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OZET

DENIiZEL ORTAMLARDA PLASTIKLERIN PARCALANMA SURECLERINI
HIZLANDIRACAK BiR KUTINOLITIKESTERAZ ENZIMININ FONKSIiYONEL
METAGENOMIK YONTEMLERLE KESFI

Fatma SEN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Agustos/2023
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ali Osman ADIGUZEL

Yasadigimiz ylizyilin en biiylik sorunlarindan biri plastikler ve diger sentetik
esterlerin yaygin kullanimindan dogan ¢evre kirliligidir. Sucul ekosistemlerdeki
mikroorganizmalar mevcut ortamin sartlarina ayak uydurma kapasitesi yiiksek
canlilardir ve farkli tip esterleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler. Buna
ragmen, literatiirde plastikler ve diger sentetik esterlerin pargalanmasinda
kullanilabilecek mikroorganizma temelli esteraz/kiitinaz enzimleri sinirhidir. Ancak,
kiiltiirel yontemlerle izole edilemeyen ¢ok sayida mikroorganizmanin da benzer
enzimleri liretme potansiyelinin olabilecegi tahmin edilmektedir. Bundan dolayz,
sunulan tez kapsaminda fonksiyonel metagenomik yontem kullanilarak iilkemiz
kumsallarinda atili plastik pargalar1 ile iligkili mikroorganizmalarin genlerinin
taranmasi ile denizel ortamlarda kararli kiitinaz/esteraz enzimlerinin kesfi
hedeflenmistir.

Bu kapsamda; 12 farkli kumsaldan atik plastik parcalar1 toplanmis ve her alan
icin 30-40 kb’lik DNA pargalar1 iceren klonlardan olusan metagenomik kiitiipaneler
hazirlanmistir. Kat1 besiyerinde ger¢eklestirilen taramalar neticesinde 24 klonun hem
tributirin (Trb) hem de polikaprolakton (PCL) parcalama yeternegi oldugu tespit
edilmistir. Kiitinolitik enzim iiretme potansiyeli en yiiksek olan yani p-nitrofenil-
biitirat (pNP-B) karsinda diger pNP-esterlerden daha yiiksek 6zgiinliige sahip hiicre
ici ve hiicre dis1 protein ¢ozeltilerinin elde edildigi klon belirlenmistir. Bu klondan
ekstrakte edilen fosmid DNA Smal restriksiyon enzimi ile 2-6 kb araligindaki
fragmanlara parcalanmigstir. Elde edilen DNA parcalar1 pUC19 vektdriine klonlanarak
E.coli DH5a hiicrelerine aktarilmistir. Alt klonlardan hem Trb hem de PCL parcalama
yeternegi olani segilerek icerdigi DNA pargasindaki potansiyel enzime ait agik okuma
cergevesi belirlenmis ve gen cogaltilarak pET20b(+)’ya klonlanmig ve E. coli
BL21(DE3)’ de ifade edilmistir. ifade edilen enzim saflastirildiktan sonra maksimum
aktivite gosterdigi sicaklik ve pH’nin sirasiyla 30 ve 7.0 oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte, enzimin NaCl varliginda aktivitesi ve kararliligi belirlenmistir.
Sonug olarak, gerceklestirilen tez kapsaminda denizel ortamlarda aktif olabilecek bir
kiitinolitik esterazin heterolog tiretimi saglanmistir.

Anahtar Sozciikler: Fonksiyonel metagenomik, Plastik, Kiitinaz, Esteraz,
Biyoremediasyon
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ABSTRACT

DISCOVERY OF A CUTINOLYTICESTERASE ENZYME, WHICH
ACCELERATE BIODEGRADATION OF PLASTICS, BY FUNCTIONAL
METAGENOMIC METHODS

Fatma SEN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Molecular Biology and Genetics Programme
Master, August/2023
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ali Osman ADIGUZEL

In the century we live one of the biggest problem of world face is arising the
widespread use of plastics and other synthetic esters. Microorganisms lives in aquatic
ecosystems with a high capacity to adapt to the conditions of the current environment
as they can adapt to use different carbon source as energy source. However,
microorganism-based enzymes responsible to degradation of plastic and other
synthetic esters which is not studied extensively. Although, many microorganisms
cannot be isolated by cultural methods may have the potential to produce similar
enzymes. Therefore, as a topic of thesis, we aimed to discover stable cutinase/esterase
enzymes in marine environments by screening the genes from microorganisms which
associated with discarded plastic pieces on the beaches of our countryside by using
functional metagenomic methods.

In this context, plastic pieces collected from 12 different beaches of country and
metagenomic libraries consisting of clones containing 30-40 kb DNA fragments for
each area designed. The libraries scanned against specific substrate and 24 clones that
capable of cleaving both tributyrin (Trb) and polycaprolactone (PCL). After then,
clones show high specificity of pNP-ester activity measured against p-nitrophenyl-
butyrate (pNP-B). The fosmid DNA extracted from this clone was fragmented to 2-6
kb with Smal restriction enzyme. The DNA fragments cloned into pUC19 vector and
transformed E.coli DH5a cells. The open reading frame of the DNA fragment
determined for subclones degrades both Trb and PCL. This gene amplified and cloned
pET20b(+), as final expressed in E. coli BL21(DE3). For ppurified enzyme the
temperature and pH at which it showed maximum activity were 30°C and 7.0,
respectively. However, the activity and stability of the enzyme in the presence of NaCl
measured. Within the scope of this thesis, heterologous production of a cutinolytic
esterase that can be active in marine environments has been provided.

Keywords: Functional Metagenomic, Plastic, Cutinase, Esterase, Bioremediation
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AP : Amfisilin

BOI : Aspartik asit

ATP : Adenozin trifosfat

BSA : Dana serumu albumini

DNA : Deoksiribontikleik asit

EtBr : Etidyumbromiir

Gly : Glisin

His : Histidin

LB : Luria Bertani

NAD* : Nikotinamid adenin diniikleotid

NADH : Nikotinamid adenin diniikleotid hidrit

NADP* : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

NCBI : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

Ni-NTA : Nikel yiiklii afinite kolon kromatografisi rezini
NP : Naproksen

PET : Polietilen terafitalat

PLA : Polilaktik asit

pNP : para-nitrofenol

PNPA : para-nitofenil asetat

pNPB : para-nitofenil biitirat

pNPH : para-nitofenil heksonat

pPNPK : para-nitofenil kaprilat

pNPL : para-nitofenil laurat

pNPM : para-nitofenil miristat

pNPP : para-nitofenil palmitat

Ser : Serin

IUBMB : Uluslararas1 biyokimya ve molekiiler biyoloji birligi
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

CHAPS : 3-[(3-Kolamidoproil)dimetilammonio]-1-propanesulfonat.
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1. GIRIS

Global diinyanin yiizlesmesi gereken en 6nemli sorunlardan biri hizla gelisen ve
genisleyen endiistriyel uygulamalardan insani kullanima kadar plastik, sentetik ester,
cozlinebilir ester ve benzer molekiiler/ kimyasal yapiya sahip (ara)iiriinlerin
kullaniminin meydana getirdigi atiklardir. Oldukca uzun yarilanma 6mriine sahip olan
bu yapilarin atik olarak dogada birikimi en ¢ok denizel ortamlarda goriilmektedir ve
bu ekosistemdeki canlilarin viicutlarinda dahi mevcutlardir (Austin vd., 2018). Plastik
kullaniminin gliniimiizdeki asiriligi sonucu bu materyalin dogaya olan zararlarinin
azaltilmasi i¢in ¢aba sarf edilmekle birlikte bu amaca katki saglayabilecek bilimsel
arastirmalara olan ilgi de olduk¢a artmis durumdadir. Bahsedilen ortam kosullarinda
yasayan canlilardan bulundugu ortamin sartlarina ayak uydurma kapasitesi ¢ok yiiksek
olan mikroorganizmalar plastikleri ve tiirevlerini karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanabilmek icin kendi enzimatik ve biyokimyasal aktivitelerini evrimlestirerek
adaptasyon saglarlar (Austin vd., 2018). Bu evrimsel dayanaktan yola ¢ikilarak
bahsedilen kimyasal yapilarin ortamlardan uzaklastirilabilmesi i¢in endiistriyel
biyoteknoloji ve sentetik biyoteknolojik uygulamalar hizla gelismektedir. Bir¢ok
aragtirmaci doganin halihazirda sahip oldugunu diislindiigii savunma mekanizmasini
arastirmak {iizere, plastikler {izerinde etkili olabilecek bakterilerin dogadan
izolasyonunu gerceklestirmistir. Fakat organizmalarin dogadan izolasyonunun ¢ok da
kolay olmayist ile bu caligmalarda plastiklerin par¢alanmasinda rol alan bakteriyel
metabolitleri belirleyememislerdir.

Daha giincel yapilan bilimsel ¢alismalarda ise endiistriyel kullanim potansiyeli
yliksek enzimlerden olan kiitinazlarin (EC 3.1.1.74) yasamimizda ¢ok yaygin
kullanim1 olan terefitalik asit ve etilen glikol igeriklerinden olusan polietilen terefitalat
(PET) iizerinde modifikasyon potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir (Guebitz vd.,
2008, Donelli vd. 2009, Suliman vd., 2012). Kiitinaz enzimleri ayrica epoksi ve
hidroksi yag asitlerinden olusmus dogal bir polyester olan kiitindeki ester baglarin
hidrolizini gergeklestirir (Kawai vd., 2019). Kiitinazlar alifatik ve aromatik
polyesterlerin yiizey modifikasyonunu ve degredasyonunu saglayabilmeleri nedeni ile
potansiyelinin fark edilmesi sonucu yapilan arastirmalar giinden giine artarak biiyiik
ilgi gérmektedir (Suliman vd., 2012). Ancak giiniimiizde PET ve benzeri yapiya sahip
atiklar {lizerine modifikasyon yapabilme yetenegine sahip simirli sayida kiitinaz

kesfedilip tanimlanabilmistir (Suliman vd., 2012). Bu nedenle PET ve benzeri



yapilara etki edebilecek potansiyele sahip yeni kiitinazlarin kesfedilmesi izolasyonu
ve karakterize edilmesi biiylik onem arz etmektedir. Bahsedilen global soruna ¢6ziim
iiretebilmek ve literatiirden elde edilen veriler 1s18inda enzim kesfinin ve
uygulamalarinin biyoteknolojik alanlardaki potansiyelinden yola ¢ikarak Tiirkiye’nin
sahil ekosisteminde var olan mikrobiyal ekosisteminden esteraz ve PET gibi yapilara
etki edebilecek yeni enzimlerin fonksiyonel metagenomik yontemlerle kesfi
amaglanmstir.
Tez ¢alismasinda genel bir 6zetle amacimiz;

1. Bakteriyel kokenleri kiitinazlar iizerinde ise az sayida bakteri tiirlinde

(Thermobifida sp., Pseudomonas sp.) ¢alisma yapilmis olmast ve bakterilerdeki

metabolik cesitlilik g6z Oniine alindiginda farkli habitatlarda yapilacak olan

aragtirmalar neticesinde yeni 6zelliklere sahip bakteriyel kokenli kiitinazlarin kesfi

olduk¢a muhtemeldir. Bu nedenle bu tez calismasinda ihtimal dahilinde yeni kiitinaz

enzim kesfi ama¢lanmistir.

2. Tirkiye’nin tiim bolgelerinin sahillerinden toplanan ornekler ile klasik
yontemler olmadan daha giincel ve kullanigli olabilecek olan fonksiyonel
metagenomik yontemler kullanilarak hedef enzim agisindan iilkedeki cesitlilige bir

bakis getirilebilecegi diisiiniilmektedir.

3. Bakteriyel kokenli kiitinazlara yonelik arastirmalar ve yaynlar incelendiginde
denizel ortamlarda aktif ve kararl kiitinaz enzimi kesfine yonelik bilimsel ¢aligma
konusunun ele alinmadig1 goriilmiistiir. Bu proje ile denizel ortamlarda aktif ve
kararli olan kiitinazlarin kesfi ve endiistriyel, ¢evresel uygulamalarda 6nemli bir

rekabet avantaji saglayacagi ongoriilmektedir.

4.  Tez projesi kapsaminda elde edilecek enzim farkli amaglar dogrultusunda
tiretilecek kimerik protein tasarimi i¢in ve komposit materyal yapimi igin kaynak

olarak kullanilabilecektir.

5. Bu tez calismasi sonuglar1 daha ileri protein miihendisligi yontemleri
kullanilarak hedef enzimin daha verimli hale getirmek amagli yeni ¢caligmalara 151k

tutabilmeside 6nemlidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzim Tanimi

Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Kimyasal bir reaksiyonun hizini artirirlar ve
yapisal ya da herhangi bir bozulmaya ugramadan bulunduklar1 reaksiyonlardan
cikarlar. Diger bir deyisle, enzimler bir tepkimeyi hizli sekilde denge pozisyonuna
getiren aract molekiillerdir. Enzimlerin katalizledikleri kimyasal reaksiyonda
etkilesime gectikleri reaktantlar substrat olarak isimlendirilmektedir ve enzimlerin
mevcut kimyasal reaksiyonlarda kullandiklar1 substratlar enzimlere 6zgiildiir (Palmer
ve Bonner, 2007).

Tiim enzimler temel de protein yapilidir ancak yapilarinda metaller ya da organik
molekiillerde bulunabilmektedir. Bir enzimin protein yapist disinda kalan kismi
kofaktor olarak adlandirilir ve bir kofaktdr tek basina katalitik aktiviteden yoksundur
(Palmer ve Bonner, 2007). Kofaktorler bazen organik molekiiller (tiamin, riboflavin,
biotin, folik asit, B> vitamini, piridoksal ve benzeri) olabilir ki bu durumda koenzim
olarak isimlendirilmektedirler. Ote yandan, bir ya da birden fazla metal iyonu ( Fe*",
Mg?*, Mn?*, Zn** ve benzeri) da kofaktor olarak enzimlerin yapisina katilabilmektedir.
Bazi durumlarda ise koenzimler metallerle kompleks yapmis bir yapida yani
metalloorganik yapida da olabilmektedirler. Enzimlerin kofaktdrden yoksun inaktif
halleri apoenzim olarak adlandirilirken kofaktor ile kompleks haldeki aktif bir enzimin
tlimii holoenzim olarak adlandirilmaktadir (Martinez-Carrion vd., 1970). Enzimlerin

genel yapisal cesitlilikleri Sekil 2.1°de gdsterilmektedir.

Sekil 2.1. Enzimler ve genel yapisal gesitlilikleri
2.2 Enzimlerin Tarihcesi

19. ylizyilin sonuna kadar siitiin eksimesi ve alkoliin fermantasyonu gibi

stireclerin mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirildigi diisliniilmekteydi.1833



yilina gelindiginde ise nigastanin par¢alanmasinda gorevli amilaz olarak bilinen aktif
yapt/enzim kismen izole edilebilmis ve o zamanlarda diyastaz olarak adlandirilmigstir
(Armstrong, 1933; Heckmann ve Paradisi, 2020). Bundan kisa bir siire sonra ise
gastrik s1vidan sindirim sisteminde protein icerikli besinlerin par¢alanmasini saglayan
pepsin enzimi elde edilmistir (Fruton, 2002). Bu ve bunun gibi enzim islevli yapilar
zaman i¢inde fermente ediciler olarak adlandirilmaya baglanir (Kohler, 1971). Justus
von Leibig bu fermente ediciler olarak adlandirilan maddenin canli hiicrelerden gelen
ancak aktif yasam formu olmayan yapilar olabilecegini sdylemistir fakat Louis Pasteur
ve diger bilim insanlar1 ise “vitalizm” olarak adlandirilan fermente edicilerin canlilik
icermesi gerektigi gorlisiinii  savunmustur (Kohler, 1973; Manchester, 1995;

Heckmann ve Paradisi, 2020; Kochler, 1971).

Fermente ediciler ile ilgili bu ¢ekisme siirerken zamanla fermente edici (ferment)
sOzciigiiniin yerine enzim terimi gegmistir. Enzim s6zciigii ilk olarak 1878’de Wilhelm
Kiihne tarafindan 6nerilmistir ve gercekte Yunanca “maya-dan”, “mayanin i¢inden”
anlamma gelir (Heckman ve Paradisi, 2020; 3Kiichne, 1877). Daha sonra 1897 li
yillarda Eduard ve Hans Biichner kardeslerin seker fermantasyonunun maya 0ziitii

eklenerek gerceklestirildigini (canli hiicre varlig1 olmadan) gostermesi ile daha uygun

bir sekilde cansiz, canlilik igermeyen kataliz teorisi olusmustur (Buchner, 1907).

1926 yilinda James Sumner fasulye 0ziitii (jack bean; Canavalia ensiformis)
kullanarak iireaz enzimini kristallendirmis ve protein yapida oldugunu gostermistir
(Sumner, 1946; Sumner, 1968). Devam eden yillarda ise John H. Northrop pepsin,
tripsin ve kimotripsinin de aralarinda bulundugu baska bir¢ok enzimi saflastirarak
kristalledirebilmistir (Northrop, 1946). Enzimlerin saflagtirilabilmesi islemi sayesinde
bir¢ok enzim saf halde elde edilebilmis ve bunlarin yapilari, 6zellikleri zaman iginde
tanimlanabilmistir (Palmer ve Bonner, 2007). Enzimlerin izolasyonu, saflastirilmalari
ve kristallendirme ile enzimlerin tanimlanmasi iizerine gergeklestirilen caligmalar
James Sumner’1n hipotezini desteklemis ve boylece James Sumner 1946 yilinda kimya
dalinda Nobel odiilii almayr hak kazanmistir. ~ James Sumner, nobel dersinde
enzimlerin 6nemini “bir organik kimyagerin hi¢cbir zaman geleneksel kimyasal yollarla
bir kamis sekerini sentezleyemeyecegi ancak, enzimler kullanarak sadece kamis
sekerini degil, aymi zamanda dekstran, levani, nisasta ve glikojeni de

sentezleyebilecektir” climlesi ile ifade etmistir (Sumner, 1946). Boylelikle, enzimlerin



hiicre disinda da aktivitelerini belirli kosullar altinda koruyabilecegi hatta endiistriyel

tirtinlerin tiretimin de dahi kullanilabilecegi diinya tarafindan kabul gérmiistiir.

1949 yilina gelindiginde, ¢ok sayida enzim sinifi kesfedilerek kapsamli bir
sekilde karakterize edilmistir. Pek ¢ok biyokimyasal yolak ve ara iiriin tamamen agiga
cikarilmistir, ancak enzimlerin c¢alistigt mekanizma ile ilgili olarak daha ¢ok az sey
bulunmugtur. Emil Fischer tarafindan 1894’te onerilen iinlii anahtar-kilit modeli ve
1913'ten Michaelis-Menten enzim kinetigi modeli araciligiyla bir substratin katalizden
once enzime baglanmasi gerektigi anlasilmistir (Lichtenthaler, 1995; Johnson ve
Goody, 2011). Yine de bu baglanmanin nasil ilerledigi ve daha sonra katalizin nasil
gerceklestigi heniiz ¢oziilememis olsa da kinetik ¢aligmalart yardim ile tiiretilmis
Michaelis-Menten modeli ve esitligi kullanilarak enzimlerin reaksiyon hizin1 10'7 kata
kadar arttirdig1 hesaplanmistir. Esitlik 2.1° de gdsterilen modele gore; enzim (E) ve
substrat (S), enzim-substrat kompleksini (ES) olusturmak icin tersinir bir sekilde
birlegsmekte ve daha sonra enzim ve iiriin (P) geri dondiiriilemez bir reaksiyonla serbest
birakilacagi gosterilmistir. Enzim-substrat kompleksi konsantrasyonunun dengede
oldugu varsayimi altinda substrat konsantrasyonuna [S], enzim konsantrasyonuna [E]
bagli olarak substrat tiiketimini agiklayan Michaelis-Menten esitligi (2.2) ile de birim
zamanda (sn) ilgili enzim tarafindan iirline doniistiiriilen substrat sayis1 yani turnover
sayisinin (kcar) hesaplanabilecegi rapor edilmistir. Esitliklerde verilen Vi, Eo, ve Ky
sirastyla maksimum hizi, baslangictaki enzim konsantrasyonunu ve Michaelis-Menten

sabitini ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.

E+S 2ES>E+P (2.1)

— Vmax [S] — Kkat [EO][S]
V= Km+[S]  Km+I[S] 2.2)
1948'de Linus Pauling, Fischer’in Onerimini gelistirerek detaylart 2000’li
yillarda agiga cikarilacak olan “enzimlerin aktivitesi i¢in gegis (transisyon) durumunu
stabilize etmesi gerektigi” hipotezini One siirmiistiir (Pauling, 1948). 1958 yilina
gelindiginde ise Koshland enzimlerin 6zgilliigii ile ilgili olarak 6zet seklinde de olsa

“indiiklenmis uyum” modelini 6nermistir (Koshland, 1958).

Tarihsel siiregte enzimin aktivitesinin yani sira yapilar ile ilgilide ¢aligmalara
rastlanmaktadir. Yirminci ylizyilin bagindan beri proteinlerin, amid baglar1 yoluyla

baglanan amino asit zincirlerinden olustugu varsayilmistir. Ancak, bu dénemlerde bir

5



enzimi olusturan proteinin yapisindaki amino asitlerin sirast ve hatta nispi miktari iyi
anlasilamadig1 i¢cin mevcut peptit hipotezinin kendisi siklikla sorgulanmaktaydi
(Fruton, 1990; Koshland, 1959). 1951 yilinda, Sanger’in insiilin {izerine
gerceklestirdigi ¢aligma ile daha 6nce tahmin edildigi gibi insiilinin temel yapisinin
amid baglartyla baglanmis iyi tanimlanmis bir amino asit dizisi oldugunu ortaya
cikarmistir (Sanger, 1951). Bu ¢aligmasi ile de 1958°de kimya dalinda Nobel 6diiliine
layik goriilmistiir. Ayn1 yillarda enzimler ve proteinlerin yapisi ile ilgili bagka 6nemli
Oonemli calismalarda gerceklestirilmistir. Bu donemde Linus Pauling bir amino asit
zincirinin diizenli geometrik yapiya (a-heliks ve [-tabaka) sahip oldugunu One
stirmiistlir (Pauling ve Corey, 1951; Armen, 2004). Pauling'in X-151m1 kirinimindan
elde edilen protein diizenli yapilanmanin (ikincil yap1) kanit1 1951'de Max Perutz
tarafindan rapor edilmistir (Perutz, 1951). 1958-1960 yillar1 arasinda ise proteinlerin
katlanma yapilar1 John Kendrew ve Max Perutz tarafindan biiyiikk oranda
cozlimlenmistir. Hatta bu bulgu onlara 1962 yilinda kimya alaninda Nobel 6diilii
kazandirmistir (Kendrew vd., 1958; Kendrew vd., 1960; Perutz vd., 1960). 1965°te
lizozim lizerine gerceklestirilen bir ¢alisma ile inhibitorlerin enzim iizende baglandig:
bolgeler, enzimin aktif bolgesi ve bu bolgede yer alan amino asitler belirlenebildi
(Blake vd., 1965). Bu gelismeyi takiben (1967) karboksipeptidaz A ve kimotripsin
enzimlerinin yapist ¢Ozliimlendi (Reeke vd., 1967; Matthews vd., 1967).
Karboksipeptidaz lizerine gerceklestirilen ¢caligmada enzimin serbest ve substrat bagl
iken yapisal olarak birtakim farkliliklar meydana geldigi belirlendi. Kimotripsin
lizerine gergeklestirilen caligma ile de proteazlarin yaygin katalitik tgliisii ve
oksianyon boslugunu (gilinlimiizde lipazlar, esterazlar, kiitinazlar ve diger bazi
hidrolitik enzimlerde de oldugu gibi) ortaya ¢ikarmanin yolunu bulunmustur. Bu
yapisal ¢aligmalar 1971'de Protein Veri Bankasi (PDB)’ nin kurulmasina onciiliik
etmistir (Jaskolski vd., 2014). Baslangigta sadece 7 yap1 bulunduran veri tabani
1979'da 50’°ye ve bundan ii¢ yil sonra da 100 yapiya ulasmistir. Glinlimiizde ise
neredeyse 200.000 protein yapisi icermektedir.

Enzimlerin endistride aktif kullanimlar1 1970°li yillarda glukoz izomerazin
yiiksek fruktoz misir surubu tiretimde, penisilin agilazin ise 6-aminopenisillanik asit
(6-APA) iiretiminde kullanilmalariyla baglamigtir. Enzimlerin daha yaygin olarak
kullanilabilmesi i¢in {iretimlerinin 6nemli Ol¢lide artirilmast gerekmekteydi. Ek

olarak, enzimlerin daha verimli kullanimi i¢in enzim aktif bdlgelerinin bir sekilde



modifiye edilmesi gerekmekteydi. Her iki sorunun da ¢6ziim anahtari, DNA'nin
proteinleri nasil kodladigin1 anlamak ve DNA'y1 manipiile etmenin etkili yollarinin
gelistirilmesindeydi. 1960’larin sonuna kadar gergeklestirilen protein ve enzim
arastirmalarina paralel olarak, DNA arastirmalari da devam ediyordu ve bu sirada
genetik kod tamamen ¢oOziilmiistiir. Ayrica, 1961°de Anfinsen tarafinda DNA'nin
amino asit dizilerini kodladig1 ve amino asit dizisinin proteinlerin yapisini tek basina
belirledigi hipotezi ortaya atilmis ve 1970’lere gelindiginde biiylik oranda kabul
gormiistiir (Kendrew, 1963).

1970-1980 yillar1 arasinda ise rekombinant DNA ve gen klonlama teknolojileri
ile ilgili bir¢cok caligma gerceklestirilmistir. Paul Berg’in 1972’de ilk rekombinant
DNA ile ilgili raporu netricesinde herhangi bir organizmadan herhangi bir DNA
pargasini bagka bir organizmaya aktarmanin miimkiin oldugu acik¢a gosterilmistir
(Jackson vd., 1972). Bolivar ve Rodriguez (BR) tarafiindan 1977°de gen aktariminda
kullanim amactyla pBR322 plazmidi gelistirilmistir (Bolivar vd., 1977). Daha sonra,
bu plazmidde pUC plazmit serisi tiiretilmis ve bdylece gen aktariminin kolorimetrik
analiz ile takibi olanakli kilinmistir (Vieira ve Messing, 1982). Bu gelismeler 1s181inda
1980’11 yillarda DNA insertiiniin T7 ptomotoru altinda segici olarak ifadesine izin
veren pBR322 kokenli pET serisi plazmidler ve buna uygun E. coli DE3 gibi konak
organizmalar tiiretilmistir (Studier ve Moffatt, 1986; Studier vd., 1990). Boylelikle,
giiniimiize gelinceye dek enzim tiretimi, modifikasyonu, kesfi lizerine gergeklestirilen
arastirmalarin sayisit 6nemli bir ivme kazanmigtir. Enzim ¢aligmalarina katki yapan

onemli gelismeler Sekil 2.2.”deki zaman ¢izelgesinde 6zetlenmektedir.



Sekil 2. 2. Enzim ¢aligmalarina katki yapan 6nemli gelismeler

Glinlimiizde ise enzimler halen bir¢cok bilimsel arastirmanin konusudur ve
endiistriyel bircok alandan saglik sektoriine, gida sektoriine kadar genis bir kullanim

yelpazesine sahiptirler.
2.3. Enzimlerin Simiflandirilmalar: ve isimlendirilmeleri
2.3.1. Enzimlerin isimlendirilmeleri ve Siniflandirilmalar:

Enzimler siniflandirilirlarken genelde isimlerinin sonuna ‘-az’ eki getirilir. Bu
sekilde isimlendirilmenin birgok istinast mevcuttur. Proteolitik enzimler yam
proteinlerin yikilmasi reaksiyonlarindan sorumlu enzimler ‘-in’ ekini kelimenin
sonuna ek olarak alir. Ornegin tripsin enzimi bu sekilde yapilan isimlendirmeye bir
ornektir.

