

kosullarda gergeklestirildi.

Denatiire kosullarda sicaklik uygulamast ile hiicre ¢okeltilerinden ekstre edilen protein
ornekleri, tire ve 2- merkaptoetanol konasantrasyonu kademeli olarak diisiiriilen Tris-

Cl tamponlarina kars1 diyaliz edildi ve diyaliz sonrasi ortamda bulunan proteinler
soguk aseton ile ¢okeltildi. Cokeltilen proteinler SDS-PAGE ile incelendi (Sekil 6.27).

Diyaliz edilen proteinlerin soguk aseton ile kolayca geri kazanilabildigi gorildi.
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Sekil 6.27. Sekil 6.26°da SDS-PAGE sonuglar1 verilen 6rneklerin diyaliz edilmesi
sonrasinda soguk aseton ile ¢oktiiriilmesi ile elde edilen proteinlerin elektroforez ile
analizi. 1. pET-14b-Ser.Prot / E. coli BL21 lizati. 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E. coli
BL21 lizat1. K. E. coli BL21.

Sicak ortamdan hiicrelerin par¢alanmasinin serin proteaz enzimlerinin ¢oziiniir hale
gelmesinde 6nemli oldugunun goriilmesi nedeniyle, transformant hiicrelerden iki
farkli sicaklikta (65 °C ve 95 °C) ektraksiyon denendi ve ornekler SDS-PAGE ile
analiz edildi. Elektroforez sonuglar1 Sekil 6.28’de verildi. Buzlu suda sogutularak
sonikasyon ile par¢alanan orneklerin {ist sivilarinda ayirt edilebilir rekombinant serin
proteaz enzimi bantlar1 goriillmezken, 65 °C’da bekletilerek ekstre edilen drneklerin
iist stvilarinda serin proteazlarin belirgin olarak arttigi, 95 °C’da hazirlanan 6rneklerde
ise neredeyse tiim hiicresel proteinlerin ¢okeldigi, proteaz enzimlerinin ise iist sivida
kaldig1 goriildii. Bu sonug sicaklik artiginin, rekombinant proteinlerin ¢oziiniir forma

gecmesinde 6onemli bir etken oldugunu gosterdi.
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Sekil 6.28. pET-14b-Ser.Prot ve pET-14b-Ser.Prot.Flag ile transforme edilen E. coli
hiicrelerinden farkli sicakliklarda hazirlanan ekstrelerde serin protez ve konak bakteri
proteinlerinin SDS-PAGE / Glimiis boyama teknigi ile analizi. 1. pET-14b-Ser.Prot /
E. coli BL21 lizat1 (iist s1v1). 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E. coli BL21 lizat1 (iist s1v1).
K. E. coli BL21(ist siv1). Elektroforez islemi Sekil 6.19’da verilen kosullarda
gerceklestirildi.

Yiiksek sicaklikta (95 °C) kisa siire (5 dakika) bekletilerek parcalanan hiicre
cokeltilerinden 2M iire ve 1mM DTT igeren tamponda protein ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Hiicre ¢okeltileri 5 dakika tiip karistiricida karigtirilds, tist sivilarda ve
¢okeltide protein analizleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 6.29°da verildi. Ure ve
DTT’nin rekombinant proteinlerin ¢oziiniir forma gegisini arttirdidi, fakat yeterli

olmadigi, proteinlerin 6nemli ol¢lide ¢okelti halinde kaldig goriildii.
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Sekil 6.29. E. coli BL21 hiicrelerinde rekombinant olarak sentez edilen H. hispanica

serin proteaz enzimi c¢Oziiniirliigline tire ve DTT’nin etkilerinin arastirilmasi.
Ekstraksiyon tamponuna 2 M iire ve 1ImM DTT eklendi. 1. pET-14b-Ser.Prot / E.
coli BL21 lizat1 (iist siv1). 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E. coli BL21 lizat1 (iist s1v1). K.
E. coli BL21(uist siv1). 1", 2" ve K, santrifiij sonrasi elde edilen 6rneklerin ¢okeltileri.

Elektroforez islemi Sekil 6.19’da verilen kosullarda gergeklestirildi.

6.6. E. coli Hiicrelerinde Rekombinant Olarak Sentez Edilen H. hispanica

Proteaz Enzimleinin Aktivitelerinin Analizi ile Tlgili Veriler

Metot kisminda verildigi gibi, E. coli hiicrelerinde rekombinant olarak sentez edilen
H. hispanica proteaz enzimlerinin proteolitik aktiviteleri, hiicrlerden hazirlanan ham
lizatlarda ya da kismen saflastirilan 6rneklerde farkli yontemler izlenerek arastirildi.
[k asamada, plazmit aktarilan E. coli hiicreleri pargalanmaksizin, milk agar besiyerine
cizgi seklinde ekilerek, hiicrelerin proteaz aktiviteleri degerlendirildi. Bunun i¢in pET-
14b plazmitinde T7 RNA polimeraz promotorii kontroliinde proteaz geni tasiyan
plazmitler ile transforme edilen E. coli BL21 hiicreleri % 1 ve % 2 konsantrasyonlarda
NaCl iceren milk agar besiyerlerine ekildi ve ortamdaki proteinlerin yikim profilleri
incelendi (Sekil 6.30). Sekil 6.30°dan da goriildiigi gibi milk agar kati1 besiyerinde
¢izgi seklinde iireyen bakterilerin ¢evresinde, pET-14b plazmiti tasiyan E. coli BL21
bakterilerine gore daha genis zonlar olustu. Bununla birlikte, konrol bakterilerde de
proteinlerin yikilmasina bagli zon olugmasi, E. coli BL21 bakteri susunun endojen

proteaz bakimindan da aktif oldugu sonucunu verdi.
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Sekil 6.30. H. hispanica proteaz geni tagiyan plazmit vektorler ile transforme edilen
E. coli BL21 hiicrelerinin milk agar besiyerinde gosterdikleri tireme profilleri. 1. pET-
14b-Ser.Prot / E. coli BL21. 2. pET-14b-Ser.Prot.Flag / E. coli BL21. 3. pET-14b-
Prot / E. coli BL21 (his uzantil proteaz). 4. pET-14b-Prot / E. coli BL21. 5. pET-14b-
Prot.Flag / E. coli BL21. 6. pET-14b / E. coli BL21 (Kontrol).

Milk agarli besiyerinde pET-14b plazmiti tasiyan E. coli BL21 bakteri susunun
endojen proteaz aktivitesi gostermesi nedeniyle, diger E. coli suslar1 da proteaz
aktivitleri bakimindan test edildi. Sekil 6.31’de goriildiigii gibi E. coli DHS5a, JIM107,
Topl0 ve Machl suslarinin milk agar kati besiyerlerinde proteaz aktivitesi

gostermedikleri saptandi.
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Sekil 6.31. E.coli’nin farkli suslarinin antibiyotik icermeyen zenginlestirilmis milk
agar besiyerinde gosterdikleri iireme profilleri. A. %0.01 (a/h) konsantrasyonda

MgSOs igeren besiyeri. B. MgSO4 katilmamig besiyeri.

Zenginlestirilmis milk agar kat1 besiyerinde proteaz aktivitesi gostermeyen E. coli
suslarindan Top10, lac ve tac promotdrii kontroliinde proteaz geni tasiyan plazmitler
ile transforme edildi ve transformant bakterilerin proteaz aktiviteleri Mg?* varliginda
ve yoklugunda test edildi (Sekil 6.32). Elde edilen sonuglar, milk agar kat1 besiyerine
cizgi seklinde ekilen transformant E. coli Topl0 bakterilerinin proteoliz zonu
olusturmadigi, dolayisiyla uygulanan kosullarda proteaz aktivitesi gostermedigi

saptandi.

