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KARAKTERIZASYONU VE BOYA GiDERIMINDE ETKINLiGININ
ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZi
ORKIDEH HAJIPOUR
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BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)
(ES DANISMAN: PROF. DR. SADIK DINCER)
DENIZLIi, HAZIRAN - 2020

Bakteriyel lakkaz yiiksek sicaklik ve pH’larda stabildir. Lakakz’in bir¢ok
biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalar1 vardir. Bu ¢aligmanin amaci lakkaz
pozitif yerel bir izolat olan Bacillus subtilis OH 67’ nin lakkaz enzimini klonlamak,
eksprese etmek, saflastirmak, boya giderici kapasitesi arastirmak ve karakterize
etmektir.

Lakkaz pozitif sus (Bacillus subtilis OH 67) istanbul-Tiirkiye'den izole edilmistir.
Bakteri DNA’s1 PCR ve klonlama i¢in kullanilmistir. PCR {iriinii (855bp), uygun
ekspresyon vektoriine (pET22 b) aktarildiktan sonra konak hiicresinde (E. coli
BL21 (DE3)) transforme edilmistir. DNA kodlayan lakkaz gen dizisi bir¢ok bakteri
tirti ile karsilastiritlmis ve Bacillus subtilis ile %99 ve diger bakteri tiirleri ile %87-
%099 arasinda benzerlik gostermistir.

Rekombinant lakkaz aktivitesi Guaiachol oksidasyonu ile arastirilmistir. SDS-
PAGE uygulamasi sonucu enzimin molekiiler agirligi 34 kDa olmustur. Optimum
pH ve sicaklik sirayla 6,6 ve 50°C olmustur. Rekombinant lakkaz 40 °C ve 60 °C'de
%091 ve %90 aktivite gostermistir. Enzimin Km ve Vmax degerleri 110,7721 uM
ve 19,3 pmol/min/mg olmustur. Lakkazin boya giderim potansiyeli 16 farkli boya
tizerinde incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuglar saflagtirilmis lakkazin CuSOa’iin
varliginda endiistriyel ve kimyasal boyalarin gideriminde giiclii bir sekilde etkili
oldugunu gdstermistir. Lakkaz aktivitesi FeSO4 (5SmM) "'in ilavesiyle artmustir.
Rekombinant lakkaz 1ImM’lik EDTA, MgCl12, CuClI2, NiCI2, MnCI2, CaCI2 ve
ZnCI12 tarafindan orta derecede inhibe edilmistir. Ayrica 5 mM konsantrasyondaki
SDS, HgCI2, iire, 2-merkaptoetanol, Tween-80 lakkaz aktivitesini %50 nin altina
diistirmustiir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore E. coli'de rekombinant lakkaz
enzimin tiretimi endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar i¢cin umut verici bir aday
oldugunu ortaya koymustur. Enzim ytiksek sicakliklarda aktivitesini korumustur.
Sonu¢ olarak, enzim modifikasyona deger ve gelecekte endiistrinin farkli
alanlarinda kullanilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus subtilis OH 67, rekombinant lakkaz,
karakterizasyon, E. coli'de ekspresyonu.



ABSTRACT

ISOLATION, CLONING, CHARACTERIZATION, AND
INVESTIGATION OF DYE DECOLORIZATION ACTIVITY OF
LACCASE ENZYME FROM Bacillus subtilis.

PH.D THESIS
ORKIDEH HAJIPOUR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. SADIK DINCER)
DENIZLI, JUNE 2020
Bacterial laccases are very stable at high temperature and pH values. Laccase has
many biotechnological and industrial applications. This research was aimed to
clone, express, purify, characterize, and decolorization activity of the laccase from
a local isolate Bacillus subtilis OH 67.
The laccase positive strain (Bacillus subtilis OH 67) was isolated from Istanbul-
Turkey. PCR product (Laccase gene) was transformed to E. coli BL21 (DE3) after
ligation to pET22b vector. DNA sequence of laccase gene has a 99% similarity with
Bacillus subtilis, but the other strains identity was among 87%-99%.
The molecular weight of recombinant laccase was assigned as 34 kDa. Optimum
pH and temperature of recombinant laccase was 6,6 and 500C. Recombinant
laccase exhibited 91% and 90% activity at 40°C and 60°C. The Km and Vmax
values of the enzyme were obtained as 110,7721 uM and 19,3 umol/min/mg. The
recombinant laccase strongly decolorized 16 types of industrial and chemical dyes.
Laccase activity was increased by addition of FeSo4 (5mM). Recombinant laccase
was moderately inhibited by EDTA, MgClI2, CuCI2, NiCl2, MnCI2, CaCl2, and
ZnCl2. Moreover, the recombinant laccase activity was found to be less than 50%
in the presence of SDS, HgCl2, Urea, 2-Mercaptoethanol, Tween-80 at a
concentration of 5mM.
In conclusion, the production of recombinant laccase enzyme in E. coli proved to
be a promising candidate for industrial and biotechnological applications. The
enzyme maintained its activity at high temperatures. As a result, the enzyme is
worthy of modification and can be used in different area of industry in the future.

KEYWORDS: Bacillus subtilis OH 67, recombinant laccase,
characterization, expression in E. coli
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1. GIRIS

Diinyada canli populasyonunun hizli artisina paralel olarak giinliik ihtiyaglar da
hizla artmakta ve bu da ¢oziimlenmesi gereken g¢evresel sorunlara yol agmaktadir.
Basta deterjan sanayi olmak tizere kagit, gida, kozmetik, eczacilik ve saglik gibi bir¢ok
sektorde ya madde sentezi veya istenilmeyen iirlinlerin ortadan kaldirilmasi gibi
siireclerde enzimlere gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle yiliksek kalitede ve
miktarda enzim iiretimi s6z konusudur. Giiniimiizde ¢ok sayida mikrobiyal kaynakli
enzimlerin patenti alinmis olup sayisiz firma tarafindan ticari olarak satilmaktadir.
Uretim teknolojisinden enzimatik aktiviteye kadar birgok 6zellik acisindan bakteriyel
kaynakli enzimlerin sahip olduklar1 avantajlar, ¢esitli bakterilerden enzim tiretimini ve
bunlarin farkli alanlarda kullanimini giindeme getirmistir. Katalitik aktivite 6zellikleri
nedeniyle enzimler, gliinimiizde endiistrinin farkli alanlarinda kullanim potansiyeline
sahiptir. Cevreden kolay bir sekilde temizlenmesi nedeniyle c¢evre dostudur ve
standardize edilebilmesi de enzimlerin hemen hemen her alanda kullanilabilmesini

kolaylastirmaktadir (Karam ve Nicell 1997, Duran ve Esposito 2000).

Mikrobiyal enzimlerin endiistriyel dlgekte biyokatalizor olarak kullanimi, beyaz
biyoteknoloji ya da diger adiyla yesil (siirdiiriilebilir) kimyanin temelini atmis ve
giinlimiizde biyolojik temelli bir ekonomi dogmustur. Sanayide yiiksek sicaklik,
yiiksek basing, yiiksek tuz konsantrasyonlari, asidik veya alkali sartlar, oksidatif
kosullar gibi sert kosullarin varlig bilim insanlarini bu sartlara daha direngli enzim
gelistirmeye yonlendirmistir. Endiistriyel biyoteknolojideki yenilik¢i yaklasimlar ve
biyolojik temelli ¢oziime yonelik gelistirilen stratejiler nedeniyle yeni ve giiglii

katalitik 6zelliklere sahip enzim arayisi halen tiim diinyada giincelligini korumaktadir.

Genel olarak Oksidorediiktaz olarak bilinen lakkaz (benzenediol veya oksijen
oksidorediiktaz) enzimi bakir igerir ve oksijenin suya indirgenmesiyle beraber farkli
fenolik ve fenolik olmayan aromatik bilesenlerin oksidasyonunu katalize eder
(Giardina ve dig. 2010, Singh ve dig. 2011). Lakkaz enzimi tip I, tip II ve tip III olmak

tizere 4 adet bakir igerir. Spektral ozelliklerine ve elektroparamanyetik rezonans



(EPR)’a baglh aktif merkezi olusturan bakir iyonlarina gore siniflanirlar (Solomon ve

dig. 1996).

Tip I bakir (T1) igeren lakkaz enzim ¢ozeltileri mavi renk olustururlar. Bu tip
cozeltiler 600 nanometrelik optik absorbsiyona sahiptir ve  spesifik
elektroparamanyetik rezonans spektrumu ile karakterize edilirler. Lakkazlarda T1
merkezi, sistein siilfidril ile histidin imidazol i¢eren trigonal yapidadir (Enguita ve dig.
2003, Garavaglia ve dig. 2004). Tip II bakir (T2), renksiz bolgedir ve ¢ok zayif
elektroparamanyetik rezonans spektrumuna sahiptir (Solomon ve dig. 1992, Quintanar
ve dig. 2005). Tip III bakir iceren lakkaz enziminin T3 bolgesi hidroksil bagla anti-
ferromanyetik ¢ift bakir iyonlari igerir ve bakir merkezi ¢ift ¢cekirdeklidir. Bu tip bakir
elektroparamanyetik rezonans spektrumu ile ayirt edilemez ve histidin aminoasidinde

ligand olarak gorev yapar (Messerschmidt ve Huber 1990, Solomon ve dig. 1996).

Lakkaz enzimin katalitik reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesir. T1 bakir substrat
varliginda indirgenir. T1 bakirdan ayrilan bir elektron T2 ile T3 bakirlarin var oldugu
bolgeye transfer olur. Daha sonra T2 ve T3 bolgesindeki oksijen (02), suya (H20)
indirgenir ( Gianfreda ve dig. 1999). Lakkaz enziminin katalitik mekanizmasi ve yapisi

Sekil 1.1 ve 1.2°de verilmistir.
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\ﬁ\/ ,""‘
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T

Sekil 1.1: Lakkaz enzimine ait katalitik mekanizma (Baldrian 2006).



Sekil 1.2: Lakkaz enzimin yapisi (http://armstrong.chem.ox.ac.uk/laccase.html )

11 Cahsmanin Amaci

Giliniimiizde dogadan daha aktif ve yiiksek stabilitiye sahip yeni lakkaz enzimi
tireticisi mikroorganizma izole edilmeye calisilmaktadir. Bakteri kokenli enzimlerin
en onemli 6zelligi, stabilitenin yiiksek olmasi, genis pH ve sicaklik araliginda aktivite
gosterebilmesidir. Bu nedenle de bakteriyel enzimlerin kullanim potansiyeli daha
fazladir. Ozellikle fazla miktarda iiretilmesi ve saflik degerinin arttirilmasi igin
bakteriyel enzimlerin klonlanarak iiretilmesi ve saflastirilmasi 6nemli bir avantaj
saglayacaktir. Bu nedenle yapilan bu ¢alismada, yerel bir bakteri izolat1 olan lakkaz
pozitif Bacillus subtilis OH 67 susunun lakkaz geni E. coli’ye klonlanmis ve
rekombinant enzim saflagtirilmistir. Saflastirilan rekombinant lakkaz enziminin
karakterizasyonu yapilarak, sicaklik, pH, metal iyonlar, deterjan gibi inhbitorlerin
enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. Ayrica saf rekombinant enzimin sentetik

boyar maddelerin giderimindeki etkinligi tespit edilmistir.


http://armstrong.chem.ox.ac.uk/laccase.html

2. TEZ KONUSU VE LITERATUR TARAMASI

Lakkaz enzimi ilk kez 1883 yilinda Japon vernik agacindan (Rhus vernicifera)
izole edilmistir (Call ve Mucke 1997, Gianfreda ve dig. 1999, Oz¢irak 2012). Lakkaz
enzimi baz1 boceklerde, bitkilerde, bakterilerde ve mantarlarda bulunmaktadir (Claus
2003, Claus 2004, Oz¢irak 2012, Sharma ve dig. 2007).

Lakkaz (E.C.1.10.3.2. p-difenol oksidaz) enzimi, fenolik bilesiklerin ve
aromatik aminlerin oksidasyonunu saglayan ve yapisinda monomerik ve multimerik
bakir olan oksidorediiktaz enzimlerden biridir (Sekil 2.1) (Brijwani ve dig. 2010, Desai
ve Nityanand 2011). Difenolii o-kinona ¢evirir ve o-kinon oksijen varliginda enzimatik

olmayan reaksiyonlarla melanine donisiir (Sekil 2.2) (Williamson 1997).

Sekil 2.1: Lakkazin bakir merkezleri (Enguita, 2003)
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Sekil 2.2: Lakkaz enzim vasitasiyla melanin olusumu( Williamson 1997)

Lakkaz enzimi, bazi mikroorganizmalarda melanin sentezine neden olur ve
mikroorganizmalarin ¢evresel faktorlerden korunmasini saglar. Fenolik bilesenleri ve
protein yapisindaki aromatik gruplari oksitleme 6zelliginden dolay1 biyoteknolojide
genis kullanim potansiyeli vardir (Nosanchuk ve Casadevall 2003). Ayrica,
detoksifikasyon ve dekolorizasyon o6zelliginden dolayi, sarap ve meyve suyu
endistrisinde fenolik bilesenlerin uzaklastirilmasinda, tekstilde boyalarin transferi
islemlerinde ve enzimatik doniisiimlerde de siklikla kullanilmaktadir (Brijwani ve dig.
2010, Desai ve Nityanand 2011, Leonowicz ve dig. 2001, Kunamneni ve dig. 2008).
Kagit sanayiinde kagit hamurunun delignifikasyonu isleminde biyolojik iyilestirme
ajamidir. Etanol iiretiminde, biyosensdr, biyo-yakit gibi bir¢cok endiistriyel alanda da

kullanim1 mevcuttur.

Atik sularda bulunan fenolik bilesen ve benzeri kirleticilerin ortamdan
uzaklastirilmasi i¢in yiiksek miktarda lakkaz uygulamasi ve buna bagli olarak da
biiylik hacimlerde bu enzimin iretimi gerekir. Hi¢ kuskusuz ham enzim kullaniminin
maliyeti yliksektir (Tuncer 2010). Lakkaz enzimi, seliilozik yapidaki liflerde var olan
mum, yag, protein, pektin ve renkli pigmentler gibi renklendiricilerin ortamdan
uzaklagtirilmasini saglamakla birlikte baski, boyama ve bitim gibi islemlerde de

kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisinde kumaslarin beyazlastirilmasi klasik olarak



bazik ve asidik ortamda yiiksek sicaklik ve farkli yiikseltgen maddeler yardimiyla
yapilmaktadir. Kumasin agartilmasi i¢in uygulanan oksidasyon isleminde liflere
yiiksek oranda verilen beyazlastirici maddeler zararli atiklar olusturur. Ornegin, lakkaz
enzimi kisa siirede pamuklu kumaslarin beyazlasmasini saglamakla birlikte sonraki
asamadaki agartma isleminde kullanilmis olan hidrojen peroksit (H20>)
konsantrasyonunun 6nemli derecede diismesine sebep olmaktadir (Tzanov ve dig.
2003, Basto ve dig. 2007). Son zamanlarda da fenol ve bilesenlerin gideriminde
peroksidaz enzimlerin yerine fenol oksidazlarin (lakkaz ve benzeri enzimler)
kullanilmasi tercih edilmektedir. Ciinkii H2O kullanilan islemlerde ayrica peroksidaz
enziminin kullanilmas1 maliyet arttiracaktir. Peroksidazlarin aksine fenol oksidazlar,
oksidasyon ajani olarak H.O> yerine Oz kullanirlar. Dolayisiyla fenol oksidaz grubu
enzimlerin kullanilmasi, ilave enzim kullanimindan kaynaklanan yiiksek maliyet

sorunu ortadan kaldirmis olacaktir (Atlow ve dig. 1984).