Enzimlerin bu sekilde yapilan isimlendirilmeleri genelde kullanilan substrattan
gelmektedir (Palmer ve Bonner, 2007). Ornegin laktaz enzimi laktoz disakkaritinin
yikimi reaksiyonunda yer alan bir enzimdir ve bu yapinin glikoz ve galaktoza
hidrolizini hizlandirir reaksiyon (2.3).

Ci2H22011 + H2O > Ce¢H1206 + CsH120s  (2.3)
Laktoz Glikoz  Galaktoz

Enzimler katildiklar1 reaksiyon substratina gore isimlendirilmelerinin yaninda
katildiklar1 reaksiyonun dogasina, gerceklesme sekline gore de gruplandirilirlar.
Ayrica, katalaz gibi bazi enzimler ise ne substratin ne de reaksiyonun dogasini ifade
eden isimlendirme sekline uyar. Katalaz hidrojen peroksidin dekompozisyonunu ifade
eder. Buna karsin bazi tip enzimlerde hem substratin hem de reaksiyonun ¢esidini ifade
eder, 6rnegin malat dehidrogenaz.

Glinlimiiz genom bilimindeki veri birikimine benzer bir sekilde, enzimoloji ve
biyokimya {izerine ge¢misten giiniimiize biyokimyasal reaksiyonlar, enzim kinetigi,
kristalografik yap1 calismalar: ile fazlaca bilgi birikimi elde edilmistir (Cuesta vd.,
2015). Bu bilgi birikiminin sonucunda enzimlerin tanimlanmasi ve isimlendirilmesi
bir siire sonra handikap haline gelmeye baslamigtir (McDonald, 2013). Bu nedenle, bu
konuda bilim insanlar1 arasinda karmasik ve yogun bir tartisma konusu olmaya
baglamigtir (McDonald, 2013). 1956 yilina gelindiginde biyokimya ve enzimoloji
alaninda calisan bilim insanlar1 daha yenilik¢i ve birgok bilgiyi icerebilen bir

isimlendirme yontemi olusturmuslardir (Cuesta vd., 2015). Yukarida ifade edildigi



lizere enzimlerin isimlendirilmesinde farkli ifade sekilleri mevcuttur. Artan enzim
cesitliligi icinde belirli kurallarla bu enzimlerin ifade edilmesi de énemlidir. Buna
istinaden 1964’1l yillarda kurulan Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji
Toplulugu (International Union of Biochemistry and Molecular Biology: IUBMB)
tarafindan bir enzim siniflandirma diizeni/listesi saglanmaktadir ve bu liste her

yenilendiginde kurum tarafindan duyurulmaktadir (Palmer & Bonner, 2007).
2.3.2 Enzim Smiflandirma Sistemi

IUBMB enzim komisyonu, enzimleri katalizledikleri reaksiyonlara gore temel
olarak alt1 farkli gruba ayirmistir (McDonald, 2014). Her enzim i¢in o enzimi
tanimlayan rakamlardan olusan ve enzime 6zel olan bir kod verilmistir (McDonald,
2014). ilk rakam enzimin hangi ana gruba dahil oldugunu ifade etmektedir (Palmer ve

Bonner, 2007).

Tablo 2.1 Enzim komisyonu tarafindan belirlenen enzim alt gruplari (McDonald, 2014).

Tk Ana Grup Katalizlenen Reaksiyon Tiiri
rakam
1- Oksidorediiktaz Oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlari
2- Transferaz Iki molekiil aras1 atom veya grup transferi
3- Hidrolaz Hidroliz reaksiyonlar1
4- Liyaz Substrattan bir grubun ayrilmasi (hidrolizle degil)
5- [zomeraz [zomerizasyon reaksiyonlari
6- Ligaz Iki molekiiliin sentetik olarak birbirine eklenmesi

fkinci ve iiciincii rakam ise katalizlenme reaksiyonun cesidini belirtmektedir
(Palmer & Bonner, 2007). Ornegin, ikinci rakam genellikle reaksiyona dahil olan
gruplar1 ve bileseni tanimlamaktadir (McDonald, 2021). Ayni olmayan ama ¢ok
benzer olan reaksiyonlara katilan enzimler ilk {i¢ rakam yo6niinden ayn1 olmaktadir
ancak dordiincii rakam bu enzimlerin asil substratini ifade ederek bu tip enzimlerin ve
reaksiyonlarini ayrigtirtlmasini saglamaktadir (Palmer & Bonner, 2007).

Onemli noktalardan bir digeri ise izoenzim olarak adlandirilan ayni

reaksiyonlart katalizleyebilen farkli enzimler ayni enzim siniflandirma koduna



sahiplerdir (Pelley, 2012). Laktat dehidrogenaz (E.C. 1.1.1.27) bu tip enzimlere
ornektir. insan viicudunda ayni reaksiyonu katalizleyen bes farkli laktat dehidrogenaz
enzimi ayni1 kod ile ifade edilmektedir (Palmer & Bonner, 2007).

Tim enzim katalizorlerin yer aldigi reaksiyonlar belirli oranlarda geri
doniistiirtilebilir ve reaksiyonda ileri yonde kataliz yapan enzim ile geri yonde kataliz

yapan enzimin siniflandirilmasi da birbirinden farklidir (Palmer & Bonner, 2007).
2.3.3 Enzimlerin Smiflandirilmasinda Kullanilan Alti1 Ana Grup
2.3.3.1 Oksidorediiktazlar

Bu tiir enzimler bir substrattan digerine H, O gibi atomlarin ya da elektron
transferinin oldugu reaksiyonlarda katalizor olarak gorev almaktadirlar (Paul vd.,
2019). Oksidorediiktazlarin kodlanmasinda kullanilan rakamlardan ikincisi ise
reaksiyondaki H, O ya da elektron vericisi olan gruplari temsil etmektedir (Palmer &
Bonner, 2007). Oksidorediiktazlarin smiflandirilmasinda kullanilan ikinci rakamin

anlamini ifade eden 6rnek Tablo 2.2°de gdsterilmektedir.

Tablo 2.2. Oksidorediiktaz sinifi enzimlerin siniflandirilmasinda kullanilan ikinci rakamin anlama.

Ikinci rakam Hidrojen, elektron verici gruplar
1 CHOH
2 C=0
3 -CH.CH-

Uciincii rakam ise hidrojen veya elektron alicisini temsil etmektedir.
Oksidorediiktazlarin siniflandirilmasinda kullanilan iiglincii rakamin anlamini ifade
eden ornekler Tablo 2.3°te gosterilmektedir.

Tablo 2.3. Oksidorediiktaz sinifi enzimlerin siniflandirilmasinda kullanilan ii¢iincii rakamin anlami
(Palmer & Bonner, 2007).

Ugiincii rakam Hidrojen, elektron alic1 grup
1 NAD", NADP*
2 Fe®
3 02
99 Siniflandirilmamis elektron alicist

Oksidorediiktazlarin alisila gelmis isimlendirilmesinde oksidazlar (H nin O’ye
transferi) ve dehidrogenazlar (H nin O, den farkli bir alictya aktarimi) da dahil edilir.
Boylece, verici ve alic1 belirtilmektedir. Bu duruma 6rnek olarak laktat dehidrogenaz
(E.C. 1.1.1.27) ve izositrat dehidrogenaz (E.C. 1.1.1.41) {izerinden verilebilir (Palmer

& Bonner, 2007). Laktat dehidrogenaz enziminin katalizér oldugu reaksiyonda laktat
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substratinin alkol yan grubunda bulunan hidrojen atomu NAD" grubuna transfer
edilmektedir. Benzer sekilde, izositrat substratinda bulunan alkol yan grubunun

hidrojeni reaksiyondaki NAD" grubuna aktarilmaktadir (Palmer & Bonner, 2007).

2.3.3.2 Transferazlar
Iki molekiil arasinda atom ya da grup degisiminin gerceklestigi reaksiyonlardir
ornegin;
AX+B < BX+A
Ancak oksidorediiktaz ve hidroliz reaksiyonlar: bunlara dahil edilmemektedir.
Bu enzimlerin siniflandirilmasinda kullanilan dortlii kodlama rakamlarindan ikincisi
transferi gerceklestirilen grubun isimlendirilmesinden gelmektedir.

Tablo 2.4. Transferazlarin isimlendirilmesinde kullanilan ikinci rakamin anlami (Palmer & Bonner,
2007).

Ikinci rakam Transfer edilen grup
1 1-Karbon grup
2 Aldehit, keton grup (C=0)
3 Agil grup (-COR)
4 Karbonhidrat grup (glikozil)

7 Fosfat grup (-PO4)

Uciincii rakam ise transferi gergeklesen grubu daha ayrintili ifade etmeyi

saglamaktadir (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. Transferazlarin isimlendirilmesinde kullanilan ti¢lincii rakamin anlama.

Transfer edilen grup
Ucgiincii rakam

-CH;3
1
-CH>OH
2
-COOH ya da -CONH2
3

Bu grupta siniflandirmaya uymayan tek istisna enzim fosfat grubu transferinin
gerceklestirildigi reaksiyonlarda gorevli transferazlardir. Bu durumda yapilan
tanimlama belirli bir oranda miimkiin oldugu icin transfer edilen grubun alicisi

tizerinden isimlendirme yapilir (Palmer & Bonner, 2007).

2.3.3.3 Hidrolazlar
11



Suyun (H20) H ve OH™’ a hidrolizini gergeklestiren enzimler i¢in hidrolaz genel
isimlendirmesi kullanilmaktadir. Bu tip enzimler genel olarak niikleofilik katilim
reaksiyonlart gostermektedirler (Paul vd., 2019). Bu gruptaki her bir enzim ig¢in
yapilan 0zel isimlendirme ve siniflandirmasina gore verilen E.C. kodundaki ikinci

rakam ise hidrolize ugrayan bagin ¢esidine gore degismektedir (Tablo 2.6) .

Tablo 2.6. Hidrolaz smifi enzimlerin isimlendirilmesinde kullanilan ikinci rakamin anlama.

Ikinci rakam Hidroliz olan bag
1 Ester yapilari
2 Glikozidik (karbonhidrat baglari)baglar
4 Peptid (-CONH-) baglar
5 C-N baglari (peptidler disinda)

Bu kodlama sisteminde gegen tigiincii rakam ise hidrolizi ger¢eklesen kimyasal
bagin daha ileri seviye tanimlanmasini saglamaktadir. Ornegin, EC 3.1.1 karboksilik
ester (-COO-) hidrolaz enzimini, EC 3.1.2 tiol ester hidrolaz enzimini, EC 3.1.3
fosforik monoester (-O-POs ) hidrolaz enzimini tanimlamaktadir. Genel kullanilan
isimlendirilmeleri ise basit¢e etki edilen substratin ismi ve bu isme eklenen ‘-az’ eki

ile olusturulmaktadir.
2.3.3.4 Liyazlar

Bu smifa ait enzimler hidrolitik olmayan gruplarin substratindan ayrilip yer
degistirdigi reaksiyonlar1 tanimlamaktadir. Bu enzimler genellikle ikili bagin oldugu
atomlar arasindaki bagi ayristirmaktadir (Paul vd., 2019). Bu gruba ait enzimlerin
siiflandirilmasinda kullanilan EC kodlama sistemindeki ikinci rakam kirilan bag:

ifade ederken {igiincii rakam ise ayristirilan grubu ifade etmektedir (Tablo 2.7).

Tablo 2.7. Liyaz sinift enzimlerin isimlendirilmesinde kullanilan ikinci rakamin anlamu.

Ikinci rakam Kirilan bag
1 C-C
2 C-0
3 C-N
4 C-S
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Ucgiincii rakam igin ise, kirilan bagin C-C oldugu ikinci grup temel almarak Tablo

2.8°deki gibi ayrisan grubu ifade edecek sekilde atanmaktadir.

Tablo 2.8. Liyaz sinifi enzimlerin isimlendirilmesinde kullanilan {igiincii rakamin anlami (Palmer &
Bonner, 2007).

Ugiincii rakam Ayrigan grup
1 Karboksil grup (COz)
2 Aldehit grup (-CH=0)

Ketoasit grup (-CO.CO27)

2.3.3.5 izomerazlar

Bu smifa ait enzimler ise rasemizasyon ve epimerizasyon gibi izomerizasyon
reaksiyonlarma katilirlar ve katildiklar1 reaksiyonlara gore isimlendirilirler (Paul vd.,
2019; Cuesta vd., 2015). EC smiflandirmasina gore kullanilan ikinci rakam 6rnegin;
1, rasemizasyon veya epimerizasyon reaksiyonlarini 2, cis-trans izomerizasyonlari 3,
intramolekiiler oksidorediiktazlar1 4, intramolekiiler transfer reaksiyonlarini ifade
etmektedir (Palmer & Bonner, 2007). Ugiincii rakam ise izomerizasyon gerceklesen
molekiilden gelmektedir. Ornegin; 1, 2 ve 3 numaralar1 sirastyla amino asitler,
hidroksi asitler ve karbonhidratlar igin kullanilmaktadir. Ornek olarak EC 5.1.1.1
numarali L-alaninin D-alanine doniisiimiinii katalizleyen alanine rasemaz enzimi

verilebilir.
2.3.3.6 Ligazlar

Ligaz grubuna ait enzimler ise yeni olusan baglarin katalizinde gorevlidirler
(Cuesta vd., 2015). Adenozin trifosfat veya diger trifosfat yapilari enerji kaynagi
olarak kullanirlar EC kodlama tipinde ise kullanilan ikinci rakam sentezlenen, yeni
olusan bag1 vurgularken {i¢iincii rakam ise olusan bagin ayrintili ifadesini saglar (Tablo
2.9). Ornegin EC 6.3.1 igin asit-amonnia ligaz, EC 6.3.2 igin ait-amino asit ligaz bag

olusumu tanimlanir (Palmer & Bonner, 2007).
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Tablo 2.9. Ligaz sinift enzimlerin isimlendirilmesinde kullanilan ikinci rakamin anlama.

Ikinci rakam Olusan bag
1 C-0
2 C-S
3 C-N
4 C-C

Siniflandirma ile ilgili olarak, uzaktan akraba enzimlerin siniflandirilmasi ve
farkl1 fonksiyonlara sahip homolog enzimlerin smiflandirilmas: da ayrica ele
alinmaktadir (Cai vd., 2004). Birbiri ile ¢ok diisiik dizi benzerligine sahip bazi
proteinlerin benzer islevlere sahip oldugu bilinmektedir (Enrigth ve Ouzounis, 2000;
Frishman, 1992; Nagano, 1002). Uzaktan akraba olan ve diisiik dizi benzerligine sahip
enzimlerin geleneksel dizileme yontemleri ve kiimeleme yontemleri ile belirlenmesi
zordur. Bu nedenle, uzaktan iliskili proteinlerin fonksiyonel niteliklerinin tahmini i¢in
yeni yaklasimlar getirilmistir. Bunlar, korunmus motiflerin sinir ag1 analizini
(Frishman ve Argos, 1992) enerji analizini (Abagyan vd., 1994) yapiya bagh dizi
hizalamasin1 (Yang vd., 2002) ve onceden hesaplanmig dizi benzerlik bilgilerini
kullanan dizi kiimelemesi metodlarmma dayali aile smiflandirmasini igcermektedir

(Enrigth vd., 2002).

Farkli fonksiyonlara sahip homolog enzimlerin siniflandirilmasinda homolog
proteinlerin mutlaka analog islevi olmas1 gerekmemektedir (Benner vd., 2000). Bu
nedenle, farkli islevlere sahip homolog proteinleri ayirt edebilen protein islevi tahmin
yontemleri gelistirmek daha kullanish bir yoldur. Bir proteinin islevi ¢esitli faktorler
tarafindan belirlenebilmektedir. Enzimin aktif bolgesindeki herhangi bir mutasyon,
yapisal varyasyonlar ve farkli enzim domainleri homolog proteinler arasinda islevsel
cesitlilige neden olabilmektedir (Tod vd., 2001). Bu degisiklikler, yerel dizi diizeyinde
kiigiik gibi goriinse bile enzim tizerinde fizikokimyasal etkilere neden olabilmektedir.
Boylece; enzimin hidrofobiklik, normallestirilmis van der Waals hacmi, polarite,
polarize edilebilirlik, yiik, ylizey gerilimi, ikincil yap1 ve ¢oziicii erisilebilirligi gibi

ozelliklerinde degisimler gézlemlenebilmektedir. (Cai vd., 2004).
2.4 Esterazlar ve Lipazlar
Esterazlar ( EC 3.1.1.X) ester baglarinin yikilip yeniden yapildig1 reaksiyonlari

katalizleyen hidrolaz enzim sinifina ait enzimlerdir. Bu gruba ait enzimler hayvanlar,
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bitkiler ve mikroorganizmalara kadar genis yayilim gdstermektedir (Bornscheuer,
2002). Bircok esteraz tiirli enzim genis substrat toleransina sahiptir. Bu enzimler,
katabolik reaksiyonlara katilabilmek i¢in evrimsel siiregte bircok etki ve degisim
durumlarina maruz kaldiklar i¢in kimyasal olarak birden fazla molekiil lizerine etki
edebilmektedirler (Bornscheuer, 2002). Esterazlarin siiper aile olarak, birgogu
karboksil esteraz grubudur ve alfa/beta (a/f) hidrolaz katlanma yapisina sahiptir (
Pfam PF00561 alan1) (Hotelier et al., 2010; Hotelier et al., 2004; Montella et al., 2012;
Punta et al., 2012). Alfa/beta hidrolaz katlanmasi (Sekil 2.3) olusturan domainler
genellikle farkli substratlar1 hidrolize edebilen, islevsel olarak farkli olan enzimlerde
bulunmaktadir (Bornscheuer, 2002). Bu iist aile proteazlar, lipazlar, esterazlar,
dehalogenazlar, peroksidazlar ve epoksihidrolazlar gibi enzimleri i¢ermektedir.
Ayrica, Sekil 2.3’te drneklenen alfa/beta katlanma yapis1 dogada bulunan en yaygin
protein katlanma sekillerinden biridir (Hotelier et al., 2004; Montella et al., 2012;
Nardini & Dijkstra, 1999; Ollis et al., 1992).

Asp

Sekil 2.3. a/p katlanma yapisina sahip bir esteraz enzimi.3- plakalar (1-8) mavi oklarla
gosterilmektedir. Kirmizi kolonlar a- helikal yapilar1 (A-F) temsil etmektedir. Katalitik bolgede yer
alan serin-aspartik asit-histidin ise turuncu yuvarlan sekiller ile sematize edilmistir (Bornscheuer,
2002)

Esteraz enzimine olan ilgi kofaktor ihtiyaclarinin olmamasindan ve genelde
stabil olmalarindan kaynaklanmaktadir (Bornscheuer, 2002). Hidrolaz tiiriine ait bu
enzimlerin temelde en 6nemli iki alt sinifi bulunmaktadir. Bunlardan biri lipazlar (EC
3.1.1.1), digeri ise esterazlardir (EC 3.1.1.3). Iki tiir enzim icin de ii¢ boyutlu yapida
karakteristik a/p hidrolaz katlanma motifi mevcuttur (Bornscheuer, 2002). Katalitik
bolgesinde serin-aspartik asit-histidin ( bazi lipazlarda aspatik-asit yerine glutamik-

asit bulunur) yer almakta ve genelde amino asit dizisinde Gly-X-Ser-x-Gly korunmus
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bolgesi aktif serin amino asidinin ¢evresinde bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Bornscheuer,
2002)

Sekil 2.4. Aedes aegypti AAEL005112 karboksilesteraz geni ikincil yapisi. 1: Karboksil esteraz
geninin tahmin edilen ikincil yapisi, alfa sarmali ve beta ikincil yapist ve oklar ve ipliksi sekiller ile
belirtilen halka seklinde yapi sirasi ile karboksil ug (C) ve amino ug (N) kisimlarini belirtir, 2:
Katalitik bolgenin ve bu aktiviteyi gosterdigi amino asit liglii katalitik bolgesi yakin goriiniis ile gubuk
modeli ile gosterilmistir (Montella et al., 2012)

Ester bagi hidrolizi ya da olusumu mekanizmasi temel olarak lipazlar ve
esterazlar i¢in aynidir. Dort temel asamadan olusmaktadir (Montella et al., 2012). Tk
olarak substrat enzimin yapisinda aktif serin amino asidinin bulundugu boélgeden
baglanmaktadir. Bu bolgede histidin ve aspartik asit amino asitlerince sabitlenen bir
ara form olusmaktadir (Clinton et al., 2011; Montella et al., 2012; Testa & Kramer,
2007). Sonrasinda yapidaki alkol (-OH) grubu yapidan serbest birakilir ve agil enzim
kompleksi meydana gelmektedir. Kimyasal yapida niikleofilik grubun atag: ile
(hidroliz edilen su , alkol ya da transesterifikasyon olan ester) tekrar tetrahedral
(dortgen) bir ara form olugmakta ve devamindaki ¢oziinme ile {iriin olusumu
gerceklesmektedir (asit veya ester). Boylece son asamada enzim serbest kalmaktadir
(Montella et al., 2012; Ollis et al., 1992; Sogorb & Vilanova, 2002).

Lipaz enzimlerinin apolar-sivi ortaminda aktivitesinin gorece daha yiiksek
olmasi bu enzimleri esterazlardan ayirmaktadir ve bu durum ° ara yiizey aktivasyonu
(interfacial activation)’ olarak adlandirilmaktadir. Esteraz enzimleri ise klasik
Michaelis-Menten kinetigine uyan enzimlerdir (Bornscheuer, 2002). Lipazlar en
yiiksek enzimatik aktivitelerini gosterebilmek icin belirli bir oranda substrat

yogunluguna ihtiya¢ duymaktadirlar (Bornscheuer, 2002).
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Sekil 2.5. Temel karboksilesteraz hidroliz reaksiyonu. Karboksilesterler karboksilesterazlar tarafindan
su varliginda alkol ve asit metaboliti olarak par¢alanmaya ugrarlar. Karboksilesteraz enziminin bir
karboksil esteri nasil katalizledigini tiim reaksiyon adimlari ile gostermektedir (Montella et al., 2012)

Lipazlar i¢in yapilan yapisal aragtirmalar sonucu bu enzimlerde hidrofobik
bolgenin (kapagin) lipaz enzimlerinin aktif bolgelerini ¢evreledigini ve belirli bir
oranda substratin bu bolgeye ulagsmasi sonrast bu bolgenin artik substrat tarafindan
ulasilabilir ve agik hale geldigi Sekil 2.5° de gosterilmistir (Montella et al., 2012).
Ayrica, lipazlarin suda ¢éziinmeyen, genellikle uzun yag asitlerinden olusan trigliserit
yapilari, substratlari tercih ederken esterazlarin ise daha basit yapili etil asetat gibi
yapilar1 tercih ettikleri rapor edilmektedir (Montella et al., 2012). 2000’li yillarin
baginda yapilan bir ¢aligmaya gore lipazlar ve esterazlar ii¢ boyutlu yapica ve amino
asit sekanslari ile karsilagtirilmig ve bu iki enzimin tiirlinlin birbirinden pH-bagimli
elektrostatik bir tiir imzaya sahip olduklar1 goriilmiistiir (Montella et al., 2012).
Lipazlarin aktif bolgesi pH-bagimli (pH 8) negatif bir potansiyelde oldugunda en
yiiksek aktiviteye sahiptir. Esterazlar ise bu duruma benzer bir davranis gosterirler
fakat pH 6 iken genelde bu durum gecerlidir, yani daha diisiik pH degerlerinde optimal
aktiviteye sahiptir (Bornscheuer, 2002).

2.4.1 Esterazlarim Tanimlanmasi

Esterazlarin tanimlanmasi ve aktivitelerinin belirlenmesi genellikle kromoforik
para-nitrofenil ester veya tribiitirinli besi yerleri gibi belirtegler ile saglanabilmektedir.
Esteraz enzimi lireten organizmalar suda ¢oziinmeyen trigliseritler gibi substrat iceren
besi ortamlarinda zon olusturabilen organizmalar iizerinden tanimlanabilmektedir.

Lipazlar, karboksil esterazlardan substrat spesifikligine gore ayristirilabilir.
Ornegin, para-nitrofenil palmitatin lipazlar tarafindan yikimi gergeklestirilirken para-

nitrofenil biitirat yikimi cogunlukla esterazlar tarafindan gergeklestirilebilmektedirler
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(bazen baz1 lipazlarda yikimini gergeklestirebilir). Esterazlar ve lipazlar arasindaki

birtakim farkliliklar Tablo 2.10°da 6zetlenmektedir.

Tablo 2.10. Esteraz ve Lipaz enzimlerinin nitelik bakimindan karsilastirilmasi (Bornscheuer, 2002)

Nitelik Lipaz Esteraz
Substrat Tercihi Trigliseritler, ikincil alkol Basit esterler
Aktivasyon/Kapak Evet Hayir
Substrat Hidrofobikligi Yiiksek Yiiksekten diisiige
Enantiyosegicilik Genellikle yiiksek Yiiksek, diistik, sifir
Coziicii sabitligi Yiiksek Yiiksek, diisiik

2.4.2 Esterazlarin Biyokatalitik Aktiviteleri
2.4.2.1 Optikce Saf Bilesik Sentezi

Birgok karboksil esteraz enziminin farkli konakg¢i hiicrelerde ifadesinin
yapildig1 bilinmektedir (Bornscheuer, 2002) ve bu enzimlerden sadece birkag tanesi
optik olarak saf bilesiklerin sentezlendigi reaksiyonlarda kullanilabilmektedir
(Bornscheuer, 2002). Bunun baslica nedenleri arasinda, sinirli ticari mevcudiyetleri ve
siklikla gozlenen orta derecede enantiyosegicilik gosterilebilir (Bornscheuer, 2002).

Muhtemelen en iyi incelenmis olan, B. Subtilis temelli olan karboksil esteraz
naproxen (NP, steroidal olmayan bir anti-inflamatuvar ilag) dir (Bornscheuer, 2002;
Quax & Broekhuizen, 1994). Naproksenin yani sira yiiksek enantiyosecicilige sahip
cesitli 2-arilpropiyonik asitler de iiretilir (Azzolina & Collina, 1995; Bornscheuer,
2002). Karboksil esteraz NP, 32 kDa’lik bir molekiiler kiitleye, 8,5 ile 10,5 arasinda
optimum pH’a ve 35 ile 55°C arasinda optimum bir sicakliga sahiptir (Bornscheuer,
2002). Karboksil esteraz NP, hiicre i¢i bir protein olarak iiretilir (Bornscheuer, 2002).
Birgok farkli organizmadan temel alan karboksil esterazlar, karboksilik asit, birincil
alkol, ikincil alkol ve {iglinciil alkol yer aldigi reaksiyonlar1 katalizleyerek kiral

yapilarini iiretir (Bornscheuer, 2002).
2.4.2.2 Diger Uygulama Alanlari

Esterazlar, kemo- veya bolgesel seciciligin gerceklestigi reaksiyonlarda da
kullanilabilir (Bornscheuer, 2002). En belirgin 6rnek, pektin veya ksilan gibi bitki
hiicre duvar1 polisakkaritlerinden ferulik asidin salinmasi reaksiyonunda karboksil
esterazlarin kullanilmasidir (Bornscheuer, 2002). Ksilanlarda, ferulik asit, ksilan ana
yapisina bagl arabinoz bolgelerine baglanir. Pektinlerde, ferulik asit, yan zincirlerde

galaktoz veya arabinoz ile baglantili olabilir (Bornscheuer, 2002). Bu sekilde elde
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edilen ferulik asit, enzimatik olarak tat bileseni olan vaniline doniistiir (Falconnier et
al., 1994; Lesage-Meessen et al., 1996).

Mikrobiyal karboksil esterazlar, Acinetobacter sp. (Jones et al., 1999) benzil
esterlerden bir asit agiga ¢ikarir. Elde edilen benzil alkoller daha sonra dehidrogenaz
enzimlerince benzoatlara oksitlenir ve ayrica L-ketoadipat yolaginda metabolize edilir
(Bornscheuer, 2002).