Sekil 6.32. H. hispanica proteaz geni tasiyan plazmit vektorler ile transforme edilen
E. coli Topl0 hiicrelerinin milk agar besiyerinde gosterdikleri tireme profilleri. 1.

pTac-Prot.Flag / E. coli Top10. 2. pTac-Prot / E. coli Top10. 3. pBlueLac-Ser.Prot /

106



E. coli Topl0. 4. pBlueLac-Prot / E. coli Top10. 5. pBlueLac-Ser.Prot / E. coli Top10.
6. pBlueLac-Prot.Flag / E. coli Top10. A. %0.01 (a/h) konsantrasyonda MgSOs igeren
besiyeri. B. MgSO4 katilmamuis besiyeri.

6.7. E. coli Hiicrelerinde Sentez Edilen H. hispanica Proteaz Enzimlerinin BSA

Kullanilarak Aktivitesinin Belirlenmesi ile Tlgili Veriler

Milk agar kati besiyerinde ¢izgi seklinde iiretilen bakteriler, hiicre disina salgilanan
proteaz enzimleri bakimindan test edilebilirler. Bu nedenle caligmada, sonikasyon
ve/veya sicaklik uygulamasi ile pargalanan hiicrlerden hazirlanan lizatlarda proteaz
aktiviteleri, bovin serum albiimin (BSA) {izerinde bir yikima neden olup olmadiklart,
reaksiyon sonrasinda ortamdaki BSA, SDS-PAGE ile analiz edilerek arastirildi. Bu
deneylerde kontrol olarak bir serin proteaz olan tripsin enziminden yararlanildi.
Deneylerde, pET-14b-Ser.Prot ve pET-14b-Ser.Prot.Flag ile transformde edilen E. coli
BL21 hiicrelerinden hazirlanan lizatlar kullanildi. Transformant hiicrlerden
sonikasyon ile par¢alama metodu ile hazirlanan lizatlarin BSA iizerinde denenmesi ile
ilgili sonuclar1 Sekil 6.33’de verildi. Reaksiyon Ca?" ya da Mg?* iyonu varliginda ve
bu iyonlarin yoklugunda fosfat tampomunda (100 mM, pH: 7,5) gergeklestirildi. Elde
edilen sonuglar, kontrol bakteri (B: pET-14b ile transforme edilen) ile serin protez
sentez eden (SP: pET-14b-ser.prot ile transforme edilen) bakterilerden hazirlanan
lizatlar karsilastirildiginda, bu iki 6rnek arasinda belirgin bir fark olmadigini gosterdi.
Tripsin etkisinde birakilmis BSA 6rneklerinin (+K) farkli kosullarda 6nemli 6l¢iide

yikildig1 saptandi. Ca?* ya da Mg?* iyonlarinin varhigi sonucu etkilemedi.
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Sekil 6.33. Serin proteaz enzimi sentez eden E. coli BL21 (pET-14b-Ser.Prot plazmiti
ile transforme edilen bakteri) hiicrelerinden sonikasyon yontemi ile hazirlanan lizatin
BSA iizerinden proteolitik etkisinin SDS-PAGE ile incelenmesi. Reasiyon 25 ug BSA
iceren 50 ul fosfat tamponu (100 mM, pH: 7,5) igerisinde, 5 pl hiicre lizat1 kullanilarak
gerceklestirildi. -K. negatif kontrol, enzim ya da hiicre lizat1 eklenmemis 6rnek. B.
PET-14b plazmiti ile transforme edilen E. coli BL21 hiicrlerinden hazirlanan lizat. SP.
PET-14b-Ser.Prot plazmiti ile transforme edilen E. coli BL21 hiicrlerinden hazirlanan
lizat. +K. 5ug tripsin etkisinde birakilan 6rnek. Reaksiyon 50 pl hacimde 100 mM
fosfat tamponunda (pH.7.5), 37 °C’da 16 saat bekletilerek gerceklestirildi. Sekil

6.19°da verilen elektroforez kosullart uygulandi.

Yukarida da deginildigi gibi, sonikasyon ile pargalan hiicrelerde, cok az miktarlarda
rekombinant serin proteaz enzimi ¢ozilinlir formda bulundugu igin, farkli sekillerde
ekstere edilen enzim orneklerinin proteolitik aktiviteleri benzer yontem ile BSA
tizerinde denendi. H. hispanica serin proteaz enzimi sentez eden E. coli BL21
hiicrerinden sicakta (95 °C’da) bekletilerek hazirlanan ve diyaliz edilen 6rnegin ve
diyaliz edilen 6rnekten soguk aseton ile ¢oktiirme sonucu elde edilen saflik derecesi
yiiksek O0rnegin (bk. Sekil 6.27) BSA {izerinde denenmesi ile ilgili sonuglar Sekil
6.34°de verildi. Serin proteaz geni klonlanmamis pET-14b plazmiti aktarilan kontrol
bakterilerden ayn1 yontem ile hazirlanan 6rnek ile karsilastirildiginda, gerek diyaliz
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edilen lizatin, gerekse bu lizattan aseton ile ¢oktiiriilerek elde edilen proteinlerin gozle

goriiliir bir proteolitik ativite gostermedigi saptandi.

A B
BL21/pET-14b-Ser.Prt. BL21/pET-14b-Ser.Prt.
(diyaliz edilmis lizat) (aseton ile gotiiriilen 6rnek)

Tripsin

6.00 pl
3.00 pl
1.50 pl
0.75 ul
0.00
6.00 pl
3.00 yl
1.50 pl
0.75 ul
0.00 ul

BL21/pET-14b

Sekil 6.34. pET-14b-Ser.Prot plazmiti aktarilan E. coli BL21 hiicrelerinden sicaklikta

6.00 pl
3.00 pl
1.50 pl
0.75 ul
0.00 pl
5.00 pg
5.50 ug
1.25 ug
0.65 g
0.00 ug

(95 °C’da) bekletilerek hazirlanan lizatlarin etkisinde birakilan BSA’nin SDS-PAGE
ile analizi. A. 95 °C’da pargalanan hiicrelerden hazirlanan ve diyaliz edilen lizat. B

Diyaliz edilen 6rnekten aseton ile ¢otiiriilerek elde edilen protein fraksiyonu. C. pET-
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14b plazmiti aktarilan E. coli BL21 hiicrelerinden hazirlanan lizat (kontrol). D. Farkli
miktarlarda Tripsin enzimi etkisinde birakilan BSA o6rnekleri. Reaksiyon 50 pl
hacimde Tris-Cl tamponunda (pH.8), 37 °C’da 16 saat bekletilerek gerceklestirildi.
Sekil 6.19°da verilen elektroforez kosullar1 uygulandi.

Yapilan baz1 ¢alismalarda, bakterilerde inkliizyon cisimcikleri halinde sentez edilen
inaktif enzimlerin diyaliz ortaminda iire ve 2-B merkaptoetanol konsantrasyonunun
kademeli olarak diisiliriilmesinin proteinlerin dogru katlamalarina yardimci oldugu
gosterilmistir (Jevsevar ve ark., 2005). Bu ¢alismada da H. hispanica serin proteaz
enzimi sentez eden E. coli BL21 hiicrerinden sicaklik uygulamasi ile elde edilen
ornekler, kademeli olarak olarak tire ve 2-f merkaptoetanol konsantrasyonu diisiiriilen
ortamlara kars1 diyaliz edildi ve bu ornekler fakli ortam kosullarinda BSA {izerinde
denendi. Ilk asamada diyaliz edilen hiicre lizatlar1 100 mM ve 300 mM NaCl igeren
potasyum fosfat tamponunda denendi ve sonuglar SDS-PAGE sonrasi1 glimiis boyama
metodu incelendi (Sekil 6.35). Sekil 6.35’den de goriildiigii gibi hiicre lizatlarinda

beklene aktivite saptanamadi.
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BL21/pET-14b BL21/pET-14b-Ser.Prt.  Tripsin