Endiistriyel alanlarda ve fabrikalarda kullanilan sular, dogaya ve cevreye kirli
su olarak atilmakta ve yeralt1 sularina sizarak igilebilir su kaynaklari kirletilmektedir.
Ozellikle tekstil iiriinlerin islenmesi sonrasinda, boya ve metal igerikli atik sularda
yiiksek miktarda fenol ve fenol benzeri kirleticiler bulunur (Farzaneh 2010). Sanayi
kuruluslarindaki su aritim tesislerinin kurulmasi zorunlu olmasina ragmen ¢ogu tesis
yiikksek maliyetten dolayr atik su aritimi1 yapmamaktadir. Bir¢ogu da fiziksel ve
kimyasal yoOntemlerle aritim yapmaktadir. Diger taraftan, yiiksek maliyetlerle
yurtdisindan ithal edilen mikroorganizmalarla biyolojik aritim yapan az sayida da olsa
tesisler de mevcuttur (Karacakaya ve dig. 2009). Cevre dostu olmasi nedeniyle
mikroorganizmalardan elde edilen lakkaz kullanilarak biyolojik temelli uygulamalarin
gelistirilmesi, tekstilde kimyasal yapidaki boyar maddelerin parcalanarak
temizlenmesi ve ortamdan uzaklastirilmasi uygun bir ¢6ziim yolu olacaktir (Arik ve
dig. 2008). Ornegin, Myceliophthora thermophila’dan izole edilen lakkaz enzimin
tekstil sanayinde boyar maddelerin temizlenmesinde etkisi arastirilmig ve lakkazin
boyar maddelerin temizlenmesinde etkili oldugu bildirilmistir (Goksel 2005,
Kunamneni ve dig. 2008). Tiirkiye’de tekstil énemli sektdrlerden biridir. Istanbul,
Izmir, Bursa, Denizli, Gaziantep ve Kahramanmaras gibi illerde yogun bir sekilde
tekstil tiretimi yapilmaktadir. Tiirkiye, 1990 yilinda 1,42 milyon dolar tekstil iiriinii
thra¢ etmistir. 2004 yilinda bu rakam 5 milyar dolara ¢ikmstir. Tekstil sektoriindeki
ihracat miktar1 2014 yilinda 8,9 milyar dolar, 2017°de 8,098 milyar dolar ve 2018’de



ise 8,461 milyar dolar ile Tiirkiye ekonomisinde 6nemli bir yer edinmistir. Bugiin
Tiirkiye’de 7,500°den fazla tekstil imalat¢ist bulunmaktadir. Lakkaz ticari tekstil
uygulamalarinda geleneksel pamuk beyazlatma isleminde kullanilir. Lakkaz katalizi
tekstil boya agartma boyali pamuklu kumasin bitiminde faydali olabilir. Boyalarin
cevreye zararli olduklarindan dolayr bu enzimin kumaslari beyazlatmak igin
kullanilmas: tavsiye edilir (Tiirkiye Cumhuriyeti-Ekonomi Bakanligi 2012, Mojsov
2014, Vantamuri ve Kaliwal 2016, Couto 2015, Pezzella ve dig. 2016, Diinya Ticaret
Orgiitii (World Trade Organization) 2003).

Zeytincilik ve zeytinyagi liretimi de Tirkiye’de ekonomik 6neme sahip bir
diger sektordiir. Diinya piyasasindaki zeytinin %97’si Tiirkiye, Italya, Ispanya,
Yunanistan ve Tunus tarafindan karsilanir. Sofralik zeytin ve zeytinyag iiretiminde,
fenolik bilesenler igeren ve karasu olarak isimlendirilen atik sular, yer alt1 su
kaynaklarinda ve toprakta ciddi boyutlarda kirlilige sebep olmaktadir (Kaplan ve
Hesenov 2008, Ardig 2009, Oztirk ve dig. 2009, Mert ve dig. 2008). Zeytin
karasuyunda 7,9 g/L fenol bulunmaktadir (Mert ve dig. 2008). Zeytinyag1 iretimi
sirasinda yan tirlin olarak olusan karasu, lakkaz enzimi ile bertaraf edilebilir (Kaplan
ve Hesenov 2008). Zeytinyagi iiretiminin ekstraksiyon isleminde, yaklasik olarak %20
yag, %30 kat1 attk ve %50 siyah atik su olusur. Zeytin degirmeni atik su
(OMW=Zeytinyag1 atiksu aritiminda yeni teknikler) olarak adlandirilir. Kat1 kalintinin
cogu yakit olarak kullanilir, ancak OMW Akdeniz iilkeleri i¢in ¢evresel bir sorundur.
OMW'nin parcalanmasindaki o6nemli bir adim, renkli polimerik fenoliklerin
(renklenme) daha sonra minerallestirilebilecek monomerlere pargalanmasidir

(Minussi ve dig. 2007, Tsioulpas ve dig. 2002).

Klorofenol sinifina ait pestisitler, en ¢ok tercih edilen zirai ilaglardan biridir.
Bu gruptaki pestisitlerin suda ¢oziiniirliikleri yliksektir ve bu tiir toksik kimyasallar
toprakta ve nehirlerde fazla miktarda goriiliirler (Miyazaki ve dig. 2002). Pestisitler
tiim canlilarda protein sentezi ve lipid biyosentezini olumsuz yonde etkiledigi de
bilinmektedir (Guerra 2001). Sucul ortamlarda da oldukga yiiksek toksisiteye sahiptir
(Guerra 2001, Torres-Duarte ve dig. 2009). Pestisitler ve herbisitler, modern tarimda
yaygin olarak kullanilir ve ¢esitli tarimsal mahsullerin etkili bir sekilde iiretilmesini
destekler. Bir fenilurea herbisit tiirli olan izoproturon, ¢ogunlukla ilkbahar ve kis

bugdayindaki ¢cavdar, ipeksi bentgrass ve bircok genis yaprakli tiir gibi yabanci otlarin



biiylimesini kontrol etmek i¢in kullanilir. Kanserojen bir metabolit iireten Isoproturon
cevreyi Ozellikle de suda yasayan omurgasizlari, yosunlart ve mikroorganizmalari
olumsuz yonde etkiler. Yar1 6mrii tropik iklimlerde yaklasik 15 giin, orta iklimlerde
40 giindiir. Yaygin kullanimi1 nedeniyle izoproturon nehirlerde, akarsularda, deniz
sularinda ve yer alt1 sularinda kirletici olarak tespit edilmistir (Zeng ve dig. 2017,
Imran ve dig. 2012, Jolivalt ve dig. 2000). Lakkaz enzimi pestisit ve herbisitleri
parcalama yetenegine sahip oldugundan dolayr bu enzim bu zararli kimyasallarin

ortadan kaldirilmasi i¢in de kullanilabilir (Jin ve dig. 2016, Zeng ve dig. 2016).

Bazi1 antikanser ila¢ {iretiminde katalizor olarak lakkaz kullanimi da
bilinmektedir (Rodriguez ve Herrera 2006, Ozcirak 2012). Ornegin HuH7
Hepatocarcinoma hiicrelerinde antikanser etki gosterdigi ve bazi kanser tiirleriyle

miicadelede de kullanilabilecegi rapor edilmistir (Aswini ve dig. 2016).

Bilindigi gibi lakkaz enziminin ticari liretimi Trametes versicolor mantarindan
yapilmakta ve ticari olarak satilmaktadir (Sigma-Aldrich). Trametes versicolor
mantart hizli ve kolay iiretilmekte ve bu nedenle de lakkaz enzimiyle ilgili yogun
aragtirmalar bu organizmayla yapilmaktadir. Diger taraftan bakteriyel enzimler,
dayanikli ve uyumlu olmalarinin yani sira ekonomik tiretimlerinden dolayr mantar,
bitki ve hayvansal enzimlere gore daha fazla tercih edilirler. Bu gilin piyasadaki
lakkazlarin ¢ogu mantarlardan elde edilmistir. Halbuki bakteriyel lakkazlar
mantarlardan elde edilen lakkaza kiyasla daha genis pH araligina sahiptir ve daha
yiiksek sicakliklara dayaniklidirlar (Stoilova ve dig. 2010, Mukhopadhyay ve dig.
2013, Sharma ve dig. 2007). Bakteriyel lakkazlarin bir¢ogu CotA tiirii lakkazlardir.
CotA proteini Bacillus subtilis tiirii bakterilerde goriiliir ve protein bakterinin dis
kaplama tabakasinda yer alir. Cot A tiirii lakkazlarin termostabilitesi ¢ok yiiksektir ve
bu protein hidrojen peroksit ve UV ye kars1 spor olusumundan da sorumludur (Enguita

ve dig. 2004).



3. YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada kullanilan kimyasallar, boyalar ve kitler

Agaroz (Sigma, A9539); Akrilamid (Sigma, A8887); Bis-akrilamid (Sigma,
146072); Bromfenol mavisi (Sigma, B6131); Amonyum persiilfat (APS, Sigma,
A3678); Asetik asit (Sigma, 27225); Dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma, D2650);
Etidyum bromiir (EtBr, Bio Basic; DO0197); Etil asetat (EA, Sigma, 27227);
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma, 5134); Gliserol (Sigma, G2289); Glisin
(Bio Basic, DR0235); Sodyum dodesil siilfat (SDS, Sigma, 1L4390); Sodyum klorit
(NaCl, Sigma, 13423); Tetrametiletilendiamin (TEMED, Sigma, T8133); Tris (Bio
Basic; DB0194); Triton X-100 (Bio Basic, DB0198); 2-Merkaptoetanol (2-ME,
Merck, 8,05740); 2-Propanol (Sigma, 24137), Guaiacol (2-Methoxyphenol,
Sigma,135011), Syringaldazine (4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyde azine,
Sigma, 14414-32-5) ve Catechol (1,2-Dihydroxybenzene, Sigma, 135011), Fenol
kirmizisi, Metil mavisi, Brom mavisi, Kongo kirmizisi, Coomasie brilliant mavisi,
Kristal viyole, Brom krezol moru, Turquaz mavisi HF6, Reaktif Kirmizis1 123,
Remazol siyah1 RB, Remazol brilliant mavisi R, Remazol brillant kirmizis1 BB,
Remazol viyole 5R ve Remazol brillant turuncusu 3R, Bakteri DNA’sinin izolasyonu
icin “DNA izolasyon kiti” (RTA, 09028050), Agaroz jelden DNA izolasyonu Kiti
(Promega, A9281), DNA marker (Vivantis, NL1421), 6X Loading dye (Fermentas,
RO0611), NTP (Deoksiniikleozid trifosfat; Promega, U1511) ve Taq DNA polimeraz
(Promega, M3001), DNA kesme enzimleri (Ncol R6513, Hindlll R6041 Promega),
DNA ligaz (Promega M1801), antibiyotik Ampisilin (Becton Dickson, USA 230705),
kullanilmistir. Elektroforez isleminden sonra DNA’nin UV altinda goriinebilir hale
gelmesi i¢in Etidyum Bromiir 0,5 pg/mL konsantrasyonunda kullanilmistir. Calismada

kullanilan diger kimyasallar yiiksek derece safliga sahiptir.



3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi (GEC AVERY -ingiliz), Santrifiij ve Sogutmali santrifiij (Sigma-
Aldrich, USA), Otoklav (Hirayama, Hiclave HV japonya), Su banyosu (Niive,
Tiirkiye), Spektofotometre (Thermo FISHER Scientific, USA), Thermal Cycler
(Ependorf, Almanya), Manyetik Karistiric1 (izmir teknik kimya, TURKIYE), Vorteks
(Velp. Scientifica, Italya), Elektroforez Sistemi (Thermo FISHER Scientific, USA),
Giivenlik Kabini (LaborMed, TURKIYE) ve Jel Gériintiileme Sistemi (Vilber lormate,
Kuzey Irlanda) kullanilmstir.

3.1.3 Kaullanilan Bakteri Suslari ve Vektor

Bu ¢alismada konakg¢1 hiicresi olarak Promega firmasina ait E. coli BL21 DE3
bakterisi ve vektor olarak da pET22b (Novagen) vektorii kullanilmastir.

3.2 Metod

3.2.1 Lakkaz Pozitif Bakteri Susunun izolasyonu

Istanbul ve Adana’nin farkli bdlgelerinden aseptik kosullara uyularak alinan
toprak ornekleri bakteri izolasyonu icin +4 °C’de muhafaza edilmistir. izolasyon igin
5 gram toprak 100 mL distile suda homojen bir sekilde dagilmas1 saglandiktan sonra
80°C’de 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra 500 puL 6rnek alinarak LB siv1 besiyerine
eklenmis ve 37 °C’de 200 rpm’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Gecelik taze
kiiltiirden seri dillisyonlar yapilarak syringaldazine veya catechol iceren kati
besiyerine ekilmistir. Etrafinda siyah veya siyah-kahverengi ya da pembe rengi olusan
koloniler lakkaz pozitif olarak se¢ilmistir (Kohashi ve dig. 2004, Sambasiva ve dig.
2012, Dalfard ve dig. 2006).
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3.2.2 1lzole Edilen Bakteri Susunun Tanimlanmasi ve Stoklanmasi

Gram boyama ve mikroskopik incelemeler sonunda endospor iceren izolat
Bacillus sp. olarak stoklanmistir. Sentegen firmasinda yapilan 16S rDNA sekansi
NCBI’da bulunan bakterilerin 16 StDNA dizileri ile karsilastirilarak BLAST edilmis
ve izolatin Bacillus subtilis (OH 67) olarak tiir tayini yapilmustir. Izolata ait sekans,
NCBI ve Clostal W sitelerinde degerlendirilerek filogenetik agaci da ¢izilmistir
(Hajipour ve Dinger 2015).

Bakteri, nutrient agar (8,0 g/L, et 6zitii 10,0 g/L, pepton 10,0 g/L, tripton 10
g/L, agar 20,0 g/L ve NaCl 0,5 g/L) besiyerinde +4°C’de ve steril %15’lik gliserol
icerisinde -80 °C’de saklanmustir (Dalfard 2006, Sambasiva 2012).

3.2.3 Vektor Secimi ve Primer Dizayni

NCBI sitesinde BLAST karsilastirmasindan sonra Bacillus subtilis strain OH 67
bakterisine %97’den fazla homoloji gosteren bakterilerin lakkaz genine ait sekans oligo
7 programi kullanarak ¢ift primerler tasarlanmistir. Bu ¢aligmada ekspresyon vektorii
olarak pET22b vektorii kullamilmistir. Kullanilan vektére ait bilgiler, primerlerin
sekans1 ve kullanilan restriksiyon enzim ve pET22b bdlgeleri asagida Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1: pET22b vektorii

3.2.4 Bacillus subtilis OH 67°ten DNA izolasyonu

Bacillus subtilis OH 67 bakterisine ait genomik DNA, RTA firmasina ait kit ile

izole edilmistir. DNA izolasyonu fretici firmanin talimatina gore yapilmistir.

[zolasyon asamalart maddeler halinde asagida verilmistir.

1) LB s1v1 besiyerinde hazirlanan bir gecelik bakteri kiiltiiriinden 2 mL alinip

ve 4000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra supernatant

atilmis ve hiicre pelleti analiz i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

2) Santrifiij isleminden sonra taze hazirlanan Lizozim c¢ozeltisinden [20

mg/mL Lizozim + (10 mM Tris, 1 mM EDTA; pH: 8,0, ImM DTT)] 200 pL alinip
pellete eklenmis ve vortekslenerek 30 dakika 37°C'de inkiibe edilmistir.

3) Inkiibasyondan sonra 10,000 g'de 1 dakika santrifiij edilerek hiicreler

coktiiriilmiis ve siipernetant uzaklastirdiktan sonra 200 puL soliisyon BL ve 20 pL

Proteinaz K ilave edilmistir.

4) Sonra soliisyon B’den 250 pL ¢ozelti iizerine eklenip ve 30 saniye

vortekslenmis ve 15 dakika 65°C’de inkiibe edilmistir.
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5) Inkiibasyondan sonra tiiplere 200 uL %96°lik etanol ilave edilerek 20 saniye
boyunca karistirilmistir.

6) Hazirlanan karisim, kit ile verilen toplama tlipiine yerlestirildikten sonra spin
kolona aktarilmistir.

7) Daha sonra tiipler 10,000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilip ve alt
kisimdan kalan toplama tlipii atilarak kolon yeni bir toplama tiiplin igerisine
yerlestirilmistir.

8) Kolonlarin iizerine soliisyon W1’den 700 pL eklenip 10,000 g’de bir dakika
santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki sivi uzaklastirilarak kolon temiz toplama tiipe
konulmustur.

9) Daha sonra 700 pL Soliisyon W2 kolona ilave edildikten sonra 10,000 g
hizinda bir dakika boyunca santrifiijlenmistir. Toplama tiiptindeki s1v1 atildiktan sonra
kolon tekrar ayn1 tiipiin i¢ine yerlestirilmis ve 10000 g’de 30 saniye boyunca santrifiij
edilmistir.

10) Kolonlar 1,5 mL’lik steril tiipiin igerisine transfer edilerek 5 dakika
70°C’de 1s1t1lmis ve 200 pL Soliisyon E kolonlara ilave edilmistir.

11) Oda sicakliginda 3 dakika bekletilen tiipler 10000 g’de bir dakika santrifii
edilmistir.

12) Kolonlar atilip tiip i¢indeki genomik DNA -20°C’de stoklanmuistir.

3.2.5 Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

%1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0,5 gram agaroz 50 mL 0,5X yogunlugundaki
TBE (Tris Boric acide-EDTA) tamponunda hazirlanmis ve elektroforez kasetine
dokiilmistiir. Jel donduktan sonra tanka yerlestirilmis ve elektroforez tanki TBE
tamponuyla doldurulmustur. 1 pL jel yiikleme boyas1 ve 6 uL DNA karistirilarak
hazirlanan 6rnekler kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez islemi bir saat 90 volt’ta
yapilmistir ve jel etidiylim bromiir ¢ozeltisi ile boyanmistir. DNA, Vilber Lourmate

marka jel goriintiileme cihaziyla goriintiilenmistir.
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3.2.6 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bacillus subtilis’in DNA’st steril su ile 50 kat seyreltilmis ve
spektrofotmetrede 260 nm’de absorbans degeri Ol¢iilmiistiir. Absorbans degeri, c¢ift
zincirli DNA i¢in 50 pg/mL’ye takabiil etmektedir. Asagidaki formiil yardimiyla DNA
konsantrasyonu hesaplanmistir. Protein kirliligini de kontrol etmek i¢in 280 nm dalga
boyu kullanilmistir (Sambrook ve Russell 2001).