Bagka bir endiistriyel 6nemi olan reaksiyon ise B. Subtilis’un para-nitrol
benzil esterazinda oldugu gibi O6zellikle Lorakarbef antibiyotigindeki koruyucu
gruplarinin yavasca uzaklagtirilmasi reaksiyonudur (Zock et al., 1994). Enzim, dimetil
formamid i¢inde yalnizca zay1f bir sekilde kararli oldugundan, esteraz, yapay olarak

yonlendirilmis evrim yoluyla gelistirilmeye ¢alisilmistir (Bornscheuer, 2002).
2.5 Kiitinazlar

Kiitinazlar, alifatik polyester olan ve bir¢ok bitkinin dogal bir sekilde var olan
kendini koruma bariyeri olan kiitinleri par¢alamalari ile taninmis ve kesfedilmislerdir
(Liang & Zou, 2022). Kiitinaz enzimleride lipaz ve esteraz enzimleri gibi o/ hidrolaz
ailesi enzim ailesinin bir iyesidir (Liang & Zou, 2022). Diger o/f hidrolaz
enzimlerinden farkli Kiitinazlar farkli birtakim o6zelliklere sahiptir (Liang & Zou,
2022). Kiitinazlar o/f hidrolazlarin en kii¢lik molekiiler agirliga sahip tiyesidir. Lipaz
ve kiitinazlar Ser-His-Asp katalitik bolgesine sahiptir fakat kiitinazlar (Sekil 2.6) aktif
bolgeyi cevreleyen bir kapak yapisina sahip degildir bu nedenle kiitin diginda da bir¢ok
cesitli substrat bu enzimin hedefi olabilir (Liang & Zou, 2022). Kiitinazlar evrimsel
siirecte bircok degisime ugramistir bu nedenle ¢esitli fonksiyonlara sahiptir. Ornegin,
kiitinazlarin biyodegredasyon yetileri yalnizca biiyiik molekiiler yapili olan kiitin ve
sentetik plastiklerle smirli degil ayni zamanda diisitk molekiiler yapili ester veya
trigliseroller icinde aktiflik gosterir (Liang & Zou, 2022).

Daha onceden yapilan yaymnlardan bir¢ok kiitinaz enziminin, ki bunlar
mantar, bitki, bakteri kokenli olabilir ¢esitli kiitin, bitkisel yag veya dogal olmayan
polyesterlere etki edebildigi gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Yukaridaki sematik gorsel kiitinaz enziminin katlanma yapisin1 géstermektedir. Bes f-
ikincil yapis1 3 rakamindan 7 ye kadar ve dort a- ikincil katlanma yapist A,B,C,D alfabetik harfleri ile
gosterilmistir (Martinez & Maicas, 2021)

Kiitinazlarin farkli substratlara olan ilgisi ve oOzellikle endistriyel ve
biyoremediasyon alanindaki potansiyeli arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir ve

boylece farkli aragtirmalara konu olmaktadir (Liang & Zou, 2022).
2.5.1 Bakteriyel Kiitinazlar

Birgok bilimsel ¢alismanin konusu olan mantar kaynakli kiitinazlarin disinda
bakteri temelli kiitinazlarda kendilerine has 6zellikleri ile ilgi ¢ekmektedirler (Liang
& Zou, 2022). Katalitik aktivite bakimindan bakteri ve mantar temelli kiitinazlar ¢ok
benzerdirler ve her ikisinde de aktif Ser-His-Asp katalitik ti¢liisii mevcuttur (Liang &
Zou, 2022). Ancak bakteri kaynakli kiitinaz enzimlerinde amino asit
kompozisyonunda mantar ile bitkiden farkli olarak 6zellikle metionin, histidin ve lizin
amino asitleri tekrarlari farklidir (Liang & Zou, 2022). Bu farkliliktan dolay1 bakteriyel
kiitinaz enzimleri en iyi aktivitelerini pH 8,5-10,5 araliginda verir (Liang & Zou,
2022). Onemli noktalardan bir digeri de bakteriyel kiitinazlarin mantar temelli
olanlardan daha iyi termal 1s1l kararliliga sahip olmasidir bu 6zellik endiistriyel
uygulamalar i¢in ayrica énemlidir (Liang & Zou, 2022).

Bakteriyel kiitinazlar aktif serin yonelimli organofosfat ve organoboronik asit gibi
kimyasallar ile inkiibe edilebilir (Liang & Zou, 2022). Bu mekanizma ile enzimlerin
aktif serin bolgesi karakteristigi dogrulanir. Ancak tiol-yonelimli kimyasallar ve metal

iyon yakalayicilar aktivitesini etkilemez (Dutta vd., 2009).
2.5.2 Kiitinazlarin Kullamilma Alanlar:

Kiitinazlar popiiler endiistriyel kullanimi olan enzimler arasindadir. Bu

alanda kullanilan Kiitinazlar yiiksek kararlilik ve etkinlige sahiptir. Kiitinazlar Sekil
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2.7°te ozetlendigi gibi yiyecek endiistrisine, deterjan, tarim, yeme/igme, tekstil
endiistrisi gibi cesitli alanlara hitap eder. Bu alanlarda en yeni trendlerden biri ise
kiitinaz enziminin dogal veya bazi1 miithendislik yontemler ile degistirilmis kiitinazlarin

dogal olmayan substratlara kars1 biyo-katalitik ara¢ olarak kullanilmasidir.

Sekil 2.7. Kiitinazlarin birgok farkli alanda kullanimina dair 6zet halinde bir diyagram (Liang & Zou,
2022)

2.6 Plastik Kirliligi ve Biyolojik Geri Doniisiim

1990'lardan bu yana, kiiresel ¢evre kriziyle ilgili endise nedeniyle, sentetik
polimerlerin  biyolojik bozunmasina iligkin arastirmalar yogun bir sekilde
desteklenmistir (Kawai et al., 2019). Buna bagl olarak, biyobozunur polimerlerin
tiretimi giderek artmistir, ancak yine de toplam plastik {liretiminin diisiik bir yiizdesini
bu tiir polimerler olusturmaktadir. Bununla birlikte, petrol bazli iiretimden biyo-bazli
liretime gecis bu tiir yapilan iiretimine olan ilgiyi artirmigtir (Kawai et al., 2019).
Plastik kullanim1 sonucunda gerceklesen plastik imhasi, diinya niifusundaki ve
gelismekte olan iilkelerdeki gayri safi milli hasiladaki artisla tutarli bir sekilde
artmaktadir (Kawai et al., 2019). Pek cok iilkede petrol bazli plastiklerin biyolojik
olarak parcalanabilen plastiklerle degistirilmesi ve kullanilmig plastiklerin geri
doniistliriilmesinin tesvik edilmesi icin ¢aba gosterilmesine ragmen, plastik atiklarin
cogu karaya ve okyanuslara atilmaktadir.

Kara pargalarina atilan plastikler, oksijen ve giicli gilines 1s18ina maruz

kalmaktadir ve bunun sonucunda plastik atiklarin yiizeyinde kismi bozulmalar,
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catlamalar meydana gelir bu olayin sonucu olarakta 6zellikle deniz ekosisteminde
ciddi sorunlara neden olan mikroplastikler olusur (Moore, 2008). Cevresel
mikroplastiklere ek olarak, dis macunlar1 ve kozmetikler gibi ev iiriinlerinde de plastik
mikro-boncuklar kullanilmaktadir (Kawai et al., 2019). Deterjanlar ve lifli birtakim
triinlerden gelen mikroplastikler kullanimlarimin sonunda kanalizasyon sistemi
aracilifiyla okyanus ekosistemine karisir (Browne et al., 2011). Mikroplastikleri
boyutlarina gore tanimlamak cok zordur, ¢iinkii ¢esitli sekillerde kiiclik plastik
parcalar igerir (Kawai et al., 2019). Mikroplastikler, baz1 bilim insanlar1 tarafindan 1
mm'den kiiciik plastik pargaciklar, digerleri tarafindan 5 mm'den kiiciik pargaciklar
olarak tanimlanmistir (Kawai et al., 2019). Mikroplastiklerin ¢ogu su kiitlelerinde
yiizer ve dogal olarak hayvanlar, kuslar ve baliklar tarafindan besinlerle alimlari
gerceklesir. Hatta 1960'l1 yillarda midesi plastik posetlerle dolu bir balinanin agliktan
oli bulundugu rapor edilmistir. Bilim insanlari, mikroplastiklerin genellikle kuslarin
ve baliklarin midesinde ve deniz suyunda bulunduguna ve bu nedenle gida zinciri
yoluyla insanlar tarafindan alinabilecegine dair bir uyari yaymlamistir. Hatta
giinimiizde mikroplastiklerin bir¢ok hayvanin ve insanin sindirim sisteminde
gozlemlendigi bilimsel calismalarca da rapor edilmistir (Kawai et al., 2019).
Mikroorganizmalarin, insanlar tarafindan salinan kirleticilerin temizlenmesinde ve
ekosistemdeki malzeme dolagiminda énemli rol oynadigi ve polimerik malzemelerin
mikrobiyal/enzimatik bozunmasini baglattig1 veya siirdiirdiigiinii 1990’11 yillardan bu
yana bilinmektedir. Polietilen tereftalat (PET) polietilen diger polipropilen, polistiren,
polivinil kloriir ve poliliretan yapili plastikler gibi 6nemli plastiklerden biridir ve
diinya ¢apinda tiretimi 2013 yilinda 56 milyon ton olarak gerceklesmistir (Neufeld L
et al., 2016). Polietilenterefitalatin PET'in sise, elyaf, film ve kap imalati gibi ¢esitli
uygulamalari vardir. Kullanimdan sonra, PET siseler bir¢ok yoldan geri kazanilabilir
ve bircok iilkede geri donilisiim sistemleri calisir, ancak genel geri kazanim orani
yaridan azdir ve yalnizca simrlt bir miktar yeni {irline geri dondstiiriilebilir.
Halihazirda, biiyiik miktarlarda PET ¢opleri depolama alanlarina gider veya atik olarak
birakilir. Bu noktada PET ¢dplerinin ¢evreye salinmasint 6nlemek, kullanilmig PET
atigmi uygun biyolojik, kimyasal ve fiziksel islemlerle geri kazanmak icin karsi
onlemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. PET'in enzimatik geri doniisiimii 20 yili askin bir
stiredir arastirtlmaktadir ve bu arastirma halen devam etmektedir. Biyo-bozunur
plastiklerin ¢ogu polyester olmasina ragmen ( polihidroksialkanoat, polikaprolakton,

polibiitilen siiksinat, polibiitilen siiksinat-ko-adipat ve poli(biitilen adipat-ko-
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tereftalat) (PBAT)), yine polyester bir yapi1 olan PET, biyo-bozunmaya daha
direnglidir (Kawai et al., 2019). Polyesterler ii¢ gruba ayrilir, alifatik, alifatik-ko-
aromatik ve aromatik. Alifatik polyesterler (dogal ve sentetik), ortam sicakliginda
cesitli ester bagi hidrolazlar1 tarafindan hidrolize edilir. Alifatik-ko-aromatik
poliesterlerin enzimatik hidrolizle parcalanmasi zordur, ancak karboksilesteraz (EC
3.1.1.1), triasilgliserol lipaz (EC 3.1.1.3) gibi karboksilik ester hidrolazlar (EC 3.1.1)
arasinda PBAT'1 pargalayan bir¢ok olasi enzim tanimlanmistir. Aromatik polyesterler
(PET) tizerinde etkili olan poliesteraz Thermobifida fusca’ dan ilk olarak bir Alman
arastirma grubu tarafindan kesfedilmis ve rapor edilmistir (Miiller et al., 2005).
Kiitinazlar karboksilik ester hidrolazlardir yapraklardaki kiitikiiler tabakanin kiitinini
veya aga¢ kabugundaki siiberini bozabilirler. Kiitinazlar iizerine arastirmalar
fitopatojenik mantarlarla baslamistir ve Fusarium solanipisi' den elde edilen kiitinaz
kapsamli sekilde karakterize edilmistir (Heredia, 2003; PE, 1981). Daha sonra
polyester bozunmasi iizerine yapilan arastirmalar sonucunda kiitinazlarin
polyesterlerin hidrolizinde énemli bir rol oynadig1 kesfedilmistir (Baker et al., 2012;
Tokiwa & Calabia, 2007; Zimmermann & Billig, 2011). Aslinda bilinen tiim PET
hidrolazlar kiitinaz grubuna aittir. Yapilan baska calismalarda PET hidrolize edici
kiitinazlarin kristal yapilar1 substrat baglama alanini belirlemek ve daha iyi enzimler

elde etmek i¢in incelenmistir.
2.6.1 PET Hidrolizinde Enzimler

Enzimatik PET bozunmasinin 6nemli mekanizmasi, PET liflerinin yiizey
hidrofillenmesi ve bdylece yikima hazir hale gelmesidir. Birgok fibril davranig
faktorlerini iyilestirmek i¢in yalnizca yiizey modifikasyonu yeterlidir, ancak PET'in i¢
yap1 blogunun bozulmasi lif yapiy1r zayiflatir ve elverissizdir. Candida antarctica
(Vertommen vd., 2005), Thermomyces lanuginosus (Eberl vd., 2009), Burkholderia
spp. (Lee ve Chung, 2009) ve Triticum aestivum (Nechwatal vd., 2006);
mantarlarindan olan kiitinazlardir, Aspergillus oryzae, Humicola insolens (Ronqvist
vd., 2009), Penicillium citrinum (Liebminger vd., 2007) ve Fusarium solani (Alisch-
Mark vd., 2006; O'Neill vd., 2007); ve aktinomisetlerden olan kiitinazlardir, 7. fusca
(Brueckner vd., 2008), Thermobifida cellulosilytica (Herrero Acero vd., 2011),
Thermobifida alba (Ribitsch vd., 2012b), Saccharomonospora viridis (Kawai vd.,
2017); olan esterazlar (Thermobifida halotolerans, Ribitsch vd., 2012a); ve
karboksilesterazlardir (Billig vd., 2010). Bir proteaz olan papain bile polyester
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kumaslarn hidrofilikligini artirabilir (Kim ve Song, 2010). Ister elyaf ister film olsun
PET'in yiizeyinde, polimer zincirlerinin ug¢larinin uzantilar olusturmasi beklenir veya
polimer zincirinin bir kism1 bir ilmek olusturabilir ve bunlar karboksilik asit ve
hidroksil kalintilarina hidrolize olur, boylece ylizey hidrofilikligi artar . Herhangi bir
PET tekstili veya filmi, ylizey hidrolize edilebilir bir polimer ucuna veya bir ilmege
sahip olabilir (Kawai vd., 2017; Zimmermann ve Billig, 2011). Baz arastirmacilar
modifiye edici enzimleri PET hidrolazlar olarak adlandirdilar. Ancak, Miiller ve ark.
(2005) ilk olarak PET filmin i¢ blogunun goriiniir bozunmasini bildirmistir, burada
bozunma orani ylizey hidrolize edilebilir artiklarinkinden ¢ok daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Bu durumun anlasilmasindan sonra, PET yapisinin i¢ yapt bloklarimni
bozunmaya ugratabilen birkag kiitinaz enzimi rapor edilmistir. Bagka bir caligmada ise
bu enzimler iki gruba ayrilmistir. Bunlar PET ylizey-modifiye enzimleri , sinirli oranda
ylizey bozunmasi saglayabilen enzimler ve diger grup ise PET hidrolazlar, belirli bir
sekilde PET yapisinin i¢ yap1 bloklarin1 en az % 10 oraninda bozulmaya ugratabilen

enzimleridir ve bu bozunma SEM mikroskobunda gézlemlenebilir (Kawai vd., 2019).

2.6.2 PET Hidrolizinin Biyokimyasal Temelleri ve Katalitik

Mekanizmasi

PET filmlerin enzimatik hidrolizi ilk olarak Miiller ve ark., (2005) poli(butilen
tereftalat-ko-adipat) (BTA) hidrolize eden 7. fusca'nin (kompostta dncelikli tiir olarak
bilinir) enziminin saflastirilmasi sonrast raporlanmistir. Miiller ve ark. (2005),
rekombinant olmayan ve de rekombinant hidrolazlarin iki tiir PET filmi 55 °C'de 3
hafta i¢inde yaklagik %40-50 oraninda hidrolize ettigini bildirmistir, ancak DNA
sekansina iliskin ayrintili bilgi gosterilmemistir.

p-Nitrofenol (p-NP) a¢il ester tizerindeki aktivite ile ilgili olarak, esterazlar kisa
zincirli asil esterler iizerinde, kiitinazlar kisa-orta zincirli asil esterler (yaklagik olarak
C8-Cl0'a kadar) ve lipazlar orta-uzun zincirli asil esterler (C10'dan fazla).
Kiitinazlarin kesin bir tanimi, kiitinin hidrolizine baglhdir. Literatiirde bazi
poliesterazlarin (6rn., BTA-1 ve Tfu0883) kiitinaz aktiviteleri dogrulanirken
(Kleeberg vd., 2005; Chen vd., 2008), bazi poliesterazlarin (6rn. Cut190 ve Tha Cutl)
kiitinaz aktiviteleri analiz edilememistir (Kawai vd., 2014; Ribitsch vd., 2012b). Kiitin
ve bilesenleri ticari olarak mevcut degildir ve kiitin hidrolizinin belirlenmesi
zahmetlidir. Bununla birlikte, bitki patojenleri igin kiitinaz aktiviteleri 6nemli

olmasina ragmen, kiitin bozunmasi poliesterazlar i¢in ¢ok Onemli degildir

24



(Kollattukudy, 1981; Heredia, 2003). Ek olarak, PET hidrolazlarin ve homolog
enzimlerin X-151n1 kristalografisi kkenlerine bakilmaksizin yapilarinin hemen hemen
ayni oldugunu literatiirde acik¢a ortaya konuldugu ifade edilmistir (Kawai, 2019). Bu
nedenle, hepsini kiitinaz iiyeleri olarak kategorize etmek bir noktada mantikli hale
gelmektedir.

PETaz'm bir PET hidrolaz olarak siniflandirilmasi konusunda birtakim siipheler
oldugu literatiirde Kawai ve ark. (2019) tarafindan rapor edilmistir. Bir filmin fiziksel
ozellikleri, polimer zincirlerinin kristalligi, yonelimi ve ylizey topolojisi, enzim
etkinligi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan bozunabilirligini ciddi sekilde
etkilemektedir.

Ozetle, tiim etkili PET hidrolazlarinin ve hatta PBAT" parcalayan enzimlerin
kiitinazlar ve homolog enzimler olduguna sliphe yoktur. Kiitinazlarin benzersiz
ozellikleri, enzim aktif bolgesini gevreleyen bir ¢esit kapak yapidan yoksun olan
protein yapilaria baghdir, ancak kapak yapinin lipazlarda ara-yiizey aktivasyonuna
neden oldugu bulunmustur. Kiitinazlar genellikle ¢oziicii ve substrat ile etkilesimde
olabilecegi acik aktif bolgelere sahiptir. Bu durum lipaz, esteraz ve kiitinazlarin PET'in
yiizey modifikasyonunu yapmasina ragmen, PET hidrolazlarinin neden kiitinazlarla
sinirlt oldugunu agiklayabilir. Esterazlar, p-NP'nin kisa zincirli agil esterleri tizerinde
daha yiiksek aktivite sergilemeleri ile tanimlanirlar (Bornscheuer, 2002), bu da
hidrofobik PET" i tanimayacaklarini diislindiiriir. Ancak kiitinazlar, esterazlara gore
daha uzun p-NP agil esterler ve hidrofobik kiitinler {izerinde etki gdsterir (Chen vd.,
2013). Daha once de belirtildigi gibi kiitinazlar ilk olarak patojenik mantarlardan, tipik
olarak bitkilerin kiitikiiler tabakasini istila eden F. solani pisi'den incelenmistir
(Kollattukudy, 1981; Heredia, 2003). P. citrinum (Liebminger vd., 2007) ve H.
insolens (Ronqvist vd., 2009) gibi patojenik olmayan mantarlar da kiitinaz iiretir. HiC
disinda, bugiine kadar hi¢cbir mantar PET hidrolaz belgelenmemistir.

Kiitinazlar, fitopatojenik ve fitopatojenik olmayan mantarlardan olanlar da dahil
olmak tizere mantar kiitinazlar1 ve aktinomisetlerden ve digerleri dahil bakteriyel
kiitinazlar olarak gruplandirilmistir. Bakteriyel kiitinazlarin filogenetik agaci,
PETaz'in termofilik olmayan bakterilerden hidrolazlarla bir grup olusturdugunu ve
aktinomiset kiitinazlarin ayr1 bir grup olusturdugunu Kawai vd., (2019) tarafindan

rapor edilmistir.

2.6.2. Kiitinazlar ile Poliester Yapilarin Yikim
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Polyesterlerin ve plastiklerin kiitinaz enzimi araciligi ile yikimimnin
gerceklestirilebilmesi giincel bir konudur. Artan poliester ve plastik kullanimi ile
Diinya yiizeyinde giderek artan ve tiim ekosisteme zara veren bir atik {iriin kirliligi basg
gostermektedir. Kiitinaz enzimleri genis oranda ticari poliesterler (polietilem
terafitalat, PET), polilaktik asit (PLA), sentetik polimerler, polikaprolakton (PCL)
yikimi gerceklesebilen poliesterler olmalarina ragmen yiiksek hidrofobiklik ve
kristallenme istegi gibi nedenler yiiziinden bu islem c¢ok yavas gerceklesmektedir
(Liang & Zou, 2022). Baz1 organizmalardan gelen kiitinaz enzimleri PCL’nin
hidrofobik bariyerini asarak yikimini saglar. PET yapisinin dogada yikimi ¢ok zor
gerceklesebilmektedir. Ancak PET’ler termo-mekanik yontemler ile geri doniistimii
olan termal-doniistimlii yeni tiir PET’ler iiretilmektedir ve azaltilmis mekanik
ozelliklere sahiptirler (Liang & Zou, 2022)

Umit vaat eden bir geri doniisiim yoéntemi ise PETaz temelli PET atiklarin
monomerlerine kadar parcalandigi calisma stratejileridir. Hem bakteriyel hem de
mantar kaynakli kiitinaz enzimlerinin PETaz aktivitesi gosterenleri vardir. Yiiksek
ortam sicakliklarinda (~ 65°C) bu tip enzimler PET yapisinin hidrolizini baglatabilir
ya da tetikleyebilir (Liang & Zou, 2022). Termofilik Kiitinazlar mezofilik kiitinazlara
gore pratik anlaminda daha iistiindiir. Ornegin yaprak &ziitii (leaf compost) kiitinazlari
yiiksek sicakliklarda en iyi aktiviteyi gosterirler. Boyle dogal kaynakli kiitinazlarin
PET yapis1 yikiminda kullanilmasi diginda daha verimli yikim reaksiyonlarinin
gerceklesmesi i¢in biyolojik mithendislik yontemleri ile gelistirilmis kiitinaz enzimleri
mevcuttur ve popiiler bir ¢alisma konusudur. Ornegin, giincel bir ¢alisma sonucuna
gore PET yapisini on saat i¢ginde %90 oraninda monomerlerine kadar parcalayabilen
kararli bir kiitinaz enzimi gelistirilmistir (Liang & Zou, 2022). Bu ve benzeri
caligmalar bize PET gibi pargalanmasi zor yapilarin dogadan zararsiz bir sekilde
uzaklastirilip doniistiiriilmesinin avantajlarini ve 6nemini gostermektedir.

Kiitinazlar ayrica fosfino-karboksilikasit (PCA) yapisini da yikima ugratabilir
(Liang & Zou, 2022). PCA yapay poliester bir yapidir ve yenilenebilir laktik asitten
yapilmustir. PCA biyolojik olarak yikima ugratilabilsede reaksiyonu normal kosullarda
yavas ger¢ceklesmektedir (Liang & Zou, 2022). Giincel bir ¢alisma sonuglarina gore
bakteriyel bir kiitinaz olan, Thermobifida alba AHK 119 PCA yapisin1 verimli bir
sekilde parcaladigi gosterilmistir (Kitadokoro et al., 2019). PCA’ ya benzer bir sekilde
polihidroksi-biitil siikkinat (PBS) yapay ve biyolojik tiiretimli bir poliesterdir. PCA’
dan normal kosullarda daha dayaniklidir. Bir bagka bakteriyel kiitinaz olan
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Amycolatopsis mediterarei PBS ve PCL’ yi yikima ugratirken, PCA ve PET yapisina
etki edemez (Tan et al., 2021). Fonksiyonel poliester iiriinlerin biyo-yikimi
gerceklesirken spesifik kiitinaz enzimleri ile muamele gerceklesen siireg igin kullanigh

ve verimli olabilmektedir (Liang & Zou, 2022).
2.7 Metagenomik

Mikroorganizmalarin klasik genomik c¢alisma ve geleneksel tarama teknikleri
kullanilarak yapilan aragtirmalarda mevcut mikrobiyal kaynaklarin 9%99'u kadari
gdzden kagabilir. Ote yandan, dogal ortamindan ¢ikarilan DNA'nin genomik analizini
iceren kiiltiirden bagimsiz metagenomik yaklagim, tiim mikrobiyal genetik bilgiyi
korumak i¢in geleneksel kiiltiirleme temelli yaklagimlara kiyasla mikrobiyal genetik
rezervuarlara erismek icin daha kapsayici bir stratejidir (Handelsman vd., 1998).
Biyoprospektif metagenomlar, enzimler gibi potansiyel yeni biyoiiriinleri kesfetmek
icin ¢ekici ve uygulama olarak karmasik olmayan bir yoludur. Tarama stratejisine
bagli olarak, metagenomik, temelde bir habitattan mevcut olan tim
mikroorganizmalarin metagenomik kiitiiphanelerini baslangigta inga edilmesi yontemi
ile dizileme ve fonksiyonel metagenomik olarak ikiye ayrilir (Benbelgacem vd., 2018.

Metagenomik DNA kiitiiphanesi istenen enzimatik aktiviteyi gosteren genlerin
taranmasi olasiligini artirmak i¢in, istege bagl kiitliphane hazirlama agamasinda DNA
ekstraksiyonu uygulanabilir; bu yontem 06zel enzimatik aktiviteye sahip
mikroorganizmalarin taranmasini olumlu yonde arttirmak i¢in kullanilan segici bir
cesit zenginlestirme yoOntemidir. Metagenomik yontemlerin anlagilmasinda ve
uygulanmasinda,

1. Zenginlestirme stratejileriyle biyoprospeksiyon yapan enzimleri gelistirme,

2. Metagenomik DNA'yr bir habitattan elde etme ve zenginlestirme
uygulamalari,

3. Enzim taramasi i¢in metagenomik kiitiiphane olusturma adimlarinin
anlasilmas1 ve uygulanmasi gereklidir.

2.7.1 Bilimsel Calismalarda Metagenomik Yaklasim

Cevresel genomik, eko genomik, topluluk genomigi veya metagenomik,
karmagik ekosistemlerde bulunan mikrobiyal topluluklarin ekimden bagimsiz
degerlendirilmesi ve kullanilmasinin yolunu agarak mikrobiyolojide kiiltiirden
bagimsiz yeni bir strateji olmustur (Carola ve Rolf, 2011). Metagenomigin basit bir

tanimin1 vermek gerekirse, geleneksel, kiiltiire alma yontemlerinden bagimsiz dogal
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ortamlarindan izole edilen mikroorganizma DNA'simin genomik analizidir. Tarama
tiirtine bagh olarak, iki metagenomik yaklagim ayirt edilebilir:

1. Fonksiyona dayali metagenomik (fonksiyonel metagenomik olarak da bilinir),
bakteriyel metagenomik DNA i¢indeki genlerin ifadesinden kaynaklanan fonksiyonel
aktiviteler i¢in kiitiiphane taramasini igerir. Bu yaklagimin en 6nemli avantajlarindan
biri, bu stratejinin, diziye dayali bilgi gerektirmeden, bilinen ya da aslinda yeni
islevleri kodlayan tamamen yeni gen simiflarini belirleme potansiyeline sahip
olmasidir (Kennedy vd., 2011).

2. Hedeflenen genler i¢in polimer zincir reaksiyonu (PZR) primerlerinin veya
hibridizasyonun tasarlanmas1 ve kullanilmasini iceren yontemdir. Enzimler i¢in
genellikle iyi karakterize edilmis protein ailelerinin korunmus bdlgelerine dayanan bir
biyoinformatik analiz ile bu yontem verimli bir sekilde kullanilabilmektedir.