6.00 pl
3.00 ul
1.50 pl
5.0 ug
2.5 g

0.75
0.00 ul
6.00 pl
- 3.00ul
1.50 pl
0.75 ul
0.00 ul

Sekil 6.35. pET-14b-Ser.Prot ve pET-14b plazmiti aktarilan E. coli BL21 hiicrerinden
sicaklikta (95 °C’da) bekletilerek hazirlanan ve sonrasinda iire ve 2-3 merkaptoetanol
konsantrasyonu kademeli olarak diisiiriilen tamponlarda diyaliz edilen lizatlarin BSA
iizerindeki proteolitik etkilerinin SDS-PAGE ile analizi. Pozitif kontrol olarak sekil
tizerinde gosterilen miktarlarda saf tripsin enzimi kullanildi. A. 100 mM NaCl igeren
ortam. B. 300 mM NaCl igeren ortam. Reaksiyon 50 ul hacimde fosfat tamponunda
(pH.7.5), 37 °C’da 16 saat bekletilerek gergeklestirildi. Sekil 6.19°da verilen

elektroforez kosullart uygulandi.
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Diger taraftan EDTA, DTT ve 2-f merkaptoetanol’un olasi etkilerini saptamak
amaciyla, yukarida belirtildigi gibi tire ve 2-B merkaptoetanol konsantrasyonlari
diisliriilen tamponlarda kademeli olarak diyaliz edilen serin proteaz drneklerinin BSA

tizerinde proteolitik aktivitleri bu bilesiklerin varliginda test edildi. Deney sonuglari

Sekil 6.36°da verildi.

EDTA

EDTA DTT 2-BME
= = = = = =2
E & E E & E
— ™ ™ — ™ ™
it 2t 3 it 2t 3

Sekil 6.36. Sekil iizerinde belirtilen konsantrasyonlarda EDTA, DTT ya da 2-B
merkaptoetanol igeren ortamlarda pET-14b-Ser.Prot plazmiti aktarilan E. coli BL21
hiicrelerinden 5.30.3’de belirtildigi sekilde hazirlanan lizatin ve tripsin enziminin BSA
iizerinde gosterdikleri proteaz aktivitelerinin SDS-PAGE ile analizi. 1 ve 2 no’lu
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orneklerde 5 pl lizat; 1t ve 2t 6rneklerinde 2 pg tripsin enzimi kullanildi. 3 no’lu
orneklere lizat ya da tripsin eklenmedi. Reaksiyon 50 pl total hacimde 25pug BSA
iceren 100 mM fosfat tamponunda (pH.7.5), 37 °C’da 16 saat bekletilerek
gerceklestirildi. Sekil 6.19°da verilen elektroforez kosullar1 uygulandi.

Sonuglar degerlendirildiginde ortama katilan EDTA’nin gerek serin proteaz
orneklerde (1 ve 2) gerekse serin proteaz eklenmemis Ornekteki (3) BSA’da bir
enzimatik yikim goriinmemektedir. DTT iceren ortamda BSA’da serin proteazdan
bagimsiz olarak bir miktar yikilma oldugu saptanmistir. 2-f ME igeren ortamda ise
kontrolde (3) BSA yikimi goriilmezken, serin proteaz igeren Orneklerde yikim
goriinmektedir. Benzer sonug kontrol olarak kullanilan tripsin igeren 6rneklerde (1t, 2t
ve 3) de saptanmistir. Bununla birlikte DTT igeren ortamlarda BSA nin tripsin enzimi

ile biiyiik ol¢linde yikildig1 gériinmektedir.

6.8. E. coli Hiicrelerinde Sentez Edilen H. hispanica Proteaz Enzimleri
Aktivitelerinin Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak Belirlenmesi ile Tlgili

Veriler

Calisma kapsaminda H. hispanica proteaz enzimlerinin rekombinant olarak
tiretilmesine en iyi sonu¢ T7 promotorii kontroliinde proteaz geni tasiyan plazmitler
ile transforme edilen E.coli BL21 hiicrlerinde elde edildi. Bundan dolay:
spektrofotometrik yontemle aktivite tayinlerinde PpET-14b-Ser.Prot, pET-14b-
Ser.Prot.Flag, pET-14b-Prot, pET-14b-Prot.Flag ile transforme edilen E. coli BL21
hiicrelerinden sonik par¢alama ile hazirlanan lizatlar denendi. Substrat olarak ise Tris-
CaCl, ve 100 mM NaCl igeren Tris-CaCl, tamponlarinda ¢oziindiiriilerek hazirlanan
%1 azokazein ¢ozeltisi kullanildi. Deneylerde kontrol olarak tripsin enzimi kullanilda.
Spektrofotometrik 6lgiim sonucu elde edilen veriler Sekil 6.37°de verildi. Sonuglar
degerlendirildiginde Tris-CaCl, tamponlarinda (Sekil 6.37A) ya da NaCl iceren Tris-
CaCly tamponlarinda (Sekil 6.37B) lizat eklenen ortamlarda azokazein hidroliz
edilmedigi goriildi. Denatiire kosullarda hazirlandiktan sonra tire ve 2-B
merkaptoetanol konsantrasyonu kademeli olarak azalan ortamlarda diyaliz edilen

enzim Ornekleri ile de benzer sonuglar alindi.
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Sekil 6.37. Farkli plazmitler ile transforme edilen E. coli BL21 hiicrelerinden
hazirlanan ham 6ziitlerin proteolitik etkisinin azokazein substrat1 iizerinde denenmesi.
A. Aktivitenin Tris-CaCl, tamponunda ¢oziindiiriilerek hazirlanan %1 azokazein
¢ozeltisi kullanilarak belirlenmesi, B. Aktivitenin 100 mM NaCl igeren Tris-CaCl»
tamponlarinda ¢o6ziindiiriilerek hazirlanan %1 azokazein ¢d6zeltisi kullanilarak

belirlenmesi.

114



7. TARTISMA ve SONUC

Dogal fonksiyonlar1 hiicre i¢i ya da hiicre dis1 biyokimyasal reaksiyonlar1
kataliz etmek olan enzimler, giiniimiizde biyoteknoji, molekiiler genetik ve DNA
teknolojileri alanlarindaki gelismelere paralel olarak artan bir sekilde bakteriler,
mayalar, bitkiler ve diger 6karyotik organizmalar kullanilarak endiistriyel diizeylerde
iiretilmektedir. Enzimler, ¢evre icin risk olusturmama, biyolojik yikima ugrama, hizli
ve yuksek ozgiillikkle reaksiyonlar1 kataliz etme, endiistriyel proseslerde maliyeti
onemli Olciide diigiirme, verimliligi arttirma ve diisiik atik iiretimine yol agma gibi
essiz avantajlara sahiptirler. Bu nedenle farkli endiistri alanlarinda ¢ok genis bir
kullanim yelpazesine sahiptirler. Bu tez calismasina da konu olan proteaz enzimleri,
deterjan, gida, ilag, kimya, deri, kagit ve ipek endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmakta ve diinya genelindeki toplam enzim pazarinin yaklagik %60'm1
olusturmaktadir (Adinarayana ve ark., 2003; Gupta ve ark., 2002; Nascimento ve ark.,
2016).