DNA (pg/mL) = 260 nm’deki absorbans x Seyreltme Faktorii x 50

3.2.7 Lakkaz Geninin (phyC) Amplifikasyonu i¢in Primer Dizayni

B. subtilis’e ait Lakkaz geninin dizisi incelenerek phyC geninine ait uygun
primer oligo 7 programini kullarak dizayn edilmistir ve primer dizileri Rafigen firmasi
tarafindan sentezlenmistir. Ayrica PCR iiriinliniin pET22b vektorlere ligasyonunu
saglamak i¢cin amplifiye olan gende yapiskan ug¢ olusturmak amaciyla Primer F’nin
ucuna Ncol (5'-GGATCC-3"), Primer R’nin ucuna Hind 11l endoniikleazina ait tanima
dizileri (5'-TTCGAA-3") ilave edilmistir. Sentezlenen primer dizisi asagida
gosterilmistir.

Forward Primer:

5-ATACATCCATGGATACATATCACCCATTCA GTCTTACCA-3

Revers Primer:

SATTTTTAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGCCTCCTCATTC
CGATAAAGGAC-3

3.2.8 Lakkaz Geninin PCR Ile Cogaltilmasi

Bacillus subtilis’ten izole edilen kalip DNA {izerinden lakkaz genine ait
primerler kullanilarak lakkaz geni PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR optimizasyonu ig¢in
cesitli reaksiyonlar ve farkli sicakliklar (48-62°C primer yapisma sicakligi)
denenmistir. Optimum primer yapisma sicakligi 58°C olup reaksiyon steril sartlarda,
kabin i¢erisinde ve buz lizerinde yapilmistir. Lakkaz genin amplifikasyonu i¢in yapilan

PCR ile ilgili optimum kosullar Tablo 3.1 ve 3.2’te verilmistir.
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Tablo 3.1. Optimum PCR kosullari

10x Taq buffer 5ulL
dNTP 4ul
Forward Primer (10 uM) 2,5uL
Revers primer (10 uM) 2,5uL

DNA 0,8ug (0,6 uL)
] 1,25 Unit
Tag DNA Polimeraz
(0,5uL)
Su 29,5 uL
Final hacim 50 uL

Tablo 3.2. PCR sicaklik, dongii ve dongii zamani

94 °C 5 Dakika 1 Dongii
94 °C 45 Saniye

48-62°C 50 Saniye 35 Dongii
72 °C 50 Saniye
72 °C 5 Dakika 1 Dongii

3.2.9 Lakkaz Genine Ait PCR Uriiniiniin Saflastirilmasi

Lakkaz genine ait PCR {iriinii, Promega firmasina ait kit yardimiyla iiretici
firmanin talimatina gére yapilmistir. Elde edilen DNA’lar agaroz jelde ylriitiilmiis ve
DNA bandimin bulundugu yerdeki jel 2 mL’lik tiip icerisine yerlestirilmistir. Uzerine
400 pL Membran Binding tamponu ilave edilerek bir dakika oda kosullarinda inkiibe
edilmistir. Daha sonra ornekler bir dakika 14,000 rpm hizinda santrifiij edilmis ve
alttaki s1v1 uzaklastinnlmistir. SV kolonu yeni bagka tiip igerisine aktarilarak iizerine
750 pL membran yikama tamponu eklenmistir. 14,000 rpm’de bir dakika santrifiij
isleminden sonra alttaki sivi uzaklastirilmis ve kolon tekrar temiz tiip icerisine
aktarilmistir. Kolonlarin izerine 500 pLL. membran yikama tamponu eklenerek bir
onceki asama tekrarlanmigtir. Son olarak DNA’lar1 ¢oktiirmek amaciyla tiiplere 50 uLL

steril su ilave edilmis ve ornekler 3 dakika oda kosullarinda inkiibasyona birakilmistir.
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Siire sonunda tiipler bir dakika 14,000 rpm’de santrifiij edilerek kolonlar atilmig ve alt
kisimda ¢oken DNA -20°C’ de stoklanmustir.

3.2.10 Lakkaz Geni ve pET22b Vektoriiniin Restriksiyon Enzimleriyle

Kesilmesi

Restriksiyon enzimleri olarak Ncol ve Hind Il kullanilmistir. Saflastirilan
lakkaz geni ve pET22b vektorii son hacim 50 pL olacak sekilde Ncol ve Hind Il

enzimleri ile ayr1 ayr1 kesilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 Lakkaz geni ve pET22b vektoriiniin restriksiyon enzimleri

ile kesim sartlari

Lakkaz geni ve pET22b vektorii 10 png
10X tamponu S5uL
Ncol ve Hind Il enzimleri (10 U/uL) 2 uL
Su Final hacim 50 pL

Reaksiyon karisimi 37 °C’de 6 saat inkiibasyona birakildiktan sonra kesim
enzimlerin deaktivasyonu igin 65 °C’de 20 dakika bekletilmigtir. Siire sonunda kesilen
lakkaz geni ve pET22b vektori %2’lik agaroz gelde yiiriitiilmiis ve jelden

saflagtirilmistir.

3.2.11 Lakkaz Geni ve pET22b Vektoriiniin Ligasyonu

Restriksiyon enzimleriyle kesilen lakkaz geninin ve pET22b vektoriiniin, T4
DNA Ligaz enzimi ile ligasyonu saglanmistir. Reaksiyon, Tablo 3.4’de verilen
kosullarda  hazirlanmis ve 10°C’de 12 saat inkiibasyona birakilarak

gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.4 Lakkaz geninin ve pET22b vektoriiniin T4 DNA ligaz enzimiyle ligasyonu

Lakkaz geni 3ulL
pET22b 1 uL
10X T4 DNA ligaz tampon 1 uL
T4 DNA Ligaz (5 U/uL) 3uL
Su 2 uL

3.2.12 Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Kompetent hiicreler (E. coli BL21 (DE3) plysS) Kalsiyum Kloriir (CaCly)
yontemiyle hazirlanmistir (Sambrook,2001). Bunun i¢in 10 mL LB’ye E. coli BL21
(DE3) plysS bakteri ekimi yapilmis ve ¢alkalayicili inkiibatorde 37 °C’de 12 saat
inkiibasyona birakilmistir. Aktif bakteri kiiltiirinden 500 pL alinarak 50 mL taze
hazirlanmis LB besiyerine inokiile edilmistir. Kiiltiirtin 600 nm’deki optik yogunlugu
0,4-0,6 arasinda bir deger olana dek inkiibatdrde 37 °C’de inkiibe edilmistir. Daha
sonra kiiltiir 50 mL’lik steril falkonlara aktarilmis ve 4 °C’de 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilerek bakteri hiicreleri ¢oktiiriilmiistiir. Stipernatant atilarak pelet iizerine
10 mL 0,1 molar CaCl; eklenmis ve 30 dakika buz istiinde bekletilmistir. Sire
sonunda ornekler 4 °C’de 5000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis ve {ist faz atilmistir.
Tiplere 2 mL 0,1 molar CaCl, eklenerek hazirlanan kompetent hiicreler

transformasyon i¢in kullanilmak iizere -80 °C’de stoklanmustir.

3.2.13 Rekombinant Vektoriin E. coli BL21 (DE3) Plyss Bakterisine

Transformasyonu

200 pL olacak sekilde -80 °C’de stoklanmis kompetent hiicreler, 10 pL
rekombinant vektor (pET22b+Lakkaz) ile muamele edildikten sonra 15 dakika buz
iistiinde bekletilmistir. Vektoriin hiicre icine gegebilmesi i¢in hiicreler iki dakika 42
°C’de su banyosunda bekletilmistir. Tiipler bes dakika boyunca buzda bekletildikten
sonra hiicrelerin tamami 1500 pL LB kiiltiiriine ilave edilmistir. 37 °C’de 2 saat inkiibe

edilen hiicrelerden 200 pL alinmis ve 25 pg/mL ampisilin iceren LB agar besiyerine
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ekilmistir. Ekimleri yapilan petri kaplar1 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir (Puyet ve
dig.1987).

3.2.14 Koloni-PCR ile Transformasyonun Dogrulanmasi

Transformasyonun gergeklesti§ini onaylamak amaciyla kati besiyerinde
gelisen koloniler steril sartlarda 6zeyle alinmis ve 50 pL su ile karistirilarak 90 °C’de
5 dakika 1sitilmigtir. Daha sonra 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz
rekombinant DNA kaynagi olarak PCR i¢in kullanilmistir. PCR i¢in, daha 6nce

bahsedilen PCR kosullar1 ve lakkaz genine ait primerler kullanilmistir.

3.2.15 Kat1 Besiyerinde Lakkaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Koloni-PCR ile belirlenen pozitif bakteriler 0,1mM IPTG, ampisilin (25
pg/mL), katekol (2mM) ve CuSOs (0,036mM) iceren LB-Agar besiyerine ekilmis ve
petriler 48 saat 37°C kosullarinda inkiibe edilmistir. Gelisen kolonilerin etrafinda
olusan kahverengi zon Lakkaz enzim varligini gosterdiginden bu koloniler lakkaz

pozitif bakteriler olarak kabul edilmistir.

3.2.16 Rekombinant Lakkaz Enziminin His-Select Nickel Affinity Gel ile

Saflastirilmasi

Kahverengi  kolonilerden rastgele bazilar1  segilerek 25  pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ampisilinli LB sivi besiyerine ekilmis ve 37°C’de
inkiibe edilmistir. Lakkaz pozitif bakteri kiiltiirline ait ODgoonm yaklasik 0,8 oldugunda
son konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilmistir. Kiiltiir 120 rpm’de
once 30 °C ve sonra da 25°C’de 4’er saat inkiibe edilmistir. Ardindan 25 °C’de 16 saat
sabit sekilde inkiibasyona birakilan kiiltiir 5 dakika 5000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra iist siv1 uzaklastirilmis ve bakteriler 30 saniye 1000 g’de
iki kez sonikator vasitasiyla patlatilmigtir. Bakterilerin patlamasiyla hiicre disina ¢ikan
enzim Sigma firmasina ait His-Select Nickel Affinity Gel kullanilarak tiretici firmanin

talimatina gore saflastirilmistir.
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1-Mikrosantrifuj tiipiine 500 pL affinite jel eklenmis ve jelden alkoli

uzaklastirmak i¢cin 1000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek {ist faz atilmistir.
2- Daha sonra jelin tizerine 500 pl equilibration tamponu eklenmistir.

3- Sonikatorle lize edilen bakteri (500 pL) jel lizerine ilave edilmis ve 4000

rpm’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra siipernatant atilmistir.
4- Peletin iizerine 500 pL yikama tamponu ilave edilmis ve 4000 rpm’de 30

saniye santrifiij santriflij edildikten sonra siipernatant atilmistir.
5- Daha sonra iizerine 500 pL imidazol i¢eren elution tamponu eklenmis ve

4000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra supernatant

enzim kaynagi olarak kullanilmigtir.
Lakkaz enziminin saflastirmasi ile ilgili asamalar asagidaki sekilde
gosterilmistir.
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Sekil 3.2 His-Select Nickel Affinite Gel ile rekombinant lakkaz

enziminin saflastirilmasi (https://www.pinterest.com).

3.2.17 Klonlanan Lakkaz Enzimin SDS-PAGE Yontem ile Molekiiler

Agirhginin Saptanmasi

Lakkaz enzimine ait molekiiler agirhgr saptamak amaciyla %10°lik SDS-
PAGE kullaniimigtir (Bollag ve dig. 1996). Elektroforez islemi 40 mA’ da 80 dakikada
uygulanmistir. Elektroforezden sonra jel 2 saat commassi mavisi ile hazirlanan boya
igcinde bekletilmistir. Ardindan jel asetik asit ve metanol ile hazirlanan ¢ozelti iginde

10 saat bekletilerek boyanin fazlalig1 jelden uzaklastirilmistir.

Tablo 3.5 SDS-PAGE Elektroforezi i¢in Kullanilan Cozeltiler

Jel icerigi Ayristirma jeli Yiikleme Jeli
Soliisyon A (mL) 8 1,5
Soliisyon B (mL) 5 0
Soliisyon C (mL) 0 2,25

Distile su (mL) 7 5,25

APS (uL) 100 30

TEMED (uL) 10 75
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3.2.18 Aynistirma Jelinin Hazirlanmasi

Ayirma jelini hazirlamak i¢in A ¢ozeltisinden 8 mL, B ¢6zeltisinden 5 mL, 7
mL distile su, 100 uL APS (%10) ve 10 uL TEMED kullanilmstir ve jel cam plakalara
doldurulmustur. Jelin polimerizasyonunun gergeklesmesi i¢in oda sicakliginda 50
dakika bekletilmistir.

3.2.19 Yiikleme Jelinin Hazirlanmasi (%5°lik)

Yiikleme Jeli hazirlamak i¢in A ¢ozeltisinden 1,5 mL, C ¢ozeltisinden 2,25 mL
5,25 mL distile su, 30 pL Amonyum persiilfat ve 10 uL. TEMED karistirilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti ayirma jelinin {izerine ilave edilmis ve oda
sicakliginda 20 dakika polimerizasyon gergeklesene kadar bekletilmistir (Bollag ve
dig. 1996).

3.2.20 Ornegin ve Standartin Hazirlanmasi

30 puL enzim kaynagi ve 20 pL oOrnek yiikleme tamponu tiip icinde
karistirilmistir ve tiipler 5 dakika 100°C’de inkiibe edilmistir.

3.2.21 Enzim Orneklerinin SDS-PAGE Jeline Yiiklenmesi ve

Yiiriitiilmesi

Protein marker ve drnekler jele yiiklenmis ve ayrigsma jeline kadar 10 mA’de,
daha sonra da asil ayrisma i¢in 15 mA’de elektroforez islemi gerceklestirilmistir.

3.2.22 SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Goriintiilenmesi

Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu standtan cikarilarak oda
sicakliginda 2 saat siireyle %1 Coomassie pirlanta mavisi R-250, %45 metanol ve %10

asetik asit iceren boya ¢ozeltisiyle inkiibe edilmistir. Daha sonra jel, baglanmayan
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¢Oziinmiis boyanin geri alinmasi i¢in %10 asetik asit igeren %10 metanol ¢ozeltisi ile
yikanarak saklanmistir. Jelin seffaflastiriimasi igin %10 gliserol iceren gliserollii su
(10 mL gliserol ve 90 mL su) i¢inde 3 saat bekletilmistir ve sonra fotograf makinasi

ile jel gortintiilenmistir.

3.2.23 Klonlanan Lakkaz Enzimine Ait Zimogram Analizi

Zimogram analizinde PAGE yontemi kullanilmis ve ¢ozeltilere SDS ve 2-
merkaptoetanol ilave edilmemistir. Elektroforez isleminden sonra jel, %2’lik Guaiacol
ve 2 mM konsantrasyon igeren bakir siilfat ¢ozeltisinde 6 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra kahverengi bant olusup olusmadig1 kontrol

edilmistir. Olusan kahverengi bantlar lakkaz enzim varligini géstermistir.

3.2.24 Klonlanan Lakkaz Enziminin Kinetik Karakterizasyonu

Enzimin maksimum hiz1 (substrat1 iirline doniistiirme hizi) olan Vmax ve
Michaelis-Menten sabiti olan Km degerlerinin belirlenmesi igin substrat olarak 10 ile
1000 mikromolar yogunlugunda Guiaicol kullanilmistir. Spektrofotometrik 6lgtimler,
Guaiacol’lin (¢ =21,600 / M / cm) maksimum absorbans verdigi 465 nm'de yapilmistir.
Hazirlanan her bir konsantrasyon icin lakkazin ilk hizi ilk 10 dakika stiresince
izlenmistir. Absorbans-zaman egrisinin egiminden ilk hizlar1 (AOD/dakika) olarak
belirlenmistir. Ik hiz degeri Lineweaver-Burk grafiginde (1/V’ye karsi 1/[S])

uygulanarak Vmax ve Km degerleri belirlenmistir (Lineweaver ve Burk 1934).

[U/mL ~ pmol/ min /mL)

__absorption/ min - assay volume (mL) - dilution factor - 1000

€nm(l - mol~tcm~1) - 1 cm - enzyme volume (mL)

3.2.25 Klonlanan Lakkaz Enzimin Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Klonlanan lakkaz enziminin optimum pH’sini1 belirlemek amaciyla icerisinde

2 mM Guaiacol ile 0,5 mM CuSOs olan farkli pH’larda (pH 3,4-10,7) substrat
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hazirlanmistir. Enzim aktivitesi relatif aktivite olarak arastirtlmistir. 10uL Enzim ve
190uLsubstrat karigimi 2 saat 37 °C’de inkiibe edilmis ve enzim aktivitesi 465 nm’de

spektrofotometrede Slglilmiistiir.