Bu tezin konusu olan c¢alisma i¢in ise burada agiklanan fonksiyonel
metagenomik yontem ve ayni zamanda fonksiyonel se¢ilimi takip eden PZR, dizileme
caligmalar1 ve biyoinformatik analizler ¢alismanin devamini olusturmustur.

Fonksiyonel metagenomik yaklasimda kullanilan vektor, hiicre konakgisinda
yiiksek doniisiim verimliligine ve kendi kendini idame etme kapasitesine sahip olmali
ve ihtiya¢ duyulan geni veya gen kiimesini barindirmak i¢in biiyilkk DNA dizileri
yerlestirilebilmelidir. Vektor, konak ekspresyon mekanizmasiyla uyumlu bir promotor
ve uygun sekilde yerlestirilmis bir ribozom baglama boélgesi (rbs) gerektirir. Uygun
transkripsiyon faktorleri, indiikleyiciler, onciiler, saperonlar, kofaktdrler, translasyon
sonrasi etki eden faktorler ve sekresyon mekanizmalarinin konakgi hiicre tarafindan
saglanmasi gerekir.

Metagenomik kiitiiphane olustururken dikkat edilmesi gereken belirli
parametreler vardir. Bunlar ; eklenecek genin boyutu, klon yapilacak vektor ve

ozellikleri, klon sayis1 ve birtakim zenginlestirme stratejileridir.

2.8 Kiitinaz Enzimi Onemi ve Metagenomik Yontemler ile Tez Calismasina

Konu Olmasi

Gelisen teknoloji ve mevcut tiiketim aligkanliklarimiz neticesinde diinya ¢capinda
plastik {retimi ve tiiketimi giderek artmaktadir. Gerek iiretimleri gerekse de
kullanimlar1 sonrasinda ¢ok sayida plastik dogrudan ya da dolayli olarak cevreye
dagilmaktadir. Bunun sonucunda hem kara yiizeylerinde bircok plastik olusumlari

hem de denizlerde %80 ila 85'inin makro ve mikro-plastiklerin kapladigi
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bilinmektedir. Bu durumun ¢evre ve saglik agisindan 6nemli bir tehdit oldugu yapilan
caligmalarca giincel olarak rapor edilmistir (Wright et al., 2020). Plastik kirliliginin
azaltilmasi i¢in yapilan ilk ¢caligmalar giinliik yasamda kullanilan sentetik plastikleri,
dogal polimer bazli ya da biyolojik olarak daha kolay parcalanabilen biyo-plastiklerle
degistirmek olmustur. Bu yeni tip plastiklerin sentetik plastiklerin sahip olduklari
direng, esneklik, kolay islenebilirlik ve diisiik maliyet gibi 6zellikleriyle rekabet
edemeyisleri sentetik plastik kullantmini arzu edildigi dogrultuda azaltamamustir.
Olaym bu yoniinden bakildiginda aslinda giiniimiize kadar enzimlerin ilk fark edilip
tanimlandig1 yillardan bu yana lipaz, esteraz, kiitinaz enzimlerinin mantar, bakteri ve
bitkisel organizmalardan c¢esitli fonksiyon ve oOzellikte farkli birgok ezim
tanimlanmistir. Cesitliligi fazla olan bu enzimlerden kiitinaz ester bagi olusumu ve
yikimi reaksiyonlarin1 ¢esitli substratlar1 {izerinden saglayabilmektedir. Bazi
durumlarda ise Kiitinazlar lipazlara gore daha kullamsh olabilmektedir. Ornegin,
dayanikli polietilen terafitalat (PET) polimer yapisinin biyo-yikimi, ester icerikli
kimyasal yapilarin yapisal segilimli sentezini (stereoselective) gerceklestirebilir.
Glinlimiize kadar yapilan tiim bu ve bunu gibi calismalar kiitinazlarin sentetik biyoloji,
endiistriyel biyoteknoloji, biyoyenilenme gibi alanlarda uygulanabilirligi yiiksek,
giiclii bir ara¢ oldugu gosterilmistir. Bundan dolay1, arastirmacilar bir siiredir sentetik
plastikler {iizerinde parcalayict etki sergileyen mikroorganizmalarin (6zellikle
bakterilerin) izolasyonuna ve plastiklerin yikiminda rol alan enzimlerin {iretimine
yogunlagmislardir (Montazer et al., 2019). Bu yontem her ne kadar giincelligini
korumakta olsa da dogada bulunan birgok mikroorganizmanin laboratuvar ortaminda
kiiltiire edilememeleri neticesinde bir¢ok bakteriden ve genomlarindaki bilgiden
yararlanilamadig1 bilinmektedir. Belirli bir alanda kiiltiire edilemeyen bakterilerin
genomlarindaki fonksiyonel bilgiye erisebilmemizi saglayan alternatiflerden biri
metagenomik yontemlerdir.

Fonksiyonel bir ama¢ dogrultusunda ¢evresel DNA’larin elde edilecegi bolge ya
da materyalin se¢cimi metagenomik ¢alismalarin en kritik basamaklarindan biridir.
Mevcut mikrobiyal ¢esitlilik géz onlinde bulunduruldugunda, herhangi bir bolgeden
izole edilen DNA’larla kurulacak bir metagenomik kiitiiphanedeki plastik iizerine
etkili kiitinolitik enzimlere ait genlerin oraninin ¢ok diisiik olmasi oldukca
muhtemeldir. Ancak, belirli bir karbon kaynagimi etkin sekilde kullanabilen
bakterilerin ilgili karbon kaynaginin yogun miktarda bulundugu yerlerde diger

bakterilere oranla daha fazla olabilecegi uzun siiredir bilinen bir olgudur. Bununla
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birlikte, plastik ylizeylerinde kiitinaz, PETaz ve lipaz gibi sentetik polimerler iizerinde
de katalitik etki gosteren enzimleri iiretebilen bakterilerin varligina iligkin bir kisim
calisma yakin zamanda rapor edilmistir (Adigiizel, 2020; Ak¢adzoglu et al., 2021;
Puglisi et al., 2019; Roager & Sonnenschein, 2019; Xu et al.,, 2021). Plastik
yiizeylerinin ¢ok sayida bakteriye ve bunlara ait DNA’lara ev sahipligi yaptigi
yoniindeki raporlardan hareketle bu tezinde konusu olan denizel ortamlardan toplanan
plastik ornekler araciligr ile elde edilen bakteriyel genomik materyali yani gevresel
DNA ile metagenomik kiitiiphane olusturularak potansiyel esteraz, lipaz, kiitinaz gibi
enzimlerin taranmasi amac¢lanmistir. Bu amacla kisaca olarak 6zetlemek gerekirse
Tiirkiye’nin farkli denizel kiyr kosullarinda mevcut olan mikroplastik Ornekler
toplanmig, c¢evresel DNA izolasyonu yapilarak bu Orneklerin  40-10kbp
biiyiikligiindeki gen parcalar1 ile metagenomik kiitiiphane olusturulmus ve bu
olusturulan kiitiiphane {lizerinden fonksiyonel metagenomik yontemler kullanilarak
hedef enzim olan kiitinaz enziminin taramasi, secilimi ve biyokimyasal yonden

tanimlamasinin yapilmasina yonelik caligilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada kullanilan cihazlar

Buz Makinasi: Metagenomik kiitiiphanelerin hazirlanmasi, polimeraz zincir

reaksiyonu, enzim aktivitelerinin analizi ve enzim saflastirma islemleri kullanilan
enzimlerin ve biyolojik diger molekiillerin denatiirasyonun engellenmesi i¢in deneyler
buz lizerinde gerceklestirilmisir. Bu agamada kullanilan buz Scotsman marka ve AF

206 modelinde buz makinasi (Ipswich, Birlesik Krallik) kullanilarak elde edilmistir.

Calkalamali inkiibatdr: Bakteri kiiltlirlerinin gelistirilmesi, enzim {iretimi ve

¢ozeltilerin karistirilmast igin Miprolab MCI 120 (Ankara, Tiirkiye) marka ve

modelinde sogutmali ¢alkalamali inkiibator kullanilmigtir.

Etiiv: Kat1 bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesi ve g¢ozeltilerin sabit sicaklikta
inkiibasyonu amaciyla Miprolab MLI 55 (Ankara, Tiirkiye) marka ve modelinde etiiv

kullanilmistir.

Laminar Kabin: DNA izolasyonlarinin gerceklestirilmesi, metagenomik

kiitiiphanerin insa edilmesi, PZR reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasi, rekombinant
DNA caligmalar1 ve bakteri Kkiiltlirlerinin yapiminin steril kosulllar altinda
gerceklestirilmesi i¢cin Miprolab Msafe 1200 (Ankara, Tiirkiye) Sinif II laminar kabin
kullanilmistir, Sekil 3.1.

Msare 1200

Sekil 3.1. Calismada kullanilan laminar kabin.

Buzdolab:1 ve derin dondurucu: Kimyasallarin, metagenomik kiitiiphanelerin,

bakteri hiicrelerinin, DNA’larin, fosmid ve plazmidlerin saklanmasi ve muhafazasi
icin Vestel BZP-XL3402 XE (Manisa, Tiirkiye) buzdolabi ve Angelottini Platilab 500
V 4-STD marka ve modelindeki -80 °C’lik derin dondurucu kullanilmstir.

31



Hassas Terazi: Kimyasallarin tartimi icin Radwag AS 220.R2 (Radom, polonya)

marka ve modelinde hassas terazi kullanilmistir Sekil 3.2a.

pH metre: Hazirlanan ¢ozeltiler, besiyerleri ve tamponlarin pH’larmin
ayarlanmasinda XS Instruments pH 50 VioLab (Meccanica, Italya) Marka ve
modelinde pH metre kullanilmistir Sekil 3.2b.

Is1 blogu: Enzim aktivitelerinin analizi ve sicakligin heterolog olarak ifade edilen
enzimin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi c¢alismalarinda Daihan Scientific

MaxTable™ (Giiney Kore) 1s1 bloklar1 kullanilmigtir Sekil 3.2c.

Manyetik karistirici: Cozeltilerin ve besiyerlerinin hazirlanmasi asamasinda
karistirilmas1 ve homojenizasyonlar1 WiseStir MSH-20D (Istanbul, Tiirkiye) ve IKA
C-MAG HS 7 PACKAGE (Staufen / Almanya) marka ve model karistirict kullanilarak
gerceklestirilmistir Sekil 3.2d.

Vorteks: Ependorf ve falkon tiiplerdeki ¢ozeltilerin karigtirilmasi i¢in VELP
Scientifica Srl Vizard (MB, Italya) vorteks kullanlmistir Sekil 3.2e.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan hassas terazi (a), pH metre (b), 1s1 blogu (c), manyatik karistirict (d) ve
vorteks (e)

Jel goriintiileme cihazi: Agaroz jel elektroforezi ve SDS-PAGE analizleri

sonrasinda jellerin goriintiilenmesi i¢in Bio-Rad ChemiDoc MP (Hercules, CA, ABD)

jel goriintiileme sistemleri kullanilmistir.

Otoklav: Cozeltilerin ve kimyasallarin sterilizasyonu amaciyla Niive Marka
otoklav kullanilmistir. Tiim otoklavlama islemleri 1 atm basingta 121 °C’de 15 dakika

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Ultrasonik banyo (sonikator): Tributirin iceren besiyerlerinin yazirlanmasinda

Kudos LHC paslanmaz ¢elik sonikator kullanilmistir.

Santrifiij: DNA izolasyonu, plazmid izolasyonu, fosmid izolasyonu, DNA’larin

jelden geri alimast ve ham enzim geri kazanimi caligmalarinda Niive NF 800R
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(Ankara, Tiirkiye) ve  WEIGHTLAB WN-CM15 (Istanbul, Tiirkiye) marka ve
modellerindeki sogutmali santrifiijler ve Kuboto 3300 (Tiirkiye) sogutmasiz

santrifiijler kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Calismada kullanilan santrifiijler.

Yatay Eletroforezz DNA’larin agaroj jellerde elektriksel akim altinda

ayristirtlmasi i¢in Cleaver Scientific Wide Midi (Rugby, Birlesmis Devletler) ve Bio-
Rad Sub-Cell Model 192 (Hercules, CA, USA) ve yatay elektroforez sistemleri
kullanilmistir (Sekil 3.4a).

Dikey elektroforez: Proteinlerin poliakrilamid jelde elektriksel akim altinda

denatiire edici kosulalrda ayristirilmasi i¢in Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell ve
Atto AE-6050 (Tokyo, Japonya) dikey elektroforez sistemleri kullanilmistir (Sekil
3.4b).

Gii¢ kaynagi: Elektroforez deneylerinin gerceklestirilmesi sirasinda elektrik
akimi saglanmasi amaciyla Bio-Rad marka ve PowerPac™ HC High-Current Power

Supply modelinde gii¢ kaynagi kullanilmistir (Sekil 3.4c¢).

Sekil 3.4. Calismada kullanilan yatay elektroforez sistemi (a), dikey elektroforez sistemi (b) ve gii¢
kaynagi (c)

3.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve cozeltiler
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Luria Bertani (LB) Broth: Bakterilerin gelistirilmesi ve enzim iiretiminde

kullanilmas1 amaciyla Tablo 3.1°da sunulan bilesenler ve oranlar kullanilarak distile
suda hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavlandiktan sonra 1 hafta iginde

kullanilmagtir.

Tablo 3.1. LB Broth besiyerinin bilesenleri ve oranlari

Bilesen Miktar
Tripton 10 g/L
Maya 6ziitii 5g/L
NaCl 10 g/L

Luria Bertani (LB) Agar: Bakterilerin kati agar yiizeyinde gelistirilmesi
amactyla Tablo 3.2°da sunulan bilesenler ve oranlar kullanilarak distile suda
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavlandiktan sonra 1 hafta iginde

kullanilmistir.

Tablo 3.2. LB agar besiyerinin bilesenleri ve oranlart

Bilesen Miktar
Tripton 10 g/L
Maya 6ziitii 5g/L
NaCl 10 g/L
Agar 15 g/L

Tributirin Luria-Bertani (TrLB) agar besiyeri: Otoklavlanmig LB besiyeri 50

°C’ye kadar sogutulduktan sonra besiyerindeki konsantrasyonu %1 olacak sekilde
tributirin ilave edilmistir. Besiyeri siddetli sekilde karistirildiktan sonra ultrasonik

banyoda 5 dakika bekletilerek homojenize edilmis ve petrilere dokiilmiistiir.

Polikaprolakton Luria-Bertani (PcLB) agar besiyeri: LB besiyeri 50 °C’ye kadar

sogutulduktan sonra besiyerindeki konsantrasyonu %0.1 oraninda asetonda
¢coziindiriilmiis (50 °C, 2-3 saat) PCL kullanilmistir. PCL’nin besiyerindeki

homojenizasyonu ise nazik¢e karistirma ile gergeklestirilmistir.

SOC besiyeri: Once; %2 tripton, %0.5 maya dziitii, %0.05 g NaCl, 2.5 mM KCl,
10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4 iceren 100 mL SOB besiyeri hazirlanarak
otoklavlanmistir. Besiyeri sogutulduktan sonra, igerisine filtre ile sterilize edilmis 1

M’lik glukoz ¢ozeltisinden 2 mL ilave edilmistir.
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Tris-HCI tamponu (100 mM, pH 8): 12.14 g Trizma-base 800 mL distile suda
¢oziindiriildiikten sonra pH’8 oluncaya kadar 1M’lik HCI ¢6zeltisi ilave edilmistir.

Daha sonra ¢6zeltinin {izerine son hacmi 1L oluncaya dek distile su eklenmistir.

Liziz ¢ozeltisi: Mikroplastik yiizeylerinden DNA izolasyonunda kullanilmstir.
Cozelti 100 mM’lik Tris HCl tamponu igerisinde hazirlanmigtir Hazirlanan liziz

¢ozeltisinin bilesenleri ve yogunluklar1 Tablo 3.3’te gosterilmektedir.

Tablo 3.3. Liziz ¢ozeltisi bilesenleri ve yogunluklari

Bilesen Miktar
Na:EDTA 25 mM
SDS % 1
NaCl 100 mM
Agar 15 g/L

Liziz tamponu: Intraseliler ham enzim c¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin
kullanilmistir. Tablo 3.4°te gosterilen bilesenleri yine ayni tabloda gdsterilen
yogunluklarda icerecek sekilde hazirlanmistir. Tampon pH’s1 1M HCI kullanilarak

ayarlanmigtir.

Tablo 3.4. Liziz tamponunun hazirlanmasi sirasinda kullanilan bilesenler

Bilesen Yogunluk
Tris 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 %0.1
CHAPS 5mM
Proteaz inhibitdr tableti 1/ 50 mL

Proteinaz K ¢ozeltisi: Mikroplastik ylizeylerinden DNA izolasyonunda

kullanilmak amaciyla son konsantrasyonu 100 U/uL olacak sekilde 100 mM’lik Tris

HCI tamponu icerisinde hazirlanmigtir.

Fenol-kloroform-izoamil alkol ¢ozeltisi (25:24:1): Cozelti 25 mL fenol, 24 mL

kloroform ve 1 mL izoamil alkol ¢ozeltisinin karistirilmasi ile hazirlanmistir.

Tris-EDTA (TE) tamponu: Mikroplastik ylizeylerinden izolasyonu sirasinda

yogunlastirtlan DNA’1n ¢6ziindiiriilmesi i¢in kullanilmigtir. TE tamponu; 1 mL Tris-
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HCI tamponunu (1 M, pH 8.0), 0.2 mL 0.5M EDTA (pH 8.0) ¢ozeltisi ve 98.8 distile

suyun karigtirilmasi ile hazirlanmistir.

Etiidyum bromiir (EtBr) stok ¢dzeltisi: Son konsantrasyonu 12,5 mg/mL olacak

sekilde distile su kullanilarak hazirlanmistir.

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu: Agaroz jel elektroforezi

uygulamalarinda kullanilmistir. Tablo 3.5’te miktarlar1 belirtilen bilesenler ilk olarak
200 mL’lik distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra lizerine 14,25 mL glasiyal asetik asit
eklenmistir. Cozelti pH’sinin 8-8.5 arasinda olup olmadigi kontrol edildikten sonra son
hacim 250 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Cozelti ¢alisma sirasinda

uygun oranda seyreltilerek kullanilmistir.

Tablo 3.5. TA tamponunun hazirlanmasi sirasinda kullanilan bilesenler

Bilesen Miktar
Tris 60.5 gr
EDTA 3.65 gr

Primer ¢dzeltilerinin hazirlanmasi: Primerler BM Labosis’ten temin edilmistir.

[lk olarak, tedarik¢i firmanin &nerdigi gibi niikleazs1z steril su kullanarak primerlerin
100 uM’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra stok ¢ozeltinin 10 pL’si lizerine

90 pL niikleazsiz steril su eklenmesiyle 10 uM’luk primer ¢ozeltisi elde edilmistir.

Sahit DNA (DNA ladder) c¢ozeltisinin hazirlanmasi: Bunun igin; 40 pL

niikleazsiz su, 10 pL ticari firmadan temin edilen sahit DNA ¢o6zeltisi (Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder) ve 10 pL6X yiikleme boyas1 (Thermo
Scientific) karistirilmistir. Sahit DNA’lar +4 °C”de saklanmustir.

Kloramfenikol stok ¢ozeltisi: Kloramfenikol, %95°’lik etanol igerisinde

yogunlugu 12 mg/mL olacak sekilde ¢oziindiiriilmiis ve 0.45 pm’lik filtre ile steril

edilmisgtir.

Stet ¢ozeltisi: Fosmid izolasyonunda kullanilmigtir. Distile su ile 50 mM Tris,
%8 sukroz, %5 Triton X-100 ve 50 mM EDTA icerecek sekilde hazirlanmstir.
(Cozeltinin pH’s1 HCl ile 8.0’a ayarlanmustir.

Notralizasyon ¢ozeltisi: Fosmid izolasyonunda kullanilmistir. 29,5 g potasyum

asetat iizerine 88,5 mL su ve 11,5 glasiyal asetik asit eklenerek hazirlanmigtir.
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Bradford ¢ozeltisi: Protein konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan

cozelti 100 mg Coomassive Blue G250, 50 mL %95’lik etanol, 100 mL %85’lik

fosforik asit ve 850 mL distile su ile hazirlanmistir. Cozelti Whatman No 1 filtre

kagidindan siiziildiikten sonra kullanilmistir.

Notralizasyon tamponu: pUCI19 vektoriiniin izolasyonunda kullanilmistir.

Tampon 50 mM glukoz, 25 mM Trisma-base,10 mM EDTA icerecek sekilde

hazirlanmistir. Tampon pH’s1t HCl ile pH 8.0’a ayarlanmstir.

Resiispansiyon tamponu: pUC19 vektoriiniin izolasyonunda kullanilmastir.

Tampon 3 M potasyum asetat ve 2 M glasiyal asetik asit igerecek sekilde distile su ile

hazirlanmstir.

IPTG stok ¢ozeltisi: Son konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde distile su ile

hazirlanmu ve filtre ile sterilize edilmistir.

Akrilamid-bis  akrilamid  (30/0.8%) cozeltisi: SDS-PAGE analizlerinde

kullanilmak i¢in hazirlanmistir. Bunun i¢in; 30 g akrilamid ve 0.8 g bis akrilamid son
hacim 100 mL olacak sekilde suda ¢oziindiiriilmiistiir. Tamamen ¢dziindiikten sonra

Whatman No 1 filtre kagidindan siiziilmiistiir.

Avirma jeli tamponu (4x): SDS-PAGE analizlerinde kullanilmak tuzere

hazirlanmistir.18,16 g Trizma-base iizerine 80 mL distile su ilave edilmis ve ¢ozeltinin
pH’s1 HCl ile 8.8’e ayarlanmistir. Cozelti, toplam hacim 100 mL olacak sekilde su ile

tamamlanmastir.

Yiikleme jeli tamponu (4x): SDS-PAGE analizlerinde yiikleme jelinin

hazirlanmasi i¢in kullanilmistir. Tamponun hazirlanmasi i¢in 6,08 g Trizma-base
tizerine 80 mL distile su ve 4,8 mL %37’lik HCl ilave edilmistir. Daha sonra, toplam

hacim 100 mL olacak sekilde su ile tamamlanmaistir.

Ornek yiikleme tamponu (2x): SDS-PAGE analizlerinde proteinlerin jele
yiiklenmesi i¢in kullanilmistir. 3.75 mL 0.5 M’lik Tris-HCI (pH 6.8), 15 mL %50’lik
gliserol, 0.3 mL,% 1’lik bromofenol mavisi, 6 ml %10’luk SDS karistirildiktan sonra

toplam hacim 30 mL olacak sekilde su ile tamamlanmistir. Kullanilmadan hemen 6nce

her 950 pL’sine 50 pL B-merkaptoetanol eklenmistir.

Tank tamponu (5x): 0,025 M Trizma (pH 8.3), 0,192 M glisin ve %1 SDS

icerecek sekilde su ile hazirlanmistir.
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Amonyum persiilfat (APS): 0.1 g APS 1 mL suda ¢oziindiiriilmiistiir. Calisma

sirasinda taze olarak kullanilmistir. Akrilamidin polimerlesmesinin saglamaktadir.

Boyama ¢ozeltisi: Hazirlanmasi i¢in 1 g Coomassie Blue (Brillant Blue R), 500

mL metanol, 100 mL glasiyel asetik asit ve 400 mL distile su i¢cinde ¢oziindiiriilmiistiir.

Poliakrilamid jellerdeki proteinlerin boyanmasi i¢in kullanilmistir.

Yikama ¢ozeltisi: 50 mL etanol, 850 mL distile su ve 100 mL glasiyel asetik asit

karigtirllarak  hazirlanmigtir.  Poliakrilamid jellerdeki proteinlere baglanmayan

boyalarin jelden uzaklastirilmasi i¢in kullanilmigtir.
3.3. Mikroplastik Plastik Orneklerin Toplanmasi

Plastik parcalarmin toplanmast 18.01.2021-01.02.2021 tarihleri arasinda
gerceklestirilmistir. Plastik parcalari Sekil 3.5°teki Tiirkiye haritasinda konumlari
isaretlenen 12 kumsalin her birinden birbirine esit uzakliktaki 10 noktasindan
toplanarak 50 ml’lik falkon tiiplerde buz akiileri ile desteklenmis soguk zincir ile
laboratuvara getirilmistir. Plastik parcalar DNA izolasyonuna kadar +4 °C’ye
ayarlanmig buz dolabinda saklanmistir. DNA izolasyonu 6ncesinde tiiplerdeki biiyiik
plastik parcalar1 steril sartlar altinda ayristirllmis ve her bir kumsaldan 40 adet
mikroplastik pargasi segilerek steril falkon tiipler igerisine aktarilmistir. Arazi
caligsmast sirasinda g¢ekilen fotograflar ve toplanan plastik pargalart Sekil 3.6’da

gosterilmektedir.

38 ¥ 40 k)

Sekil 3. 5. Plastik pargalarinin toplandig1 kumsallarin Tiirkiye haritasi tizerindeki konumlari. Hatay-
Samandagi-Cevlik Kumsali (1), Mersin-Erdemli-Kiz Kalesi Kumsali (2), Antalya-Konyaaltt Kumsali
(3), Mugla-Bodrum-Giimbet Kumsali (4), Aydin-Kusadasi-Kadinlar Kumsali (5), Balikesir-Edremit-
Altinkum Kumsali (6), Gebze-Darica-Bayramoglu Ada Kumsali (7), istanbul-Sile-Halk Kumsali (8),

Sinop-Akliman-Akliman Kumsali (9), Samsun-Atakum-Halk kumsal1 (10), Ordu-Fatsa-Bolaman
Kalesi Kumsali (11) ve Trabzon-Kastistii Kumsali (12).
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Sekil 3. 6. Ornek toplama sirasinda cekilen fotograflar (a) ve plastik parcalardan (b) drnekler.

2.3. Plastik Orneklerinden Cevresel DNA Izolasyonu

DNA’larin mikroplastikler {izerinden izolasyonu Debeljak ve ark.’nin (2017)

tarifledigi gibi standart fenol-kloroform metodu ile gergeklestirilmistir. DNA

izolasyonu sirasinda;

1.

il.

iil.

1v.

V1.

Vii.

Mikroplastik parcalarinin bulundugu 50 mL’lik falkon tiiplere 5 mL liziz
(bk. Boliim 3.2) ve 50 puL proteinaz K (bk. Boliim 3.2) ¢ozeltileri ilave
edildikten sonra tiipler 50 °C’de 30 dakika bekletilmistir.

Tiipler oda sicaklifinda sogutulduktan sonra igerisine 100 pL lizozim
cozeltisi (bk. Boliim 3.2) ilave edilerek 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
Her tlipe 2’ser g zirkonyum bilye eklendikten sonra tiipler 10 dakika
stiresince vortekslenmistir.

Tiiplere 5 mL fenol dokiilerek hafifce karistirildiktan sonra 4 °C’de
santrifiijlenmistir (4500 x g, 10 dk).

Ust faz yeni steril bir tiipe aktarimistir.

Ust faza 5 mL fenol-kloroform-izoamil alkol ¢dzeltisi eklenerek karisim
oda sicakliginda santrifiijlenmistir (4500 x g, 10 dakika).

Ust faz tekrar yeni bir steril tiipe aktarilmistir. Ardindan, hacminin 2 kat:
kadar soguk etanol ve SM NacCl ile nazik¢e karistirilmistir. Karigim 1
gece boyunca -20 °C’de bekletilmistir.
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viii.  Karigim +4 °C’de 20 dakika boyunca maksimum hizda santrifiijlenerek
yogunlagan DNA’nin ¢okmesi saglanmistir.

iX. Tiiplerdeki etanol uzaklastirildiktan sonra DNA’lar 700 ul’lik etanol ile
yikanmig ve tekrar bir Onceki basamaktaki gibi santrifiijlenerek
coktliriilmiistiir.

