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OZET

TEZIN BASLIGI: YEREL BACILLUS SOYLARININ URETTIGi
LIPAZLARIN OZELLIKLERININ YONLENDIRILMIS EVRIM VE/VEYA
AKILCI PROTEIN TASARIMI YONTEMLERI ILE IYILESTIiRILMESI

YAZARIN ADI: NAGIiHAN AKBULUT

Lipazlar (EC 3.1.1.3), gliserol ve uzun zincirli yag asidi esterlerinin sentez ve
hidrolizini kataliz ederler. Mikrobiyal kaynakli lipazlar, 6énemli ticari enzimler
arasinda yer alirlar. Bacillus pumilus lipazlari, Bacillus subtilis lipazlar ile % 74-77
dizi benzerligi tasirlar ve 1.4 alt ailesine aittirler. Lipazlarin endistriyel
uygulamalarda biyokatalist olarak kullanilmasi igin, aktivite, sicaklik kararliligi,
substrat o6zgilliigii ve enantiyo segicilik gibi 0Ozelliklerin gelistirilmesi istenir.
Yonlendirilmis evrim, enzim Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in kullanilan gii¢lii bir
yontemdir. DNA karistirma, molekiiler ¢esitliligin olusturulmasi i¢in kullanilan en
1yl yontemler arasindadir. Gen ¢esitliligi, homolog rekombinasyon ile elde edilir ve
aktivite, sicaklik kararlilig1 ya da enantiyo segicilikte olusan 6nemli degisikliklerle

sonuglanir.

Bu c¢alismada, Bacillus pumilus lipazlarimin enzimatik aktivitelerinin
artirtlmas1 amactyla DNA karistirma yontemi, L5 ve L21 yerel izolatlarindan elde
edilen lipaz genlerine uygulandi. Iki “crossover” pozisyonu ve ii¢ nokta mutasyonu
tastyan L3-3 kimerik mutant1 “High-throughput” tarama yontemi kullanilarak segildi.
L3-3 mutanti, ebeveyn enzimlere gorece 6.4 ve 8.2 kat daha yiiksek spesifik aktivite,
farkli deterjanlara ve organik ¢oziiciilere de yiiksek tolerans gosterdi ve 50 °C’taki
yar1 omriiniin ebeveyn enzimlere gorece 9 kat daha fazla oldugu belirlendi. L3-3
mutantinin homoloji modelleme ¢alismalari, yiiksek homoloji gosteren B. subtilis A
lipazina dayandirilarak yapildi. Mutant enzimin artan sicaklik kararliliginin yapidaki
saglamlik ve azalan hidrofobiklikten, artan spesifik aktivitenin ise mutasyonlarin

aktif bolgeye yakinligindan kaynaklandig: diistiniildii.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: IMPROVEMENT CHARACTERISTICS OF
LOCAL BACILLUS LIPASES BY DIRECTED EVOLUTION AND/OR
RATIONAL PROTEIN DESIGN METHODS

NAME OF THE AUTHOR: NAGIHAN AKBULUT

Lipases (EC 3.1.1.3) catalyze the hydrolysis and synthesis of esters of
glycerol and long-chain fatty acids. In particular, lipases of microbial origin are
among the most important commercial enzymes. Bacillus pumilus lipases have been
classified as members of subfamily 1.4, sharing sequence identities of 74-77%, also
the well-characterized Bacillus subtilis lipases belong to this family. In order to use
lipases as biocatalysts in industrial applications, it is often desirable to improve
properties such as activity, thermostability, substrate specificity and
enantioselectivity. In this respect, directed evolution is a powerful technique that has
been used to improve various properties of enzymes. One of the best methods for
creating molecular diversity is DNA shuffling, where gene diversity is rapidly
generated by homologous recombination, resulted in remarkable improvements of

activity, thermostability or enantioselectivity.