3.2.26 Klonlanan Lakkaz Enzimine Ait Optimum Sicakhk Degerinin

Belirlenmesi

Klonlanan lakkaz enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100°C’lik sicakliklar kullanilmistir. Bunun i¢in enzim, substrat (2
mM’da optimum aktivitenin gerceklestigi pH degerinde) ve CuSOs karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 2 saat farkli sicakliklarda inkiibe edildikten sonra

enzim aktivitesi 465 nm’de 6l¢iilmiistiir.

3.2.27 Klonlanan Lakkaz Enzimin Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

Klonlanan lakkaz enzimine ait termal stabilitenin belirlenmesi i¢in enzim 4-
100°C araligindaki sicakliklarda bir saat 6n inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
enzim, substrat (2 mM’da optimum aktivitenin gergeklestigi pH degerinde) ve CuSO4
vortekslenmis ve optimum aktivitenin goriildiigi sicaklikta (50 °C) iki saat inkiibe

edilmistir. Enzim aktivitesi 465 nm’de Olglilmiistiir.

3.2.28 Klonlanan Lakkaz Enziminin pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Klonlanan lakkaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi igin rekombinant
enzim farkli pH degerindeki (3,0; 3.4; 3,8; 4,2; 4,6; 5; 5,4; 5,8; 6,2; 7,0; 7,6; 8,0; 9,0;
9,6 10,0; 10,4; 10,7) ¢ozeltiler ile resiispanse edilmistir. Oda sicakliginda 1 saat 6n
inkiibasyon isleminden sonra enzim etanol presipitasyon teknigi kullanilarak
coktiirtilmiistiir. Enzim, optimum aktivite gosterdigi pH degerindeki ¢ozelti (substrat
¢ozeltisi+ CuSOs) ile muamele edildikten sonra karisim 2 saat 50°C’de inkiibe edilmis

ve enzim aktivitesi 465nm’de Sl¢iilmiistiir (Fu ve dig. 2008).
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3.2.29 Klonlanan Lakkaz Enzim Aktivitesine Deterjan, Enzim Inhibitorii

ve Metal Iyonlarin Etkisi

Inhibitdr, deterjan ve metal iyonlarin lakkaz {izerine etkisini incelemek igin
enzim inhibitorii olarak EDTA, metal iyonlar1 olarak MgCl,, CuClz, CoCl,, HgCl,
NiClz, MnCly, FeCl ve ZnCl, deterjan olarak da Triton X-100, SDS, Tween 20, Tween
80, B-mercaptoethanol ve Ure kullanilmistir. iki farkli konsantrasyonlarda (1 ve 5 mM)
hazirlanana ¢6zelti enzimle muamele edilmis ve 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir (Quan ve dig. 2002, De Angelis ve dig. 2003). On inkiibasyondan sonra
enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerindeki substrat ¢ozeltisi ile muamele
edilmis ve karisgim 50 °C’de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim aktivitesi 465

nm’de Ol¢iilmiistiir.

3.2.30 Klonlanan Lakkaz Enzimin  Dekolorizasyon  Etkisinin

Belirlenmesi

Enzimin dekolorizasyon etkisinin belirlenmesi i¢in Kongo red (561nm),
Bromo crosel purple (590 nm), Methylene blue (665 nm), Phenol red (560 nm), Crystal
violet (570 nm), Methyl red (437 nm), Bromo phenol blue (590 nm) ve ayrica
endiistride kullanilan bazi boyalar Reactive Red 123, Remazol brilliant blue R,
Remazol violet 5R, Remazol brilliant orange 3R, Turquoise blue Hf6 (613 nm),
Remazol black RB (595 nm) , Remazol brilliant Red BB (590 nm), Coomassie brilliant
blue (595 nm), Crystal violet (570 nm) gibi boyalar kullanilmigtir. Bunun igin 0,1 M
sitrat fosfat buffer (pH 6,0), boya (25 ppm) ve CuSQOs (0,1 mM) saf lakkaz (100 U) ile
muamele edilmistir. Reaksiyonun ger¢eklesmesi i¢in karisim 40 rpm’de 50°C’de 6

saat inkiibe edilmistir. Lakkaz enzimi igermeyen karisim kontrol olarak kullanilmistir.

3.2.31 Klonlanan Lakkazin Biyoinformatik Analizi
NCBI ve Expasy programlari kullanarak lakkaz genine ait amino asit dizisi,
protein agirligi, sinyal peptid dizisi incelenmis ve lakkaz genine ait filogenetik agac

cizilmistir.
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https://www.google.com.tr/search?biw=1350&bih=626&q=Turquoise+blue+Hf6&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiVm772uYXaAhWK2ywKHTvSD5EQkeECCCkoAA

4. BULGULAR

4.1 Lakkaz Geni iceren Bakteri izolasyonu ve Tanimlanmasi

Istanbul ve Adana’min farkli bélgelerinden alinan toprak orneklerinden 5 g
tartilarak 100 mL distile su iceresinde homojen bir sekilde dagitilmis ve 80°C’de 10
dakika 1sitilmistir. Is1 sokuna maruz birakilan toprak 6rneklerinden 500 pL almip LB
s1v1 besiyerine eklenmis ve 37°C’de 200 rpm’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.
Daha sonra gecelik taze kiiltiirlerden syringaldazin veya catechol igeren kati besiyerine
ekimler yapilmistir (Sekil 4.1-4.3). 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra catechol
iceren besiyerinde etrafinda siyah veya siyah-kahverengi ya da syringaldazin igeren
besiyerinde pembe rengi olusan koloniler lakkaz pozitif olarak segilerek stoklanmustir.
Lakkaz pozitif bakterinin 16S rDNA dizi analizi yapilmis ve sekans NCBI sitesinde
BLAST analizi sonunda Bacillus subtilis strain OH 67 olarak tanimlanmistir. Ayrica
Bacillus subtilis bakterisinin 16S rDNA sekanst NCBI’da MK659939 kod numarasiyla
kaydedilmistir (Sekil 4.1-4.6).

laccase- laccaset

Sekil 4.1. Catechol iceren LB-agar besiyerinde iireyen lakkaz pozitif bakteri susu
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Sekil 4.2. Catechol igeren LB s1v1 besiyerinde iireyen lakkaz pozitif bakteri susu

e 1 LY i ¢ AREEERT
———
e— AuL @l e A

Sekil 4.3. Lakkaz enzimi igeren bakteri izolat1 Syringaldazin bulunan ortamda
aktivite gostererek pembe rengi olusturmustur (Pembe rengin varligi

lakkaz enzimini dogrulamaktadir).
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& NCBI  Resources &) How To

Nucleotide Nucleotide v |
Advanced

FASTA ~

Bacillus subtilis strain OH67 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: MKE59939.1
GenBank Graphics

>MK659939.1 Bacillus subtilis strain OHE67 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

AAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGLGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCTGTAAGACTGGGATAACT CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTT
CAAATATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGLCACACTGGGACTGAGACACGG
CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGG
CGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TGGECAAGCGTTGTCCGGAATTAT TGGGLGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCCCGRCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACT
GACGCTGAGGAGLGAAAGCGTGEGERAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGRAG
TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTT
CGEGEGGECAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGEAGGAAGGTGLGGATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGLCTACACACGTGCTACAATG
GACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCCAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCA
GTCTGCAACCCGACTCCGTGAGCTGRAAACCCTATGAATCACGGAACAGCTTCCCCCGGTGAAAACGTTC
CCGGGLCTTG

Sekil 4.4. Lakkaz pozitif susun 16S rDNA sekans1 (GenBank: MK659939.1).

£3 NCBIBlastNucleotide Sequence X 4

-

C @ https//blastncbinim.nih.gov/Blastcgi & % © @ @ | Pausd
Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0
i Alignments o

FEEHPE

2394 2394 100% 0.0 98.88% MK3687231

2394 2394 100% 0.0 98.88% MH0276001

2394 2394 100% 0.0 98.88% HG7951911

Bacillus subliis strain DP8R2A110 16S ribosomal RNA gene, parlial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MHO721301
Bacillus subliis strain HAL016 16S ribosomal RNA gene, parial sequence 2392 2392 100% 00 98.88%
Bacillus subliis strain a22 168 ibosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 00 98.88%
Bacterium strain Y7 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 00 98.88%

Bacillus subliis strain 810851 168 ribosomal RNA gene, parial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MK713698 1

Bacillus subliis strain cd4 16 ribosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MK256630 1

Bacillus sp_(in: Bacteria) strain LCB14 16S ribosomal RNA gene, parial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MK0389411

Bacillus subliis strain C9 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MK1567721

Bacillus subliis strain NMK17 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MGT932001

Bacillus sp. TE3 165 ribosomal RNA gene, parlial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MK4622601
Bacillus sublils strain HRO? 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88%

Bacillus sp_(jn- Bacteria) strain Firmi-12 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MH6831011

Bacillus sp_(in- Bacteria) strain Firmi-3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 2392 2392 100% 0.0 98.88% MH683002 1

Sekil 4.5. 16S rDNA sekansinin NCBI sitesinde BLAST analizi.
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firmicutes | 5 leaves

firmicutes and bacteria | 82 leaves

Bacillus sp. zh161 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus subtilis strain B1-33 165 ribosomal RNA pene, partial sequence

Bacillus subtilis gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence, strain: ST3

Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain ACF 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. 63 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus subtilis strain BHP6-1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

Bacillus subtilis strain HAZ2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

“ Bacillus subtilis strain GAL-5 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

“ Bacillus sp. B14(2008) 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
" Bacillus subtilis strain B41 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacterium strain Bacillus subtilis_ AF 3 1658 ribosomal RNA gene, partial sequence

@ Bacillus subtilis strain OH6T 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

/

Sekil 4.6. Lakkaz pozitif susun filogenetik analizi

4.2 Bacillus subtilis’ten Kromozomal DNA izolasyonu

Bakterinin kromozomal DNA’sinin izolasyonu iiretici firmanin talimatina gore
gergeklestirilmistir. Izole edilen DNA 3 uL kuyulara yiiklenmis ve agaroz jelde
yiriitiilmiistiir. Etidyum bromiir ile boyanan jelde DNA bandinin varligi gézlenmistir
(Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Bacillus subtilis "den izole edilen DNA’nin agaroz jel elektroforez

gorunimul.
4.3 Lakkaz Geninin PCR ile Cogaltilmasi
Bacillus subtilis’ten elde edilen kromozomal DNA, PCR ile ¢ogaltilmis ve

%1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Calismamizda PCR sartlar1 optimize edilmis ve

ilgili sonuglar Sekil 4.8-4.11°de verilmistir. Yapilan ¢alisma sonunda lakkaz geni
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iceren 850 cift baz uzunlugundaki DNA fragmani goriintiillenmis ve PCR iirlinii

dogrulanmistir (Sekil 4.10 ve 4.11).

Sekil 4.8. Lakkaz genine ait PCR iiriinii (PCR optimum sicaklik 58°C ve primer
yapisma sicakligi 48°C).

Sekil 4.9. Lakkaz genine ait PCR iriinti (Primer yapisma sicakligi 54°C olup
Vitascientific marka DNA marker kullanilmistir.)
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Sekil 4.10. Lakkaz genine ait PCR iiriinii (Primer yapigma sicakligi 58°C’dir,

Cleaver scientific marka DNA marker kullanilmistir.)

Sekil 4.11. Lakkaz genine ait optimize edilmis PCR iiriinii (Primer yapigsma sicakligi

58°C, Cleaver scientific marka DNA marker kullanilmistir.)
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4.4 PCR Uriiniin Saflastiriimasi

Elde edilen PCR f{iriinii, DNA saflagtirma kiti ile saflagtirilmis ve saf DNA
%1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Elektroforez sonunda PCR f{iriiniin saf lakkaz geni

oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Saflagtirma sonunda elde edilen DNA goriintiisii (1: Lakkaz geni, 2: DNA

Marker, Vitascientific)
4.5 Lakkaz Geni ve pET22b Vektoriin Kesimi

Calismamizda lakkaz genin klonlanmasi i¢in ekspresyon vektorii olarak pET22b
vektori kullanilmistir. pET22b vektoriinde ribozom baglanma bolgesinden (rbs) sonra
6 tane histidin kodlayan kodon bulunur. PCR ile ¢ogaltilan lakkaz geni ve pET22b
vektorii 5°-ucundan Hind 111 ve 3’-ucundan ise Ncol ile kesilmistir. Kesim isleminin
gerceklesip gerceklesmedigi elektroforez ile kontrol edilerek dogrulanmistir (Sekil
4.13).
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4.6 PCR Uriinii ve pET22b Vektoriiniin Ligasyonu

Ncol ve Hind Il ile kesilen PCR fiiriinii ve pET22b vektoriinden elde edilen
DNA’larin T4 DNA Ligaz enzimi ile ligasyonu yapilmistir. Ligasyon sonunda elde
edilen rekombinant vektoriin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.13°te

verilmistir.

1= kesilmis olan PCR
2= kesilen Vektor
3=PCRile Vektoriin ligasyonu

Sekil 4.13. Hind 111 ve Ncol ile kesim sonrasinda yapilan jel elektroforez goriintiisii
(1: Kesilen Lakkaz geni, 2: Kesilen pET22b vektorii, 3: Ligasyonu yapilan
pET22b vektorii)

4.7 Rekombinant Vektoriin (pET22b+Lakkaz) E. coli BL21(DE3)’e

Transformasyonu

Bu ¢aligmada konakg1 hiicre olarak E. coli BL21(DE3) bakterisi kullanilmustir.
Calismanin ilk asamasinda bakteri hiicresi CaCl, ile kompeten hale getirilmistir.
Rekombinant vektoriin bakteri hiicresine transformasyonu icin Ist soku metodu
kullanilmistir. Transformasyon isleminden sonra hiicre kiiltiirtiniin ampisilin igeren
besiyerine ekimi yapilmistir. Rekombinant vektor (pET22b+lakkaz geni) tagiyan E.
coli hiicrelerinin antibiyotik iceren kati besiyerinde gelistikleri gozlenmistir (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14. A) pET22b+lakkaz igeren E. coli BL21(DE3) kolonileri. B) kontrol
(pET22b vektorii icermeyen E. coli BL21(DES3).

4.8 E. coli BL21(DE3)’den pET22b Vektoriiniin izolasyonu ve PCR Analizi

Ampicillin iceren LB agar besiyerinde iiremis olan bakteri kolonilerinden izole
edilen pET22b Lakkaz genine ait iki primer (forward ve reverse) kullanilarak optimum
kosullarda PCR uygulanmistir. PCR isleminden sonra elde edilen DNA’lar %1°lik jel
elektroforezinde yiiriitiilerek UV altinda goriintiilenmistir. Sekil 4.15°te verilen jelde
gozlenen 850 bp’lik bandin varligi, transformasyonun gegeklestigini ve E. coli

hiicrelerinin Lakkaz geni igerdiklerini dogrulamistir.

Al - A3

Sekil 4.15. Transformasyon sonrasi PCR analiz sonucu (Lakkaz geni 850 bp).
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4.9 Rekombinant Lakkaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Lakkaz geni icerdigi dogrulanan bakterilerden bazilar se¢ilmis ve ampisilinli s1v1
besiyerisine ekilmistir. 150 rpm’de 37 °C’de inkiibe edilen bir gecelik kiiltiirin 1mL
alinarak taze besiyerine ekilmis ve 150 rpm’de 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Kiltiiriin ODgoonm:0,5-0,6 araligina ulastiginda, kiiltiir ortamima 0,1 mM IPTG ilave
edilerek bakterilerin lakkaz iiretimi tetiklenmistir. IPTG ilavesinden sonra 100 rpm’de
30°C’de 6 saat ve oda sicakliginda ise 4 saat sabit olacak sekilde inkiibasyona devam
edilmistir. Yiksek sicaklik ve rpm’de bakterilerin lakkaz enzim {iretimi fazla oldugu
icin ortamda inkliizyon cisimcikleri olustugundan enzim aktivitesi gézlenmemistir. Bu
nedenle bakteri kiiltiir ortamu diisiik sicaklik ve rpm’de inkiibe edilmistir. Bakterilerin
hiicre duvarlar1 sonikasyonla patlatilmis ve elde edilen s1vi 2 mM guiaicol ile muamele
edilmistir. Ortam renginin kahverengiye donmesi Lakkaz enzim aktivitesinin varligini
gostermistir. Diger taraftan secilen bakteriler 2 mM guiaicol ve ampisilin igeren kati
besiyerine de ekilmis ve agarli ylizeyde gelisen kolonilerin iizerine IPTG ilave
edilmistir. Yaklasik 4 saatlik inkiibasyon birakilan kolonilerin etrafindaki kahverengi
zon olusumu ortamda aktif lakkazin varligini dogrulamistir (Sekil 4.16).