X. Tiiplerdeki etanol uzaklastirilmis ve sonra DNA’lar 40 pL 1X’lik TE

tamponunda ¢ozlindiiriilmiistiir.
Elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir.
3.5.DNA yogunlugu ve kalitesinin belirlenmesi

DNA ¢ozeltilerinin yogunluklar1 mikroplaka okuyucuya biitiinlestirilmis pDrop
plaka yardimiyla (Thermo Scientific, Multiskan GO, Waltham, MA, USA)

belirlenmistir.
3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

izole edilen gevresel DNA’larm, fosmidlerin, plazmidlerin, DNA parcalarmin
rutin goriintiillenmesi amaciyla kullanilmigtir. Bunun i¢in, ilk olarak %]1’lik agaroz
cozeltisi 1X TAE tamponu (bk. B6lim 3.2) kullanilarak hazirlanmis ve mikrodalga
firinda kaynatilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Agaroz ¢ozeltisinin sicakligi 50-60 °C’ye
geldiginde EtBr stok ¢ozeltisinden 4 pL eklenmistir ve c¢ozelti jel tepsisine
dokiilmistiir. Jel, oda sicakliginda dondurulduktan sonra daha 6ncesinde yerlestirilmis
tarak cikartilarak ornek ylikleme kuyucuklart agilmistir. Elektroforez tanki igine yeteri
kadar 1X’lik TAE tamponu ilave edilmistir. DNA 6rnekleri (3 uL) 2 uL 6X DNA
yiikleme ¢ozeltisi (loading dye; Thermo Scientific Technology) ile karistirildiktan
sonra kuyucuklara yiiklenmis ve 100 V elektriksel akim altinda agaroz jelde
ylrltilmistir. Yiritilen DNA’larin biiyiikliigliniin tahmin edilebilmesi i¢in sahit

DNA karisimi (DNA ladder; Thermo Scientific Technology) kullanilmistir.
3.7. 16S rRNA Genlerinin Cogaltilmasi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hedef genlerin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi i¢in 27F
(AGA GTT TGA TCA TCA TGG CTC AQ) ileri ve 1492R (TAC GGC TAC CTT
GTT ACG ACT T) geri primerleri kullanilmigtir. PZR reaksiyon karisiminda
kullanilan bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.6’de gosterilmektedir. Calismada
kullanilan ¢ozeltiler ve Taq polimeraz enzimi Thermo Scientific firmasindan temin

edilmigtir. Kalip DNA olarak plastiklerden elde edilmis DNA karisim1 kullanilmastir.
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Hedef genler termal doniileyicinin (i) 94 °C-300 saniye 6n denatiirasyon, (ii)
94°C-45 saniye denatiirasyon, 51°C-60 saniye primer baglanma, 72 °C-60 saniye
uzama ve 72 °C-600 saniye son uzama olarak ayarlandigi kosullarda 35 dongiide

cogaltilmistir. Cogaltilan DNA’lar agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir.

Tablo 3.6. PZR reaksiyon karigimi bilesenleri ve miktarlari

Bilesen Miktar

Niikleazsiz su 17 unL
10 X Taq DNA polimeraz tamponu 3ulL

25 mM’lik MgCl 2,6 uL

dNTP karigimi 0,8 uL

10 uM’lik 27F primer 1,5 uL

10 uM’lik 1492R primer 1,5 uL

5 U/uL’likTaq DNA polimeraz tamponu 0.6 uL
Kalip DNA 3ul

3.8. Cevresel DNA’larin fragmentasyonu ve geri kazanimi

DNA parcalar1 metagenomik Kkiitliphanelerin olusturulmasinda kullanilmak
lizere fragmente edilmisti. DNA’lar siddetli pipetajlama yapilarak rastgele
parcalanmistir ve pargalanma verimliligi %0,8’lik agaroz jel {iizerinde kontrol

edilmistir.

Fragmente edilmis DNA ornekleri Sub-Cell Model 192 yatay elektroforez
sistemi kullanilarak 30 V’luk elektrik akim altinda EtBr’siz agaroz jelde gece boyunca
yuritiilmislerdir. Jel, her iki ucuna sahit DNA’lar orta kismina ise fragmente edilmis
DNA ornekleri gelecek sekilde diisiik erime sicakligina sahip agaroz kullanilarak
hazirlanmistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra sahit DNA’larin bulundugu hatlar
kesilerek EtBr ¢ozeltisi dolu kiivet iginde bekletilmislerdir. Daha sonra, 30-40 kb’lik
DNA parcalarimin konumlandigi bolgeler jel goriintiileyici yardimu ile isaretlenmistir

ve bu bolge kesilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Fragmentasyon sonrasinda DNA’larin yiiriitiildiigii agaroz jel (a), agaroz jelin kesimi ve
sahit DNA’larin goriintiilenerek jel {izerindeki hedef araligin tespiti (c), tespit edilen araliktaki jellerin
kesilerek geri kazanilmasi (c).

Jel pargalarindaki DNA’lar GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, USA) kiti kullanilarak geri kazanilmigtir. Uygulanan protokol Sekil

3.8’de oOzetlenmektedir.

Santrifiigasyon: 12000 x g, 1 dk

§ha-1-4-1-0

Jelin kesilmesi Jelin iizerine Jelin 60 °C'de Goziinmils jel Kolondan Kolonun bosken Kolona
hacmi kadar inkiibe edilerek  soliisyonunun  santrifiigasyonla santrifiijlenmesi nikleazsiz su
baglama ¢Ozlindlrilmesi  santrifijlenmesi 700 pL yikama eklenmesi ve
tamponunun sollisyonun santrifujleme
eklenmesi gegirilmesi

Sekil 3.8. Jelden ekstraksiyon i¢in kullanilan protokoliin grafiksel 6zeti.
3.9. Metagenomik kiitiiphanelerin olusturulmasi

Metagenomik kiitliphaler pCC2FOS™ vektorii iceren Fosmid kiitiiphane
(CopyControl™ Fosmid Library Production Kit) kiti kullanilarak olusturulmustur.

(Sekil 3.9). Fosmid kiitiiphanelerinin olusturulmast;

1. insort dna’larin u¢-modifikasyonlari

ii. ligasyon

iil. fosmid paketlenmesi

iv. konak hiicrenin hazirlanmasi ve

V. transdiiksiyon olmak iizere 5 basamakta gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.9. CopyControl™ Fosmid Library Production (Lucigen) kiti (a) ve icerigi (b).

Insért DNA’larin ug¢-modifikasyonlari: Insert DNA olarak geri kazanilan 30-40

kb uzunlugundaki DNA pargalarinin karisimi kullanilmistir. Bu amag icin kullanilacak
kimyasallar fosmid kiitiiphanesi olusturma Kkiti icerisinden tedarik edilmistir. Uretici
firmanin tavsiye ettigi gibi hazirlanan DNA soliisyonunun her 50 pL’si {izerine 8 pL
10X’lik u¢-modifikasyon tamponu (end-repair buffer) (10X), 8.5 pL 2.5 mM dNTP
karigimi, 8 pL 10 mM ATP, 4 puL. u¢ modifikasyon enzimi (end-repair enzyme) ilave
edilmistir. Daha sonra karisim su ile 80 pL’ye tamamlanmistir. Karigim 2 saat oda
sartlarinda inkiibe edilmistir. Modifiye DNA’lar DNA saflastirma kiti ile geri
kazanilmistir (Sree vd., 2019; Wu vd., 2019).

Ligasyon: Ligasyon, kit igindeki kimyasallar kullanilarak {iretici firma
talimatina uygun sekilde gergeklestirilmistir. Buna gore, reaksiyon karigimi yaklasik
her 600 ng modifiye edilmis DNA {iizerine 1 pL 10X’lik ligasyon tamponu, 1 pL 10
mM’lik ATP ¢ozeltisi, 1 pL fosmid (0,5 pg/ul), 1 uL. DNA ligaz (2 U/uL) ilave
edilmesi ile hazirlanmistir. Reaksiyon karisimina, hacmi her 600 ng DNA i¢in 10 L
olacak sekilde distile su ilave edilmigtir. Reaksiyon karigimi ligasyon i¢in gece
boyunca 16 °C’de bekletildikten sonra reaksiyon, 70 °C’de 10 dakika inkiibasyonla

durdurulmustur.

Fosmid paketlenmesi: Her 10 pL’lik ligasyon karigimi {izerine 25 pL faj

paketleme ekstrakti (MaxPlax Lambda Packaging Extract, Lucigen, , Middleton, WI,
USA) ilave edilerek karisim 2 saat 30 °C’de bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda,
karigim tizerine tekrar 25 pL faj paketleme ekstrakti eklenerek karisim ayni sicaklikta
2 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda karisimn su ile seyreltilmesiyle faj

siispansiyonlar1 elde edilmistir.
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Konak hiicrenin hazirlanmasi: Metagenomik kiitiiphanelerin hazirlanmasinda

konak olarak E.coli EPI300-T1 hiicreleri (Sekil 2.5) kullanilmistir. Konak

metagenomik kiitiiphane kiti icerisinden tedarik edilmistir. Konak hiicreler,
transdiiksiyonun hemen oncesinde 10 mM MgSO4 igeren LB besiyerinde optik
yogunlugu 0.8-1.0 oluncaya kadar 37 °C’de 150 rpm kuvvetinde calkalanarak

gelistirilmistir.

Transdiiksiyon: Taze hazirlanan ve OD °‘si 0.8-1.0 olan kiiltiir, 100’er puL olacak
sekilde tiiplere dagitilmistir ve tiizerine bir Onceki basamakta elde edilen faj
siispansiyonlarindan farkli hacimlerde (10-50 pL) ilave edilmistir. Tipler 45 dk 37
°C’de inkiibe edilmis ve daha sonra 12,5 pg/mL kloramfenikol iceren LB agar

besiyerleri yiizeylerine yayilmistir.

3.10. Metagenomik kiitiiphanelerdeki klonlarin kat1 besiyerinde enzim

iiretme kapasitelerinin taranmasi

Her bir metagenomik kiitliphaneye ait kolonilerin tributirin (TRB) ve
polikaprolakton (PCL) pargalayabilme yetenekleri TrLB ve PcLB agar besiyerleri
kullanilarak taranmigtir. Besiyerleri petrilere dokiilmeden 6nce son konsantrasyonlari
12,5 pg/mL ve 2 pL/mL olacak sekilde sirastyla kloramfenikol ve oto-indiiksiyon
cozeltisi (500X) ilave edilmistir. Tarama deneyleri sirasinda klonlarin LB
besiyerindeki gelisiminin gdzlemlenmesi i¢in ise ayn1 oranda kloramfenikol igeren LB

besiyeri (KLB) kontrol olarak kullanilmistir.

Tarama deneylerinin gercgeklestirilmesi i¢in metagenomik kiitliphanelerdeki
kolonilerin kiirdan yardimiyla KLB, TrLB ve PcLB agar besiyerlerine nokta ekimi

yapilmustir. Daha sonra, petriler 37 °C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
3.11. Fosmid izolasyonu

Kloramfenikollii LB broth s1v1 besiyerinde hazirlanan taze klon kiiltiiriinden 1.5
mL kiiltiir sivist 14 000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelet nazik¢e 250 pL stet yikanarak tekrar ayni sekilde
santrifiijlenmistir. Pelet 100 puL 50 mM EDTA ve %0,9 (w/v) oraninda glukoz igeren
soguk 50 mM’lik Tris-HCl tamponunda (pH 8.0) siispanse edilmistir. Siispanse
hiicreler tizerine 200 pL taze liziz ¢ozeltisi (8 g/L NaOH ve 10 g/L. SDS) eklenmis ve
tiip nazikce karistirilmistir. Uzerine soguk nétralizasyon tamponu ilave edilmis ve 5

dakika buzda bekletilmistir. Karigim 14000 rpm’de 2 dk santrifiijlendikten sonra iist
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faz temiz bir tiipe aktarilarak tizerine -20 °C’de sogutulmus etanolden 2 hacim ilave
edilerek 15 dakika sogukta bekletilmistir. Karigim santrifiijlendikten (14000 rpm,15
dakika) sonra geri kazanilan pelet %70’lik etanolle yikanmistir. Etanoliin
uzaklastirilmasindan sonra pelet suda ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen fosmid DNA

cozeltileri %1°lik agaroz jel de yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

3.12. Kati besiyerinde enzim iiretme kapasitesi olan klonlarmn sivi

besiyerinde enzim iiretimlerinin taranmasi

Kat1 besiyerinde enzim iiretme kapasitesi olan koloniler sivi besiyerinde
gelistirildikten sonra hiicre i¢i ve hiicre disindaki toplam protein miktarlari, p-
nitrofenil biitirat (pNPB), p-nitrofenil asetat (p)NPA), p-nitrofenil heksonat (pNPH), p-
nitrofenil kaprilat (pNPK), p-nitrofenil laurat (pNPL), p-nitrofenil miristat (pNPM) ve
p-nitrofenil palmitat (pNPP) karsisindaki aktiviteleri belirlenmistir (Wang vd., 2019).

Ast kiiltiiriniin hazirlanmas1 i¢in ilk olarak klonlar 12,5 pg/mL oraninda
kloramfenikol igeren LB agar besiyerinde bir gece boyunca 37 °C’de gelistirilmistir.
Bu kiiltlirlerden bir 6ze dolusu koloni sivi besiyerine aktarilmis ve 600 nm’deki
absorbansi 0.5 oluncaya dek kiiltiire edilmislerdir. Elde edilen kiiltiirler as1 olarak

kullanilmistir ve enzim tiretim besiyerlerine % 2 (v/v) oraninda ilave edilmistir.

Enzim {iiretimi i¢in klonlar 12,5 pg/mL oraninda kloramfenikol ve 100 pL oto-
indiiksiyon soliisyonu (500X) igeren 50 mL’lik LB besiyerlerinde 37 °C ve 250 rpm
calkalamali kosullarda gelistirilmistir.

3.13.  Ekstraseliller ve Intraseliler Ham Enzim Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Ekstraseliiler ham enzim ¢ozeltisi i¢in klon kiiltiirleri 10.000 x g’de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra siipernatant ekstraseliiler ham enzim olarak kullanilmistir.

Intraseliiler ham enzim icin kiiltiirler santrifiijlendikten (10.000 x g, 10 dakika)
slipernatant atilmis ve pelet sonikasyonla liziz tamponu igerisinde liziz edilmistir.
Liziz sonrasinda hiicre artiklar1 santrifiigasyonla (10.000 x g, 10 dakika)

coktiiriildiikten sonra siipernatant hiicre i¢i ham enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
3.14.  Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 100 pL lik protein ¢ozeltisi izerine
1 mL Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim vortekslenmis ve 5 dakika oda

sicakliginda bekletildikten sonra 595 nm dalgaboyundaki absorbansi kaydedilmistir.
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Konsantrasyon dana serum albumin (BSA) ile ¢izilen standart grafigi egim formiilii

yardimut ile hesaplanmistir (Sekil 3.10a).
3.15.  Enzim aktivitesinin belirlenmesi

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in reaksiyon karigimi 100 pL ham enzim,
870 uL 50 mM fosfat tamponu (pH 7.2), 10 uL %0,4’liikk Triton X-100 ve 20 uL 20
mM substrat karisimi (isopropanol igerisinde ¢Ozilindiiriilmiis) ile hazirlanarak 37
°C’de 1 dakika inkiibe edilmis. Reaksiyon karigimmin 410 nm dalga boyundaki
absorbans degisimi tespit edilmistir. Enzimatik aktivite sonucunda saliman pNP
miktar1 pNP standart grafigi yardimi ile hesaplanmistir (Sekil 3.10b). Bir {inite (U)
enzim aktivitesi enzim ¢ozeltisinin her 1 mL’si i¢in pH 7.2 ve 37 °C’de her dakika i¢in
substrattan kopardigi pNP’iin pmol cinsinden miktar1 olarak belirlenmistir (Adigiizel,

2020).

03

0.2

Absorbans (595 nm)
Absorbans (410 nm)
°

y=0,3786x+ 1,353
R*=0,9796 -0 y =0,0258x+0,058
R?=0,9963

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 2 4 6 8 10
Protein miktari (mg/mL) b PNP (pmol)

Sekil 3.10. Cizilen BSA (a) ve pNP (b) standart grafikleri

3.16.  Alt klonlarin olusturulmasi ve acik okuma cercevelerinin tespit

edilmesi

Alt klonlarin olusturulmasi ve enzim tiretiminden sorumlu genin belirlenmesi
icin enzim iireticisi klondan izole edilen fosmid DNA 2-6 kb biiyiikliigiinde pargalara
ayrilmis ve pUC19 vektoriine (Sekil 3.11) klonlanarak E. coli DH5a’ da ifade
edilmistir (Cheng vd., 2016; Park vd., 2020). Klonlarin enzim tiretme yetenekleri TRB

ve PCL igeren kat1 besiyerinde taranmuistir.
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B pUC19 Coklu Klonlama Bélgesi
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CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 3’

GCA TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5’
Thr lle Met Thr Met

M13

Sekil 3.11. pUC19 vektoriiniin gen haritast ve goklu klonlama bolgesi

Fosmid izolasyonu ve fosmid DNA’nin parcalanmasi: Hedef klondan fosmid

izolasyonu boliim 3.10’da belirtildigi gibi gerceklestirilmistir. Elde edilen fosmidler
QIA Miniprep kit ile saflastirilmistir.

pUC19 izolasyonu: Vektorii barindiran E. coli DH5a hiicreleri 50 mg/mL

amfisilin iceren LB agar’da 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir. Agar yilizeyinden
alinan bir 6ze dolusu koloni 50 mg/mL amfisilin igeren 50 mL’lik LB siv1 besiyerine
aktarilmis ve 37 °C’de 175 rpm’de bir gece gelistirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,
kiiltiir 1.5 mL’lik ependorf tiiplere boliistiiriilerek santrifiijlenmistir (10.000 rpm, 5
dakika). Pelet 250 pL notralizasyon tamponu ile siispanse edilmistir. Hiicre
slispansiyonu tizerine 250 pL liziz tamponu (9.1 mL ultrasaf su, 0.2 N NaOH ve %20
SDS) eklenerek +4 °C’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra tliplere 300 pL
resiispansiyon tamponu eklenerek tiipler +4 °C’de 15 dakika bekletilmistir. Tiipler
santrifiijlendikten (11000 x rpm, +4 °C, 15 dakika) sonra siipernatant temiz eppendorf
tiiplerine aktarilarak {izerine hacminin 1/1 oraninda izopropanol eklenmis ve 20 dakika
bekletilmistir. Karigimin santrifiijlenmesiyle (11000 x rpm, +4 °C, 15 dakika) elde
edilen pelet oda kosullarinda 1 saat inkiibe edilmistir. Kuru pelet tizerine 100 pL
niikleazsiz su 10 uL. RNaz ilave edilerek karisim 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Daha sonra plasmid QIA Miniprep kit ile saflagtirilmistir.

Fosmid’in fragmentasyonu: Fragmentasyon Smal restriksiyon kesimi ile

gerceklestirilmistir. Bunun ic¢in; 4 nL. DNA c¢ozeltisi, 13 pL su, 2 pL 10X Tango
tamponu ve 1 pL restriksiyon enzimi (10U/uL) karigtirilarak 2 saat 37 °C’de inkiibe
edilmigtir. Agaroz jelde goriintiilendikten sonra 2-6 kb uzunlugundaki DNA parcalari
GeneJET Gel Extraction kiti kullanilarak geri kazanilmigtir.

pUC19’un  restriksivon kesimi  ve jelden geri kazanimi: Fosmid

fragmentasyonunda anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir.
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Ligasyon: DNA parcalarmin pUC19’a ligasyonu i¢in; 2 pL. 10X ligaz tamponu,
100 mM DTT, 10 mM, 50 ng/puL hazirlanan vektor, 1 pL T4 DNA ligaz, 0,2 pmol
hazirlanan fosmid DNA parcalar1 ve toplam hacim 20 pL olacak sekilde niikleazsiz su
iceren reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 25 °C’de 1 gece inkiibe

edilmistir.

Kompetan hiicrelerin hazirlanmasi: E. coli DH5a LB besiyerinde 37 °C’de 170

rpm hizla ¢alkalanarak 24 saat gelistirilmistir. Taze hazirlanmis kiiltiiriin 1 mL’si 50
mL’lik LB besiyerine aktarilmis ve taze kiiltiir ODsoo’si 0.4 oluncaya kadar 37 °C’de
170 rpm’de inkiibe edilmistir. Daha sonra, kiiltiir santrifiijlenmistir (+4 °C, 8000 x
rpm, 2 dakika). Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicreler 250 pL, CaCly
cozeltisinde (60 mM CaCly, %15 gliserol ve 10 mM PIPES) siispanse edilmistir.
Santrifiijleme ve silispanse etme islemi tekrar edildikten sonra ¢oktiiriilen hiicreler
tizerine bu sefer 30-50 pL CaCly ¢ozeltisi ilave edilerek hiicreler -80 °C’de

saklanmaisgtir.

Transformasyon ve klonlarin enzim iiretimi bakimindan taranmasi: Ligasyon

reaksiyon karigimindan 3.5 pL alinarak 100 pL kompetan hiicre siispansiyonuna
eklenmistir. Hiicre ve plazmit karigimi 30 dakika buz iizerinde tutulduktan sonra 45
saniye 42 °C’de 1s1 sokuna ugratilmistir. Karigim, buz iizerinde 2 dakika bekletildikten
sonra {lizerine 0.9 mL LB besiyeri eklenmis ve 37 °C ve 225 rpm’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Kiiltiirden 100 pL’si X-GAL ve amfisilin iceren LB besiyerine yayilarak
mavi beyaz se¢ilim gerceklestirilmistir. Alt klonlarin enzim {iretme potansiyelleri

tributirin ve PCL igeren LB agar besiyerleri kullanilarak nokta ekimle belirlenmistir.

Enzim liretiminden sorumlu genin acik okuma cercevesinin belirlenmesi: Enzim

tiretme yetenegindeki klonlardan plazmid izolasyonu gerceklestirilerek plazmidin
M13 bolgelerinde kalan kisim dizilenmistir. Dizileme hizmet alimi ile BM Labosis’te
yaptirilmistir. Elde edilen DNA dizileri ile ‘ORF finder’ kullanilarak a¢ik okuma

cercevesi belirlenmistir.
3.17. Biyoinformatik calismalar

Enzimin biyoinformatik analizi i¢in DNA dizileri i¢in amino asit dizilerine
dontstiiriilmiistiir. Enzimin en olas1 islevi ve smiflandirmasi, PFAM veri tabani
kullanilarak HMMER algoritmasina gore belirlenmistir (Paysan-Lafosse vd., 2022).

Enzimin amino asit dizileri ile fonksiyonel homologlar1 arasindaki benzerlik, Blastp
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(Altschul vd., 1990) kullanilarak belirlenmistir. Proteinin fizikokimyasal 6zellikleri,
Expasy  ProtoParam aract  (https://web.expasy.org/protparam/)  aracilifiyla
hesaplanmistir. Aminoasit dizileri MUSCLE algoritmasma gore Clustal W
(//www.genome.jp/tools-bin/clustalw) kullanilarak hizalanmis ve ardindan Jalview
2.11.2.0 (Waterhouse vd., 2009) kullanilarak gorsellestirilmistir. Enzim ve
fonksiyonel homologlar1 arasindaki evrimsel iligkiyi gosteren filogenetik aga¢ MEGA
X ile ¢izilmistir (Kumar, 2018). Proteinin ikincil yapisi, "Sequence Annotated by
Structure (SAS)" (Noby vd., 2020), PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/) ve Phyre2
(Kelley vd., 2015) web siteleri iizerinden analiz edilmistir. Proteinin ii¢ boyutlu (3B)
yapist SWISS-MODEL web sitesi kullanilarak insa edilmistir (Waterhouse vd., 2018).

3.18. Enzim Kodlayan Genlerin Heterolog ifadesi

Hedef gen pET20b(+) vektoriine (Sekil 3.12) klonlanarak E. coli BL21(DE3)’te

ifade edilmesi i¢in asagidaki islemler gergeklestirilmistir.

T7 promoter primer #69348-3

T7 promoter
P Xba | rbs

Nde1 __ BsPM! pelB leader Neol gcorv BamH | EcoR| Sacl

Qe tAsp
signal peptidase

Hinc Il Eag|
Sall_Hind Il _ Not| Xho | His-Tag Bpu11021

<
T7 terminator primer #69337-3

17 terminator

Sekil 3.12. a) pET20b(+) genel haritasi. b) Vektoriin T7 promotoru altindaki sinyal dizisi, restriksiyon
kesim bolgeleri ve histidin etiketinin konumlart.

pET20b(+) plazmidinin izolasyonu: Plazmid barindiran E. coli DH5a susu

Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii’de -80 °C’de muhafaza edilen bakteri kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir ve son konsantrasyonu 50 mg/mL olacak sekilde amifisilin iceren LB agar
besiyerinde 37 °C’de gelistirilmistir. Daha sonra, kolonilerden biri amfisilinli LB broth
besiyerine aktarilarak 37 °C’de 175 rpm’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda kiiltiir her bir ependorf tiipte 1,5 mL olacak sekilde
boliistiirtildiikten sonra 14000 rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
atildiktan sonra peletlerden pET20b(+) izolasyonu fosmid izolasyonunda kullanilan

metot kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hedef genlerin gogaltilmasi: Hedef gen igindeki restriksiyon kesim bolgeleri

NebCutter web aract kullanilarak analiz edilmis ve EcoRI kesim bdlgesi icerecek
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sekilde uygun primerler kullanilarak koloni PZR ydntemi ile gogaltilmistir. Kalip
DNA olarak, inserti iceren pUC19’u barindiran klonun kat1 kiiltiirde gelistirilmesi
sonucunda olusan kolonilerin sicaklikla patlatilmast sonucu acgiga ¢ikan Oziiti
kullanilmigtir. PZR reaksiyon karisimi 10 pL 5X’lik Q5 tamponu (NEB), 1 puL 10
mM’lik dNTP’lerin karigimi, 2.5 pL 10 uM’lik ileri primer, 2.5 pL 10 uM’lik geri
primer, 5 pL kalip DNA, 0.5 uL Q5 DNA polimeraz (NEB) ve 28.5 puL niikleazsiz su
ile hazirlanmistir. Termal dongiileyici kosullar1 ise i) 98 °C’de 30 saniye On
denatiirasyon, ii) 98 °C’de 10 sn denatiirasyon, iii) 65 °C’ de 20 saniye baglanma, iv)
72 °C 30 saniye uzama ve v) 72 °C 2 dakika son uzama seklinde 30 dongii olarak
ayarlanmistir. PZR {irlinleri agaroz jel elektroforezinde goriintiilendikten sonra Sekil
3.13’te 6zetlendigi gibi FavorPrep PCR Clean-Up (Favorgen) kiti ile saflagtirilmig ve

restriksiyon kesimi i¢in -20 °C’de saklanmaistir.

—0n
k >

| —)
\\= /
\ 9 \
U v,
PZR Urlintine Karigimin kolona Yikama tamponu Fazla sivinin Kolona nukleazsiz Saflagtirilmis DNA
4 kati kadar tampon  aktarimi ve kolonun ilavesi ve kolonun uzaklastirilmast igin su eklenmesi ve
eklenmesi Santrifujlenmesi santrifujlenmesi kolonun kolonun
{11000 x g 30 sn) (11000 x g 30 sn) santrifiijlemesi santriftjleme
(18000 x g 3 dk) (18000 x g 1 dk)

Sekil 3.13. PZR iirtinlerinin saflagtirilmasi igin kullanilan protokoliin grafiksel 6zeti.

Plazmid ve cogaltilan genlerin restriksiyon kesimi: Restriksiyon kesimi igin
reaksiyon karisimi 20 pL plazmid ya da PZR ile ¢ogaltilarak saflastirilan DNA, 27 uL
niikleazsiz su, 3 uL 10X EcoRI tamponu (0.5 M Tris-HCI, 0.1 M MgCl,, 1 M NacCl,
% 0,2 Triton X-100, 1 mg/mL BSA, pH 7.5) ve 3 uL Xhol (10 U/uL) icerecek sekilde
hazirlanmis ve 37 °C’de 120 dakika siiresince inkiibe edilmistir. Daha sonra, reaksiyon
karigimi1 80 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Kesim sonrasinda DNA’lar agaroz

jelde goriintiilenmis ve GeneJET Gel Extraction Kiti geri kazanilmistir.