In this work, to improve enzymatic activity of Bacillus pumilus lipases, DNA
shuffling was applied to two B. pumilus lipase genes from local isolates (L5 and
L21). Using a high-throughput activity assay, a chimeric mutant (L3-3) was selected,
carrying two crossover positions and three point mutations, with a specific activity
6.4 and 8.2 times higher than the parent enzymes. This mutant also is more tolerant
to various detergents and organic solvents, and has a 9 times longer half-life at 50°C.
Homology modeling of mutant L3-3, based on the highly homologous B. subtilis A,
shows that the increased thermostability is likely due to structural rigidification and
decreased surface hydrophobicity. Increased specific activity may result from the

location of the mutations close to the active site.
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1. GIRIS

Enzimler tiim canli hiicrelerde reaksiyonlar1 yoneten, organizmalarin
yagamasini ve ¢ogalmasini saglayan katalizorlerdir. Genel olarak oda sicakligi, sulu
ortam, atmosferik basing ve notral pH gibi ilimli kosullar altinda caligirlar. Sahip
olduklar1 oOzelliklere bagli olarak enzimler hiicrelerdeki 06zgiil biyokimyasal
reaksiyonlardaki gorevlerinin yani sira kimyasal katalistler olarak da gérev alirlar.
Enzimler; gida, deterjan, ecza, tekstil, kagit, deri ve kozmetik gibi bir¢ok endiistriyel
alanda kullanilmaktadir. Cesitli endiistriyel uygulamalarda giderek daha biiyiik 6nem
kazanan enzimler ticari olarak tiretilmektedir. Endiistriyel enzim pazarinda en 6nemli
yeri, proteaz, lipaz, amilaz ve esteraz gibi ¢esitli hidrolitik enzimler tutmaktadir.
Kimyasal proseslere goreceli olarak, enzim kullanilan siireclere olan ilginin
artmasinin nedenleri arasinda, enzimatik reaksiyonlarin yiliksek 0Ozgilligii ve
kullanilan 1limli reaksiyon kosullart sayilabilir. Enzimlerin etkili katalitik 6zellikleri,
bircok endiistriyel iirlin ve prosesler i¢in biiylikk 6nem tasimaktadir. Uygun
biyokatalizorlerin gelistirilip izole edilmesi ve reaksiyon kosullarinin verimli
uygulamalar i¢in optimize edilmesi olduk¢a zor basamaklardir. Son zamanlarda
yonlendirilmis evrim yaklasimi kararlilik, bolge segiciligi ve o6zellikle enantiyo
secicilik gibi farkli enzim 06zelliklerinin optimizasyonunda ve enzim {retiminin
etkinlestirilmesinde yaygin sekilde kullanilmaya baslanmis olup, laboratuvar
kosullarindaki evrim yontemleri ile dogal evrimin taklit edilmesi ve farkli uyum
mekanizmalarimin belirlenmesi temelinde ¢alisir (Houde ve ark., 2003; Jaeger ve
ark., 2002; Kaur ve Sharma, 2006; Kirk ve ark., 2002; Pandey ve ark., 1999; Sharma
ve ark., 2001).

1.1. Lipolitik Enzimler

Lipolitik enzimler hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bakteriler, kisa zincirli karboksilik asitlerin (C < 12) ester baglarinin
hidrolizini katalizleyen karboksipeptidazlar [EC 3.1.1.1] ve suda ¢dziinmeyen uzun
zincirli (C > 12) agil-gliseridlere karst maksimum aktivite sergileyen lipazlar [EC
3.1.1.3] gibi enzimleri liretebilmektedirler. Lipolitik enzimlerin {i¢iincii grubunu ise

polar fosfolipidlere etkiyen fosfolipazlar [EC 3.1.4.3] olusturmaktadir. Giiniimiizde



lipolitik enzimler ve 6zellikle lipazlar, yiiksek regio ve enantiyo secicilikte hidroliz
ve sentez reaksiyonlar1 katalizleyebilmeleri gibi biyoteknolojik potansiyelleri
nedeniyle biiyiik ilgi ¢ekmektedirler ve bu 6zelliklerinden dolay1 lipolitik enzimler,
sentetik organik kimyada en genis capta kullanilan enzim sinifin1 teskil ederler. S6z
konusu enzimlere olan ilginin bir getirisi olarak, lipolitik enzimleri kodlayan genler
belirlenmis, klonlama ve ekpresyon caligmalari ile bu enzimlerin karakterizasyonu
gerceklestirilmis ve elliden fazla bakteriyel esteraz ve lipaz, sekiz aile igerisinde
siniflandirilabilmistir. Bu enzimlerden bazilarin kristallografik yontemler ile tig-
boyutlu yapilar1 aydinlatilmis ve o/ hidrolaz katlanmasi adi verilen korunmus
katlanma motifleri igerdikleri ortaya c¢ikarilmistir. Enzimlerin aktif bolgelerini,
niikleofilik serin rezidiisli, bir histidin ve bir asidik rezidiiden (aspartat veya
glutamat) olusan bir katalitik ii¢liinlin olusturdugu, katalitik serin rezidiisiiniin,
niikleofilik doniis olarak tanimlanan ve bir a-sarmal ve bir B-iplik arasinda bulunan
keskin dontiis lizerinde yerlesik oldugu bilinmektedir. Pek ¢ok lipazda bulunan bir
diger 6zgiin yapisal birim ise kapak adi verilen ve bir a-sarmaldan olusan yapidir; bu
yap1 substrat yoklugunda aktif bolgeyi ortmektedir. Bu kapak bir lipit-su arayiizeyi
ile temas halinde agilarak, enzimin agik konformasyona gegmesini saglamaktadir. Bu
bulgular 1s181inda, substrat molekiillerinin agregat olusturmaya baslamasi ile enzim
aktivitesinde goriilen belirgin artis “yiizeylerarasi aktivasyon” ile agiklanabilmistir
(Sharma ve ark., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002; Houde ve ark., 2003; Eggert ve ark.,
2002).