A B

Sekil 4.16. Rekombinant lakkaz enzim aktivitesinin belirlenmesi A: Sivi B: Kati

besiyerinde olusan kahverengin olusumu
4.10 Rekombinant Lakkazin SDS-PAGE ve zimogram analizi

Lakkaz enziminin molekiiler agirhiginin saptanmas: amaciyla HIS-Select®
Nickel Affinite Gel ile lakkaz enzimi saflagtirilmig ve saf enzimin SDS-PAGE (%10)

ve zimogram analizi yapilmistir. Jelde gézlenen protein bandinin molekiiler agirliginin
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34 kDa oldugu goriilmiistiir. Caligmamizda ayrica jelde gozlenen protein bandinin
lakkaz enzim band1 olup olmadigini anlamak i¢in zimogram analizi yapilmistir. Bunun
i¢in jel guaicol ile muamele edilmis ve olusan kahverengi bantlar ilgili protein bandinin
lakkaz enzim aktivitesine sahip oldugunu dogrulamistir. Saflastirilan lakkaz enzimin

SDS-PAGE ve Zimogram analizi Sekil 4.17°de verilmistir.

Sekil 4.17. Rekombinant Lakkazin SDS-PAGE ve Zimogram analiz sonucu

4.11 Rekombinant Lakkaz Enzim Karakterizasyonu

Enzim aktivitesi, Guaiacol’iin (¢ = 21,600 / M / cm) maksimum absorbans

verdigi 465 nm'de spektrofotometrede dlgiilerek belirlenmistir.
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4.12 Rekombinant Lakkaz Enziminin Kinetik Degerinin Saptanmasi

Enzim kinetigi farkli enzimlerin kataliz ettigi reaksiyon hizina da etki gosteren
farkli etkenlerle ilgilidir. Enzim-substrat kompleksi olustugunda enzim substrata etki
ederek iiriiniin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Farkli enzim reaksiyonlariyla ilgili olan
ilk arastirmalar Michaelis-Menten tarafindan gerceklesmistir. Bu ¢alismalar bugiin
kinetik c¢alismalar1 olarak bilinmektedir. Michaelis-Menten tarafindan belirlenen
kinetige gore enzim miktar1 sabit miktarda tutulur ve reaksiyon hizi substrat miktarina

bagli olarak tespit edilir.

Enzimlerin maksimum hizi (Vmax) ve Michaelis-Menten sabitinin (Km)
belirlenmesi igin yapilan kinetik ¢alismada 3 unit saf lakkaz enzimi kullanilmistir.
Lakkaz protein konsantrasyonlarinda aktivite degisimleri incelenerek Km ve Vmax
degerleri tespit edilmistir. Buna gére Km ve Vmax degerleri sirastyla 110,7721 uM ve
19,30502 pmol/min/mg olarak belirlenmistir (Sekil 4.18 ve 4.19).

Michaelis—Menten plot
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Sekil 4.18. Lakkaz Enzimine ait Michaelis-Menten grafigi.
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Lineweaver-Burk plot
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Sekil 4.19. Lakkaz enzimine ait Lineweaver-Burk egrisi.
4.13 Farkh pH’larin lakkaz enzimine etkisi ve optimum pH’nin belirlenmesi

E. coli BL21 (DE3) bakterisine klonlanan lakkazin optimum aktivite gosterdigi
pH degerinin belirlenmesi igin 2 mM konsantrasyonunda hazirlanan substrat
(Guaiacol); Sitrat (pH 3,0-5,8), Tris-Malat (pH 6,2-8,4) ve Karbonat-Bikarbonat (9,2-
10,7) tamponlar ile 37°C’de 2 saat inkiibe edilmis ve relatif aktivite degeri
hesaplanmistir. Sekil 4.20°de goriildiigii tizere, yiiksek asidik ve alkali sartlarda enzim
aktivitesi oldukca diisiiktiir. Lakkaz enzimi pH 3’te %11, pH 3,4’de %14, pH 3,8’de
%26, pH 4,2 ve pH 4,6°da %38, pH 5’te %55, pH 5,4’de %58, pH 5,8’de %73, pH
6,2’de %93, pH 7°de %95, pH 7,4’de %79, pH 7,6°de %76, pH 8’de %53, pH 8,4’de
%40, pH 8,8’de %25, pH 9’de %18, pH 9,2°de %13, pH 9,6’de %16, pH 10’de %13
ve pH 10,4°de %10’luk bir aktivite gostermistir. Lakkaz enzimi en yiiksek aktiviteyi

pH 6,6°da gdstermis olup enzimin optimum pH degerinin 6,6 oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.20. Farkli pH’larda rekombinant lakkaz enzim aktivitesinin degisimi
4.14 Rekombinant Lakkazin Optimum Sicakhiginin belirlenmesi

Enzim aktivitesi relatif aktivite olarak degerlendirilmistir. Rekombinant lakkaz
enzimin optimum sicakhigint  belirlemek i¢in 4-100°C’deki sicaklik aralig:
kullanilmistir. Saflagtirilan enzimden 10 pL alinip tizerine 190 pL substrat (Guaiacol
(2 mM) ile CuSO4 (0,5mM)) ilave edilmistir. Karisim enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH (6,6)’da hazirlanmig ve farkli sicakliklarda iki saat inkiibe edilmistir.
Rekombinant lakkaz enziminin farkli sicakliklardaki aktivite degisim grafigi Sekil
4.21°de verilmistir. Genel olarak yliksek sicakliklarda enzim aktivitesinin yliksek
oldugu goriilmistiir. Lakkaz enzimi 4°C’de %13, 10°C’de %14, 20°C’de %27, 30°C’de
%48, 40°C’de %91, 60°C’de %90, 70°C’de %76, 80°C’de %55, 90°C’de %22 ve
100°C’de %10 oraninda aktivite gostermistir. Rekombinant lakkaz enzimi maksimum

aktivite gosterdigi sicaklik 50°C’de (%2100) olmustur.
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Sekil 4.21. Rekombinant lakkaz enziminin farkli sicakliklarda aktivitesi

4.15 Klonlanan Lakkazin Termal Stabilitesinin Belirlenmesi

°CKlonlanan lakkazin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in rekombinant
enzim 4-100°C araliginda bir saat on inkiibasyona konulmustur ve optimum pH (pH
6,6) ve optimum aktiviteye sahip oldugu sicaklik (50°C)’da analizler yapilmustir.
Enzim bir saat 40°C’de %100 (kontrol), 10°C’de %97, 20°C’de %98, 30°C’de %96,
40°C’de %100, 50°C’de %100, 60°C’de %91, 70°C’de %79, 80°C’de %56, 90°C’de
%32 ve 100°C’de %20 aktivite gostermistir. Rekombinant lakkaz enzimi 0-60°C
araliginda hemen hemen aktivitenin tamamini korumustur. 60°C’den sonra sicaklik
artisina bagli olarak aktivite azalmistir. 100°C sicaklikta dahi %20 oraninda aktivite
gostermesi, enzimin asirt sicakliklarda da stabilitisini korumaya devam ettigini ve
enzim stabilitesinin yiliksek oldugunu gostermistir. Son olarak 80°C’de enzim
aktivitesinin %56’simnin  korunmasi, rekombinant enzimin endiistride kullanim

potansiyelinin oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Rekombinant lakkaz enziminin termal stabilitesi

4.16 Klonlanan Lakkazin pH Stabilitesi

Klonlanan lakkazin pH stabilitesi belirlemek amaciyla rekombinant enzim
¢ozeltisi oda sicakliginda pH=3-10,4 araliginda bir saat inkiibe edilmistir. Substrat,
optimum pH (6,6) ve sicaklikta (50°C) hazirlanmis ve analizler yapilmistir. Sekil 4.
23’te goriildigl gibi, enzim pH=3"te %21, pH=3,8"de %53, pH=4,6 %77, pH=5,4
%83, pH=6’de %99, pH= 6,6’da %100, pH=7"de %98, pH=7,6’da %90, pH=8"de
%52, pH=8,8’de %21, pH=9,4’de %14, pH=10"da %12 ve pH=10,4"de ise %9 aktivite
gostermistir. Elde edilen sonuglara gore, pH 6-7,6 araliginda enzim %99’luk bir
aktivite gostermistir. Enzim pH 8-10,4 araliginda ortalama %21 aktivite gosterirken
pH 3-5,4 araliginda ortalama %358 aktivite gostermistir. Buna gore, enzim bazik

ortamlara nazaran asidik ortamlarda daha stabildir.
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Sekil 4.23. Rekombinant lakkaz enziminin pH stabilitesi

4.17 Inhibitér ve Divalent Katyonlarin Klonlanan Lakkaz Aktivitesi Uzerine

Etkisi

Farkli inhibitor, deterjan ve metal iyonlarin lakkaz aktivitesi iizerine etkisinin
arastirilmasinda bir enzim inhibitorii olarak EDTA, metal iyonlar1 olarak da MgCl.,
CuClz, CoClz, HgClz, NiClz, MnCl;, FeCl2 ve ZnCl, CaClz, deterjan olarak triton X-
100, SDS, Tween 20, Tween 80 ve 2-Merkaptoetanol ile iire kullanilmistir. Inhibitér,
deterjan ve metal iyonlar1 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda kullanilmistir. Enzim
aktivitesine inhibitor ve divalent katyonlarin etkisi Sekil 4.24’te verilmistir. Enzim ve
EDTA karistminin son yogunlugu 1 mM oldugunda, enzim aktivitesi %88.7 iken
konsantrasyon 5mM oldugunda aktivitede artis (%82,2) olmustur. Farkli deterjanlar,
kimyasallar ve iyon varliginda enzim aktivitesi sirastyla; MgCl2’de %98,5 ve %98,8,
CuClz’de %102,6 ve %80, HgCl2’de %26,5 ve %22,5, NiCl2’de %90,5 ve %93,5,
MnCl2’de %87,2 ve %91,5, FeSo4’de %105,6 ve %122,4, ZnCl>’de %1,24 ve %0,78,
CaCly’de %1,25 ve %1,26, SDS’de %74,5 ve %15,8, ire’de %10,3 ve %11,2, 2-
Merkaptoetanol’de %16,9 ve %18,3, Tween-80’da %67,3 ve %64,5, TritonX100’de
%87 ve %75, Tween20’de %58 ve %45°tir. Elde edilen sonuglara gore; tire, HCl> ve
2-Merkaptoetanol enzim aktivitesine negatif etki gosterirken, FeSos ilavesi enzim

aktivitesine pozitif yonde etkilemistir.
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Sekil 4.24. Rekombinant Lakkaz enziminin aktivitesine inhibitor ve divalent
katyonlarin etkisi (ajanlar 1 mM (mavi) ve 5 mM (turuncu) konsantrasyonlarda

kullanilmisgtir).
4.18 Klonlanan Lakkazin Dekolorizasyon Etkisinin Belirlenmesi

Lakkaz enzimin dekolorizasyon etkisini belirlemek igin ¢alismamizda,
endistride renklendirici olarak kullanilan boyalar ve arastirma laboratuvarlarinda
kullanilan boyalar kullanilmistir. 0,1 M sitrat fosfat tamponu (pH 6,6), boya (25 ppm),
CuSO04 (0,2mM) ve saf lakkaz enzimi (100 U) karisimi 50 °C’de 6 saat hafif galkalama
kosullar altinda (40 rpm) inkiibe edilmistir. Lakkaz enzimi igermeyen karisim kontrol
olarak kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her boya kendi dalga boyunda
spektrofotometrede okunmustur.

Her boya icin sirayla kontrol ve test gruplarindan elde edilen OD degerleri su
sekilde olmustur: Kongo kirmizisi 0,285 ve 0,15, Metilen mavisi 0,989 ve 0,685, Brom
krezol moru 0,341 ve 0,181, Bromfenol mavisi 0,629 ve 0,544, Metil kirmizis1 0,268
ve 0,07, Kristal viyole 0,269 ve 0,114, Fenol kirmizis1 3,993 ve 2,843, Turkuaz mavisi
0,905 ve 0,633, Remazol Kirmizis1 0,52 ve 0,28, Remazol brilliant turuncu 0,35 ve
0,185, Brilliant mavisi i¢in 0,41 ve 0,185, Remazol viyolet i¢in 0,706 ve 0,42, Remazol
brilliant mavisi-R i¢in 1,105 ve 0,604 ve Reaktif kirmizisi i¢in de 0,47 ve
0,28,Remazol siyah igin 2,3 ve 1,2 ve Coomasi brilliant mavisi 0,413 ve 0,18 olarak
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elde edilmistir. Sekil 4.25-4.44’te verilen grafik ve resimlerden de anlasilacag lizere

lakkaz enzimi tiim boyalarin gidermesinde etkili olmustur.
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Sekil 4.25. Rekombinant lakkaz enzimin bazi boyalar iizerinde etkisi (kontrol grup

mavi ile test grubu ise turuncu renk ile gosterilmistir).
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Sekil 4.26. Rekombinant lakkaz enziminin Fenol kirmizisi tizerine etkisi (1:
kontrol, 2: test).
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Sekil 4.27. Rekombinant lakkaz enziminin bazi endiistride kullanilan boyalar tizerinde

etkisi (kontrol grup sariyla test grubu ise yesil renkle gdsterilmistir).
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Sekil 4.28. Rekombinant lakkaz enziminin Remazol siyahi iizerine etkisi. (1=kontrol
Ve 2= test).
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Sekil 4.30. Klonlanan lakkaz enzimin Bromkresol purple iizerine etkisi.
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Sekil 4.31. Klonlanan lakkaz enzimin Metilen mavisi tizerine etkisi.

Sekil 4.32. Klonlanan lakkaz enzimin Fenol kirmizisi lizerine etkisi.
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Sekil 4.33. Klonlanan lakkaz enzimin Kristal viyole iizerine etkisi.

Sekil 4.34. Klonlanan lakkaz enzimin Metilen mavisi lizerine etkisi.
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Sekil 4.36. Klonlanan lakkaz enzimin Remazol kirmizis1 106 iizerine etkisi.
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Sekil 4.37. Klonlanan lakkaz enzimin Remazol brilliant turuncusu {izerine

etkisi.

Sekil 4.38. Klonlanan lakkaz enzimin Brilliant mavisi tizerine etkisi.
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Sekil 4.39. Klonlanan lakkaz enzimin Bromo fenol mavisi lizerine etkisi.

Sekil 4.40. Klonlanan lakkaz enzimin Remazol violet iizerinde etkisi.
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Sekil 4.41. Klonlanan lakkaz enzimin Turkuaz mavisi HF6 iizerine etkisi.

Sekil 4.42. Klonlanan lakkaz enzimin Remazol siyah1 RB {izerine etkisi.

o1



Sekil 4.44. Klonlanan lakkaz enzimin Reaktif kirmizisi {izerine etkisi.

4.19 Klonlanmis Lakkazin Biyoinformatik Analizi

Klonlanan lakkaz geni ve bu gene ait protein dizisini elde edebilmemiz igin
lakkaz genin PCR iiriinii Triogen Biyoteknoloji firmasinda c¢ift yonlii sekanslama
yapilmistir. Sekanslama sonucunda elde edilen dizi NCBI’da alignment yapilmis ve
lakkaz genin sekansi belirlenmistir. Sekil 4.45°te gosterilen lakkaz genine ait PCR

tirtiniiniin 875 ¢ift baz uzunlugunda oldugu goriilmektedir. Dizide primer bolgesinin
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alt1 cizilmigtir. Yesil renkli niikleotidler restriksiyon enzimlerin kesim bolgesini
gostermektedir. Kirmizi ile boyanan bolge ise stop kodonunu isaret etmektedir. Ayrica
sar1 ile isaretlenen bolge 6 tane histidin aminoasidini géstermektedir. Bu bdlge enzimin

saflastirilmasinda biiyiik rol oynamaktadir.

»seq_27545 875 bp

ATACATCCATGOATACATATCACCCATTCAGTCT TACCACACCCTOOACACTCATGATACAAGACTOGELCTCAAACGAATCARAAACAALCA
GAGAGGTCATTAGCCGGEATTTACGACAAAAAACOOCGETETCAGCCAAAAGCCTTTTGAATCOT TAAATACAGGATTGCACGTTCATGACA
AAGATGCAGATATAGTTAAAAATCGT GAATATAT TACCGATATGTTTAATACTGATTTGCAGTCTTGGGTATTCGCTGATCAGACACATG
ATAATCGCATTCAGAAAGTOACGCAGAGGEATAGOGEAAAADGCGCCCOTGAGTATCACACGGCTCTAAAAGCAACGOACGEEATCTATA
CARAT GAAAAAAATOTATTTTTAGCAT TATGC T T TECTEATTGTATGCCTCTTTTCT TCTATGATCCGETTAAGTCGCTTEGTCGGAGTCG
CCCATGLCGGATGGAAAGGCACTATCAAACAGAT TEECAGAGAAATGOT GAAGCAATGEACT GAGAAGEAAGGT TCAAATCCCTCAGATA
TTTACGCTATTATTGGCCCGTCTATCAGCGEAGCATACTATACGATABACGACCOCGTCATAGATGCTOTCCGCGCATTGCCGGTTTCAG
CAGACCTTGCCGCCAATCAGACGECAMAGECACAATATCAGCTTGATCTGAAAGAGCTEAACGETCTTATACTGATCGACAGCGGTTTGE
CAACTGAACAAATTTCTATCAGCGATTTATGCACOGARABCOAGCCATCTCTTTTCTAT TCTCATCGOCGCGAT CAGGGGRAAAACTGEALC
GEATGATGTCCTTTATCGGAAT GAAGEAGECACAC CACCACCACCACCACTGAAAGCTTAAMAAT

Sekil 4.45. Lakkaz genine ait PCR iiriinii.