Enzimlerin endiistriyel tiretiminde DNA teknolojileri ¢ok Onemli bir yer
tutmaktadir. Bunun nedeni genel olarak enzimlerin kendi dogal ortamlarinda
tiretilmesinin maliyetinin daha yiiksek olmasidir. Rekombinant DNA teknolojisi, insan
i¢in patojen olan veya toksin {ireten, liretilemesi zor ve maliyeti yiiksek olan, hatta
kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalara ait enzimlerin ve proteinlerin {iretimine
olanak  tanmimaktadir. Bu yolla ozellikle ekstrem kosullarda yasayan
mikroorganizmalardan her gecen giin artan sayida enzim elde edilmektedir. DNA
teknolojileri, uygun promotorler, sinyal dizileri, ¢coklu gen kopyalar1 kullanarak enzim
iretimini arttirma olanagi sunmaktadir (Adrio ve Demain, 2010; Dalmaso ve ark.,
2015; Liu ve ark., 2013; Raddadi ve ark., 2015). Enzimlerin aktivite, stabilite ve
ozgulliiklerinin arttirilmasini hedefleyen protein miihendisligi uygulamalarimin da
temelini de rekombinant DNA teknolojileri olusturmaktadir (Damborsky ve
Brezovsky, 2014; Singh ve ark., 2013). Bu verilerin 1s18inda, tez ¢alismasi kapsaminda
halofilik bir arkebakteri olan Haloracula hispanica’ya ait iki proteaz enziminin
Escherichia coli hiicrelerinde rekombinant olarak tiretilmesi, saflastirilmasi ve proteaz
aktiviteleri bakimindan analizleri gergeklestirilmistir.

H. hispanica yiiksek tuz konsantrasyonlarinda iireyen bir organizmadir. Bu

bakimdan hiicresel yapilari, protein ve enzimler bakimindan yiiksek tuz

115



konsantrasyonuna adapte olmustur (Demina ve ark., 2016; Hanhijarvi ve ark., 2016;
Zorgani ve ark., 2014).

E. coli hiicreleri ile karsilastirildiginda tiremesi ¢ok daha yavas ve maliyetlidir.
Bu bakimdan, DNA veri bankalarindan yararlanilarak segilen H. hispanica’ya ait serin
proteaz ve proteaz genleri bu genlere 6zgii primerler kullanilarak PZR ile ¢cogaltildi ve
E. coli hiicrelerinde ekspresyon yapacak sekilde plazmit vektorlere klonlandi. Elde
edilen rekombinant plazmitler, restriksiyon haritalar1 goz oniinde bulundurularak
secilen restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek kontrol edildi. Plazmit
vektorlere klonlanan genlerin nihai kontrolleri DNA dizi analizleri ile gergeklestirildi
ve E. coli hiicrelerinde rekombinant enzim sentezi ¢alismalarinda kullanildi.

Calismaya H. hispanica’ya ait proteaz genlerinin izolasyonu ile baslandi.
Prokaryotik organizma olmasi ve genlerinde intron tasimamasi nedeniyle (Ding ve
ark., 2014), H. hispanica serin proteaz ve proteaz enzimlerini kodlayan DNA
fragmentleri, direkt olarak genom DNA {izerinden PZR ile gogaltildi (Sekil 6.1, Sekil
6.2). Genom DNA iizerinden proteaz enzimlerini kodlayici bolgelerin PZR ile
cogaltilmasi agamasinda reaksiyon kosullarinin optimize edilmesi disinda bir sorun
yagsanmadi. Elde edilen proteaz gen fragmentleri, E. coli hiicrelerinde ekspresyon igin
farkli plazmit vektorlere klonlandi.

Herhangi bir organizmaya ait proteinin baska bir prokaryotik ya da dkaryotik
organizmada rekombinant olarak iretilmesinde degisik yontemler izlenmektedir.
Bunun igin en temel gereksinim, protein kodlayacak DNA fragmentinin konak
organizmada ekspresyon yapacak sekilde uygun regiilasyon bolgelerinin kontroliinde
klonlanmasidir. E. coli, kolay ve diisiik maliyetlerde {iretilebildigi i¢in, 6zellikle
glikozilasyon gibi translasyon sonrasi modifikasyon gerektirmeyen peptit ve
proteinlerin rekombinant olarak iiretilmesinde en ¢ok kullanilan prokaryotik bir
organizmadir (Baeshen ve ark., 2014; Rosano ve Ceccarelli, 2014).

E. coli hiicrelerinde rekombinant protein sentezi igin farkli protein ekpresyon
sistemleri gelistirilmistir. Rekombinant olarak sentez edilecek proteinlerin bir kismi
konak bakteri i¢in toksik etki gosterebilmektedir (Dumon-Seignovert ve ark., 2004;
Rosano ve Ceccarelli, 2014; Ozaydin, 2018). Bu gibi durumlarda laktoz operonunda
bulunan lac promotoriinde oldugu gibi regiile edilebilen ekspresyon sistemleri tercih

edilmektedir. Lac operonu kontrol mekanizmasi direkt olarak protein
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ekspresyonlarinda kullanilabildigi gibi, indirekt olarak T7 RNA polimeraz enzimi
sentezini kontrol eden mekanizma olarak da kullanilabilmektedir. Ik kez Studier ve
arkadaglar1 (Dubendorff ve Studier, 1991; Rosenberg ve ark., 1987; Studier ve
Moffatt, 1986) tarafindan gelistirilmis olan bakteriyofaj T7 promotorii ve T7 RNA
polimeraz enzimine bagli protein ekspresyon sistemi IPTG ile indirekt olarak kontrol
edilmektedir. Bu aragtirmacilar bakteriyofaj T7 RNA polimeraz enzimi tarafindan
taniman promotore sahip pET plazmit vektorlerini gelistirmislerdir. Bakteriyofaj T7
RNA polimeraz enzimi ¢ok aktif ve 0zgiinliigii yiiksek olan bir enzimdir. Normal
kosullarda T7 RNA polimeraz enzimi E. coli hiicrelerinde sentez edilen bir enzim
degildir. Bu enzim tarafindan tanmman T7 bakteriyofaj promotorii E. coli RNA
polimeraz enzimi tarafindan taninmaz. Dolayisiyla pET-14b plazmitinde bu promotor
kontroliinde klonlanan genlerin transkripisyonu igin bakteriyofaj T7’ye ait RNA
polimeraz enzimine gereksinim vardir. Bu nedenle bakteriyofaj T7 RNA polimeraz
enzimin kodlayan geninin konak hiicrelere aktarilmasi gerekmektedir. Arastirmacilar
PET-14b plazmit vektorlerinde T7 bakteriyofaj promotorii kontroliinde klonlanan
genlerin ekspresyon yapabilmesi i¢in gerekli olan RNA polimeraz enzimini T7
bakteriyofaj1 ile konak hiicreleri enfekte ederek saglamislardir. Bir diger yontem
olarak bakteriyofaj T7 RNA polimeraz enzimi sentez eden E. coli suslar1 (BL21-DE3)
gelistirmislerdir. E. coli genomuna entegre edilen bakteriyofaj T7 RNA polimeraz
geni, IPTG ile indiklenen lacUV5 promotor kontrolinde klonlanmistir. Bu
hiicrelerinde T7 RNA polimeraz enzimi sentezinin IPTG ile indiiklenmesi
saglanmistir. Bakteriyofaj T7 RNA polimeraz enzimi sentez eden E. coli suslari pET
plazmitlerinde bakteriyofaj T7 RNA polimeraz promotorii kontroliinde klonlanan
genlerin ekspreyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Baneyx, 1999; Graumann ve
Premstaller, 2006; Rosano ve Ceccarelli, 2014). Bu tez ¢alismasi kapsaminda ele
alinan H. hispanica proteaz genleri de ilk asamada T7 RNA polimeraz promotorii
tastyan pET-14b plazmitine klonlandi ve pET-14b-Ser.Prot, pET-14b-Prot, pET-14b-
Ser.Prot.Flag ve pET-14b-Prot.Flag olarak isimlendirilen bir dizi rekombinant plazmit
elde edildi (Sekil 6.7). Farkli organizma gruplarinda rekombinant DNA teknolojilerini
kullanarak heterolog protein tiretme ¢alismalarinda, siklikla karsilagilan sorundan bir
ekspresyon diizeyinin beklenenin ¢ok altinda ger¢eklesmesi ya da hi¢ ekspresyonun