1.2. Lipazlar

Gilinlimiizde enzimlerin kullanildig1 pek c¢ok alanda lipazlarin 6nemi giderek
artmaktadir. Lipazlarin sahip oldugu enantiyo secicilik, bolge seciciligi ve genis
substrat 6zgiilliigii gibi oOzellikler, bu enzimlerin pazardaki paymnin biiyiimesinde
etkili olmaktadir. Lipazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan
tiretilmekle birlikte, endiistriyel anlamda en yaygin kullanim mikrobiyal kdkenli
lipazlara aittir. Lipazlarin {i¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar,
yapi-islev iligkilerinin irdelendigi arastirmalarda oldukc¢a yararli olmaktadir (Saxena

ve ark., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002; Houde ve ark., 2003).



Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolazlar E.C.3.1.1.3) fizyolojik Oneme ve
endiistriyel potansiyele sahip enzimler olup, gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden
sekillenen esterlerin, sentez ve hidrolizini kataliz ederler. Esterazlarin tersine,
yalnizca yag-su ara yiizeylerine adsorbe olduklar1 zaman aktive olurlar ve ¢oziinmiis
substratlar iizerinde etkin degildirler. Lipazlar serin hidrolazlardir ve trigliseritler
tizerindeki hidrolitik aktivitelerinin yani sira, esterifikasyon, interesterifikasyon,
acidolizis, alkolizis ve aminolizis gibi reaksiyonlari da kataliz etme yetenegine

sahiptirler (Sharma ve ark., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002; Houde ve ark., 2003).

Lipolitik reaksiyonlar, genellikle substratlarin; monomer, misel ve emiilsiyon
halinde dengede oldugu yag-su ara yiizeylerinde gerceklesmektedir. Yapilan
arastirmalara gére son donemlerde lipolitik enzimleri “gercek lipaz” (EC 3.1.1.3)

olarak siniflandirabilmek tizere iki 6lgiit tanimlanmuistir.

1. Enzimlerin ara yiizeyde aktive olmalari ve emiilsifiye haldeki trigliserit
substratlarin  varliginda, aktivitelerinin biiyliik olgiide artmasi. Bu olgu

ylizeylerarasi aktivasyon “interfacial activation” olarak isimlendirilir.

2. Yiizey lupunda yer alan, enzimin aktif bolgesini saran ve ara yiizeyle temas

ettiginde acilabilen bir kapaga sahip olmalari.

Ancak birkag istisnai durum disinda enzimlerin genelde kapak yapisina sahip
olmalarina ragmen, yiizeylerarast aktivasyon gostermemeleri, One siiriilen bu
olgiitlerin smiflandirma igin uygun olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle
lipazlar, uzun zincirli agilgliserollerin hidroliz ve sentezini katalize eden
karboksilesterazlar olarak tanimlanmaktadir. “Uzun zincir” terimi i¢in kat1 bir
tanimlama yapilmamakla birlikte, acil zincir uzunlugu on karbon atomundan uzun
olan gliserolesterler, lipaz substratlar1 olarak kabul edilmektedir. Acil zincir
uzunlugu on karbon atomundan daha kisa olan gliserolesterlerin hidrolizi, esteraz
aktivitesini distindiirmektedir. Ancak bir¢ok lipazin, esteraz substratlarin1 hidroliz

etme yetenegine sahip oldugu da ayrica vurgulanmalidir (Jaeger ve ark., 1999).