Lakkaz genini klonlamak i¢in iki farkli primer kullanilmistir. Genin her iki
ucunda kesim bolgeleri ve genin sonunda ise histidin igceren bolge ilave edilerek lakkaz
geni orijinalinden daha uzun bir sekilde PCR ile ¢ogaltilabilmistir. Ilave gen bolgeleri
cikarildiginda Bacillus subtilis 'den elde edilen lakkaz geninin uzunlugunun 849 baz
cifti oldugu anlasilmaktadir (Sekil 4.46). Lakkaz genine ait dizi NCBI’da MK 685357

kodu ile kayit altina alinmistir.

&= NCBI Resources® How To ()

Nucleotide Nucleotide v ||

Advanced

FASTA - S

Synthetic construct laccase gene, complete cds

GenBank: MK685357.1
GenBank  Graphics

>MK685357.1 Synthetic construct laccase gene, complete cds
ATGGATACATATCACCCATTCAGTCTTACCACACCCTCGACACTCATGATACAAGACTGGGCTCAAACGA
ATCAAAACAACAGAGAGGTCATTGCCGGAT TTACGACAAAAAACGGCGGTGTCAGCCAAAAGCCTTTTGA
ATCGTTAAATACAGGATTGCACGTTCATGACAAAGATGCAGATGTAGTTAAAAATCGTGAATATATTGCC
GATATGTTTAATACTGATTTGCAGTCTTGGGTATTCGCTGATCAGACACATGATAATCGCGTTCAGAAAG
TGACGCAGAGGGATAGGGGAAAAGGCGLCCGTGAGTATCACACGGCTCTAAAAGCAACGGACGGGATCTA
TACAAATGAAAAAAATGTATTTTTAGCATTATGCTTTGCTGATTGTGTGCCTCTTTTCTTCTATGATCCG
GTTAAGTCGCTTGTCGGAGTCGCCCATGCCGGGTGGAAAGGCACTGTCAAACAGATTGGCAGAGAAATGE
TGAAGCAATGGACTGAGAAGGAAGGTTCAAATCCCTCAGATATTTACGCTGTTATTGGCCCGTCTATCAG
CGGAGCATGCTATACGGTAGACGACCGCGTCATGGATGCTGTCCGCGCATTGCCGGTTTCAGCAGACCTT
GCCGCCAATCAGACGGCAAAGGCACAATATCAGCTTGATCTGAAAGAGCTGAACGETCTTATACTGATCG
ACAGCGGTTTGGCAACTGAACARATTTCTGTCAGCGGTTTATGCACGGAAAGCGAGCCGTCTCTTTTCTA
TTCTCATCGGCGCGATCAGGGGAAMACTGGACGGATGATGTCCTTTATCGGAAT GAAGGAGGCACACCAC
CACCACCACCACTGA

Sekil 4.46. Lakkaz geni (855 bp)’ne ait DNA dizisi. (GenBank: MK685357.1).
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4.20 Klonlanan Protein’in Aminoasit Dizisinin Belirlenmesi

Klonlanan gene ait aminoasitlerin dizisini elde etmek i¢in expasy.org sitesinde

analizler yapilmistir. Ayrica www.sciencegateway.org linkinde yer alan program

yardimiyla protein sekansi ve proteinin molekiiler agirlig1 hesaplanmistir. Klonlanan
gene ait proteinin toplam 306 aminoasit i¢erdigi ve molekiiler agirliginin yaklasik 34
kD oldugu saptanmistir. Calismada kullandigimiz pET22b vektorii PelB geni
icermektedir. Bu dizi, klonlanan proteinin bakteride periplazmik bolgeye gecisini ve
oradan da disariya salgilanmasini saglamaktadir. 306 aminoasitten 22 aminoasidi
pET22b vektoriinde PelB gen bolgesine ve 284 aminoasit ise lakkaz proteinine aittir.
Lakkaz enzimin SDS-PAGE sonucu ile biyoinformatik sonucununun uyusmasi
analizlerin dogru bir sekilde yapildigin1 gostermektedir. Asagida her iki sekansa ait

aminoasit dizi gosterilmistir (Sekil 4.47).

>PelB 22 AA (2.2 kDa)
MKYLLPTAEAGLLLLLAAPQIA

>OH 284 AA (31.7 kDa)

»seq_ 27593 284 bp

MDTYHPFSLTTPSTLMIQDWAQTNONNREVIAGFT TKNGGVSQKPFESLNTGLHYVHDKDADVVENREY TADMFNTD LQSWFADQTHDNR
VOKVTQRDRGKGAREYHTALKATDGIYTNEKNVFLALCFADCVPLFFYDPVESLVGYAHAGWEGTVKQIGREMVEKQWT EKEGSNPSDIYA
VIGPEISOACYTVDDRYMDAVRALPVSADLAANQTAKAQYOLDLKELNGLILIDSGLATEQISVSGLCTESEPSLFYSHRRDQGKTGRMM
SFIGMKEAHHHHHH

Sekil 4.47. PelB ve Lakkaz proteine ait aminoasit dizisi.
4.21 Lakkaz Genine Ait BLAST ve Filogenetik Analizi

Lakkaz genine ait dizi NCBI ve mega5 programinda incelenmis ve BLAST
analizi yapilarak Mega-5 programinda filogenetik agaci ¢izilmistir. Calismadan elde
edilen sonuglar Sekil 4.48 ve 4.49’da gosterilmistir. Filogenetik analizi, klonlanan
lakkaz ile Bacillus cinsine ait farkli tiirlere ait lakkazlarin arasinda benzerlikler

oldugunu gostermistir.
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Lakkaz genine ait filogenetik analizi.

i Alignments o
Description s’\g:: J:éi Oc!jg v:ue Ident Accession

[0 Bacillus subtiis subsp. subtilis partial 168 rRMNA gene, isolate 7t3 2338 2338 92% 00 99% gl571026435HG796191.1

[ Bacilus i strain RT2 165 ribosomal RNA gene, parfial sequence 2338 2338 92% 0.0 99% Qil156255920|EFG44413.1

[ Bacterium strain Bacillus subilis AF 3183 ribosomal RNA qene. partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% ail1354701106IMH027600.1
[0 Bacillus suntilis strain Md1-44 165 ribosomal RMA aene, parial sequence 2336 2336 92% 00 9%% gil1226854880|MF581450.1
[ Bacillus subtilis strain CW14, complete genome 2336 23361 92% 0.0 99% qil1199813658/CPO16767.1
[ Bacilus subtils strain Th12 168 ribesomal RNA gene. parial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% Qil1198030055MFO33108.1
[0 Bacillus sp_strain JOWASP42 168 ribosomal RNA gene, parlial sequence 2336 2336 92% 00 99% gil1189442144|Kx817953.1
[ Bacillus subtilis strain RS-3 165 ribosomal RIA gene, partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% gil1182510684]KY952694.1
[ Bacilus sp. strain TIl 58 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% Oi10432443021KU556324.1
[] Bacillus subfilis strain FA28 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% gil1081433778|KY003098.1
[ Bacillus subtilis strain 51 155 ribosomal RNA gene, partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% gil113355B286]KX216383 1
[7] Bacilus subfilis strain CH2 158 ribosomal RNA gene, partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% Qi10275073591KU921590.1
[ Bacillus subfilis strain NIIST B 520 155 ribosomal RNA gene. partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% gil1007355906|KT884827.1
[ Bacillus sp. ADHK52 155 ribosomal RNA gene. partial sequence 2336 2336 92% 0.0 99% qil1005399366(KUB510081

Sekil 4.48. Lakkaz genine ait Blast analizi.
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This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more...
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5. TARTISMA

Biyoteknolojik ve endiistriyel 6neme sahip olan lakkaz enzimi, ilk kez
bitkilerde gosterilmis olmasina ragmen, bitkilerden enzimin saflagtirilmasi zor ve
pahali oldugu i¢in gilinlimiizde mantarlar basta olmak iizere ¢ok sayida
mikroorganizmadan saflastirilmaktadir (Desai 2017, Mayer ve Richard 2000, Ranocha
ve dig.1999). Ornegin, Ascomycetes, Basidiomycetes ve Deuteromycetes iyi bilinen
lakkaz iireticileridir ve gilinlimiizde lakkazin biiyilkk c¢ogunlugu bu canlilardan
karakterize edilmektedir (Sharma ve dig. 2007). Bakteriler hem hizli cogalmakta hem
de basit iiretim kosullarina sahiptir. Bu nedenle enzim gibi birgok bakteriyel iiriiniin
ekstraksiyonu ve saflastirilmasi hem ekonomik hem de ¢ok daha kolaydir. Bu nedenle
bakteriler enzim {iretimi i¢in daha avantajlidir. Bu amagla ¢ok sayida bakteri lakkaz
tireticisi (Azospirillum lipoferum, Streptomyces lavendulae, Streptomyces cyaneus,
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Escherichia coli, Bacillus subtilis WD23,
Bacillus licheniformis) olarak arastirilmistir. Bazi bakteriyel lakkazlar yiiksek
sicakliklarda, yliksek pH'da ve ayrica yiiksek kloriir konsantrasyonlarinda yiiksek
derecede aktif ve ¢ok daha stabil olabilir (Bugg ve dig. 2011, Dwivedi ve dig. 2011,
Reiss ve dig. 2011, Peter ve dig. 2014, Demissie ve Kumar 2014, Naz ve dig. 2015).
Ayrica bakteriyel lakkazlar, genis substrat 6zgiilliigii, kisa slirede enzim {iretimi ve
uygun manipiilasyon ile konakg¢ida klonlama ve eksprese etme kolayligi gibi
endiistriyel uygulamalarda diisiik maliyet i¢in istenen bazi ek avantajlara da sahiptir
(Fernandes ve dig. 2014, Prins ve dig. 2015). Bakteriyel lakkaz ayrica, kagit hamuru
yapiminda zift giderimi ve biyo-beyazlatma, tekstil boyalarmin / atik sularinin
temizlenmesi ve biyosensor uygulamalarinda da kullanilmaktadir (Mathews ve dig.
2016). Dolayisiyla ¢esitli mikroorganizmalardan bakteriyel lakkazlar saflagtirilmakta,
uygun bir konakg¢rya klonlanmaktadir (Sharma ve dig. 2007, Narayanan ve dig. 2015,
Chandra ve Chowdhary 2015).

[k bakteriyel lakkaz Azospirillum lipoferum dan izole edilmistir (Givaudan ve
dig. 1993). Giniimiizde Bacillus, Geobacillus, Streptomyces, Rhodococcus,
Stenotrophomonas, Entorobacter, Azospirillum, Lysinibacillus, Aquisalibacillus ve
Proteobacterium gibi ¢ok sayida Gram pozitif ve Gram negatif cins ve tiirde lakkaz
varligi gosterilmistir (Desai 2017, Rezaei ve dig. 2017, Neifar ve dig. 2016; Prins ve
dig. 2015, Muthukumarasamy ve dig. 2015, Narayanan ve dig. 2015; Dhiman ve
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Shirkot 2015; Sondhi ve dig. 2014; Verma ve Shirkot 2014; Demissie ve Kumar 2014,
Margot ve dig. 2013, Lu ve dig. 2012, Wang ve dig. 2011, Singh ve dig. 2010, Galai
ve dig. 2009, Diamantidis ve dig. 2000).

Rekombinant protein ekspresyonu, belirli bir proteinin kisa siirede daha yiiksek
tiretimini kolaylastirdig1 ve liretim maliyetini diislirdiigii i¢in, bakteriyel lakkaz geni
de son yillarda konakgi olarak E. coli’ye klonlanmaktadir (Ghasemi ve dig. 2014,
Mathews ve dig. 2016, Kalyani ve dig. 2016). Ornegin Bacillus vallismortis lakkaz
geni E. coli BL21 (DE3)’ye klonlanmis ve rekombinant enzim verimi 3420 UL
olarak tespit edilmistir (Sun ve dig. 2017). Benzer sekilde lac1338 geni E. coli’ye
aktarilmis ve rekombinant enzimin ekspresyon sartlari optimize edilerek verimin 2,13
kat arttig1 ve enzim aktivitesinin de 22,8 Umg ™ ye ulast181 bildirilmistir (Xia ve dig.
2016).

Yukarida verilen bilgiler 1s181inda, bu ¢alismada daha yiiksek bir lakkaz iireticisi
olarak yerel bir izolatin izolasyonu ve enzimin karakterizasyonu hedeflenmistir. Bu
amagla Once lakkaz iireticisi yerel bir izolat icin lakkaz geni iceren bir bakteri
(Istanbul, Tiirkiye) izole edilerek Bacillus subtilis strain OH 67 olarak teshis ve
tanimlanmistir. Daha sonra da bakterinin lakkaz gen bolgesi konak hiicreye aktarilmis
ve rekombinant enzim saflagtirilarak karakterize edilmistir.

Rekombinant lakkaz iiretiminde pET22b vektorii kullanilmistir. pET22b
vektoriinde Pektat liyaz B enzimine ait gen, N terminal bolgesinde 2 kDa agirliginda
22 aminoasitlik gen dizisi (ki bu bolge klonlanan gen bolgesi ile birleserek proteinin
periplasmik bolgeye gegisini saglar), PelB (MKYLLPTAEAGLLLLLAAPQIA) ve
ampisilin’e direng geni igerir.

Lakkaz geni i¢eren Bacillus subtilis, Xiao ve arkadaglarinin 6nerdigi metot ile
Istanbul’dan izole edilmistir (Wang ve dig. 2017). Syringaldazine, guaiacol ve
catechol lakkaz enzimin substratlaridir. Bacillus subtilis strain OH 67 bakterisine ait
lakkaz geni E. coli BL21 (DE3)’e klonlanmis ve elde edilen enzimin karakterizasyonu
yapilmustir. Klonlanan rekombinant lakkaz genin sekans analizi yapilmis ve NCBI gen
bankasinda kayitlh lakkaz genleri ile karsilagtirilmistir. Biyoinformatik degerlendirme
sonucu klonlanan lakkaz geni ile Bacillus subtilis strain OH 67 bakterisine ait kayitl

bazi lakkaz genler arasinda %99 oraninda benzerlik oldugu ortaya ¢ikmustir.

SDS-PAGE analizi sonucu enzimin molekiiler agirhiginin 34 kDa oldugu

saptanmistir. Enzim toplam 297 amino asit icermektedir ki bu amino asitlerden 22’si
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N ucunda bulunan Pel B ve 6 tanesi C ucunda bulunan histidinle ilgilidir. Ornegin,
Narayanan ve dig. 2015, kismen saflagtirilan lakkazin molekiiler agirliklarini, piring
kepeginde 52 kDa ve bugday kepeginde ise 55 kDa olarak rapor etmislerdir. Fungal
lakkazlarin molekiiler agirlig1 43 kDa (Shrestha ve dig. 2016) ve 64,8 kDa (Judewicz
ve dig. 1998) olarak bildirilmistir. Cerrena unicolor lakkazinin izozimi olan
Laclld’nin molekiiler agirligt 59 kDa’dur (D’Souza-Ticlo ve dig. 2009). Trametes
versicolor’un lakkazi ise 97 kDa’dur (Han ve dig. 2005). Cordi ve dig. (2007)’a gore
Termetes fungusunun lakkazinin molekiiler agirligi 66 kDa’dur. Lakkazin molekiiler
agirliginda goriilen bu varyasyon, tiirlerin farkli ekolojik kdkenlerine veya farkl kiiltiir
kosullarma baglanabilir. Ozellikle, besi ortamindaki indiikleyicilerin varh@ lakkaz

izozimlerinin ortama salgilanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Eggert ve dig.

1996).