saptanamamasidir. Dolayisiyla ¢aligmalarda farkli promotdr ve regiilasyon bolgeleri
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tagityan plazmit vektorlerin kullanilmasi kaginilmazdir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
da H. hispanica proteaz genleri T7 RNA polimeraz promotorii tasiyan pET-14b
plazmitine ek olarak aymi promotor diziyi tasiyan pBluescript Il SK(+) plazmit
vektoriinde de klonlanarak pBlueT7-Ser.Prot, pBlueT7-Prot, pBlueT7-Ser.Prot.Flag
ve pBlueT7-Prot.Flag plazmit vektorleri elde edildi. DNA dizi analizleri sonucunda,
H. hispanica proteaz genlerinin gerek pET-14b gerekse pBluescript Il SK(+)
plazmitinde T7 RNA polimeraz promotorii kontroliinde klonlamasi ile elde edilen
rekombinant vektorlerin istenilen genleri dogru oryantasyonda ve dogru nukleotid
dizilere sahip oldugu ortaya kondu (Sekil 6.15, Sekil 6.16A).

Bakteriyofaj T7 RNA polimeraz promotorii kontroliinde klonlanan genlerin
ekspresyonu tamamen viral RNA polimeraz enzimi varhigma baghdir. E coli
hiicrelerinde heterolog proteinlerin sentezi calismalarinda, bakterinin kendi RNA
polimeraz enzimi tarafindan kullanilan lac, tac, lacl, ve trc E. coli promotor
dizilerinden de yararlanmaktir. Dogal kosullarda E. coli hiicrelerine ait lac promotorti,
lacl diizenleyici (regiilator) geni tarafindan kodlanan bir repressér proteinin
kontroliinde ¢alisan cis-etkili bir bolgedir. Bu promotdr lacl geni tarafindan kodlanan
diizenleyici protein tarafindan baskilanir (Balaeff ve ark., 2004; Villa ve ark., 2005).
Diizenleyici proteinin lac promotorii tizerindeki baskisi laktoz sekeri ya da laktoz
izomeri allolaktoza benzer bir molekiill IPTG varliginda ortadan kalkar. IPTG,
laktozun aksine E. coli hiicrelerinde sentez edilen (-galaktozidaz enzimi tarafindan
substrat olarak kullanilmaz. Bu o6zellikleri nedeniyle, lac promotdrii toksik etki
gosteren, hiicrelerin ¢gogalma hizini yavaslatan, ya da inaktif formlarda sentez edilen
proteinlerin kontrollii bir sekilde sentezini saglamak amaciyla kullanigli bir regiilasyon
bolgesidir (Drepper ve ark., 2011). Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan pBluescript 11
SK(+) plazmiti, bakteriyofaj T7 promotoriine ters oryantasyonda lac promotor dizisi
de tagimaktadir. H. hispanica proteaz genlerinin klonlanmasinda, pBluescript 11 SK(+)
plazmitinin bu 6zelligi géz 6niinde bulundurularak, genler lac promotor dizisi
kontrolinde de klonlandi ve pBlueLac-Ser.Prot, pBlueLac-Prot, pBlueLac-
Ser.Prot.Flag ve pBlueLac-Prot.Flag olarak isimlendirilen ekspresyon vektorleri elde
edildi.

E. coli hiicrelerinde protein {iretiminde yaygin olarak kullanilan

promotorlerden tac promotorii (Amann ve ark., 1988) triptofan operonu ve laktoz
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operonu promotorlerinin kombinasyonuyla olusturulan yapay bir promotordiir (de
Boer ve ark., 1983). Calisma kapsaminda yasanabilecek olasi ekspresyon sorunlari goz
ontinde tutularak H. hispanica proteaz genleri pAKTaq (Engelke ve ark., 1990)
plazmit vektoriinde tac promotorii kontroliinde klonlandi. Tac promotdr dizisi
kontroliinde Termus aquaticus’a ait DNA polimeraz geni tasiyan bu plazmit vektorde
DNA polimeraz enzimi genin H. hispanica serin proteaz ve protez genleri ile
degistirildi (Sekil 6.12A).

Bakterilerde laktoz sekeri kullanimi ile ilgili operonun transkripsiyon
diizeyinde kontrolii laktoz repressorii olarak da adlandirilan diizenleyici protein ile
saglanir (Lapierre ve ark., 2002). Bu protein lacl geni tarafindan kodlanir ve laktoz
yoklugunda [3-galaktosidaz enzimi iiretimini engeller. Laktoz operonunun yakininda
yer alan bu gen siirekli anlatim yapan (konstitiitif) bir gendir, dolaysiyla genin tasidig1
giiclii promotore (lacl) bagli olarak bol miktarda repressor protein sentezi gerceklesir.
pAKTaq plazmit vektorii, T. aquaticus DNA polimeraz geni ile birlikte lacl genini de
yapisinda tagimaktadir. Bu ¢aligmada H. hispanica protez geni, pAKTaq plazmitinden
DNA polimeraz geninin g¢ikartilmasi ile olusturulan pAK ara vektoriinde lacl
promotorii kontroliinde klonlanarak pLacl-Ser.Prot, pLacl-Prot.Flag pLacl-Prot,
pLacl-GTG.Ser.Prot, pLacl-GTG.Prot.Flag, pLacl-GTG.Prot olarak isimlendirilen
ekspresyon vektorleri olusturuldu (Sekil 6.13). Sonug olarak, pET-14b, pBluescript |1
SK(+) , pAKTaq plazmitlerine H. hispanica serin protez ve proteaz genleri dogal
halleriyle ya da flag uzantil bir sekilde bakteriyofaj T7 promotorii, lac promotorii, tac
promotorii ve lacl promotorii kontroliinde klonlanarak bir dizi E. coli ekspresyon
vektorii elde edildi. DNA dizi analizleri ile dogruluklar1 kesinlesen bu plazmit
vektorler E. coli’nin farkli suslarina transforme edilerek, proteaz enzimlerinin sentez
edilip edilmedigi elektroforez teknikleri ile analiz edildi ve sentez edilen enzimler
aktivite bakimindan test edildi.

Proteinlerin dogal konak organizma disinda farkli bir organizmada
rekombinant olarak iiretilmesinde uygun regiilasyon bolgelerinin se¢ilmis olmasi her
zaman olumlu sonu¢ verecegi anlamina gelmemektedir. Bunu belirlemenin yolu,
rekombinant plazmitlerin konak bakteriye transforme edilmesi ve ilgili proteinlerinin
sentez edilip edilmediginin, SDS-PAGE teknikleri ile analiz edilmesidir. Dolaysiyla,
bu c¢alisma kapsamindan olusturulan plazmit vektorlerden, bakteriyofaj T7 RNA