Ote yandan yiizeylerarasi aktivasyon ve kapak yapisi lipazlar1 esterazlardan
ayran en belirgin 6zelliklerdir. Lipazlarin biiyiikk bir ¢ogunlugu aktif bdlgelerini
orten bir helikal segmente (kapak) sahiptir. Lipit kiimelerinin varliginda bu kapak
acilir ve ylizeylerarasi aktivasyon gergeklesir. Yiizeylerarasi aktivasyon gostermeyen
lipazlarda, kapagin olmadigi ya da kapak “domain”inde delesyon bulundugu
gozlemlenmistir. Ancak Pseudomonas aeruginosa, Candida antarctica B ve
Burkholderia glumae lipazlar1 kapak yapisina sahip olmalarina ragmen, yiizeylerarasi
aktivasyon gostermezler. Lipazlar i¢in sulu ortamdaki baskin konformasyon kapali
formdur. Aktif bolge, kapak yapisini olusturan bir ya da daha fazla lup tarafindan
¢oziiciden korunmustur. Kapagin dis parcast hidrofiliktir. Bu konformasyon
elektrostatik etkilesimler araciligiyla kararli kilimmistir. Bir su-yag emiilsiyonunda
kapagin acilmasi, substratlarin aktif bolgeye girisine izin verir (agik konformasyon).
Kapagin acilmasiyla, niikleofilik serin rezidiisii biiyiikk hidrofobik yiizeyler ile
etkilesir ve lipaz enziminin aktif forma gegmesi saglanir (Verger, 1997; Schmid ve
Verger, 1998; Jaeger ve Reetz, 1998; Pouderoyen ve ark., 2001; Houde ve ark.,
2003).

1.2.1. Lipazlarin Uc Boyutlu Yapis1 ve Katalitik Rezidiileri

Lipazlar, o/ hidrolaz katlanmasi gosterirler. o/f hidrolaz katlanmasi
gosteren enzimlerin aktif bolgelerinde niikleofilik bir rezidiiniin (serin, sistein, ya da
aspartat) yani sira bir asidik rezidii (aspartat ya da glutamat) ve bir histidin rezidiisii
yer almaktadir (Jaeger ve ark., 1999). Literatiirde li¢ boyutlu yapist aydinlatilmis
bir¢ok lipaz yer alirken, B. subtilis LipA ozellikle sahip oldugu molekiiler kiitlenin
(19.348 Da, 181 amino asit) diger lipazlardan daha kiigiik olmasi nedeniyle ilgi
gormektedir. Pouderoyen ve arkadaglari tarafindan 2001 yilinda 3D yapisi ¢oziilen
Bacillus subtilis LipA lipazinin yapist Sekil 1.1°de gosterilmektedir (Pouderoyen ve
ark., 2001).



Sekil 1.1. B. subtilis lipazt yapisal gosterimi. Ser77, Hisl56 ve Aspl33
rezidiilerinden olugan aktif bolge sirasiyla S, H, ve D ile gosterilmistir. N ve C

harfleri ise, N ve C terminallerini isaret etmektedir (Pouderoyen ve ark., 2001).

Lipazlar aktif bolgelerinde Ser, Asp/Glu ve His rezidiileri tasirlar. Katalitik
serin rezidiisii iyi korunmus Gly-X-Ser-X-Gly motifindedir. Burada X’ler histidin ya
da tirozin olabilir. Korunmus motif bir B-iplik ile bir a-sarmal arasinda
konumlanmistir ve y seklinde keskin bir doniis olusturur (Jaeger ve ark., 1999) (Sekil

1.2).

Sekil 1.2. a/f hidrolaz katlanmasi. a sarmallar silindir, B iplikler golgeli oklarla igaret
edilmigtir. ~ Aktif-bolge rezidiileri (Serin-Asp/Glu-His) i¢i dolu dairelerle
gosterilmistir. Serin rezidiisii f5°den, Asp/Glu f7°den sonra gelmektedir. Histidin

rezidiisii ise A8 ile oF arasinda yerlesmistir (Jaeger ve ark., 1999).