Enzim aktivitesi ve kinetigi lizerine sicaklik ve pH’nin da etkisi vardir. Optimal
sicaklik, pH, enzim aktivitesi gibi 6zellikler bir tiirden digerine biiyiik oranda ¢esitlilik
gostermektedir. Ozellikle calisma kosullari, substrat cesitliligi, mikroorganizma tipi
ve tiirli gibi faktorler enzimlerin kinetik 6zelliginde de farkliliklara yol agacaktir.
Ormegin, Bacillus tequilensis SN4’iin Km ve Vmax degeri ABTS i¢in 80 uM ve 291
+2,7 51, dimetoksi fenol icin 680 uM ve 11 stve guaiacol igin ise 3,289 pM ve 63 §°
Ldir (Sondhi ve dig. 2014). Bacillus sp. WT susu ise ABTS’de 132,7 uM Km ve 309
s-1 Vmax degerine ulagsmistir (Siroosi ve dig. 2016). Benzer sekilde, Cordi ve dig.
(2007) substrat olarak syringaldazine kullanmislar ve enzimin pH: 3-8 araliginda aktif
oldugu rapor edilmistir. Diger taraftan, Martins ve dig. (2002) Bacillus subtilis
lakkazinin Km ve Vmax degerlerini 106 uM ve 22 pmol/dak.mg olarak rapor
etmiglerdir. Ganoderma lucidum-CDBT1’ye ait lakkaz enzimi ise pH 5 ve 30°C
sicaklikta optimum aktivite gostermistir. Enzimin Km degeri 110 uM ve Vmax degeri
ise 36 umol/dak/mg’dir (Shrestha ve dig. 2016). Bacillus pumilus LMCO lakkaz geni
site-spesifik mutagenesis ile modifiye edilmis; elde edilen mutant L9’un Km degeri
1,39 mM olup enzim aktivitesi guaiacol i¢in 2,5 kat artis gostermistir (Thssen ve dig.
2017). Martins ve arkadaslar1 bir ¢alismada Bacillus subtilis bakterisinden elde edilen
lakkazin kinetik analizini yapmiglardir ve Km’ nin 106 uM ve Vmax’in ise 22
umol/dak.mg oldugunu saptamislardir. Bu calismadaki izole edilen lakkaz bizim

caligmada klonlanlanan lakkaz ile benzerlik gostermektedir (Martins ve dig. 2002).
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Calismamizda substrat olarak guiaicol kullanilmis olup Bacillus subtilis’e ait
rekombinant lakkaz enzimimizin Km degeri 110,7721 uM ve 19,3 pmol/min/mg’dr.
Literatiirdeki bakteriyel lakkazlar ile izolatimizin Km ve Vmax degerlerinin
birbirinden farkli olmasi bakteri tiirii, calisma kosullar1 ve kullanilan substratlarin
farkli olmasindan kaynaklandigi agik¢a goriilmektedir. Zira lakkaz enzimine ait 3
farkli substrat mevcuttur ve farkli arastirmacilar farkli substratlar tercih etmislerdir.
Yapilmis olan bu arastirmanin kinetik analizinde substrat olarak guiaicol ve metot

olarak Lineweaver-Burk yontemi kullanilmustir.

Trametes versicolor lakkazi pH:3 ve 50°C’de optimum aktivite gosterirken (Han
ve dig. 2005), Stereum ostrea’nin optimum pH ve sicakligi sirastyla 6 ve 40°C’dir
(Valeriano ve dig. 2009). Diger taraftan Bacillus subtilis WD23 susundan izole edilen
lakkaz yiiksek sicaklikta aktivite gostermistir (Hublik ve Schinner 2000). Bacillus
subtilis X1 bakterisine ait lakkaz 50°C ve 60°C’de stabilken (Guan ve dig. 2014)
Bacillus subtilis MTCC 2414 lakkazinin optimum sicaklik ve pH’st 70°C ve
pH:9,0’dur (Narayanan ve dig. 2015).

Bu aragtirmada klonlanan lakkazin optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik
6,6 ile 50°C olarak saptanmistir. Rekombinant lakkazin asidik ortamlarda stabilitesini
koruyabilmesi bu enzimin endiistride kullanilabilirligini gostermektedir. Zira
endiistride olusan atik sular asidik pH’lara sahiplerdir. Lakkaz enzimi farkh
organizmalar tarafindan tiretilmektedir. Bu nedenle farkli lakkazlar farkli kosullarda
aktivite gosterirler. Yapilan bir calismada lakkazin optimum pH ve optimum sicaklik
degerleri 7 ve 67°C oldugu saptanmistir (Nguyen ve dig. 2013). Bu aragtirmalardaki
lakkaz ile bizim iirettigimiz lakkaz arasinda benzerlik olmadig goriilmektedir. Bu
caligmada Ttretilen rekombinant lakkaz yiiksek sicakliklarda aktivite gostermistir.
Bacillus subtilis wD23 susundan izole edilen lakkaz da bizim ¢alismadaki lakkaz gibi
yiiksek sicaklikta aktivite gostermistir (Hublik ve Schinner 2000). Halobacillus
halophilus bakterisinden elde edilen lakkaz 77°C’da aktivitesinin %100’{inii korudugu
saptanmistir (Nguyen. ve dig.2013). Bu ¢alismanin aksine ¢alismamizdan elde edilen
lakkazda sicaklik artisina gore az da olsa aktivite kaybi olmustur. Baska bir
arastirmada Bacillus subtilis X1 bakterisine ait lakkaz enzimi 50°C ve 60°C’lik
sicakliklarda stabil oldugu saptanmistir (Guan ve dig. 2014). Benzer baska bir
calismada ise Bacillus subtilis VTCC-DVN-12-01 bakterisinin lakkaz enzimi 50°C’de
stabil oldugu rapor edilmistir (Nguyen ve dig. 2013). Bu iki ¢alismadaki lakkaz enzimi
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bizim lakkaz ile benzer aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Pleurotus ostreatus
susuna ait lakkaz enzimi 5,8 pH’sinda stabil oldugu ve bizim lakkaz ile benzer
degerlere sahip oldugu arastirmacilar tarafindan saptanmustir (Hublik ve Schinner
2000). Sicaklik stabilite ¢alismalar1 eksik oldugundan dolayr enzimin sicaklik

bakimindan tartigilmas1 miimkiin degildir.

Ganoderma lucidum-CDBT1’ye ait lakkaz enzimi pH 5 ve 30°C sicaklikta
optimum aktivite gostermistir. Enzimin molekiiler agirligi 43 kDa olup Km degeri
110 uM ve Vmax degeri ise 36 umol/dak/mg’dir (Shrestha ve dig. 2016).
Calismamizdan elde edilen lakkazin 60°C sicakliginda stabil oldugu ama bu
sicakliktan sonra aktivitesini kaybettigi gdzlemlenmistir. pH stabilite arastirmasi ise
enzimin pH 8’de %7 aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Mantarlardan elde edilen
lakkaz ile Bacillus subtilis bakterisine ait lakkazi karsilastirdigimizda Bacillus

subtilis’e ait lakkazin genis sicaklik ve pH’larda daha stabil oldugunu gérmekteyiz.

Desai tarafindan yapilmis olan bir ¢alismada Enterobacter SB1 bakterisinden
lakkaz enzimi izole edilmis ve bu bakteriye ait olan enzimin karakterizasyonu
yapilmistir. Enterobacter SB1 bakterisinden elde edilen lakkaz pH 9 ve 30°C’deki
sicaklikta optimum aktivite gostermistir. Bacillus subtilis bakterisinin aksine
Enterobacter’lerden elde edilen lakkaz bazik pH’arda aktivite gdstermistir (Desai
2017). Coriolopsis polyzona MUCL 38443 mantarina ait lakkaz geni Pichia pastoris e
klonlanmis ve klonlanan gene ait enzimin karakterizasyonu yapilmistir. Klonlanan
lakkaz enzimi pH 3 ve 70 °C’de optimum aktivite gostermistir. Enzim 20-70 °C’de 30
dakika stabil iken 70-90 °C araliginda 30 dakikadan sonra aktivitesi hizla diismiis ve
sifira yaklastigi rapor edilmistir. 1 mM SDS ile 5 dakika muamele edilen enzim
aktivitesinin %84’sini korumustur. Klonlanan enzimin molekiler agirligi 54 kDa,
Vmax ve Km degerleri ise sirastyla 0,137 mM ve 288,6 umoldiir. Rekombinant lakkaz
diisiik sicakliklarda aktifken, yiiksek sicakliklarda stabil olmadigi ortaya ¢ikmustir.
Inhibitér ve divalantlarla muamele edilen lakkazin muamele siiresinin az oldugundan
dolay1 bu enzim SDS varliginda aktivitesini koruyabildigi diisiiniilmektedir (Pinar ve

dig. 2017).

Inorganik mineraller, metaller ve deterjanlar gibi inhibitorler, enzim iiretimini
ya indiklerler ya da bastirirlar. Bu nedenle enzim aktivitesinde 6énemli rol oynarlar.

Ornegin bir bakir oksidaz olan lakkaz enzimi i¢in CuSQs, lakkaz iiretiminde giiclii bir
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indiikleyicidir (Gnanamani ve dig. 2006). B. subtilis MTCC 2414 (Narayanan ve dig.
2015), Pseudomonas sp. LBC1 (Telke ve dig. 2012) ve Enterobacter spp. (Desai 2017)
bakterilerinde CuSOuilavesinin lakkaz aktivitesini arttirdign kanitlanmistir. Benzer
sekilde Ca®*, Cu®*, Ni?*, Co?* ve Mn?* gibi inorganik minerallerin 5 mM gibi yiiksek
miktarlarda enzim aktivitesini hizlandirdigi bilinmektedir (Muthukumarasamy ve dig.
2015, Sondhi ve dig. 2014). Bakirin aksine Mg®*, Hg?* ve Zn** gibi inorganik
metallerin lakkazin protein yapisini degistirerek enzimatik aktiviteyi inhibe ettigi de
rapor edilmistir (Muthukumarasamy ve dig. 2015, Sondhi ve dig. 2014).
Calismamizda EDTA, MgClz, CuClz, CoCly, HgClz, NiCly, MnCl, FeCly, ZnCly,
Triton X-100, SDS, Tween 20, Tween 80, B-merkaptoetanol ve iirenin enzim aktivitesi
tizerine olan etkisi 1 ve 5 mM konsantrasyonlarda incelenmistir. Genel olarak inhibitor
konsantrasyonu 5 mM iken FeSOg disinda tiim metal iyonlar1 lakkaz aktivitesinde bir
azalmaya neden olmustur. iire, HJCl> ve 2-Merkaptoetanol enzim aktivitesini asir
seviyede inhibe ederken, FeSOs ilavesi her iki konsantrasyonda da lakkaz enzim
aktivitesini arttirmistir. Enzim aktivitesine SDS’nin pozitif yonde, Tween-80 ve
Tween-20’nin herhangi bir etkisinin olmadig: bildirilen makalelerin (Dalfard ve dig.
2006, Sondhi ve dig. 2014) aksine bizim c¢aligmamizda tiim deterjanlar enzim
aktivitesini ciddi derecede diislirmiistiir. Calisma sonuclarimiz Kalyani ve dig.
(2012)’ni destekler nitelikte iken Vantamuri ve Kaliwal (2016)’nin aksine EDTA
ilavesi bizim lakkaz enzimimizin aktivitesinde diisiise sebep olmustur. Vivekanandan
ve dig. (2014)’nin sonuglar dikkate alindiginda Aspergillus nidulans’in lakkazi farkli
iyonlarla muamele edildiginde aktivitesindeki diisiis miktari, yerel izolattan
saflagtirilan rekombinant lakkazdan daha fazla olmustur. Farkli bir c¢alismada
Marasmius sp. BBKAV79 mantarindan izole edilen lakkaz enziminin 75 kDa
agirh@inda, pH 5,5 ve 40°C’de de optimum aktivite gosterdigi bildirilmistir. Lakkaz
enzimi pH 8’de sadece aktivitesinin %30’sunu korumustur. Enzim 37°C’de
aktivitesinin sadece %70’ini korurken 55°C’de aktivitenin %50’ye distigi
goriilmiistiir. Enzim aktivitesi farkli kosullarda 6nemli derecede azalma gostermistir.
Ayrica Marasmius sp. mantarina ait lakkaz enzimi 20 mM konsantrasyonundaki
farkli metal ve deterjanlar ile muamele edilmistir. Buna gore; EDTA ilavesi %10
oraninda aktivite artisina sebep olurken SDS, FeSO4, AgNO3z, MnSOs4, MgSOs,
HgCl2 ve ZnSO4’un varliginda lakkaz enzimi sirasiyla %33, %58, %4, %89, %83,
%4 ve %93 oraninda aktivitesini koruyabilmistir. Enzimin Km ve Vmax

degeri 3,03 mM ve 5 pumol olarak rapor edilmistir (Vantamuri ve Kaliwal 2016).
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Marasmius sp. BBKAV79 mantar ile kendi izolatimiz olan Bacillus subtilis’den
elde edilen lakkazi karsilastirdigimizda saflagtirdigimiz lakkazin pH ve sicakliga
stabil oldugu tespit edilmistir. Ayrica farkli inhibitér ve deterjanlarin lakkazin
tizerinde etkisinin az oldugu belirlenmistir. Vantamuri ve Kaliwal (2016)’nin aksine

EDTA ilavesi bizim lakkaz enzimimizin aktivitesinde diisiise sebep olmustur.

Vivekanandan ve dig. (2014), Aspergillus nidulans’den izole ettikleri lakkazin
molekiiler agirhigmmin 66 kDa oldugunu agiklamislardir. Bu ¢alismadan elde edilen
lakkaz pH 6 ve 30 °C sicakliginda optimum aktivite gostermistir. pH’nin artmasiyla
birlikte aktivite onemli derecede diismiistiir. pH 8’de aktivite de %50°1ik bir azalma
saptanmistir. Ayrica enzim 30 dakika boyunca 2 mM metal (Cu, Ca, K, Mg, Fe, Zn,
Co, Ni, Hg ve Pb) ile muamele edilmistir. Cu, K, Mg ve Fe %68, %6, %19 ve %39
oraninda enzim aktivitesinin artmasina sebep olurken Ca, Zn, Co, Ni, Hg ve Pb
varliginda aktivite %5, %21, %75, %81 ve %80 oraninda diigmiistiir. Bunlarin yani
sira enzime ait Km ve Vmax degerleri 0,052 mM ve 2,86 mM olarak saptanmustir.
Aspergillus nidulans’e ait lakkaz diisiik sicakliklarda aktivite gostermistir ve farkli
iyonlarla muamele edildiginde aktivitesindeki diisiis miktar1 bizim elde ettigimiz

lakkazdan daha fazla olmustur (Vivekanandan ve dig. 2014).

Kalyani ve dig. (2012) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Coltricia perennis
lakkaz1 izole edilmis ve enzimin molekiiler agirligi 66 kDa oldugu bildirilmistir.
Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 75°C ve optimum aktivite gosterdigi pH
ise 4’tlir. Enzim 1 mM konsantrasyonda SDS ve EDTA ile muamele edilmis ve enzim
aktivitesi sirasiyla %85 ve %98’e diismiistiir. Diger taraftan Bacillus subtilis WD23
bakterisinin lakkaz enziminin optimum pH’s1 6,8 ve optimum sicakligi ise 60°C’dir.
Ayrica enzim 80°C ve pH 9’da stabildir (Wang ve dig. 2010). Wang ve arkadaglarinin
sonuclar1 bizim saflastirdigimiz lakkaz enziminden elde edilen bulgular1 destekler
niteliktedir. Bizim ¢alismamizin aksine Coprinus comatus’e ait lakkaz enzimi pH 5 ve
30°C’de optimum aktivite gostermistir (Vantamuri ve dig. 2015 ). Bu sonucun bakteri

tiir farkliligindan kaynaklandig: diistiniilmustiir.

Benny ve dig. (1998) tarafindan yapilan bir arastirmada Chaetomium
thermophilium mantarma ait lakkaz enzimi degerlendirilmistir. Bu arastirmadan elde
edilen lakkazin molekiiler agirligi 77 KDa , optimum pH ve optimum sicaklik ise 6 ve

45 °C olarak belirlenmistir. Ayrica enzim bir saat 70°C’de aktivitesini korumustur.
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Enzim aktivitesi pH 8’de %68’¢ diismiistiir ve pH 9 ile pH 4’de ise aktivitesini
tamamen kaybetmistir. Enzimin Vmax ve Km degeri ise 0,40 mM ve 2,5 uM olarak
rapor edilmistir. Enzim yiiksek sicaklikta aktivitesini korumasina ragmen genis

pH’larda aktivitesini koruyamamistir (Chefetz ve dig. 1998).