119



polimeraz promotorii tagiyan, bu nedenle T7 RNA polimeraz enzimine bagimli olanlar
E. coli BL21 susuna transforme edildi ve bu hiicrelerden hazirlanan total lizatlarda
serin proteaz ve proteaz enzimleri elektroforez teknikleri ile incelendi. pET-14b
plazmitine klonlanan H. hispanica serin proteaz enziminin hem dogal haliyle hem de
flag uzantili olarak E. coli BL21 hiicrelerinde etkin bir sekilde sentez edildigi saptandi
(Sekil 6.1A). Bu orneklerden flag uzantili serin proteaz enziminin sentezi, anti-flag
antikorlar1 kullanilarak Western melezleme teknigi ile de dogruland1 (Sekil 6.19C).
Benzer sekilde pBluescript 11 SK(+) plazmitinde bakteriyofaj T7 RNA polimeraz
promotorii kontroliinde klonlanan serin proteaz geninin de ekspresyon yaptigi, fakat
ekspresyondiizeyinin daha diisiik oldugu goriildi (Sekil 6.19A). Buna karsin ayni
plazmitlerde T7 bakteriyofaj promotorii kontroliinde klonlanan H. hispanica proteaz
geninin belirlenebilir diizeyde ekspresyon yapmadigi belirlendi (Sekil 6.19A, 6.19B).
Proteaz geninin, serin proteaz geni ile birebir ayni regiilasyon bolgeleri altinda
klonlanmasina, DNA dizi analizi sonug¢larinin tasarlanan gen yapilartyla uyumlu
olmasina ve herhangi bir dizi hatasinin bulunmamasina karsin (Sekil 6.15 - 6.18),
proteaz ekspresyonunun saptanamamasinin nedeninin enziminin stabil olmamasindan
ya da hiicre i¢in zararli etkiye sahip olmasindan kaynaklanabilecegini sonucuna
varildi. Bu tip sorunlarin agilmasinda izlenen yontemler arasinda E. coli’de diisiik
kopya olusturan plazmit vektorlerin kullanilmasi ya da siki bir sekilde kontrol edilen
promotorlerin kullanilmasidir (Saida ve ark., 2006). pET-14b ve pBluescript 11 SK(+)
plazmitlerinde yer alan T7 bakteriyofaj promotorii giiclii bir promotdr olmakla birlikte,
E. coli BL21 hiicrelerinde T7 RNA polimeraz enzimini kodlayan gen IPTG ile
indiiklenen lacUV5 promotor kontroliinde klonlanmistir. Bu nedenle, T7 bakteriyofaj
promotorii kontroliinde klonlanan H. hispanica proteaz genlerinin dolayli olarak
kontrollii ekspresyon yapmalar1 beklenir. Bu plazmitler ile transforme edilen E. coli
hiicrelerinin IPTG icermeyen ortamlarda da serin proteaz enzimini kodladiklari,
ortama IPTG eklenmesinin bu enzimin sentezinde Onemli bir degisiklige neden
olmadigi saptandi (Sekil 6.24). Benzer bir sekilde E. coli BL21 hiicrelerinde proteaz
enzimi sentezine [IPTG’in etkili olmadig: goriildii (Sekil 6.23, Sekil 6.24). E. coli BL21
hiicrelerinde IPTG olmaksizin T7 RNA polimeraz enziminin aktif olmasi1 ve buna
bagli olarak serin proteaz enziminin sentez edilmesi, lacUV5 promot6riiniin tam olarak

kontrol edilmedigini, az miktarda sentez edilen T7 RNA polimeraz enziminin
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rekombinant protein ekspresyonu i¢in yeterli oldugunu gosterdi. Yapilan ¢aligsmalar da
bu sonucu desteklemektedir (Mertens ve ark., 1995; Studier, 1991).

Bakteriyofaj T7 promotorii kontroliinde klonlanan H. hispanica proteaz
geninin E. coli BL21 hiicrelerinde beklenen ekspresyonu goéstermemesi, bu genin
farkli promotorler kontroliinde klonlanarak denenmesini gerektirdi. Dolayisiyla
proteaz geni lac, tac ve lacl promotorleri tasiyan plazmit vektorlere klonland1 (Sekil
6.10, Seckil 6.12A). Bu plazmitlerde tasinan promotorler E. coli promotorleri
oldugundan, ekspresyon ig¢in E. coli BL21 susu ile birlikte diger suslarin da
denenmesine olanak verdi. Bununla birlikte H. hispanica proteaz enziminin
rekombinant olarak {iretilmesinde istenilen sonug alinamadi (Sekil 6.20, Sekil 6.21).
E. coli hiicrelerinde, farkli plazmit vektorlerde farkli promotérlerin kontroliinde
klonlanan H. hispanica proteaz geninin ekspresyonunun saptanamamasi, bu iki
organizma arasindaki kodon tercihi farkliligindan ya da enzimin stabil olmamasindan
kaynaklanmis olmasi olasiligini giiglendirmektedir.

Bu ¢alismasinin 6nemli hedeflerinden biri de E. coli hiicrelerinde sentez edilen
H. hispanica serin proteaz ve proteaz enzimlerinin proteaz aktivitesine sahip olup
olmadiklarinin gosterilmesidir. Uygulanan kosullarda H. hispanica proteaz enziminin
E. coli hiicrelerinde istenilen diizeyde sentez edilememesi nedeniyle, enzim aktivitesi
caligmalarina serin proteaz enzimi iizerinden devam edildi. Calismada pET-14b-
Ser.Prot ve pET-14b-Ser.Prot.Flag plazmitleri ile transforme edilen E. coli BL21
bakteri susu kullanildi. ilk asamada bu plazmitler ile transforme edilen E. coli BL21
hiicrelerinde serin proteaz iretimi i¢in optimum sicaklik kosullar1 belirlendi.
Rekombinant protein iiretiminde, kullanilan besiyerinin igerigi ile birlikte ortam
sicakligi biliylik 6dnem tagimaktadir. Kiiltiirlerin tretildigi sicaklik sadece protein
miktar1 igin degil ayn1 zamanda proteinlerin aktiviteleri agisindan da 6nemlidir (de
Groot ve Ventura, 2006). Bu ¢alismada da ti¢ farkli sicaklikta (25°C, 30°C ve 37°C)
hazirladigimiz E. coli BL21 kiiltiirlerinde en yiiksek serin proteaz sentezinin 30°C’da
hazirlanan kiiltiirde gergeklestigi goriildii (Sekil 6.22).

Rekombinant proteini liretimi sirasinda, ele alinan proteinlerin hiicre icerisinde
inkliizyon cisimcikleri olarak da adlandirilan ¢6ziinmeyen agregatlar halinde birikmesi
siklikla karsilasilan bir durumdur (Baneyx ve Mujacic, 2004; Clark, 2001; Yamaguchi
ve Miyazaki, 2014). Bu seckilde sentez edilen proteinler ¢ogunlukla aktif
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konformasyonda degildir (Carrio ve Villaverde, 2001). Bu durum rekombinant
proteinler i¢in bir dezavantaj olarak goriilse de, proteinlerin saflastirilmasi asamasinda
biiyiik kolaylik saglamaktadir (Vallejo ve Rinas, 2004). Calismada, pET-14b-Ser.Prot
ve pET-14b-Ser.Prot.Flag plazmitleri ile transforme edilen ve 30 °C’da iiretilen E. coli
BL21 hiicreleri sonikasyon ile parcalandiktan sonra, santrifiij ile elde edilen tist sivida
ve ¢okeltide serin proteaz enzimi SDS-PAGE ile analiz edildiginde, iist sivida daha az
cokeltide ise daha fazla enzimin bulundugu goézlendi (Sekil 6.25). Bu veriler H.
hispanica serin proteaz enziminin E. coli hiicrelerinde daha ¢ok inkliizyon cisimcikleri
seklinde biriktigi sonucunu verdi. Bu durum, yukarida da deginildigi gibi, serin proteaz
enzimlerinin, diger hiicresel artiklardan ayristirilmasinda 6nemli bir kolaylik saglad.
Serin proteaz sentez eden E. coli hiicrelerinin sicaklik uygulamasi ile par¢alanmasi
sonucu elde edilen lizatlarda ve bu lizatlardan aseton ile ¢oktiiriilerek elde edilen
orneklerde, serin proteazin diger hiicresel artiklardan biiyiik 6l¢iide arindirilmis oldugu
saptand1 (Sekil 6.26, Sekil 6.27, Sekil 6.28, Sekil 6.29). Proteaz enzimleri, peptit ve
proteinlerin yapitaslari olan amino asitler arasindaki kovalent baglari (peptit baglari)
kiran enzimlerdir (Lopez-Otin ve Bond, 2008). Bu enzimlerin katalizorligiinde
organizmalar disaridan alinan besinlerin par¢alanmasini ya da hiicre i¢i protein sentez-
yikim dongiisiiniin - devamliligin1  saglarlar (Bell ve ark., 2016). Dolayisiyla
proteinlerin proteaz enzimleri ile yikilmasi reaksiyonlar: hem hiicre igerisinde hem de
hiicre disinda gerceklestirilir. Ozellikle bir kistm mikroorganizmalar, sentez ettikleri
proteaz enzimlerini hiicre digina salgilar ve ortamda bulunan proteinlerin yikiminin
kataliz ederler (Rao ve ark., 1998). Mikrobiyolojide, farkli mikroorganizma tiirlerinin
hiicre disina salgilanan proteazlar bakimindan aktif olup olmadiklari, protein igeren
kat1 besi yerlerinde test edilir (Ribitsch ve ark., 2012). Yaygin olarak kullanilan
testlerden biri de milk-agar besiyerine hiicrelerin ekilmesi ve proteaz aktivitesine bagl
olarak protein yikim zonlarmin olusup olugmadigina bakilmasidir. Bu calismada da
H. hispanica proteaz genleri aktarilmis, ya da bu genleri tasimayan E. coli suslart milk-
agar besiyerine 6ze ile yayma yontemi ile ekilerek, proteaz aktiviteleri bakimindan test
edildi. Kullanilan E. coli suslarindan BL21 susunda endojen proteazlara bagl olarak
protein yikim zorlarinin olustugu saptandi (Sekil 6.30). E. coli DHS5a, JM107, Top10
ve Machl hiicrelerinde ise belirgin bir zon olusumu goézlenmedi (Sekil 6.31). H.