BS5, y-doniisii ve onu takip eden a-sarmal, o/f hidrolaz katlanmasinin en gok
korunmus yapisal 6zelligidir. Rezidiiler arasinda yakin etkilesimler olustugu igin
niikleofilden iki rezidii 6nceki ve iki sonraki konumlarda Gly yer alir. Glisinler bazen
alanin, valin, serin ya da treonin gibi diger kiiciik rezidiilerle yer degistirebilirler. Bu
“iplik-niikleofil-sarmal” diizenlenmesi “niikleofil dirsek” olarak isimlendirilir. Bu
pozisyon niikleofilik rezidiiyii, aktif bolge ylizeyinin disinda serbest tutarak, aktif
bolge histidin rezidiisiine ve substrata kolayca ulasmasina olanak saglar. Ayrica bu
keskin doniis, niikleofilin kendisini takip eden sarmalin N-terminal ucuna
yerlesmesine ve bdylece niikleofilin iyonize formunun kararli kilinmasina yardimci

olur (Jaeger ve ark., 1999).

Prototipik katlanmada Aspartik asit veya Glutamik asit olan katalitik asit
rezidli, merkezi B tabakalarinin 7. sinden sonraki ters doniiste bulunur. Bu rezidii,
aktif bolgedeki histidin’e hidrojen bagi ile baghdir. Ancak, katalitik asidin topolojik
konumunun degisken oldugu ve pankreatik lipazda 6. [ tabakasindan sonra
konumlandig1 saptanmistir. Lipazlarin {i¢iincii katalitik rezidiisii katalitik histidindir.
Bu rezidii o/f hidrolaz katlanmasinin 8. [ ipliginden sonraki lup i¢inde
konumlanmistir. Bu kivrimin uzunlugu ve konformasyonu degiskendir (Jaeger ve

ark., 1999).

1.2.2. Lipazlarin Salgillanmasi

Lipazlar hiicre disina salgilanan enzimler olup, hedeflenen yerlere ulagsmak
lizere bakteriyel membranlara taginirlar. Lipazlarin salgilanmasinda ii¢ temel yol
tanimlanmistir. Enzimlerin bu 3 temel kisa yolun en az iki tanesini kullandiklar
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarla, lipazlarin salgilanabilmeleri i¢in dogru sekilde
katlanmalarinin gerekliligi kanitlanmistir. Periplazmik katlanmada molekiil-igi “Lif”
saperonlart gorev almaktadir. Lif “Lipaza 0zgiin foldaz” enzimatik olarak aktif
lipazin elde edilmesi i¢in gereklidir. Amino asit homolojisine dayali ayrintili
analizlerle, Lif proteinleri dort farkli ailede smiflandirilmistir (Jaeger ve ark., 1999;

Rosenau ve ark., 2004).



Pseudomonas fluorescens ve Serratia marcescens lipazlart N-terminal sinyal
peptidine sahip degillerdir. Bu nedenle salgilanmalari; ti¢ farkli proteinin islevsel
oldugu “ABC tasiyic1” olarak da isimlendirilen, tip 1 salgilama kisa yolu ile
gerceklesmektedir. S. marcescens lipazinda, ATP-baglanma kaseti (ABC protein)
iceren ve bir i¢ membran proteini olan LipB, sisteme bir substrat Ozgiilliigi
kazandirmaktadir. Membran fiizyon proteini (MFP) olan ve ek bilesikler iceren
LipC, i¢ ve dis membran arasinda iliski kurmaktadir. LipD ise dig membran proteini
(OMP) olarak anilmaktadir. Lipazlar ve metalloproteazlar bu ABC tasiyici sistemi
yardimiyla salgilanmaktadirlar (Jaeger ve ark., 1999).

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde ise enzimlerin sitoplazmik zardan
salgilanmasina aracilik eden ve “Sec translokaz” olarak isimlendirilen bir sistem
bulunmaktadir. Bu sistem ile tasman lipazlar bir N-terminal sinyal dizisine
sahiptirler. Cok alt birimli bir protein kompleksi olan Sec translokaz E.coli’de,
¢oOziinebilir dimerik Sec A ve SecY ile E, D, G alt birimlerinden olusur ve membran
icine yerlesmistir. Benzer bir Sec-translokaz sistemi Bacillus tiirlerinde de

goriilmektedir (Jaeger ve ark., 1999).

Gram-negatif  bakterilerde  sitoplazmik zardan salgillanan lipazlar
periplazmada enzimatik olarak aktif konformasyonlarina katlanirlar. Daha sonra tip 2
ya da genel salgilama kisa yollarindan sekillenen on dort kadar farkli proteinden
meydana gelen karmagik bir sistem araciligi ile dis zara tasinirlar (Jaeger ve ark.,

1999).