Phytophthora capsici’ye ait lakkaz geni, Pichia pastoris’e klonlanms ve
rekombinant lakkazin molekiiler agirligi 68 kDa oldugu bulunmustur. Klonlanan
enzimin optimum pH’s1 ve optimum sicakligi 4,0 ve 30°C’dir (Zhen Feng ve Peigian
2014). Soden ve dig. (2002), Pleurotus sajor mantarina ait lakkaz enzimi rekombinant
DNA teknolojisi ile liretmisler ve enzimin molekiiler agirliginin 59 KDa oldugunu
bildirmislerdir. Pleurotus sajor mantarindan klonlanan enzimin guiaicol varliginda
optimum aktivite gosterdigi pH=7 ve optimum aktivite gosterdigi sicaklik ise
35°C’dir. Enzim, pH=6’da aktivitesinin sadece %50’lik ve pH=8de ise %10’luk
kismint koruyabilmistir. Daha asidik pH’larda aktivite onemli derecede diiserken
bazik pH’larda aktivite neredeyse sifira yaklasmistir. Enzimin termal stabilitesi
incelendiginde, 45°C’de 1 saat bekletilen enzimin aktivitesi %25’e diiserken, 60°C
sicaklikta aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir. Enzim inhibitorii olarak 1 ve
5 mM EDTA varliginda enzimin aktivitesi ¢ok az miktarda diismiistiir; diger bir
degisle EDTA varliginda aktivitenin yaklasik %90’ luk kismi korunmustur. Mantarlara
ait lakkaz enzimlerinin molekiiler agirliklar1 bakteriyel lakkaz enziminkinden
biiyiiktiir ancak molekiiler agirligin biiytlikliiglinlin enzimin stabilitesine etkisi yoktur

(Soden ve dig. 2002).

Boyar maddelerin degredasyonu ve dekolorizasyonu, yeralti su kaynaklar1 basta
olmak iizere diinyadaki ¢6ziimlenmesi gereken Onemli ¢evresel bir problemdir.
Substrat 6zgiilliiglinlin genis olmasi ve molekiiler oksijeni kullanmak suretiyle ¢esitli
fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyebilen lakkaz enzimi, atik sulardan renk
giderimi i¢in yiiksek potansiyele sahip bir enzimdir (Gienfreda ve dig. 1999, Saparrat
ve dig. 2007). Ortam sartlar1 (alkalite veya asitlik), sicaklik veya enzim i¢in uygun
substrat varlig1 dekolorizasyonu etkiler. Ornegin Guijarro ve dig. (2009) da
Streptomyces ipomoea CECT 3341°den elde edilen rekombinant lakkaz ile azo-type
dye Orange-II, acetosyringone mediatorii olmaksizin dekolorize edilemedigini de
bildirmistir. Benzer sekilde Lu ve dig. (2012) tarafindan acetosyringone varliginda,

Bacillus licheniformis LS04 spor lakkazi ile boyanin %801 dekolorize edilirken,
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Enterobacter spp. lakkazi ile ABTS varliginda Reaktif Red 152 %40 oraninda
dekolorize edilmistir (Desai 2017). Benzer sekilde B. subtilis 'in termoaktif lakkazi ile
reaktif saris1 disinda azo ve anthraquinone Sudan turuncusu G (SOG) boyas1 basarili
bir sekilde dekolorize edilmistir (Pereira ve dig. 2008). Rekombinant Bacillus
licheniformis susunun alkalin lakkazi, karmin ve reaktif siyahi kisa siirede tiimiiyle
parcalamistir (Lu ve dig. 2013). Calismanin son asamasinda, Bacillus subtilis ten
saflagtirdigimiz rekombinant lakkaz enzimi sentetik boyalarin dekolorizasyon
arastiritlmistir. Kongo kirmizisi, metilen mavisi, bromokresol purple, bromfenol
mavisi, metil kirmizisi, kristal viyole, fenol kirmizisi, turkuaz mavisi, remazol
kirmizisi, remazol brilliant orange, brilliant mavisi, remazol violet ve reaktif kirmizisi
kullanilmistir. Genel olarak lakkaz enziminin kullanilan tiim boyalari etkili bir sekilde

giderdigi goriilmiistiir.

Wang ve dig. (2011), Bacillus subtilis WD23 susundan saflastirdiklar1 lakkazin
Remazol brilliant mavisi R (RBBR), Alizarin kirmizisi, Kongo kirmizisi, metil
turuncusu ve metil viyole gibi bazi boyalarin gideriminde etkili oldugunu rapor

etmislerdir (Wang ve dig.2011).

Bacillus licheniformis bakterisinin lakkaz geni E. coli’ye klonlanmis ve SDS-
PAGE ile enzimin molekiiler agirliginin 65 KDa oldugu bulunmustur. Arastirmacilar
enzimin optimum aktivite gosterdigi pH nin 7 ve sicakliin ise 85°C oldugunu rapor
etmislerdir. Ancak 70°C ve 80°C’de 1 saat bekletildiginde enzim aktivitesi %43 ve
%8’e diigsmistiir. Bacillus licheniformis bakterisine ait lakkazin optimum pH’sinin
85°C olmasina ragmen 70°C’de stabil olmamas1 dikkati ¢ekmistir (Koschorreck ve
dig. 2008). Rekombinant enzimin kisa silirede yiliksek aktivite gosterip hemen
kaybettigini gostermektedir. Bizim elde ettigimiz rekombinant lakkaz enzimi 2 saat
boyunca aktivitesinin tamamini korumustur ki bu da saflastirdigimiz enzimin iistiin
niteligini géstermektedir. Benzer sekilde bir baska ¢alismada Hypsizygus ulmarius’e
ait lakkaz geni E. coli’ye klonlanmis ve enzimin molekiiler agirligi 63 kDa olarak
belirlenmistir. Rekombinant lakkaz enzimi i¢in optimum pH 6 ve optimum sicaklik ise
40°C’dir. Enzim 50°C’de aktivitesinin %45’sini korurken sicaklik 60°C oldugunda
sadece %20’sini koruyabilmistir. Farkli iyonlarin rekombinant lakkaz iizerine etkisi
incelenmis; Mn ve Cu’in enzim aktivitesinde artisa sebep olurken Fe, Na ve Co’in

enzim aktivitesini onemli derecede diislirdiiglinii rapor etmislerdir (Ravikumar ve
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dig.2013). Sunulan doktora tez ¢calismasinda yerel izolattan elde ettigimiz rekombinant
lakkaz enzimi ile literatiirdeki rekombinant lakkaz enzimleri genel olarak
kiyaslandiginda, sicaklik stabilitesi, inhibitorlere direnci, sicaklik artigina bagli olarak
aktivitesinin biiyiik boliimiinii uzun siire koruyabilmesi, ¢ok farkli boyar maddeleri
giderebilme gibi ozellikleri agisindan istiin nitelikli oldugu disiiniiyoruz. Nitekim
tuza tolerant bir bakteri olan Halobacillus halophilus lakkaz enzimi pH=7 ve 67°C’de
optimum aktivite gostermekle birlikte pH=5’te inaktif olmustur ve 30-40 °C
sicakliklarinda ¢ok az aktivite gosterebilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik yliksek olmasina ragmen normal kosullarda inaktif olmasi bu enzimin insanlar
tarafindan kullaniminin pratik olmayacagi gostermektedir (Bhuvaneshwari ve dig.

2015).

Yapilan bir arastirmada lakkaz enzimin dekolorizasyon etkisi dispersed mavi 3,
asit mavi 74, reaktif mavi 19, asit kirmiz1 27 ve reaktif siyah 5 iizerinde calisilmistir.
Bu calismanin sonucunda Lakkazin boya giderimide etkili oldugu ve enzim artis1 ile
bu etkinin daha da yiikseldigi ortaya ¢ikmistir (Champagne ve dig. 2010). Funalia
trogi'ye ait Lakkaz enzimin dekolorizasyonu arastirmacilar tarafindan incelenmistir.
Yapilmis olan bu ¢alismada Lakaz enziminin dekolorizasyon etkisi farkli pH’larda ve
farkli enzim konsantrasyonlarinda, iki farkli boya iizerinde (Reaktif siyah 5 ve Reaktif
mavi 171) denenmistir. Bu arastirmada 2,5, 3, 3,5 ve 4 pH’larinda lakkaz sirasiyla
%44, %34, %31 ve %20 kadar boya giserimine sebep olmustur. Bu ¢alismada lakkaz
enzimin asidik ortamda daha fazla dekolorizasyon etkisi oldugu ve bu etkinin bazik
ortamda distiigli gosterilmistir. Ayrica enzimin miktar1 arttikca Lakkaz
dekolorizayonuda da artis ortaya ¢ikmistir (Yesilada ve dig. 2014). Benzer sekilde

calismamizda da Lakkaz enzimi asidik ortamda optimum aktivite gosterimistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan bu ¢alismada yerel bir izolat olan Bacillus subtilis OH 67 tiirline ait
lakkaz enzimi basarili bir sekilde klonlanmis ve enzimin karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Rekombinant lakkazin molekiiler agirligi 34 kDa, Km ve Vmax
degerleri ise sirasiyla 1,1077 mM ve 19,3 umol/ min/mg’dir. Enzim genis bir pH ve
sicaklik araliginda aktivite gostermistir. Optimum pH’s1 6,6 ve optimum sicakligi
50°C’dir. 40 °C ve 60 °C’de %91 ve %90 aktivite gostermesi onemlidir. 80°C’de enzim
aktivitesinin  %56’s1 ve 100°C’de de aktivitenin %20 oraninda devam ettigi
goriilmustiir. Asirt sicaklarda dahi aktivitenin tamamen kaybolmamasi enzimin
modifikasyonla iyilestirilmeye degerde ve ilerde endiistrinin farkli alanlarinda
kullanim potansiyelinin oldugunu gdstermistir. Ayrica rekombinant enzimin asidik
pH’da stabil olmas1 da endiistrideki atik sularin temizlenmesinde kullanilabilecegini
diistindiirmiistiir. Fe ilavesi klonlanan enzim aktivitesini olumlu yonde arttirmistir. Bu
da rekombinant enzimin demir isletmeciliginde ilerde kullanilmak lizere gelistirilmeye
deger oldugunu gostermistir. Son olarak farkli boyar maddelerin gideriminde etkinlige
sahip olmasi da dikkat c¢ekicidir. Ancak enzimin modifikasyonlar yapilarak
iyilestirilmesi gerekmektedir. Ornegin, enzimin daha verimli olabilmesi icin site direct
mutation ¢aligmalarindan faydalanilarak enzim genindeki aktif bolgede bir kag

aminoasitte degisiklik yapilip enzimin daha verimli olmasi saglanabilir.

Calismadan elde edilen sonuglara gore; rekombinant enzimin zeytin karasulari,
fenolik kirliliklerin temizlenmesi, atik sularda boya giderimi veya maden isletmeciligi
gibi endiistrinin farkli alanlarinda kullanilma potansiyelinin detayli olarak

arastirilmasinin uygun olacagi distintilmistiir.
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8. EKLER

8.1 SDS-PAGE Elektroforezi icin Kullanilan Cozeltiler
8.1.2 Soliisyon A (akrilamid/ bisakrilamid Cozeltisi)

29, 2 g akrilamid ile 0,8 g bisakrilamid distile suda ¢6ziilmiis ve son hacim 100

mL’ye tamamlanmistir (Temizkan ve dig. 2008).
8.1.3 Soliisyon B

75 mL Tris-HCI1 (2M; pH 8,8) ile 4 mL SDS (%10’luk) karistirilmigtir ve 21
mL distile su ilavesi ile 100 mL’ye tamamlanmistir (Bollag ve dig. 1996).

8.1.4 Soliisyon C

50 mL Tris-HCI (1M; pH 6, 8) ile 4 mL SDS (%10’luk) karigtirtlmistir ve 46

mL distile su ilave ederek son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Bollag ve dig. 1996).
8.1.5 %10’luk SDS

10 gram SDS 50 mL distile suda ¢6ziilmiistiir ve son hacim 100 mL’ye

tamamlanur.
8.1.6 %10’luk Amonyum Persiilfat (APS)

SDS-PAGE jelin hazirlanmas1 agsamasinda jel polimerizasyonunu baglatmak
amaciyla APS kullanilmistir. Bunun i¢in 0, 1 gram Amonyum Persiilfat 1 mL distile

suda ¢oziilmiistiir (Temizkan ve dig. 2008).
8.1.7 TEMED (N, N, N°, N’-tetramethylene-ethylenediamine)

SDS-PAGE jelinin polimerizasyonunu gergeklestirmek amaciyla katalizor

olarak kullanilmstir.
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Tablo 8.1 SDS-PAGE Elektroforezi i¢in Kullanilan Cozeltiler

Jel icerigi Ayristirma jeli Yiikleme Jeli
Soliisyon A (mL) 8 1,5

Soliisyon B (mL) 5 0

Soliisyon C (mL) 0 2,25

Distile su (mL) 7 5,25

APS (uL) 100 30

TEMED (uL) 10 7,5

8.1.8 Ornek Yiikleme Tamponu

75 mg Tris 5 mL suda ¢dziindiikten sonra HCI ile pH 6, 8’e ayarlanmstir.
Ardindan 1 mL gliserol, 5 mg bromfenol mavisi, 200 mg SDS ve 85 uL 2-f-
merkaptoetanol ilave edilerek son hacim distile su ile 10 mL’ye tamamlanmis ve

caligmalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmistir (Bae ve dig. 1999).
8.1.9 Yiiriitme Tamponu

3 gram Tris, 14,4 gram glisin ve 1 gram SDS bir litre saf suda ¢oziilmiistiir ve

hazirlanan tampon 4°C’de saklanmistir (Temizkan ve dig. 2008).
8.1.10 Coomassie Brillant Blue R-250 Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (1 gram), metanol (500 ml)’de ¢6ziinmiis ve asetik
asit (100 mL) ilave edildikten sonra distile su ile son hacim 1 litreye tamamlanmistir
(Temizkan ve dig. 2008). Hazirlanan tampon SDS-PAGE jelindeki proteinleri

boyamak i¢in kullanilmistir.
8.1.11 Yikama Tamponu

Metanol (100 mL), asetik asit (100 mL) ve distile su (800 mL) ile hazirlanan
tampon SDS-PAGE jelindeki fazla boyanin uzaklastirilmasi igin kullanilmistir
(Temizkan ve dig. 2008).
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8.2 Zimogram Analizi i¢in Kullanilan Cézeltisi
8.2.1 %1 Triton X-100
1 mL Triton X-100, 99 mL suda ¢6ziinerek hazirlanmistir (Bae ve dig. 1999).

8.2.2 Zimogram Analizi i¢cin Kullamlan 0, 1 M Sodyum-asetat Tamponu
(PH 6, 6)

2, 72 gram Na-asetat 200 mL distile suda ¢oziindiikten sonra asetik asit

kullanarak pH’s1 6, 6’ya ayarlanmistir (Bae ve dig. 1999).
8.2.3 Zimogram Analizi I¢in Kullanilan Guaiacol Cézeltisi

0, 21 gram Guaiacol (2mM), 0,0515 gram CuSOs (1,5 mM) 25,0 mL suda

¢oOziinerek hazirlanmistir.

8.3 Enzimin pH Aktivitesi ve pH Stabilitesini Belirlemek i¢in Kullanilan
Tamponlar

8.3.1 Sitrat Tamponu

Lakkazin pH 3,0-5,8 araligindaki aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir.
Tamponun hazirlanmasinda 0,1 M sitrik asit, 0,1 M sodyum sitrat distile su ile arzu
edilen pH degerindeki tamponu hazirlamak i¢in Tablo 2,6’de verilen oranlarda

karistirilarak hazirlanmistir (Temizkan ve dig. 2008).
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Tablo 8.2 Sitrik Asit Tampon Cozeltisi Oranlari

pH 0,1 M sitrik Asit (mL) | 0,1 M sodium sitrat (mL)

3,0 46,5 35

3,4 40,0 10,0
3,8 35,0 15,0
4,2 31,5 18,5
4,6 25,5 24,5
50 20,5 29,5
5,4 16,0 34,0
5,8 11,8 38,2

8.3.2 Tris-Maleat Tamponu

Lakkaz enzimin 6,2-7,4 pH arahigindaki aktivitesini belirlemek igin
hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,2 M Tris-Maleat; 3,63 gram Tris (24,2 g/L), 3,48 gram
Maleik asit (23,2 g/L) distile suda 150 mL’ye tamamlanmistir. 0,2 M NaOH (8 g/L);
0,8 gram NaOH, 100 mL distile suda ¢oziinerek hazirlanmistir. Hazirlanmis olan
cozeltilerden istenilen pH degerine sahip tamponlar Tablo 2.7°de verilen miktarlarda

hazirlanmistir (Temizkan ve dig. 2008).

Tablo 8.3 Tris-Maleat Tampon Cozeltisi

pH 0,2 M Tris-maleat (mL) | 0,3 M NaOH (mL)
6,2 25 15,75
6,6 25 21,25
7,0 25 24
7.4 25 27
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8.3.3 Karbonat-Bikarbonat Tamponu

Lakkaz enzimin 9,2-10,7 pH araligindaki aktivitesini belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Tampon hazirlamak i¢in 0,2 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ile 0,2 M
sodyum bikarbonat ¢ozeltisi distile suda gereken pH degerini hazirlamak i¢in Tablo

2.8’te verildigi gibi kullanilmistir (Temizkan ve dig. 2008).

8.4 Karbonat-Bikarbonat Tampon Cozeltisi

pH | 0,2 M Sodium karbonat mL | 0,2 M Sodium bikarbonat mL
9,2 0,4 4,6

9,6 1,6 3,4

10 2,75 2,25

10,4 3,85 1,15

10,7 4,5 0,5
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