hispanica’ya ait serin proteaz ve proteaz enzimlerinin dogal ortamlarinda ya da
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rekombinant olarak bagka bir konak hiicrelerde tiretildiklerinde hiicre digina salgilanip
salgilanmadiklarmna dair bir veriye rastlanmadi. H. hispanica proteaz geni aktarilan E.
coli BL21 suslarinin milk agar besiyerindeki iireme profilleri incelendiginde, kontrole
oranla daha fazla protein yikimi saptandi (Sekil 6.30 / 1-2-3). Bununla birlikte E. coli
BL21 susunun endojen proteazlar bakimindan aktif olmasi, bu sonuca kuskulu
yaklagmamiza neden oldu. Ayni sekilde H. hispanica proteaz geni aktarilan diger E.
coli hiicrelerinin proteaz aktiviteleri milk-agar besiyerlerine ekilerek test edildi, fakat
proteaz aktivitelerinde bir degisiklik saptanamadi (Sekil 6.32).

Intraselliiler protein ya da enzimlerin elde edilebilmesi icin hiicrelerin
pargcalanmas1 gerekir. Bunun icin Ozellikle bakteri veya maya hiicrelerinin
par¢alanmasinda mekanik ya da mekanik olamayan (kimyasal/enzimatik yikim)
yontemler izlenir (Najafpour, 2007). Ekstraksiyon isleminden sonra enzimlerin
aktivitelerini korunmasi 6nemlidir. Bu gibi durumlarda mekanik yontemlerden biri
olan (sonikator) ile hiicrelerin pargalanmasi tercih edilen bir yontemdir (Capelo ve
ark., 2004; Lee Ying Yeng ve ark., 2013). Bu ¢alismada da ilk asamada H. hispanica
serin proteaz geni aktarilan hiicrelerden sonikator ile parcalanarak hazirlanan lizatlarda
proteaz aktiviteleri test edildi. Proteaz aktivitelerinin test edilmesinde iki farkli yol
izlendi. Bunlardan ilkinde hazirlanan hiicre lizatlarinin standart bovin serum albiimini
(BSA) hidroliz edip etmedikleri analiz edildi. Fosfat tamponunda, Ca** ve Mg**
iyonlarmim varliginda da gergeklestirilen reaksiyonda BSA’nin hem kontrol
hiicrelerden hem de serin proteaz sentez eden hiicrelerden hazirlanan lizatlar ile hemen
hemen ayni oranlarda yikildig1 saptandi. Mg?* iyonu varhiginda, hiicre lizatlarinda
bulunan proteazlarin hem de kontrol olarak kullanilan tripsin enziminin daha aktif
oldugu gozlendi (Sekil 6.33). Dolayisiyla BSA proteininde goriilen yikimmn H.
hispanica serin proteazindan ziyade endojen proteazlardan kaynaklanabilecegi

sonucuna varildi.

Bu tez calismasinda H. hispanica’ya ait genom projesi ¢aligmasi sonucunda
serin proteaz geni olarak tanimlanan bolgenin

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP006884.1 -erisim tarihi 06.02.18) T7

bakteriyofaj promotorii kontroliinde E. coli BL21 hiicrelerine aktarilmasi ile bu

enzimin etkin bir sekilde iretilmesi saglanmistir. Buna karsin sentez edilen
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proteinlerin hiicrelerde inkliizyon cisimleri halinde sentez edilmis olmas1 yiiksek bir
olasiliktir. Sonikasyon ile pargalanan hiicrelerde, serin proteaz enzimlerinin 6nemli bir
kisminin santrifiijleme ile ayristirilan c¢okeltide ¢ikmasi (Sekil 6.25) bu durumu
desteklemektedir. Parcalanan hiicrelerden elde edilen st sivilarda diisiis miktarlarda
serin proteaz enziminin saptanmasi, ekstraksiyon yonteminde degisiklik yapmamizi
gerektirdi. Serin proteaz kodlayan plazmit aktarilan E. coli BL21 hiicreleri 95 °C’da
sicakta lire ve DTT igeren tamponda pargalandiginda, enzimlerin ¢6ziiniir hale gegtigi
ve primer yapilarin1 korudugu saptandi (Sekil 6.26). Uygulanan bu yontemin en

onemli dezavantaji iiretilen rekombinant proteinlerin denatiire olma olasiligidir.

Bakterilerde inaktif inkliizyon cisimleri halinde sentez edilen rekombinant
proteinlerin, denatiire kosullarda ¢6ziiniir hale doniistiiriilmesi ve aktif formda yeniden
katlanmasi siklikla bagvurulan yontemlerdir (Ramage ve ark., 1995; Singh ve ark.,
2015). Diyaliz ortaminda iire ve 2-f merkaptoetanol gibi denatiire edici maddelerin
kademeli bir sekilde uzaklastirilmasi ile proteinlerin aktif formda yeniden
katlanabildigi gosterilmistir (Jevsevar ve ark., 2005; Upadhyay ve ark., 2014). Mevcut
bu literatiir verilerinden yola ¢ikarak denatiire kosullarda elde edilen serin proteaz
ornekleri, iire ve 2-B merkaptoetanol konsantrasyonlari kademeli olarak azaltilan
tamponlara ve sonrasinda bu maddeleri icermeyen tampona karsi diyaliz edildi.
Diyaliz sonrasinda proteinler SDS-PAGE ile incelendiginde primer yapilarini
muhafaza ettikleri ve 6nemli 6l¢iide saf olduklari belirlendi (Sekil 6.27). Elde edilen
bu 6rnekler NaCl icermeyen, 100 mM ve 300 mM konsantrasyonlarda NaCl igeren
ortamlarda BSA iizerinde denendi. SDS-PAGE ile yapilan analizler enzim etkisinde
birakilan BSA 6rneklerinde 6nemli bir yikim olmadig: saptandi (Sekil 6.34, 6.35).