1.2.3. Lipaz Kaynaklan

Lipazlar, yeryiizii flora ve faunasinda genis bir yere sahip olmakla birlikte,
daha c¢ok bakteri, mantar ve mayadan olusan mikrobiyal florada yer almaktadirlar.
Ayrica memeliler ve yiiksek bitkilerde de bulunurlar. Mikrobiyal lipazlar
biyoteknolojik olarak daha ilgi ¢ekicidir. Enzim iiretiminde birgok mikrobiyal soy
kullanilmaktadir. Gram-negatif organizmalarin bu anlamda en cok ilgi ¢ceken iiyesi

Pseudomonas cinsidir. Lipaz iireticisi Pseudomonas cinsinin en &nemli tiirleri



arasinda P. aeruginosa, P. fragi, P. cepacia ve P. glumae yer alir. Gram-pozitif
mikroorganizmalar arasinda en biiyiikk ilginin odaklandigi cins Bacillus olup,
biyoteknolojide en ¢ok kullanilan ve lipaz tireten Bacillus tiirleri arasinda; B. subtilis,
B. pumilus, B. cereus ve B. licheniformis sayilabilir. Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakteri lipazlari, saflastirilarak nitelendirilmekte, ayrica gen klonlama ve dizileme
calismalar1 yapilmaktadir (Pandey ve ark., 1999; Jaeger ve ark., 1994; Sharma ve
ark., 2001).

1.3. Bacillus Soyu ve Biyoteknolojik Uygulamalar

Bacillus cinsi bakteriler; Gram-pozitif, ancak yasl kiiltirlerde Gram-negatif
de gozlenebilen, acrobik ve gubuk seklinde bakterilerdir. Bacillus cinsinin en 6nemli
ozelligi endospor olusturmasidir. Endosporlarin elverigsiz kosullara dayanikli
olmalar1 ve uzun siire hayatta kalabilme yeteneklerinden dolayi, spor olusturan
Bacillus soylar1 ¢ok farkli habitatlarda bulunabilirler. Bacillus cinsinin sahip oldugu
metabolik cesitlilik bu organizmalart enzim, antibiyotik, ¢esitli biyokimyasal
maddeler ve insektisitlerin iiretiminde tercihli kilmaktadir. Endiistriyel enzim
tiretiminde 6nemli biyolojik kaynaklari olustururlar. Bacillus soyu, kolay ve hizli
ireme, farkli karbon, nitrojen kaynaklarin1 ve ¢ok cesitli substratlar1 kullanabilme,
yiiksek verimde iiriin olusturma ve ekonomik iiretim kapasitesine sahip olma gibi
yetenekleri sayesinde bir¢ok alanda tercih edilmektedir (Sneath, 1986; Harwood,
1992).

1.4. Bakteriyel Lipolitik Enzimlerin Siniflandirilmasi

Bakteriler farkli siniflarda yer alan karboksilesterazlar, gergek lipazlar ve
fosfolipazlar gibi bir¢ok lipolitik enzimi tretirler. Lipolitik enzimler sahip olduklari
biyoteknolojik potansiyelden otiirli olduk¢a dikkat ¢ekici enzimlerdir. Endiistride
kullanilan lipazlarin bir¢ogu genellikle fungal ve bakteriyel kokenli mikrobiyal
enzimlerdir. Lipolitik enzimler Aile 1 (Gerg¢ek Lipazlar), Aile 11 (GDSL), Aile lII,
Aile IV (HSL), Aile V, Aile VI, Aile VII ve Aile VIII olmak iizere sekiz aileye

ayrilmistir. Gergek lipazlar olarak tanimlanan Aile I ayrica alti alt aileye ayrilir.



Biyoteknolojik yonden bilyiikk 6neme sahip olan, Pseudomonas ve Bacillus lipazlari,
Aile I altinda yer almaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

1.4.1. Aile | (Gergek Lipazlar)

1.4.1.1 Pseudomonas Lipazlari

Gergek lipazlar en 6nemli grubu olan Pseudomonas lipazlari, ¢alisilan ilk
lipazlar olup, endiistride en ¢ok tercih edilenlerdir. Lipazlar gruplandirilirken 1. aile
icindeki alt1 alt aileye bagh olanlar, gergek lipazlar olarak siniflandirilmistir (Tablo
1.1).