Ligasyon: 7 pL hedef gen 7 pL pET20b(+), 1 pL 10X’lik T4 DNA ligaz
tamponu, 1 pL 10 U/uL’lik T4 DNA ligaz ile 1,5 mL’lik ependorf tiipte hazirlanan

reaksiyon karigiminin 25 °C’de bir gece inkiibe edilmesiyle gerceklestirilmigtir.

Kompetan hiicrelerin hazirlanmasi: E. coli BL21(DE3) hiicreleri Inove metodu

ile kimyasal olarak alici hale getirilmistir. LB agarda yiizeyindeki bir E. coli

BL21(DE3) kolonisi LB broth besiyerine aktarilmis ve 8 saat 37 °C’de 200 rpm’de

bekletilmistir. Elde edilen sivi kiiltiir as1 olarak kullanilmistir. 25 mL LB broth
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besiyerine 400 pL as1 aktarilarak bakteriler 18 °C ve 200 rpm ¢alkalamali kosullarda
kiiltiirtin ODeoo’1i 0.5 oluncaya kadar inkiibe edilmistir. Kiiltlir 10 dakika buzda inkiibe
edilmis ve ardindan +4 °C’de 2500 x g kuvvetinde 10 dakika santrifiijlenmistir.
Stipernatant tamamen uzaklastirilmis ve pelet ilizerine buzda sogutulmus 8 mL
transformasyon tamponu (10 mM PIPES, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl,
pH 6.7) eklenerek hiicreler siispanse edilmistir. Siispansiyon santrifiijlendikten (+4 °C,
2500 x g, 10 dakika) sonra pelet 2 mL transformasyon tamponu ve 150 uLL. DMSO
eklenerek tekrar siispanse edilmistir. Stispansiyon 10 dakika buzda bekletildikten
sonra her 1,5 mL’lik ependorf tiipte 100 uL olacak sekilde boliistiiriilmiistiir. Tiipler
transformasyona kadar -80 °C’de saklanmistir. Alict hiicre hazirlig: siiresince yapilan
tiim santrifiijlemelerde santrifiij i¢ sicaklig1 dncesinden +4 °C’ diisiiriilmiis, tim plastik

malzemeler kullanilincaya kadar buz dolabinda muhafaza edilmistir.

Transformasyon: 100 pL’lik alici hiicre siispansiyonularmma 1.7’ser mL -

merkaptoetanol ve her 2 dakikada nazik¢e karistirilarak buzda 10 dakika inkiibe
edilmistir. Uzerine 5 L ligasyon sonrasi reaksiyon karisimi ilave edilmistir. Tiipler
30 dakika buzda bekletildikten sonra 42 °C’de 45 saniye inkiibe edilmistir. Tiipler 2
dakika daha buzda bekletildikten sonra igerisine Oncesinden sicakligi 42 °C’ye
ayarlanmig SOC besiyeri ilave edilerek 1 saat 37 °C’de 220 rpm kuvvetinde
calkalanarak inkiibe edilmistir. Daha sonra, tlip igerisindeki karigim amfisilinli LB

agar besiyerine yayilmistir. Besiyerleri 37 °C’de 16 saat inkiibe edilmistir.

Insertli plazmidi barindiran klonun secilimi: Amfisilinli LB agar besiyerinde

gelisen kolonilerin replikas1 yapildiktan sonra insert varligt koloni PZR yontemi ile
belirlenmistir. PZR boliim 3.6’daki gibi gergeklestirilmistir. Ancak kalip DNA yerine

steril kiirdan ucu ile besiyeri ylizeyinden alinan bir klon kolonisi kullanilmigtir.

Sivi kiiltiirde enzim {iretimi: Insert iceren plazmidi barindiran klon amfisilinli

LB broth besiyerine asilanarak 37 °C’de 200 rpm’lik ¢alkalamali kosullarda inkiibe
edilmistir. Kiiltiiriin 600 nm’deki OD’si 0.6’ya ulastiginda son konsantrasyonu 0.125
mM olacak sekilde IPTG stok ¢ozeltisi (filtre ile sterilize edilmis 100 mM’lik stok

¢oOzeltisi) ilave edilmistir.

Kismi saflastirma: Heterolog olarak ifade edilen enzim amonyum siilfat

cokeltme yontemi ile kismi olarak saflagtirilmistir. Ham enzim c¢ozeltisi olarak,
enzimin heterolog olarak ifade edildigi kiiltiir 10 000 x g’de 10 dakika +4 °C’de
santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant kullanilmistir. Stipernatanta %70’lik
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doygunluk seviyesine gelinceye kadar amonyum siilfat eklenerek gece boyunca inkiibe
edilmigtir. Daha sonra, proteinler 9 000 x g’de 30 dakika santrifiijlenerek
coktiiriilmiistiir. Cokelen proteinler hacminin 2 kati kadar tampon igerisinde

¢oziindiiriilmiis ve ayn1 tampon karsisinda diyaliz edilmistir.
3.19. SDS-PAGE

SDS-PAGE i¢in jel kasetinde once ayirma jeli, sonrasinda ise bunun iizerine
yiikleme jeli hazirlanmistir. Jellerin hazirlanmasi Tablo 3.7°de gosterilmektedir.
Ornekler &rnek yiikleme tamponu ile 1/2 oraninda karistirilmistir. Karisim 97 °C’de 7
dakika inkiibe edildikten sonra sogutularak jeldeki kuyucuklara doldurulmustur.
Proteinlerin jelde yiiriitiilmesi 200 V’luk sabit akim altinda gerceklestirilmistir. Ornek
yiikleme tamponundaki boya jelin tabanina ulastiktan sonra jel boyama ¢dzeltisinde
hafifce calkalanarak (50 rpm) 40 dakika bekletilmistir. Jel, yikama ¢ozeltisi iginde 1
gece boyunca hafifce calkalanarak (50 rpm) bekletildikten sonra goriintiilenmistir.

Tablo 3.7. Ayirma ve yiikleme jellerinin hazirlanisi

Bilesen Yiikleme jelindeki miktar1 Ayirma jelindeki miktar1
Akrilamid-bis akrilamid 666 pL 3330 uL
Yiikleme jeli tamponu 1280 pL -
Ayirma jeli tamponu - 2500 uLL
Distile su 3100 uL 4100 pL
SDS (%10) 50 uL 100 pL
APS 25 uL 15 uL
TEMED 60 uL 15 pL

3.20. Enzimin optimum ¢aliyjma pH’sinin belirlenmesi

Enzimin optimum ¢aligma pH’sinin belirlenmesi i¢in farkli pH’lardaki (pH 4, 5,
6,7, 8,9 ve 10) gorece aktivitesi tespit edilecektir. Reaksiyon ortamlari asetat tamponu
(pH 4-6), fosfat tamponu (pH 6-7), Tris-HCI] tamponu (pH 7-9) ve Glisin-NaOH
tamponu (pH 8-10) ile hazirlanacaktir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’daki

aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir (Zarafeta vd., 2016).

3.21. Enzimin farkh pH’lardaki kararhh@nin belirlenmesi
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Enzim farkli pH’lardaki reaksiyon karisimi icerisinde substrat eklenmeksizin 1
saat oda sicakliginda bekletilmistir. Substrat ilave edilir edilmez enzim analizi

gerceklestirilmistir. Enzimin baglangictaki aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir.
3.22. Enzimin optimum ¢alisma sicakhiginin belirlenmesi

Enzimin optimum ¢aligma pH’sinin belirlenmesi i¢in aktivite dl¢limleri sirasinda
reaksiyon ayr1 ayr farkli sicakliklarda (20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60 °C)
gerceklestirilecektir. Tespit edilen en yiiksek aktivite %100 olarak kabul edilmis ve bu

sicaklik enzimin optimum ¢alisma sicaklig1 olarak sunulmugtur.

3.23.  Enzimin farkh sicakhiklardaki kararhhiginin belirlenmesi

Enzim farkl sicakliklarda (30-60 °C) 300 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
aktivitesi standart yontemle ol¢iilmiistiir. Enzimin inkiibe edilmeden 6nceki aktivitesi

%100 kabul edilerek kalan aktivitesi % gorece aktivite olarak sunulmustur.
3.24. Enzimin NaCL varhgindaki aktivitesinin belirlenmesi

Enzimin NaCl varligindaki aktivitesinin belirlenmesi igin aktivite 6lgiimleri
farkl1 konsantrasyonlarda NaCl iceren reaksiyon karigimlarinda gergeklestirilmistir.

Tespit edilen en yiiksek aktivite %100 olarak kabul edilmisti
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Plastik Orneklerinin Toplanmasi ve Cevresel DNA’larin izolasyonu

Teknolojik gelismeler ve hizli niifus artis1 neticesinde diinya genelinde plastikler
gibi sentetik materyallerin {iretimi ve tiiketimi giderek artmaktadir. Cok sayida sentetik
materyal hem {iiretim asamasinda hem de kullanimlar1 sonrasinda dogrudan ya da
dolayl1 olarak ¢evreye dagilmaktadir. Hatta, plastik atiklarla ilgili yapilan bir ¢alisma
kapsaminda denizlerdeki ¢opiin %80-85'inin makro ve mikro-plastiklerden olustugu
ve bu durumun ¢evre ve saglik agisindan 6nemli bir tehdit oldugu rapor edilmistir
(Wright vd., 2020). Sentetik maddelerin ve zararli kimyasallarin ¢evreye etkilerinin
azaltilmasi i¢in birtakim 6nlemler alinmaktadir. Bunlardan biri hem giinliik yasamda
hem de endiistride sentetiklerin kullaniminin azaltilmasi ve gerektigi taktirde yerlerine
biyolojik temelli muadillerinin tercih edilmesidir. Bu kapsamda gerek sivil toplum
gerekse de kamu tarafindan ¢ok sayida kampanya ve girisim gerceklestirilmektedir.
Ancak; hizli ve c¢arpik kentlesme, plansiz sanayilesme ve kuralsiz tliketim
aliskanliklarinda dolay1 bu kampanya ve girisimler de sentetik maddelerin kullanimini
ve ekosistemlere girisini azaltamamaktadir. Ayrica; dogal polimer bazli biyolojik
maddelerin mekanik ve kimyasal etkenlere karsi direncinin diisiik olmasi, zor
islenebilir yapis1 ve yiiksek maliyeti sentetik maddelerle rekabetini zorlamaktadir.
Bundan dolayi, aragtirmacilar bir siiredir sentetik materyallerin ¢evreye zararini
azaltabilmek icin kullanilacak aritim ve doniistiirme teknolojileri {izerine
yogunlagmislardir. Hatta bu kapsamda fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal birtakim
cozliimler de iiretebilmislerdir. Ancak, ilave toksik yan iriinlerin agiga ¢ikmasi,
yiiksek kurulum ve isletme maliyetlerinin olmasi, isletme sirasinda ¢alisanlar iizerinde
oldukca ciddi risk ve tehditler ortaya ¢ikma potansiyelinin yiiksekligi bu siireglerin
pratikte kullanimlarin1  sinirlamaktadir.  Alternatif olarak ise, sentetik madde
gideriminde mikroorganizmalarin  ya da enzimlerin kullanildig1r siiregler
onerilmektedir (Montazer vd., 2018). Bu siire¢ler her ne kadar giincelligini korumakta
olsa da dogada bulunan bir¢ok mikroorganizmanin laboratuvar ortaminda kiiltiire
edilememeleri neticesinde bircok bakteriden ve genomlarindaki bilgiden
yararlanilamadig1 bilinmektedir. Belirli bir alanda kiiltiire edilemeyen bakterilerin
genomlarindaki fonksiyonel bilgiye erisebilmemizi ve bu bilgiyi biyoteknolojik
stireclerde  kullanabilmemizi  saglayan  alternatiflerden  biri  fonksiyonel

metagenomiktir. Fonksiyonel metagenomik c¢aligsmalarinda ¢evresel DNA’larin elde
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edilecegi bolge ya da materyalin se¢imi kritik basamaklardan biridir. Mevcut
mikrobiyal cesitlilik g6z onlinde bulunduruldugunda, herhangi bir bdlgeden izole
edilen DNA’larla kurulacak bir metagenomik kiitiiphanedeki plastik iizerine etkili
kiitinolitik enzimlere ait genlerin oraninin ¢ok diisiik olmasi olduk¢a muhtemeldir.
Ancak, belirli bir karbon kaynagini etkin sekilde kullanabilen bakterilerin ilgili karbon
kaynaginin yogun miktarda bulundugu yerlerde diger bakterilere oranla daha fazla
olabilecegi uzun siiredir bilinen bir olgudur. Bununla birlikte, plastik yiizeylerinde
esteraz, kiitinaz, PETaz ve lipaz gibi sentetik polimerler iizerinde de katalitik etki
gosteren enzimleri liretebilen bakterilerin varligina iliskin bir kisim ¢aligma yakin
zamanda rapor edilmistir (Puglisi vd., 2019; Roager ve Sonnenschein 2019; Adiguzel
2020, Akg¢adzoglu vd., 2021; Gao ve Sun 2021). Plastik yiizeylerinin ¢ok sayida
bakteriye ve bunlara ait DNA’lara ev sahipligi yaptig1 yoniindeki raporlardan hareketle
tez ¢alismasinin birinci basamaginda metagenomik kiitiiphanelerin olusturulmasinda
kullanilacak cevresel DNA’lar kumsallarin gelgit diizliiklerinden toplanan plastik

pargalarindan izole edilmistir.

Fonksiyonel metagenomik c¢alismalardaki diger Onemli basamak DNA
izolasyonudur. Izole edilen ¢evresel DNA, izolasyonun gerceklestirildigi bolgedeki
tiim hiicreleri temsil edebilmeli, metagenomik kiitiiphanelerin hazirlanmasi igin yeterli
miktarda ve yiliksek kalitede olmalidir. Gergeklestirdigimiz tez ¢aligmasinda
DNA’larin mikroplastikler {izerinden izolasyonu i¢in Debeljak ve ark.’nin (2017)
onerdigi gibi standart fenol-kloroform metodu modifiye edilerek kullanilmstir.
Modifikaskyon, izolasyon sirasinda plastikler tizerinde olasi biyofilm tabakasinin
dagilabilmesi i¢in “zirkonyum bilyelerle vorteksleme” basamagi ilave edilmesi ile
gerceklestirilmistir. 1zolasyon sonucunda elde edilen her bir drnekleme alanina ait
DNA ¢ozeltilerinin yogunluklar: Tablo 4.1°de gosterilmektedir. Calisma neticesinde;
en fazla DNA Kadinlar, en az DNA ise Gilimbet kumsalindan toplanan mikro-
plastiklerden geri kazanilmistir. Izole edilen cevresel DNA’larin konsantrasyonu
bolgelere bagli olarak 370-1448 ng/uL arasinda degisiklik gostermistir. Geri kazanilan
DNA miktarlarindaki farkliliklar rastgele secilen plastik pargalarinin Ogonowski ve
ark.’nin (2018) belirttigi gibi farkli boyutlarda ve sekillerde olmasindan kaynaklidir.
Izole edilen DNA c¢ozeltilerinin kalitesi 260 ve 280 nm dalga boylardaki
absorbanslarinin oranlarina gore degerlendirilmistir (Tablo 4. 1). DNA ¢ozeltilerinin

A260/A2g0 oranlart 1.79-2.05 araliginda gozlemlenmistir. DNA ¢o6zeltilerinin Az60/A2s0
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oranlar1 1,7-2,0 araliginda oldugunda DNA'nin yeterli seviyede saf oldugu, bu oranin
1,8 oldugu kosullarda ise tatmin edici derecede saf kabul edilmektedir (Piskata vd.,
2019). DNA'nin proteinlerle kontaminasyonu genellikle Azeo/a280 oranint 1,7'den daha
az degerlere diisiisiine neden olmaktadir (Cawthorn vd., 2011). ilave olarak, fenol veya
etanol gibi DNA ekstraksiyon prosediiriinden tasian artik safsizliklarin da Azso/azso
oranini azaltti1 ¢okca rapor edilmistir (Wilfinger vd., 2006). Bu bilgiler 1s181nda tez
kapsaminda mikroplastiklerden izole edilen ¢evresel DNA’larin kalitesinin ¢aligma

icin yeterli seviyede oldugu degerlendirmesi yapilmistir.

Tablo 4.1. Mikroplastiklerin ylizeyinden izole edilen DNA’larin yogunluklar1 ve A260/A280 degerleri

DNA’larm izole edildigi plastiklerin toplandig1 6rnekleme alani ~ DNA yogunlugu Az60/A2s0

(ng/pL)
Hatay-Samandagi-Cevlik Kumsali 642 1.89
Mersin-Erdemli-Kiz Kalesi Kumsali 685 2.05
Antalya-Konyaalti Kumsali 706 1.96
Mugla-Bodrum-Giimbet Kumsali 370 1.89
Aydin-Kusadasi-Kadinlar Kumsali 1448 2.01
Balikesir-Edremit-Altinkum Kumsali 692 1.85
Gebze-Darica-Bayramoglu Ada Kumsali 677 1.92
Istanbul-Sile-Halk Kumsali 762 1.85
Sinop-Akliman-Akliman Kumsali 489 1.82
Samsun-Atakum-Halk kumsali 442 1.92
Ordu-Fatsa-Bolaman Kalesi Kumsali 903 1.84
Trabzon-Kasiistii Kumsali 1089 1.79

Literatiirde plastik ylizeylerinden ¢evresel DNA izolasyonu ile ilgili olarak
siirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir. Okyanusdan toplanan mikroplastiklerden DNA
izolasyon yontemlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada sunulan bu tezde kullanilan
yontemle her bir 1.5 mm’lik plastik par¢alarindan yaklasik 1 ng/uL’lik DNA’nin izole
edildigi rapor edilmistir (Debeljak vd., 2017). Fenol-kloroform yontemi uygulanarak
plastik  ylizeylerinden g¢evresel DNA izolasyonunun gergeklestilebilecegi
Oberbeckmann vd. (2016), Dussud vd. (2018a) ve Dussud vd. (2018b) tarafindan
yapilan ¢aligmalarla da gosterilmistir. De Tender vd., (2015) Kuzey Denizinin Belgika
tarafindan toplanan plastik ylizeyinde kolonize olmus bakterilere ait DNA’lari

Powersoil DNA Izolasyon Kiti (MOBIO Laboratories, Carlsbad, CA) ile izole
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etmiglerdir. Sonucta 5 ng/mL’de daha az yogunlukta DNA elde edebilmislerdir.
Puglisi vd. (2019) ve Krause vd. (2020)’nin ger¢eklestirdigi caligmalarda ise 0.5 g’lik
plastik parcalardan Fast DNA SPIN Kiti (Q-BIOgene, Heidelberg, Germany)

kullanilarak 16S amplikon sekanslama i¢in yeterli miktar DNA izole edilebilmistir.

Tez kapsaminda mikroplastiklerden izole edilen DNA’larin %1°lik agaroz jelde

iizerindeki goriintiileri Sekil 4.1°de sunulmaktadir.

L 10, 41 12: 'K

10000 bg

6000 b 10000 bg
4000 bg 6000 bg
3000 bg 4000 bg
2500 b¢ 3000 be
2000 bg 2500 b¢
2000 b
1500 bg i
1500 bg
1000 bg 1000 be
750 bg i
500 bg 500 b

Sekil 4.1. Cevlik (1), Kiz Kalesi (2), Konyaalt1 (3), Giimbet (4), Kadmlar (5), Altinkum (6),
Bayramoglu (7), -Sile (8), Akliman (9), Atakum (10), Bolaman (11) ve Kasiistii (12) kumsallar1
ornekleme alanlarindan izole edilen DNA’larin %1’lik agaroz jeldeki goriintiileri. Sahit DNA’nin
yiiriitiildiigii hat L ile gdsterilmistir.

Izole edilen g¢evresel DNA igerisinde bakterilere ait genetik materyalin
dogrulanmasi i¢in bu DNA’lar kullanilarak hazirlanan PZR reaksiyonlar1 ile 16S
rRNA geninin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. 16s rRNA geni, bakterilerin birbiri
arasindaki filogenetik iliskisini anlamak i¢in kullanilan molekiiler belirteclerden
biridir ve yaklasik 1500 bg¢’lik biiytikliiktedir. Sekil 4.2°de gosterilen agaroz jel
elektroforezi analizi neticesinde izole edilen tiim ¢evresel DNA Orneklerinden 16S
rRNA geninin PZR ile ¢ogaltilabildigi gozlemlenmistir. Boylelikle ¢evresel DNA

orneklerinin bakterilere ait DNA 6rneklerini i¢erdigi kanitlanmaistir.
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L 3 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

Sekil 4.2. Cevlik (1), Kiz Kalesi (2), Konyaalt1 (3), Giimbet (4), Kadinlar (5), Altinkum (6),
Bayramoglu (7), -Sile (8), Akliman (9), Atakum (10), Bolaman (11) ve Kasiistii (12) kumsallar1
ornekleme alanlarina ait izolasyon sonras1t DNA ¢ozeltilerinden gogaltilan 16S rRNA genlerinin

%1°lik agaroz jeldeki gorintiileri. Sahit DNA’nin yiiriitiildiigii hat L ile gdsterilmistir.

4.2. Cevresel DNA’larin fragmentasyonu

Fonksiyonel metagenomik caligsmalarinda ¢evresel DNA’larin fragmentasyonu
icin enzimatik parcalama basta olmak iizere ventilator ile parcalama, kimyasallarla
parcalama gibi metotlar kullanilabilmektedir (Xing vd., 2020). Ancak tez kapsaminda
siddetli pipetajlama metodu tercih edilmistir (Maruthamuthu vd., 2016; dos Santos
Goncalves vd., 2020; Pabbathi vd., 2021; Lee vd., 2021). Siddetli pipetajlama ile
parcalanan DNA’lar %]1°lik agaroz jelde gortntiilenmistir (Sekil 4.3). Agaroz jel
iizerindeki  goriintiilerin  daha Once yapilan benzer ¢alismalardakilerle
karsilagtirildiginda fragmentasyon veriminin yeterli seviyede oldugu goriilmiistiir

(Couto vd., 2010; Devi vd., 2015).

L K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10000 bg
6000 bg

4000 bg

3000 bg
2500 bé
2000 bg

1500 bg

1000 bg
750 be

500 hg

Sekil 4.3. Cevlik (1), Kiz Kalesi (2), Konyaalt1 (3), Giimbet (4), Kadinlar (5), Altinkum (6),
Bayramoglu (7), -Sile (8), Akliman (9), Atakum (10), Bolaman (11) ve Kasiistii (12) kumsallar1
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ornekleme alanlarindan izole edilen DNA’larin fragmentasyonu sonrasinda %1°lik agaroz jeldeki
goriintiileri. Sahit DNA’nin yiiriitiildiigi hat L ile gosterilmistir.

4.3. Metagenomik kiitiiphanelerin olusturulmasi

Metagenomik kiitiiphane olusturmak i¢in kullanilan fosmid E. coli EPI300-T1
konagina kloramfenikol direnci saglamaktadir. Bundan dolayi, transfeksion
sonrasinda 12,5 pg/mL kloramfenikol iceren LB agar besiyerlerinde koloni
olusumunun Sekil 4.4’teki gibi goOriilmesi kiitiiphanenin basarili  sekilde

kurulabildigini gostermektedir.

Sekil 4.4. Transfeksiyon sonrasinda hiicrelerin kloramfenikol igeren LB agar besiyerlerinde gelisimi

4.4. Metagenomik Kkiitiiphanelerdeki klonlarin kati besiyerinde enzim

iiretme kapasitelerinin taranmasi

Olusturulan kiitiiphanelerdeki klonlar kiitinolitik enzim kodlayan geni igeren
DNA pargast bulunduran fosmid varligi her bir klonun Sekil 4.5’te gosterildigi gibi
ayni anda KiLB, TrLB ve PcLB agarlarda gelistirilmesi ve sonrasinda TrLB ve PcLB
agarlardaki TRB ve PCL parcalayici etkilerinin belirlenmesiyle gerceklestirilmistir.

Sekil 4.6’deki ornekteki gibi TrLB ve PcLB besiyerinde gelisien koloniler
etrafinda seffaf zon olusumlar1 kolonilerin sirasiyla tributirin ve polikaprolaktonu

pargalayabildigi yoniinde degerlendirilmistir.

Sekil 4.5. Transfekte klonlarin kloroform ile desteklenmis LB (a), TrLB (b) ve PcLB (c) agar
besiyerlerinde nokta ekimi sonrasinda gelistirilmesi.
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Sekil 4.6. TR (a) ve PCL (b) pargalayabilen klonlara ait kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon
ornekleri

Ornekleme alanlarma ait metagenomik kiitiiphanelerdeki klonlarin tarama
deneyleri sonuglar1 Tablo 2°de gdsterilmektedir. Tiim kiitiiphanelerdeki taramalar
neticesinde kolonlardan 184 tanesinin TRB’yi, 30 tanesinin PCL’yi ve 24 tanesinin ise
hem TRB’yi hem de PCL’yi pargaladigt belirlenmisti. TRB ve PCL’yi
parcalayabilenler (24 adet) kiitinolitik aktivite sergileme yetenegine sahip seklinde
degerlendirilmistir. Bu klonlar igerdikleri DNA parcasinin elde edildikleri 6rnekleme
alan1 ve sirasina gore isimlendirilmistir. Ornegin; klon CEV01, Cevlik Kumsali’ndan
toplanan orneklerden izole edilmis DNA ile hazirlanan metagenomik kiitiiphanenin
taramasi sonucunda hem TRB hem de PCL pargalayabilen birinci klon olarak ifade
edilmistir. Tim taramalar neticesinde TRB, PCL ve ikisini birlikte parcalama
yetenegine sahip klon orani sirastyla yaklagik ~ 1/3261, 1/20000, ve 1/25000 olarak
tespit edilmistir. Elde ettigimiz oranlarin literatiirdeki diger ¢alismalar ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Yan vd. (2021b)’nin gergeklestirdigi bir ¢aligmada topraktan
cevresel DNA Ornekleri izole edilerek olusturulan metagenomik kiitiiphanelerde
karboksilesteraz geni barindiran klonlar taranmistir. Yaklasik 60 000 klonun taranmast
neticesinde 9 klonun kat1 besiyerinde tributirini pargalayabildigini tespit etmislerdir.
Qiu vd. (2020) lotus goleti ¢amuru DNA’larindan kurduklari metagenomik
kiitiiphanedeki 97000 klondan14’iiniin tributirinli agar besiyerinde zon olusturdugunu
tespit etmiglerdir. Park vd. (2020), komposttan izole ettikleri ¢evresel DNA ile
olusturduklart metagenomik kiitiiphanedeki klonlar1 esteraz aktivitesi sergileme
acisindan taramiglar ve neticede 13 000 klondan 11 tanesinin (Tablo 4.2) tributirin
iizerinde hidrolitik etki sergileyebildigini tespit etmislerdir. Sulaiman vd. (2012)’nin
polietilen terefitalat1 (PET) iizerine gerceklestirdigi ¢aligmada ise, kompostdan izole
edilen DNA parcalarin1 igeren 6000 klonun yalnizca 19 tanesinin tributirini
parcalayabildigi tespit edilmistir. Literatiirdeki fonksiyonel —metagenomik
caligmalarinda kiitinolitik aktivite gosteren klonlarin taranmasi i¢in dogrudan PCL’1i
agarlarin kullanildig1 bilgimiz dahilinde herhangi bir ¢alisma bulunmadig: i¢in buna

yonelik bir kiyaslama yapilamamaktadir.
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Tablo 4.2. Farkli 6rnekleme alanlarindaki DNA pargalart kullanilarak insa edilen metagenomik
kiitiiphanelerden taranan klonlar arasindan TRB, PCL ve her ikisini kat1 besiyerinde parcalayabilen
klonlarin sayilar1

Ornekleme alam TRB pozitif PCL pozitif Hem TRB hem PCL
klon sayist klon sayist pozitif klon sayis1

Cevlik Kumsali 22 3 2
Kiz Kalesi Kumsali 5 3 2
Konyaalti Kumsali 18 3 2
Giimbet Kumsal 16 2 1
Kadmlar Kumsali 17 4 4
Altinkum Kumsali 14 2 2
Bayramoglu Ada Kumsali 22 2 2
Sile Halk Kumsali 21 2 1
Akliman Kumsali 12 2 2
Atakum Halk kumsal 15 2 1
Bolaman Kalesi Kumsali 13 2 2
Kagiistii Kumsali 9 3 3

Hem TRB hem de PCL’yi kat1 besiyerinde pargalayabilen yani kiitinolitik enzim
kodlayan geni barindirma potansiyeline sahip klonlardan izole edilerek Sekil 4.7.’de
gosterildigi lizere agaroz jel elektroforezi teknigi ile degerlendirilmistir.
Degerlendirme neticesinde tiim pozitif klonlarda farkli biiyiikliikte fosmid oldugu

goriilmistiir. Bu durum, her bir parcaninda farkli olabilecegi seklinde yorumlanmastir.