Denatiire kosullarda ekstre edildikten sonra diyaliz edilen H. hispanica serin
proteaz enzimi aktivitlerine selatlayici ve rediikleyici molekiillerin (EDTA, DTT ve 2-
B merkaptoetanol) olasi etkileri arastirildi. Selatlayict bir molekiil olan EDTA ’nin bazi
serin proteazlar ve ozelllikle metalloproteinazlar iizerinde inhibe edici etki yaptigi
bildirilmektedir (Hamin Neto ve ark., 2016; Hazra ve ark., 2012; Rao ve ark., 1998;
Shimokawa Ki ve ark., 2002; Wankhade ve ark., 2011). Bu ¢alismada EDTA ’nin serin
proteaz enzimini aktivitesinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi, buna karsin
kontrol olarak kullanilan tripsin enziminin aktivitesinde bir azalmaya neden oldugu

goriildii (Sekil 6.36). Proteazlar ile yapilan bazi ¢aligmalarda rediikleyici ajanlarin
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enzim aktivitelerini arttirdigi bilinmektedir (Kamran ve ark., 2015; Beg ve Gupta,
2003; Esakkiraj ve ark., 2016).

Dolayisiyla DTT ve 2-B merkaptoetanoliin serin proteaz enzimlerinin aktif
forma donilismelerinde yardimei olabilecegi diisiiniildii. DTT’nin kontrol olarak
kullanilan tripsinin aktivitesini arttirmakla birlikte, enzim ya da serin proteaz
icermeyen ortamlarda da BSA’da kismen yikilmaya neden oldugu saptandi. Bu
nedenle DTT’nin H. hispanica serin proteaz enzimi iizerindeki etkisi ile ilgili bir
sonuca Vvarilamadi. Rediikleyici bir ajan olan 2-B merkaptoetanol iceren ortamda
gerceklestirilen reaksiyonlarda serin proteazin BSA’da yikima neden oldugu
belirlendi. Serin proteaz icermeyen ortamda ise 2-f3 merkaptoetanole bagl bir yikim
gerceklesmedi. Bu sonug E. coli hiicrelerinde rekombinant olarak sentez edilen H.
hispanica serin proteaz enziminin, denatiire kosullarda ekstre edildiginde, diyaliz
yontemiyle denatiire edici ajanlarin kademeli olarak uzaklastirilmasi ile aktif forma

donistiirtilebilecegini diigtindiirdii.

Azokazein substrat kullanilarak, sonik par¢alama ile hazirlanan hiicre
lizatlarinda beklenen proteolitik aktivite saptanamamustir (Sekil 6.37). Bu sonucun
rekombinant serin proteaz enziminin ¢oziiniir formda sentez edilmemesi ve 6nemli
Olclide inaktif inkliizyon cisimleri halinde sentez edilmesinden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Bir diger olasilik H. hispanica genom projesi sonucu elde edilen
verilerden serin proteaz geni oldugu varsayilan agik okuma ¢ergevesinin aktif proteaz

enzimi kodlamamasidir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda H. hispanica genomu {izerinde
proteaz ve serin proteaz geni olarak tanimlanan agik okuma gercgeveleri, rekombinant
DNA teknolojilerinden yararlanilarak farkli kontrol elemetlerine sahip ¢ok sayida E.
coli ekspresyon vektorlerine klonlandi. Farkli promotor dizileri kontroliinde klonlanan
H. hispanica proteaz geninin E. coli hiicrelerinde istenilen diizeylerde ekspresyon
yapmadig1 goriildii. Buna karsin T7 bakteriyofaj promotorii kontroliinde klonlanan H.
hispanica serin proteaz geninin, T7 RNA polimeraz enzimi kodlayan E. coli BL21
hiicrelerinde, diger hiicresel proteinleri ile karsilastirildiginda yiliksek diizeylerde
ekspresyon yaptigi saptandi. Hiicre lizatlarinin SDS-PAGE ile analizleri sonucunda E.

coli hiicrlerinde rekombinant olarak sentez edilen serin proteaz enzimlerinin inaktif
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inkliizyon cisimleri halinde sentez edildigi belirlendi. Inkliizyon cismleri halinde
sentez edilen serin proteaz enzimlerinin ¢oziiniir forma doniistiiriilmesinde kismen
basar1 saglansa da, elde edilen Orneklerde istenilen diizeylerde enzim aktivitesi
saptanamadi. E. coli hiicrelerinde yiiksek diizeylerde sentez edilen ve denatiire
kosullarda hazirlandiginda primer yapisint koruyan H. hispanica serin proteaz

enziminin tekrar aktif forma katlanmasina yonelik ¢alismalar siirdiiriilmektedir.
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Endiistriyel islemler c¢ogunlukla ekstrem kosullarda (yliksek sicaklik, yiiksek tuz
konsantrasyonu, yiiksek/diisitk pH degerleri gibi) gergeklestirilmektedir. Dolayisiyla, ekstrem
kosullarda aktivite gosterebilen enzimler endiistriyel agidan biiylik 6nem tagimaktadir.
Proteolitik enzimler ilag ve gesitli organik maddelerin sentez edilmesinde; deterjan, deri ve gida
sanayiinde yaygin olarak kullanilmaktadir [1-3]. Bu c¢aligmada yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda yasayan bir mikroorganizma olan Haloarcula hispanica’ya ait iki farkli
proteaz enzimi (proteaz ve serin proteaz) Escherichia coli hiicrelerinde rekombinant olarak
iiretildi ve proteolitik aktiviteleri analiz edildi.

Caligmada yararlanilan H. hispanica bakteri irki [4] RIKEN-BRC (Japonya)’den temin edildi.
Bu bakterinin tiim genom analizi ¢alismasinda [5] proteaz ve serin proteaz olarak tanimlanan
gen bolgeleri, genom DNA’s1 lizerinden PZR teknigi ile izole edildi ve farkli promotor dizileri
tastyan plazmit vektorlere (PET-14b, pBluescript 1l SK+ ve pAK-Taq) klonlandi. Klonlanan
genlerin dogruluklart DNA dizi analizleri ile saptandi. Rekombinant proteaz enzimi sentezinde
E. coli bakterisinin BL21, Machl, TOP-10, DH5a ve JM107 suslar1 denendi. E. coli
hiicrelerinde H. hispanica proteaz enzimlerinin sentezi SDS-PAGE/Western melezleme teknigi
ve glimiis boyama teknigi ile incelendi. Farkli plazmitler ile transforme edilen bakterilerde
proteaz aktiviteleri ii¢ farkli yontem ile arastirildi: i. Milk-agar besiyerinde proteolitik
aktivitelerine bakilarak; ii. Bovin serum albiimini hidroliz edip etmedikleri SDS-PAGE ile
incelenerek; iii. Azokazein substrat1 kullanilarak spektrofotometrik yontemle.
SDS-PAGE/Giimiis boyama teknigi ve SDS-PAGE/Western Melezleme teknigi sonuglari, proteaz
enzimlerinin E. coli BL21 susunda pET-14b plazmiti {izerinde T7 RNA polimeraz promotorii
kontroliinde etkin bir gekilde sentez edildigini gosterdi. pBluescript II SK+ plazmitinde taginan T7
RNA polimeraz promotdriin proteaz enzimi sentezinde yetersiz kaldigi saptandi. E. coli tac ve laclq
promotorleri kontroliinde klonlanan genlerden beklenen sonug alinamadi. E. coli BL21 susundan
hazirlanan lizatlar ile yapilan ¢aligmalar, H. hispanica proteaz enzimlerinin hiicrede zor ¢6ziinen
agregatlar halinde sentez edildigi sonucunu verdi. Bu nedenle farkli yontemler ile yapilan proteaz

aktivite tayinlerinde istenilen diizeylerde
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proteolitik aktivite saptanamadi. E. coli hiicrelerinde rekombinant olarak sentez edilen
enzimlerin denatiirasyonu Ve aktif formda yeniden katlanmasina yonelik ¢alismalar

sirdiiriilmektedir.
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numarall proje ile desteklenmistir.
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