Burkholderia glumae lipazi uzun bir siire bu gruptaki {i¢ boyutlu yapisi
bilinen tek enzim o&zelligini tasimistir, daha sonra yapilan c¢alismalarla
Chromobacterium viscosum ve Burkholderia cepacia lipazlarmin kristal yapilari da
aydmlatilmistir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Bu enzimler 1.2 alt ailesine ait gercek
lipazlardir. Lipaz 1.1 alt ailesi i¢inde yer alan Pseudomonas aeruginosa lipazinin

kristal yapist da yakin gegmiste agiklanmistir (Nardini ve ark., 2000).

Pseudomonas lipazlar1 {izerinde yapilan karsilastirmali ¢aligmalara paralel
olarak farkli bakteri cinslerinden ¢esitli lipaz dizilimleri de belirlenmis ve bu
enzimler amino asit dizilimleri temelinde 1.1 ve 1.2 alt aileleri ile iliskilendirilmistir.
Vibrio cholerae, Acinobecter calcoacetis, Pseudomonas wisconsinensis ve Proteus
vulgaris gibi lipazlarin molekiiler agirliklar1 30-32 kDa olarak tayin edilmis ve
Pseudomonas aeruginosa lipazi ile yiiksek oranda dizi benzerligi tasidiklart
belirlenmistir. Alt aile 1.2°de yer alan lipazlarin molekiil yiizeyinde tasidiklari ve
paralel olmayan bir ¢ift B-ipliginden olusan yap1 (insersiyon) nedeniyle bu enzimler,
orta biiyiikliikte molekiil agirliga sahip lipazlar olarak tanimlanmistir (Arpigny ve
Jaeger, 1999).

Pseudomonas fluorescens ve Serratia marcescnes lipazlari 1.3 alt ailesi

altinda gruplanir. Bu lipazlarin molekiiler agirhig, .1 ve 1.2 alt ailelerindeki



lipazlarinkine gorece daha biiytiktiir (Pseudomonas fluorescens lipaz1 50 kDa ve
Serratia marcescens lipazi 65 kDa), ancak N-terminal sinyal peptidi ve sistein
rezidiisii icermezler. Bu enzimlerin salgilanmasi, li¢ parcali ABC (ATP-binding-
casette) tasiyici sistemi iizerinden tek basamakta gergeklesir (Arpigny ve Jaeger,

1999).

Tablo 1.1. Lipolitik enzim aileleri (Arpigny ve Jaeger, 1999).

Similarity (%)
Farmily Subfamily Enzyme-producing strain Accession no. Family Subfamily Proparties
1 Psaydomanas aanigingsa® 0587 100 True lipases
FPsgudomanas fiorescens 9 AFO31 226 95
Vibri chileras K16945 a7
Acinetobacter calcoacaticus XB0R00 L]
Pssydomanas fragi 14083 L]
Psaydomanas Wisconsinensis (I W
Frofaus vuigan's 1133845 a8
2 Burkholdana glumae ™ XT0354 35 100
Chromobacterium viscosum® Q05489 35 100
Burkholderia capacia™ 58404 3 78
FPsaudomanas fufeola AF030153 e 7
3 Psaydomanas fuarascens SIK W1 011455 4 00
Sarratia marcescens 03253 15 5
4 W74 16 100
A34a07 13 B0
5 il stearotiermaphilus 7aTES 15 00
fermocatenuiaius X85309 4 9
oocws yicus K02844 15 29 Phospholipase
Staphyiococeus auraus M12715 14 28
Staphyiecoccus epidarmidls AFD30142 12 26
i Fropionibacizrium acnes XO9255 14 100
Strepfomyces cinnamaneus 1180063 14 50
Il (GOSL) Asromanas hydraphila F10480 100 Secreted acyltiansferase
Streptomyees scabies” Mar2a7 36 Secreted esterase
Psaydomanas aanigingsa AFO05091 35 OM-bound esterase
Salmonelia tyahimurium AFD4TOT4 28 OM-bound esterase
Pholorhabaus luminescens KBEITI 28 Secrated esterase
Il Streaptomyoes axbiahis” MEE351 100 Extracellular lipase
Streptomyees albus 103114 a2 Eutracellular lipase
Moraxella sp. ¥53053 e Extracellular estaraze 1
IV (H5L) licyclobacilys acldocaldariys XA2R35 100 Esterase
Fsaudomanas sp. B11-1 AFD34088 a4 Lipasa
Archasoglobus fulgidus AE00D985 48 Carboxylesterase
Alcaligenes eufrophus L6817 L] Futative lipase
Escharichia colf AEDO0T23 36 Carboxfestarase
Moraxalia sp. XB3R68 25 Extracellular esterase 2
v Fsaudomanas oleovorans M58445 100 PHA-dapolymerase
Hasmephilus fnfluanzae 132704 4 Putative esterase
Fsyehrobacter immobilis X672 4 Extracellular esterase
Moraxella sp. ¥h3e6d M Extracellular estaraze 3
Sulfolobus acidocaldanis AFOTI233 32 Esterase
Acstabacter pasteurianys ABO13096 0 Esterase
Yl Synechocysiis sp Da0904 100 Carboxylesterases
Spiruting platensis S70419 a0
Pseudomonas flsorescans™ ST9E00 24
FRickeltsia prowazexi Y778 20
Chiamydia fachomatis AEDDIZAT 16
Wl Arthrabacter oxydans am47n 100 Carbamate hydrolase
Bacillus subtiis PaTas? 48 p-Nitrobenzy! estarase
Streptomyees coelicolor CARZ2TO4 45 Putative carborylesterase
Vil Arthrobacter globibrmis AAADD402 100 Steracsalective asterase
Straptomyees chiysomalis CAATHRZ L] Cell-bound esterase
Psaydomonas fuorescens SIK W1 AACAO4TT 40 Esterasa Il