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 315 16 17 18 19 20 21 22 23 24 K L

~45000 bg

10000 b +~—— ha]
i == 10000bg

6000bg
4000bg
3000

2500 g‘g
2000bg

1500 bg

1000 bg
750 bg
500 bg

250 bg

Sekil 4.7. Kiitinolitik aktivite gésteren CEVOI (1), CEVO02 (2), KIZ01 (3), KIZ02 (4), KONO1 (5),
KONO02 (7), GUMO1 (7), KADO1 (8), KADO2 (9), KADO3 (10), KAD04 (11), ALTO1 (12), ALT02
(13), BAYO01 (14), BAYO02 (15), SILO1 (16), AKLO1 (17), AKLO02 (18), ATAO01 (19), BOLO1 (20),
BOLO02 (21), KASO1 (22), KASO02 (23), KASO03 (24) kodlu klonlardan izole edilen fosmidler ve sahit
DNA’nin (L) %1’lik agaroz jeldeki goriintiileri.

4.5. Kat1 besiyerinde enzim iiretme kapasitesi olan klonlarin sivi

besiyerinde enzim iiretimlerinin taranmasi
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CEVO0LI ig¢in hiicre i¢i protein toplam protein miktar1 24.54 + 0.26 mg/mL olarak
belirlenmistir. Hiicre i¢i protein ¢ozeltisi en yiiksek aktiviteyi 3.70 + 0.3 U/mL
aktiviteyi ile pNPM karsisinda en diisiik aktiviteyi ise 0.5 + 0.08 U/mL ile pNPB
karsisinda kaydedilmistir (Sekil 4.8a). CEVO01 kiiltiiriiniin hiicre dis1 protein miktari
ise 0.13 mg/mL olarak hesaplanmistir. Hiicre dis1 protein ¢ozeltisi en yiiksek hidrolitik
etkiyi 5.59 £ 0.07 U/mL ile pNPM, en disiigi ise 1.23 = 0.21 U/mL ile pNPB
karsisinda sergilemistir (Sekil 4.8b). Ayrica enzimin pNPM karsisindaki aktivitesi
%100 olarak kabul edildiginde pNPP hari¢ digerleri karsisindaki aktivitesinin %40’

altinda oldugu hesaplanmustir.

A - 100
\

K 80 - 80

;o ;

L 60 - 60

~
~
~

I

2

&

71

1

[

Enzim aktivitesi (U/mL)

PpNPA pNPB pNPH pNPK pNPL pNPM pNPP

I 40

F 20

Gorece aktivite (%)

Enzim aktivitesi (U/mL)

PNPA pNPB pNPH pNPK pNPL pNPM pNPP

- 40

- 20

Gorece aktivite (%)

Sekil 4.8. CEVO01 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢dzeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

CEV02 klonunun ise hiicre i¢i ve hiicre dis1t ham enzim ¢ozeltisindeki protein
konsantrasyonlari sirastyla 24.41 + 0.58 mg/mL ve 0.13 + 0.01 mg/mL olarak tespit
edilmigtir. CEV02 klonu i¢in hiicre i¢i ham enzim ¢6zeltisi pNPM (4.66 = 0.4 U/mL),
pNPP (4.40 = 0.29 U/mL), pNPL (3.85 + 0.24 U/mL) ve pNPA (2.60 + 0.20 U/mL)
karsisinda yliksek aktivite gosterdigi diger substratlar karsisindaki ilgisinin ise olduk¢a
diisiik oldugu (0.24-0.35 U/mL) kaydedilmistir (Sekil 4.9a). Hiicre dis1 ham enzim
cozeltisi ise maksimum hidrolitik aktiviteyi pNPP (0.80 + 0.01 U/mL) iizerine
sergilemistir. Enzimin pNPP ve pNPA karsisindaki gdrece aktivitesinin sirastyla
%95.7 £ 4.00 ve %84.26 £ 5.02 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9b). Hiicre dis1 ham
enzimin en diigiik hidrolitik aktivitesinin ise pNPB (0.23 + 0.02 U/mL) iizerine oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. CEV02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢dzeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

KIZ01 klonunun hiicre i¢i ham enzim ¢6zeltisindeki protein miktar1 24.14 + 0.50
mg/mL olarak tespit edilmisken hiicre dis1 ve hiicre dis1 ve 0.28 + 0.02 mg/mL olarak
belirlenmistir. KIZ01 klonu hiicre i¢i ham enzim ¢ozeltisinin pNPK, pNPM, pNPL,
PpNPP ve pNPH karsisindaki aktivitesi sirasiyla 3.83 + 0.15 U/mL, 3.62 £ 0.18 U/mL,
3.53+0.15U/mL, 2.62 £0.15 U/mL ve 2.89 = 0.33 U/mL olarak hesaplanmistir (Sekil
4.10a). Ek olarak, pNPA ve pNPM karsisindaki aktivitesi ise sirasiyla 0.95 £+ 0.09
U/mL ve 0.27 £+ 0.05 U/mL olarak hesaplanmistir. KIZ0O1 klonunun hiicre dis1 enzim
cozeltisi ise en yliksek aktiviteyi (1.23 + 0.05 U/mL) pNPM karsisinda sergilemistir.
Bunu 1.19 £+ 0.04 U/mL ve 1.02 + 0.03 U/mL ile sirastyla pNPP ve pNPL karsisinda
sergiledigi aktiviteler takip etmistir (Sekil 4.10b).
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Sekil 4.10. KIZ01 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢dzeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

KIZ02 klonunun hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim ¢dzeltisindeki protein
konsantrasyonlari sirastyla 23.30 £ 0.06 mg/mL ve 0.21 + 0.02 mg/mL olarak tespit
edilmistir. KIZ02 kodlu klona ait hiicre i¢i enzim ¢dzeltisinin pNPP, pNPM ve pNPA
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karsisindaki aktivitesi sirastyla 2.87 £ 0.14 U/mL, 2.05+ 0.2 U/mL ve 2.02 £ 0.1 U/mL
olarak tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise 0.66 = 0.03 U/mL ile pNPB karsisinda
kaydedilmistir (Sekil 4.11a). Benzer sekilde; hiicre dis1 enzim ¢dzeltisi de en yliksek
ve en diisiik aktiviteyi sirastyla pNPP (0.99 +0.04 U/mL) ve pNPA (0.20 +0.04 U/mL)
karsisinda sergilemistir. Hiicre dis1 ham enzim ¢ozeltisinin pNPB karisindaki aktivitesi

ise 0.30 = 0.02 U/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.11Db).
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Sekil 4.11. KIZ02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢dzeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (licgen isaretleyici)

KONO1 klonunun hiicre i¢i ve hiicre disi ham enzim ¢ozeltisindeki protein
konsantrasyonlari sirastyla 22.67 = 0.36 mg/mL ve 0.32 + 0.06 mg/mL dir. KONO1
klonundan elde edilen hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim ¢6zeltilerinin pNP-esterleri
tizerindeki hidrolitik aktivitelerini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.12a ve Sekil
4.12b’de sunulmustur. Hiicre i¢i ham enzim ¢dzeltisinin en yiiksek aktiviteyi pNPP
(1.11 £ 0.05 U/mL) ile gostermistir. Diger substratlar {izerindeki gorece aktivitesi
%50’nin altindadir. Benzer sekilde hiicre dis1 ham enzim ¢o6zeltisi de en yiiksek
hidrolitik aktiviteyi 0.98 + 0.02 U/mL, pNPP ile gostermektedir. Buna karsilik, en
diistik aktiviteyi ise 0.47 + 0.05 U/mL, pNPA ile gosterir.
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Sekil 4.12. KONO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢dzeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

KONO2 klonu hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim ¢ozeltisinde protein
konsantrasyonu sirasi ile 22.16 += 0.43 ve 0.25 U/mL olarak belirlenmistir. KONO02
klonu hiicre i¢i enzim ¢ozeltisi en yliksek aktiviteyi 1.61 £ 0.12 U/mL ile pNPP ve
hiicre disinda yine pNPP’e kars1 (1.72 = 0.08 U/mL) gostermistir. En diisiik aktivite
ise hiicre i¢i enzim i¢in pNPA hiicre dis1 enzim i¢in (0.24 + 0.04 U/mL), pNPA ile
gostermistir. Bu degerler sekil 4.13a ve Sekil 4.13b ile gdsterilmistir.
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Sekil 4.13. KONO2 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

GUMO1 klonu hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim c¢ozeltilerindeki protein
konsantrasyonlar1 sirastyla 26.09 £ 0.74 U/mL ve 0.34 + 0.02 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Hiicre i¢i enzim ¢ozeltisindeki en yliksek aktivite pNPP icin (4.04 +
0.12 U/mL) gozlemlenmistir (Sekil 4.14a). Hiicre dist ham enzim ¢ozeltisi pNP-
esterler karsisindaki aktivitesinin 1.35-2.59 U/mL arasinda bulunmustur (Sekil 4.14b).
En yiiksek aktivite pNPP ile kaydedilmistir.
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Sekil 4.14. GUMO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)
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KADO1 klonu i¢in hiicre i¢i ham enzim ¢odzeltisi i¢in toplam protein miktari
23.84 + 1.28 mg/mL olarak hesaplanmistir. Hiicre dis1t ham enzim ¢o6zeltisi protein
konsantrasyonu ise 0.26 + 0.07 mg/mL’dir. Hiicre i¢i enzim ¢ozeltisinin pNPP, pNPH
ve pNPB karsisinda sergiledigi hidrolitik aktivitenin 3.52 + 0.33 U/mL, 3.05 + 0.15
U/mL ve 2.97 + 0.2 oldugu tespit edilmistir. En yiiksek hiicre dis1 enzim aktivitesi 5.82
+ 0.11 U/mL ile pNPB karsisinda kaydedilmistir (Sekil 4.15b). Bu degeri 4.38 + 0.18
U/mL ve 4.17 + 0.31 U/mL’lik aktiviteler ile sirastyla pNPA ve pNPH takip etmistir.
En diisiik enzim aktivitesi ise pNPL (2.47 + 0.23 U/mL) karsisinda kaydedilmistir.
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Sekil 4.15. KADO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

KADO2 klonu hiicre i¢i ve hiicre dis1 ham enzim ¢6zeltilerinin toplam protein
miktarlart sirasiyla 22.64 + 0.64 mg/mL ve 0.33 £ 0.12 mg/mL olarak bulunmustur.
Gerek hiicre i¢i gerekse de hiicre dist ham enzim ¢dozeltilerinin pNP-esterler
karsisindaki aktivitelerinin 0.91 U/mL’yi ge¢medigi saptanmis olup her ikisi i¢in de
en yliksek aktivitenin pNPP’ye kars1 sergilendigi belirlenmistir (Sekil 4.16 ). Hiicre
ici ve hiicre dis1 ham enzim c¢ozeltilerinin ilgisinin en diisiik oldugu substratlar ise

sirastyla pNPL (0.18 + 0.05 U/mL) ve pNPB (0.07 = 0.03 U/mL) olarak tespit

edilmisgtir.
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Sekil 4.16. KADO2 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

KADO3 klonu hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim ¢6zeltilerinin toplam protein
konsantrasyonlar1 sirasiyla 23.94 + 0.73 mg/mL ve 0.33 + 0.09 mg/mL olarak
Ol¢iilmiistlir. Hiicre ici ham enzim ¢ozeltisi en yiiksek hidrolitik aktiviteyi pNPP’ye
(2.01 £0.23 U/mL) kars1 gostermistir(Sekil 4.17). En yiiksek aktiviteyi pNPB (5.41 +

0.13 U/mL) karsisinda sergilemis, bunu 4.38 = 0.14 U/mL ve 2.91 £+ 0.14 U/mL’lik
aktivitelerle pNPH ve pNPA takip etmistir.
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Sekil 4.17. KADO3 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

Hiicre ici ve hiicre digt ham enzim ¢ozeltilerinin toplam protein miktarlarlar
KADO04 klonu i¢in sirastyla 23.80 + 0.73 mg/mL ve 0.37 + 0.02 mg/mL olarak
belirlenmistir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 ham enzim ¢ozeltilerinin en yiliksek

(1.98-2.5 U/mL) hidrolitik etki gdsterdigi substratin pNPP oldugu belirlenmistir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.18. KADO04 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

ALTO1 klonu hiicre i¢i ve hiicre disi ham enzim c¢dozeltilerindeki protein
konsantrasyonlar1 sirasiyla 19.78 + 0.31 mg/mL ve 0.36 £ 0.06 mg/mL olarak
belirlenmistir. Hiicre i¢i ham enzim ¢6zeltisi maksimum aktiviteyi pNPL (1.11 £ 0.23
U/mL), en diisiik aktiviteyi ise pNPB (0.24 + 0.06 U/mL) karsisinda sergilemistir
(Sekil 4.19a). Hiicre dis1 ham enzim ¢ozeltisi ise en yliksek aktiviteyi 0.67 + 0.08 U/ml
ile pNPP {izerine gostermistir (Sekil 4.19b). Enzim ¢ozeltisinin pNPB iizerindeki

hidrolitik etkisinin ise 6nemsiz sayilabilecek diizeyde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.19. ALTO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

ALTO2 klonu hiicre i¢i ve hiicre dis1 protein ¢ozeltileri i¢in hesaplanan protein
konsantrasyonlar1 sirasiyla 25.20 + 0.63 mg/mL ve 0.37 £ 0.01 mg/mL olarak
belirlenmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 protein ¢ozeltilerinin pNP-esterleri lizerindeki
hidrolitik aktiviteleri Sekil 4.20°de gdsterilmistir. Buna gore; hiicre ici ve dis1 protein

¢ozeltisi i¢in en yiiksek aktivite pNPP karsisinda (1.57 + 0.20 U/mL ve 2.70 + 0.25
U/mL) kaydedilmistir.
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Sekil 4.20. ALTO02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

BAYO01l klonu hiicre i¢i ve hiicre disi ham enzim ¢o6zeltilerinin protein
yogunluklar sirasiyla 17.87 £ 0.54 mg/mL ve 0.37 + 0.05 mg/mL olarak tespit
edilmigtir. Hiicre i¢i ham enzim ¢ozeltisi en yiiksek hidrolitik aktiviteyi pNPK (1.31 +
0.15 U/mL) iizerine gosterirken en diisiik aktiviteyi ise pNPH’ye (0.36 + 0.05 U/mL)
kars1 gostermistir (Sekil 4.21). Hiicre dis1 ham enzim ¢dzeltisinin de en yiiksek aktivite

gosterdigi substratin pNPK (0.68 + 0.04 U/mL) oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. BAYO0! klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

BAYO02 klonu hiicre i¢i ham enzim ¢6zeltisinin protein konsantrasyonu 20.84 +
1.52 olarak belirlenmistir ve en yiiksek aktiviteyi ise 2.10 + 0.15 U/mL ile pNPP
karsisinda sergilemistir. BAYO02 klonu hiicre disi ham enzim c¢ozeltisinin protein

konsantrasyonu ise 0.16 + 0.02 mg/mL olarak tespit edilmistir. Hiicre dis1 ham enzim

cozeltisinin pNP-esterleri lizerinde genel olarak 6nemli bir hidrolitik etki gostermedigi

belirlenmistir(Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. BAY02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (licgen isaretleyici)

SILO1 klonu hiicre i¢i ve hiicre disi ham enzim c¢ozeltilerinin protein
konsantrasyonlar1 sirasiyla 26.44 + 1.16 mg/mL ve 0.18 + 0.05 mg/mL olarak
belirlenmstir. Hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 ham enzim ¢ozeltisinin pNP-esterleri

tizerindeki etkisi zincir uzunlugu ile dogru orantili sekilde artmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. SILO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢dzeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (licgen isaretleyici)

AKLO1 kodlu klonun hiicre i¢i ve hiicre digt ham enzim ¢dzeltilerinin protein
konsantrasyonu sirastyla 21.89 + 0.92 mg/mL ve 0.26 + 0.13 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Hiicre i¢i ham enzim ¢dzeltisi en yiiksek aktiviteyi pNPL (1.22 +0.13
U/mL) karsisinda gosterirken hiicre dist ham enzim ¢ozeltisi ise pNPP (1.26 + 0.11
U/mL) karsisinda gostermistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. AKLO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

AKLO?2 hiicre i¢i ham enzim ¢dzeltisinin protein yogunlugu 25.78 + 1.38 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Hiicre i¢i ham enzim uzun karbon zincirli olan ¢ozeltisi pNPP
(2.00 += 0.06 U/mL), pNPL (1.86 = 0.16 U/mL), pNPK (1.76 = 0.05 U/mL) ve pNPM
(1.53 £ 0.12 U/mL) lizerinde gorece yiiksek katalitik aktivite sergilemistir (Sekil
4.25a). Hiicre dis1 ham enzim ¢6zeltisinin protein yogunlugu 0.16 = 0.01mg/mL olarak
tespit edilmistir ve pNPP ve pNPM karsisinda sirasiyla 0.94 + 0.04 U/mL ve 0.72 +
0.08 U/mL’lik aktivite sergilemistir(Sekil 4.25b).

6 ) A | 100 6 1 A I 100
4
?"+\‘$'/’
= / - 80 = g - 80
T / L 60 £ 7 , L 60 £
% I .; 1’ é 'g ; é
€ y S N ! g € A P g
= 1 o« L 40 9 c \ , a0
= T S = \ ; 0
E 2 ‘% s 7 [} E 2 4 \ J G}
A eyl
o LA A 7 0 VA n n % A1
a PNPA pNPB pNPH pNPK pNPL pNPM pNPP b PNPA pNPB pNPH pNPK pNPL pNPM pNPP

Sekil 4.25. AKL02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

ATAO1 klonu hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim c¢ozeltilerinin protein
konsantrasyonlari sirastyla 26.47 £ 0.33 mg/mL ve 0.29 + 0.14 mg/mL olarak tespit
edilmistir. Hiicre i¢i enzim ¢dzeltisi en yliksek hidrolitik etkiyi 2.00 + 0.13 U/mL’lik
aktivite ile pNPM tizerine gostermistir (Sekil 4.26a). Hiicre dig1 enzim ¢ozeltisi de en
yiiksek aktiviteyi pNPM (2.47 £ 0.09 U/mL) karsisinda sergilemistir. En diisiik
hidrolitik aktivitenin ise pNPA (0.37 = 0.13 U/mL) ile gbzlenmistir (Sekil 4.26b).
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Sekil 4.26. ATAO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢ozeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

BOLO1 klonu hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim c¢ozeltilerinin protein
konsantrasyonlari 6l¢iim ve analiz sonrast sirastyla 18.69 + 1.59 mg/mL ve 0.20 +0.01
mg/mL olarak belirlenmistir. Hiicre i¢i ham enzim ¢ozeltisi i¢in en yiiksek ve en diisiik
enzim aktiviteleri substrat olarak sirastyla pNPP (1.17 + 0.2 U/mL) ve pNPA’nin (0.1
+ 0.05 U/mL) kullanildig1 kosullarda kaydedilmistir (Sekil 3.27).
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Sekil 4.27. BOLO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

BOLO02 klonu hiicre i¢i ve hiicre dist ham enzim c¢ozeltilerinin protein
konsantrasyonlari sirastyla 20.19 £ 1.50 mg/mL ve 0.27 + 0.04 mg/mL olarak tespit
edilmigtir. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 enzim ¢ozeltisi pNP-esterleri karsisinda
benzer aktivite profili gostermislerdir. Buna gore en yliksek enzim aktivitesi pNPL
(hiicre ici: 0.95 £ 0.20 U/mL; hiicre disi: 0.87 = 0.06 U/mL)ile, en diisiik enzim
aktiviteyi ise pNPA (hiicre i¢i: 0.38 £ 0.07 U/mL; hiicre disi: 0.33 £ 0.09 U/mL)
substrati ile sergilemistir(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. BOLO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (liggen isaretleyici)

KASO1 klonu hiicre i¢i ham enzim ¢ozeltisindeki protein yogunlugunun 25.93 +
0.99 mg/mL, hiicre dis1 ham enzim ¢dzeltisindeki protein yogunlugunun ise 0.15 +0.01
mg/mL oldugu tespit edilmistir. Hiicre i¢i ham enzim ¢0zeltisinin pNP-esterleri
tizerindeki katalitik etkisinin zincir uzunlugu ile dogru orantili sekilde artarak en
yiiksek 1.73 £0.19 U/mL'ye ulastig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.29a). KASO1, hiicre dis1
ham enzim en yiiksek katalitik etkiyi 1.86 = 0.03 U/mL’lik aktivite ile pNPP
karsisinda sergilemistir (Sekil 4.29b).
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Sekil 4.29. KASO1 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

KASO02 klonu hiicre i¢i ve hiicre dis1 ham enzim ¢dzeltilerindeki toplam protein
miktarlart sirastyla 27.47 = 0.3 mg/mL ve 0.32 + 0.1 mg/mL olarak belirlenmistir.
Hiicre i¢i ham enzim ¢0zeltisi en yiiksek aktiviteyi 2.11 + 0.09 U/mL ile pNPP ile
sergilemistir (Sekil 4.30a). Hiicre dis1 ham enzim ¢dzeltisi i¢in de en yiiksek aktivite
pNPP’nin (2.03 £ 0.33 U/mL) substrat olarak kullanildig1 kosullarda kaydedilmistir
(Sekil 4.30b).
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Sekil 4.30. KASO02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

KASO3 klonu hiicre i¢i ve hiicre digi ham enzim ¢ozeltilerindeki toplam protein
miktarlart sirastyla 22.65 + 0.29 mg/mL ve 0.34 £ 0.09 mg/mL olarakgdzlenmistir.
Hiicre ici ve hiicre digt ham enzim ¢ozeltilerinin Sekil 4.31°de gosterildigi izere pNPP,
pNPM ve pNPL gibi gorece uzun zincirli pNP-esterleri iizerinde daha yiiksek katalitik
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 ham enzim ¢ozeltileri en

yiiksek aktiviteyi ise sirasiyla 1.58 = 0.15 U/mL ve 1.37 £ 0.11 U/mL ile pNPP ile

sergilemislerdir.
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Sekil 4.31. KAS02 klonunun hiicre i¢i (a) ve hiicre dis1 (b) ham enzim ¢6zeltilerinin farkli substratlar
karsisinda sergiledikleri enzim aktiviteleri (bar) ve gorece aktiviteleri (iiggen isaretleyici)

Literatiirdeki pNP-esterleri ile yapilan substrat 6zgilinligii ¢aligmalar1 incelendiginde
esteraz, lipaz, kiitinaz enzimleri arasindaki en temel farklardan birinin “kiitinazlarin
cogunlukla 4 karbon zincir uzunlugunda ya da biraz daha uzun pNP-esterlerini (C5-
C6) tercih ederken esterazlar ise daha kisa zincirli karbon yapilar1 tercih ettigi
goriilmektedir (Nikolaivits vd., 2018; Bornscheuer 2002; Chen vd., 2013). Tan ve

ark.” nin Amycolatopsis mediterannei kiitinazinin pNP-esterleri arasindan en yliksek
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hidrolitik etkiyi pNPB substratina kars1 gosterdigini belirlemisglerdir (Tan vd., 2021).
Fusarium solani ve Pseudomonas mendocina kiitinazlarinin pNP-esterleri lizerindeki
katalitik aktivitelerinin arastirildigi ¢aligmada enzimlerin en yiiksek aktiviteyi
pNPB’ye en diisiik aktiviteyi ise pNPP’ye kars1 sergiledikleri rapor edilmistir (Kim
vd., 2003). Yang ve ark.’nin gerceklestirdigi calismada Myceliophthora thermophila
kiitinazinin farkli uzunluklardaki pNP-esterleri katalizleyebildiklerini ancak en yiiksek
ozgiinliigii pNPB’ye kars1 gosterdikleri belirlenmistir (Yang vd., 2018). Duan ve ark
Thielavia terrestris kiitinazinin test edilen pNP-esterleri arasindan en yiiksek aktiviteyi
pNPB’ye kars1 gosterdigini rapor etmislerdir (Duan vd., 2019). Dimarogona ve ark.
(2015) Fusarium oxysporum kiitinazinin da pNPB iizerinde daha iyi hidrolitik aktivite
gosterdigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Bacillus sp. KY0701 (Adigiizel ve
Tunger, 2017), Thermobifida fusca (Chen vd., 2010), Malbranchea cinnamomea ‘den
(Duan vd., 2017) elde edilen kiitinazlar da en yiiksek ilgiyi pNPB’ye karsi
gostermislerdir.

Elde edilen sonuglar ve yukarida sunulan literatiir bilgisi g6z Oniinde
bulunduruldugunda KADO1 ve KADO3 olarak kodlanmis klonlarin kiitinolitik etki
gosteren enzim salgilayabilecegi goriilmiistiir. KADO1 klonu pNPB karsisinda
KADO3’ten daha yiiksek aktivite sergiledigi i¢in ¢aligma bu klon ile devam edilmistir.

4.6. Alt klonlarin olusturulmasi ve acik okuma cercevelerinin tespit

edilmesi

KADO1’den izole edilen fosmid ve pUC19 plazmidi Smal restriksiyon enzimi
ile kesilmis materyal yontem boliimiinde anlatildigi gibi alt klonlar elde edilmistir. Alt
klonlar arasindan insert i¢ceren plazmidi barindiranlar Sekil 4.32b’de 6rneklendigi gibi
mavi-beyaz secilim ile belirlenmistir. Ayrica, alt klonlar arasindan hem tribiitirinli

hem de PCL yi parcalayabilenler Sekil 4.32¢c-d’de 6rneklendigi gibi tespit edilmistir.

a b c d

Sekil 4.32. Transformasyon sonrasi mavi beyaz segilim (a), nokta ekim ile kontrolii (b), secilen alt-
klonlarin tributirinli LB besiyerinde (c) ve PCL’li LB besiyerinde (d) taranmalart.
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Enzim aktivitesinin gézlemlendigi alt klonlardan birinden plazmid izolasyonu
yapilmis, hizmet alim1 yapilarak plazmidin M13 boélgeleri aras1t DNA dizisi ve olasi
acik okuma gergevesi belirlenmis ve aminoasit dizisine doniistiiriilmiistiir. Sonugta
1477 niikleotitlik DNA’nin 475 amino asitlik bir protein yapist kodladigi ortaya
cikartlmistir. Signal P analizi neticesinde proteinin herhangi bir sinyal dizisi
kodlamadig1 belirlenmistir (Sekil 4.33). Expasy ProtParam araci ile gergeklestirilen
analize gore proteinin teorik pl degeri, alifatik indeks ve GRAVY degerleri sirasiyla
5.15, 68.68 ve -0,189 olarak hesaplanmistir. Expasy ProtParam ile belirlenen 35.15°lik

kararsizlik indeksi, proteinin kararli bir yapida oldugunu gostermistir.

SignalP 6.0 prediction: Sequence
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0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
MRCRCGGGVATAGFRSAGLTGGAAAGSGADGGTPDPGKDQTTIATNPYERGRFAPPNPNPTRSDTLRLSG

[ 10 20 30 40 50 60 70
Protein sequence

Sekil 4.33. Signal P analiz sonucu

Pfam analizi neticesinde enzimin, plastikler ve diger bircok sentetik esterlere etki
eden hidrolitik bir¢ok enzim gibi alfa/beta hidrolaz siiper ailesi ve karboksilesteraz
ailesi (EC 3.1.1.X) ile iligkili oldugunu ortaya ¢ikarilmistir. Bu 6zelliginden dolay1
acik okuma cergevesine ait protein CEstKADO1 (CEst: karboksilesteraz) olarak

kodlanmuistir.

Sekil 4.34. Pfam analizi sonucu

Blastp analizi, enzimin aminoasit dizisinin Bacillus subtilis (QHM13991.1)

karboksilesterazi ile %55.94 oraninda benzer oldugunu gostermistir. Ayrica, enzimin
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Halopseudomonas oceani karboksilesterazi (WP _104737618.1), Halopseudomonas
aestusnigri karboksilik ester hidrolazi (WP_160003159.1) ile %51.24 ve %46.19
amino asit dizi 6zdesligine sahip oldugu goriilmiistiir. Enzimin literatiirdeki farkli
plastikler {izerine etkili ve ayrica blast analizi (Sekil 4.34) sonucunda amino asit dizi
benzerligi belirlenen diger enzimlerle olan filogenetik pozisyonu Sekil 4.35’te
gosterilmektedir.

Karboksilik ester hidrolaz, Bradyrhizobium sp.STM 3843

Karboksilik ester hidrolaz, Schlegelella koreensis

Karboksilesteraz ailesi proteini, Oxalobacteraceae bacterium

Karboksilik ester hidrolaz, Rhodococcus sp. PBTS 1

Karboksilik ester hidrolaz, Streptomyces sp. 3213.3

Karboksilik ester hidrolaz, Actinomadura chibensis

Karboksilik ester hidrolaz, Haliangium ochraceum

Karboksilik ester hidrolaz, Pseudomonas salegens

:Karboksilik ester hidrolaz, Pseudomonas xinjiangensis
Karboksilik ester hidrolaz, Pseudomonas pelagia

Karboksilik ester hidrolaz, Pseudomonas yangmingensis

83%

Karboksilik ester hidrolaz, Pseudomonas pachastrellae

43% £2%
€3% L Karboksilesteraz ailesi proteini, Pseudomonas abyssi

82% Karboksilesteraz ailesi proteini, Halopseudomonas oceani

46% 82% Karboksilesteraz ailesi proteini, Halopseudomonas aestusnigri

Para-nitrobenzil esteraz, Bacillus subtilis

CEstKADO1
Kitinaz, Saccharomonospora viridis

e Putative dienelakton hidrolaz, Thermomonospora cellulosilytica
4% Esteraz Est119, Thermobifida alba AHK119
0.20 % | —Kitinaz TfCut2, Thermomonospora fusca KW3

3% L Kutinaz 2, Thermobifida cellulosilytica

Sekil 4.35. CEstKADO1'in filogenetik agactaki pozisyonu

Dizi hizalamalar1 neticesinde enzimin daha Once tanimlanmis kiitinaz ve
karboksilesteraz enzimleri ile ayni sekilde katalitik {i¢liideki S amino asidinin yer

aldig1t GXSXG korunmus amino asit motifi icerdigi goriilmiistiir.

150 160 179Q 180 190
CEstKADO1 MRWLGERW. . .EGFGGDPANITLFEER HvasnxvsrnAADA
Cutinase from S, viridis LD¥LVERSDRKVRERLDPNRLAV, MIGGSLEATVM R . . .

Cutinase from T. alba AHK119 LDYMLTDASSSVRNRIDASRLAV cfisMcc GTLRLASQ.R.
Cutinase from T. fusca TW3 LNHMINRASSTVRSRIDSSRLAV c:.mcc GSLRLASQ.R.
Cutmasefmmf cellulosilytica LD YMINDASSAVRSRIDS SRLAVMEREMED GTLRLASQ.R.

Carb ,' es!er I [romP h MRWVKQN[I. . . EAFGGDSDNVTLFEEBAERS V SHIVSPRAETE

Carb from MRWVKRN]I . . .AAFGGDPGNVTIF[HEEIALEH SVMSHIVSPRAEDE

CalboxvﬁczsterhydrolaselromP Ddoom LRWVKEN]I . . ,Azrccu?bnvn.r:usv SHIVSPRAAAE

Carb ester hydrolase from P. unuqunx...cnrccnrAuerr:usv snuvsnu\x'r:

rboxyﬁeesftfhydmla:efwmn ochraceum LAWVRDNI . . .Acrccnrmw'nrl:usvm‘ux.vsn\s.

Putative d LDYLTQRSS . .VRSRVDATRLAVALREMEESGGSLEAAKD .R. . . .

Carboxylic eﬂef hydrolase[roml’ solegens LKWVQDN[I . . .SArGGDPDNVTII‘lLSVLSHLVSPAS »:a

Carboxylesterase family protein from O. bacterium OM1 LRWVKAN|I . . . ANF. cnpsuvnr:nsrnsqx»sn.x. LA

Para-nitrobenzyl esterase from A. sacchari LRWVRGS|I. . . SGFHGDAHNITIF[EeBAIIIASALAQVVSPQA . . AGLFER

Ce ester hy from sp. 31213.3 LRWVRTEL. . .GAFGGDARNVTLABEBALEYSVCAQLAAPAA . . A

Carboxylic ester from Br i sp. STM 3843 LKWVRRNI ... RAFGGDPDRVTIFCEOALEOLSTLTNLVSPTA. . H

[ yiic ester hy froms. MRWVQRNI . . . ANFIGGDPNNLTLFEEEACELD IHTHLASPLA . . A

Carboxylic ester hydrolase from A. chibensis LRWVRRNA . . . AAFGGDPGNVTIFEEBAETSVCAQLAAPTS . . Al

Ce ylic ester hy from Rhod sp. PBTS 1 LRWVIRDNL . . . AAFGGDP SNV T IF[dellAlfaMS VETHLASPRS . . AGLEHKA
Consensus>70 $.W...n...... £.g8....t..Ge82G6G...2..... Ple sieincs s

Sekil 4.36. Dizi hizalama, CEstKADO1'in GXSXG korunmus amino asit motifi

Sekil 4.36'da gosterildigi gibi, enzimin ikincil yapisi lizerinde SAS web araci

iizerinden yapilan analizler, enzimin beta yapragindan daha fazla alfa sarmali
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icerdigini gostermistir. ikincil yap1 analizi Phyre2 web araci ile desteklenmistir.
Ayrica, Phyre2 analizine gore enzimin beta sarmalinda ve alfa sarmalindaki amino asit

kalintilarinin sirastyla %10 ve %32 oldugu belirlenmistir.

MRCRCGGGVATAGFRSAGLTGGAAAGSGADGGTPDPGKDQTT IATNPYERGRFAPPNPNPTRSDTLRLSGPFSVSCPQSDLTTGASGFGGGT IYYPREAG
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
VY vVY .. .. vy
AAAVGGGTTYYPRGSEPLYNGSKLAAQGEV IVVTLNYRLGPFGFERLVEQDGAVA I S PGY TDQQLAMRWLGERWEGFGGDPANLAVFGESAGGHSVMSHI
mew = wgow
101 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200

YYY . . ee e awse wesas ! v v.v

VSPGGGDFELFQRAIVQSGSYAPFQMPKATAQA1G1GVANGLGCNQLDKLHTVSAEDL LKAADQLR | AEKEN 1 FOLFFEPTTAADCLRALPVSALLAAQG
01 205 20 255 220 225 230 235 230 245 230 255 260 265 270 275 280 285 200 205 300

I vv u“u uu “ Nh u“ | v

SQS ITAQVDAS SDILPKS IQQALTDGEFNDTLD IMIGSGGGT IAPVATHALNFYNS SSLYSEALSGIWTDFHFAPNI PSQATTFAGASMNTFLKRFRDED
301 305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400

g ot — s ——

v
APTHAGE I PYVRYTQFLCPGPYGSGASTHPNHTGDLNDLEEYRSASTCPDYWTALVGHNRAGFASGGNPTGAPRAKW
401 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475

Sekil 4.37. Phyre2, CEstKADO1'in GXSXG korunmus amino asit motifi

Enzimin PSIPRED web araci kullanilarak ger¢eklestirilen analizinde sinirlari
111. ve 265. amino asitlerde bulunan {i¢ alan igerdigini gézlemlenmistir (Sekil 4.37).
Enzimin tli¢g-boyutlu yapist SWISS-MODEL (Sekil 4.38b) kullanilarak Protein Veri
Bankasindan (PDB) alinan bir sablon (AOA2D5NOC7.1.A, Pseudomonadales sp.'den
Karboksilik ester hidrolaz) ile olusturulmustur. Bosluklar dikkate alinmadan
hesaplanan enzim-hedef dizi benzerligi ve 6zdeslik degerleri sirasiyla %0,56 ve
%82,40 olarak hesaplanmistir. Olusturulan model i¢in Kiiresel Model Kalite Tahmini
(GMQE) degeri 0.91 olarak bulunmustur. Olusturulan ii¢-boyutlu yapidan enzimin bir
monomer oldugu goriilmiistiir. Ikincil yapi analiziyle uyumlu olarak, enzimin
yapisinin ii¢ o/f alanindan olustugu gozlemlenmistir. Ayrica, modelin ¢oziicii ile
erisilebilen yiizey alan1 ve hacmi sirasiyla 2555,265 A2 ve 12670,570 A3 olarak

tahmin edilmistir.
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Sekil 4.38. (a) PSIPREP web araci tarafindan ¢izilmig enzimin domainlerini gosteren grafik. (b)
SWISS-MODEL ile ¢izilmis enzimin {i¢-boyutlu yapist

4.7. Enzimi Kodlayan Genlerin Heterolog Ifadesi

Materyal yontem kisminda anlatildigi gibi gerceklestirilen klonlama islemi
sonrasinda hedef geni iceren pET20b(+) plazmidini i¢eren klon koloni PCR ile
belirlenmistir (Sekil 4.39).

Sekil 4.39. Koloni PCR ile klonlarin taranmasi

Koloni PCR ile tarama sonrasinda, secilen klon ile rekombinant enzim iiretimi
TrLB ve PcLB kati besiyeri iizerinde gosterilmistir. Hedef gensiz pET20b(+)
barindiran E. coli BL21(DE3) kolonisi TRB ve PCL degradasyonuna ait bir zon
goriilmezken hedef geni iceren pET20b(+) barindiran klonunun kolonileri etrafinda

degredasyon zonu olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.40)

Sekil 4.40. Hedef geni igeren pET20b(+) barindiran klonun ekstraseliiler enzim aktivitesinin (a) TrLB
ve PcLB besiyerlerinde zon olusumlariin goésterilmesi
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Protein, IPTG ile indiiklenmis, hiicre disina salgilatilmis ve elde edilen
siipernatant olarak adlandirilan hiicre dis1 besi yeri sivist ham enzim olarak kullanilmig
ve p-nitrofenil biitirat (pNPB) karsisindaki aktivitesi, toplam protein konsantrasyonu
belirlenmistir. Sonugta; ham enzimin aktivitesi 21.32 U/mL + 1.01, toplam protein
konsantrasyonu 0.395 + 0.03 mg/mL ve 6zgiil aktivitesi 53.53 + 1.39 (U/mg protein)
olarak tespit edilmistir. Heterolog ifade sonrasinda hedef geni iceren pET20b(+)

barindiran E. coli’nin ekstraseliiler protein profili Sekil 4.41°de gdsterilmektedir.

M L1 L2 L3 L4

250 kDa +~—— e e

130 kDa 1

100 kDa+——
70 kDa —— .

55 kDa

Sekil 4.41. SDS-PAGE analizi. L1: IPTG yoklugunda pET20b(+) igeren E. coli, L2: IPTG (L2)
yoklugunda hedef geni iceren pET20b(+) barindiran E. coli, L3: IPTG varliginda pET20b(+) igeren E.
coli, hiicre dis1 protein profilini gosterir. L4: IPTG varliginda hedef geni igeren pET20b(+) barindiran

E. coli, M: sahit proteinler (Protein marker)

Enzim, biyokimyasal karakterizasyon calismalar1 ge¢meden once %70’lik
amonyum siilfat ile kismen saflagtirllmigtir. Saflagtirma islemi sonrasinda Sekil
4.42°de de gorildiigii gibi enzim hem yogunlagtirilmis hem de diger proteinlerin bir

kismi enzim ¢ozeltisinden uzaklastiriimistir.

250 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

35 kDa

25 kDa

Sekil 4.42. Kismi saf enzimin SDS-PAGE analizi
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4.8. Enzimin optimum ¢aliysma pH’smin belirlenmesi

Elde edilen yar1 saflastirilmis enzimin optimal aktivitede calisabildigi sartlari
anlamak i¢in biyokimyasal testlerden biri enzimin optimum pH degerini belirlemek
icin yapilmistir. Farkli pH degerlerine sahip ¢esitli soliisyonlar ile aktivitesine
bakilmigtir ve Sekil 4.43°te gosterildigi gibi asetat 6-7 pH degerlerine sahip tampon
soliisyonu ile en yiiksek gorece aktivite % 80 civarinda oldugu bulunmustur. Gorece
aktivite hesaplanirken en yiiksek aktivitenin alindigi deger %100 olarak kabul
edilmistir. Asetat tamponun daha asidik degerlerinde gorece aktivite %20 lere kadar
diismektedir. Fosfat pH 6 ve 7 tamponu ise %90 civarlarinda gorece aktivite
vermektedir. Bunun yaninda Glisin tamponu pH 8 ve 9 civarinda %85 civarinda gorece
aktivite verirken Tris-HCI tamponu pH 8 degerinde %95 oranina yakin gorece aktivite
verir. Bu deger bakimindan Glisin-NaOH tamponuna gore aktivite Tris tamponda bu
pH i¢in daha optimuma yakindir. Tris-HCI tamponunda pH 9 ve 10 degerlerinde yine

gorece aktivite % 60 oranlarina kadar diisebilmektedir.

100 ~ @\\@
¢' |:E|~:\__
0 s 8
-g \
£ 60 #I
=]
X~
©
o
$ 40 - /
= ~#- Asetat tamponu
8 -<©--Fosfat tamponu
%l -©O- Tris-HCl tamponu
20 -B-Glisin-NaOH tamponu
0 T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.43. CEstKADO!1 enziminin farkli pH araliklarina sahip tamponlar ile optimum pH ortaminin
belirlenmesi.

4.9. Enzimin farkh pH’lardaki kararhiliginin belirlenmesi

Enzimin farkli pH degerlerine sahip tamponlar ile karaliliginin belirlenmesinde
enzimin baglangictaki aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir. Sekil 4.44’°te verildigi
gibi asetat, fosfat, Tris-HCI ve Glisin-NaOH bufferlar1 kullanilmistir ve kararlilik en
iyi Tris-HCI ve fosfat tamponda vermistir. Bu tampon ¢ozeltilerde ise en iyi pH degeri

7 olmustur ve bu degerde %95 diizeylerinde gozlenmistir. Asetat ve glisin igerikli
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tamponlarda ise fosfat icin pH 6’ da glisin i¢in pH 8’ de %80’ e yakin en yliksek gorece

aktivitesini gosterebilmistir.

Gorece aktivitesi (%)

100

80

60

40

A~ Asetat tamponu
-©--Fosfat tamponu
-0 Tris-HCl tamponu
-B-Glisin-NaOH tamponu

Sekil 4.44. CEstKADO1 enziminin farkli pH araliklarina sahip tamponlar ile optimum pH ortaminda

4.10.

kararliligin belirlenmesi.

Enzimin optimum c¢alisma sicakhiginin belirlenmesi

CEstKADO1 enziminin ideal ¢alisma sicakligint belirlemek icin farkli sicakliklarda

gorece aktivitesi belirlenmistir. Tespit edilen en yiiksek aktivite %100 olarak kabul

edilmis ve bu sicaklik enzimin optimum calisma sicakligi olarak alinmistir (Sekil

4.45). Buna gore enzim en yiiksek gorece aktivitesini 30 derece civarlarinda

sergilemistir. Yaklasik 15° C* den 35° C’ye kadar gozlemlenen gorece aktivite %90-

95’in altinda degildir. 55° C civarlarina gelindiginde ise enzimin aktivitesi azalan

trendin Sekil 4.45° de en diislik degerini igerir ve gorece aktivite %40’ n altindadir.

Gorece aktivite (%)

100

80

60

40

20

| p-BA
1 L)
A
15 25 35 45 55
Sicaklik (°C)
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Sekil 4.45 CEstKADO1 enziminin farkl sicakliklarda aktivite degisiminin belirlenmesi.

4.11.  Enzimin farkh sicakhiklardaki kararhhiginin belirlenmesi
Enzimin farkli sicakliklarda kararliligin belirlenmesinde diger bir biyokimyasal
ozellik belirleme adimi olmustur. Bu adimda enzimin inkiibe edilmeden onceki
aktivitesi %100 kabul edilerek kalan aktivitesi % gorece aktivite olarak sunulmustur.
Enzim 60°C’da 0 dakikasindan itibaren azalan bir trend izlemektedir ve yaklasik iki
buguk saat i¢inde tiim gorece aktivitesini kaybetmektedir (Sekil 4.46). Ayn sekilde
40°C ve 50°C sicakliklarinda da baslangictan itibaren gorece aktivite azalan bir trend
izlemektedir ve siras1 ile 300 dakika ve yaklasik 200 dakika olmak tizere bu iki sicaklik
degerinde azalan trend sifir gorece aktivite degerine ulasmaktadir. 30°C ise ilk iki saat
icerisinde neredeyse % 100 gorece aktivite trendinde sabitken ikinci saatin sonrasinda
azalan trend goriilmeye baglamistir ve 300 dakika i¢inde enzimin yalnizca %20’ lik bir

gorece aktivitesinin kaldig1 gozlenmistir.

100 B« A A
'\\%& - é\ A -+ 30°C
. ~®, .
\ \O\ A -6-40°C
80 - \\E] '\@ R, A, —-©0-50°C
s N 5. A —31-60°C
3 VN R
= \ y
S 60 1 \ ﬁg v A
s \, \
3 \ Q \
9 40 - \ \ & 45
8 Voo
] \ oA
20 \Q \
\ \ \
\ : K
\ \ \
0 5 & <
0 60 120 180 240 300
Siire (dakika)

Sekil 4.46 CEstKADO1 enziminin farkli sicakliklarda kararliliginin belirlenmesi.

4.12.  Enzimin NaCl varh@indaki aktivitesinin belirlenmesi
CEstKADO1 enziminin ¢esitli tuz konsantrasyonlarinda (% cinsinden) gdsterdigi
gorece aktivite hesaplanirken tespit edilen en yiiksek aktivite %100 olarak kabul
edilmistir. En yiiksek aktivitesini %6’ lik tuz degeri i¢eren ¢ozeltide vermistir ve yine
%0-%06 aras1 olan degerlerde gorece aktivite %90 degerinin altina diismemistir (Sekil
4.47). Bu bilgi denizel ortamlardan elde edilen ¢evresel DNA 6rneklerinin taranmasi
ile elde edilen hedef enzimimiz i¢in dnemli bir biyokimyasal 6zelliktir. Yine tuz

konsantrasyonunun tamponda %6’ dan fazla oldugu durumlarda aktivite azalma
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trendine girmistir ve en yiiksek %15 oranin da tuz konsantrasyonu kullanilmis ve bu

degerde gorece aktivite %40’ 1n altindadir.

100 - A
A" ~
80 -

60 -

40 -

Gorece aktivite(%)

20 A

0 T T T
0 3 6 9

12 15

NaCl konsantrasyonu (%)

Sekil 4.47 CEstKADO1 enziminin % cinsinden farkli tuz konsantrasyonlarinda aktivite degisiminin

belirlenmesi.
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5. SONUC VE ONERILER

Genel olarak kisa bir 6zet ile tez ¢aligmasiin konusu olan proje kapsaminda
Tiirkiye’nin on iki farkli bolgesinin deniz kiyisindan alinan plastik 6rneklemleri ile on
iki farkl kiitiiphane olusturulup binlerce klon taranmistir. Bu sayede iilke kiyilarinda
mevcut bakteriyel esteraz, kiitinaz geni taramasi yapilabilmistir. Yaklasik 400
tributirin veya polikaprolakton veya her ikisinin yikimini saglayabilen klon
belirlenmistir. Bu klonlar tizerinden mavi-beyaz se¢ilim yardimu ile taranan birgok alt
klon sonucunda hedef substrati pargalayabilen iki gen iizerine yogunlagtiktan sonra bu
genlerin dizilenmesi, klonlanmasi, amino asit dizisinin belirlenmesi ve protein
sentezinin uyarilmasi ve birtakim biyokimyasal degerlerin belirlenmesi tez siireci
icerisinde tamamlanabilmistir. Daha ayrintili bir sekilde elde edilen bulgular icin
arastirma konusunun ilk asamasindan yola c¢ikarsak elde edilen gevresel DNA
orneklerinin DNA yogunlugu en yiiksek olarak Kadinlar plaji bolgesinden elde edilen
mikroplastiklerden elde edilmistir yine tezde elde edilen tributirin ve polikaprolakton
parcalama aktivitesi gosteren enzim de yine bu bolge Ornekleri ile hazirlanan
metagenomik kiitiiphaneden taranmistir. Cevresel DNA yogunlugu kullanilan 6rnege
gore farklilik gosterse de genel olarak iyi bir verimlilikte gerceklestirilebilmistir bu

sonug kullanilan yontemin de verimliligini gostermektedir.

Bulgular kisminda bahsedildigi gibi metagenomik kiitiiphane insas1 sonrasi bu
orneklerden 60000 klonun hedef enzim ag¢isindan taramasi gerceklestirilmis ve bu
tarama deneyleri literatiirde daha 6nce benzer konularda yapilan ¢aligmalar g6z 6niine
alinarak yapilmistir. Elde edilen sonuglarin ayni sekilde literatiirde yapilan benzer

caligmalarin sonuglariyla da tutarlilik gostermesi beklenmistir.

Fonksiyonel taramalar sonrasi tanimlanan ve potansiyel kiitinaz enzim {ireticisi
olan klonlar alt klon taramasi yapilmadan once hiicre dis1 ve i¢i enzim iiretimi
gerceklestirilmis ve kiitinaz enzimi habercisi olacak olan ¢esitli substratlar ile aktivite
olup olmadigi gozlenmistir. Elde edilen verilere gore Antalya-Kadinlar plaji
bolgesinden alinan 6rneklerden gelen klon kiitinolitik aktivite isaretcisi olan pNPB
substrat1 ile KADO1 6rneginde en yliksek hiicre dist ham enzim (0,26+0,09mg/ml)
aktivitesinin 5,82+0,11 U/mL oldugu goriilmiistiir. Yine bu bolge 6rnegi olan KADO3
de diger bir yiiksek pNPB aktivitesi (5,41+0,13 U/mL) gosteren klon olmus ve bu

nedenle ¢aligmanin devaminda bu iki 6rnek ile devam edilmistir. Bunun yaninda diger
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hiicre dis1 ve hiicre i¢in protein liretimi yapilan ve ayni substratlara karst denen klonlar
icin pNPB aktivitesi 2 U/mL’ 1 gegmemistir. Substratlara kars1 en hem hiicre i¢i hem
de hiicre dis1 elde edilen protein miktar1 en yliksek aktivite gosteren KADO1 ile yakin
olmasina ragmen bu 6rnegin (KADO02) en diisiik aktiviteyi (< 1 U/mL), Antalya-
Kadinlar plajindan gelen orneklerden hazirlanan kiitiiphane klonu, verdigi tespit

edilmisgtir.

Hiicre dis1 ve i¢i ham enzimin ¢esitli karbon uzunlugundaki substrata etkisi ve
biyoinformatik analizlerin yaninda yapr ile ilgili daha kesin bilgi edinebilmek i¢in
‘circular dichroism, CD’ ile alfa helix-katlanma ve beta- katlanma yapilar ile ilgili
ileri bilgiler elde edilebilir. Enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesinde ideal
pH araligi, tampon ¢ozeltisi, ¢alisma sicakligt ve tuz varligindaki aktivitesine
bakilmistir.  Bu ¢alismalar sonucu CEstKADOl enziminin en iyi aktiviteyi
gosterebildigi pH degeri 7-7,5 civaridir, en iyi aktivitesini yine en iyi 25-35° C arasinda
gosterebilmektedir. Enzim en iyi 300C de 2 saatten fazla karalilik gdstermektedir. Tuz
oran1 olarak en 1iyi aktiviteyi yine %6 - %10 tuz bulunduran ortamlarda
verebilmektedir. Orneklerin elde edildigi bolge kosullar1 diisiiniildiigiinde bu enzim
sicaklik ve pH olarak elde edildigi bolge kosullarinda en iyi aktivitenin gozlendigi
degerlere yakindir. Tuzlu ortamda mevcut en iyi aktivite i¢in ise denizel ortamlar icin
Tiirkiye’de Marmara, Ege ve Akdeniz %028-%036 arasinda olabilmektedir Karadeniz
icin ise bu oran %018 civarlarinda olabilmektedir. Ayni1 sekilde literatiirde yapilan
benzer ¢aligmalarda (Ding vd., 2022) ise tanimlanan yeni bir esteraz enziminin 1M
tuzluluk iceren ortamda aktivitesinin %91°1 2M tuzluluk oraninda ise enzimin %86
kadar aktivitesini gosterebildigi gézlemlenmistir. Calismamizin hedeflerinden bir
tanesinin biyoremediasyon oldugunu goz o6niine aldigimizda ve iilkemiz ve Diinya
okyanus ve denizel ortamlarmmin da tuzluluk oranmi diisiiniirsek g¢alismamizda
tanimlanan enzim esteraz ve alifatik plastik yapilar1 iceren plastik yapilarin ylizey
bozunmasinin saglanmasi ve benzer ¢alismalar i¢in ¢evresel alanlarda kullaniminin
deneyimlenmesi yapilabilir. Ayn1 zamanda enzimin en iyi aktiviteye sahip oldugu
durumlarda ortam pH degeri 7 ve sicaklik 30°C olarak bulunmustur bu durumda bu
hedef enzimin endiistriyel anlamda yiiksek sicaklik ve yiiksek pH degerlerine ¢ok
yatkin bir Ozellik gostermemesi nedeni ile bu alanda kullaniminin ¢ok uygun

olmayacag1 yorumu yapilabilir.
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Calismada tanimlanan enzimin fosmid klon igerisinde ham enzim iiretimi
sonras1 farkli karbon uzunluguna sahip substratlarina karsi aktivite Ol¢limiiniin
yapildig1 deneyler sonrasi pNPB’a kars1 en yiiksek hiicre dis1 aktiviteyi gosteren bu
klon i¢in diger substratlara karsida diger klonlardan farkli yiiksek bir aktivite
goriilmiistiir. Bahsedilen fosmid klondan ifadesi edilen kiitinolitikesteraz enzimimizin
ise biyoinformatik caligmalar sonrasi elde edilen yapisinda ise enzim aktif bolgesi
olarak diisiiniilen alanin olduk¢a esnek bir yapiya sahip oldugu hatta ucu serbest olan
bir kuyruk uzanti goézlemlenmistir. Buradan hareketle bu enzimin yapisinin
tanimlanabilmesi iizerine g¢aligmalar yapilmasi substrat Ozgiilliigiinii gorebilmek
acisindan onemli olabilir ve serbest u¢ kisminin enzim aktivitesine katkisinin olup
olmadig1 bolgesel veya yonlendirilmis nokta mutasyonu gibi yontemler ile ilk olarak
bakilabilir. Ek olarak biyoinformatik olarak elde ettigimiz enzim yapisal ve substrat
spesifik bolgesinin Ozelliklerine gore endiistriyel alanda kullanimini gelistirmek
amacli protein miihendisligi yontemleri kullanilarak cesitli ¢alismalar yapilabilir.
Boylece eger enzimin substrat aralifi genis ise ve farkli substratlar ilizerine iyi
denilebilecek aktivite gosterebiliyorsa pH ve c¢alisma sicakligi gibi degerlerin

gelistirilmesi hedeflenebilir.
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