* Lipalytic enzyme with known 30 structure,
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1.4.1.2. Gram Pozitif Organizmalar Tarafindan Uretilen Lipazlar

Bacillus tiiriine ait alt1 hiicre dis1 lipaz ve iki esteraz tanimlanmistir. Bacillus
cinsi iyelerinin irettigi bazi lipazlarda, Gly — X — Ser — X — Gly geleneksel lipaz
motifinde bulunmakta olan glisin rezidiisiintin yerini bir alanin rezidiisii almistir. Alt
aile 1V, ortalama % 75 oraninda benzerlik gosteren B. subtilis, B. pumilus ve B.
licheniformis kokenli dort yakin akraba lipolitik enzimden olusmaktadir ve bu
enzimlerin Ser, His ve Asp aktif bolge rezidiileri korunmus pozisyonlarda
bulunmaktadir. Bu proteinler 19 kDa molekiiler agirliga sahip olmalar1 nedeniyle
bilinen en kiiciik lipazlar olarak anilmakta ve minimal o/f hidrolaz katlanmali
enzimler grubunu meydana getirmektedirler. Bununla beraber, alkali pH kosullarinda
sergiledikleri maksimum aktivite ve kararlilik gibi biyokimyasal ozellikleri de
benzerlik gostermektedir. Mezofilik Bacillus subtilis ve Bacillus pumilus lipazlari
gercek lipazlarin bilinen en kiiciik 6rnekleridir, bu nedenle ayri bir grup halinde
smiflandirilmistir. Bu grup iginde yer alan lipazlar diger Bacillus ve Staphylococcus
lipazlariyla % 15 gibi diisiik bir oranda dizi benzerligi tasimaktadirlar (Pouderoyen
ve ark., 2001; Arpigny ve Jaeger, 1999).

Bacillus thermocatenulatus ve Bacillus stearothermophilus soylari benzer
ozellikleri olan lipazlar iretirler. Bu lipazlar yaklagik 45 kDa molekiiler agirliga
sahiptirler ve optimal aktivitelerini 65 °C’ta, pH 9.0’da gosterirler (Arpigny ve
Jaeger, 1999).

Staphylococcus lipazlari ise daha biiyiik (~ 75 kDa) molekiiler agirliga sahip
enzimlerdir. Bu lipazlar, 6nciil molekiiller halinde salgilanirlar ve hiicre disinda 6zel
bir proteaz tarafindan kesilirler. Onciil peptitteki 207-267 konumundaki rezidiilerin
molekiiller aras1 saperon gibi davrandigi ve molekiiliin hiicre zarmin bir tarafindan
Obiir tarafina gecisini kolaylagtirdigi distiniilmektedir. Gergek lipazlar iginde yer
alan Staphylococcus hyicus lipazi, essiz bir fosfolipaz aktivitesine sahiptir (Arpigny
ve Jaeger, 1999).
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1.4.1.3. Diger Lipazlar

339 amino asitten olusan Propionibacterium acnes ve 275 amino asitten
olusan Streptomyces cinnamoneus lipazlari birbirleriyle % 39 oraninda 6zdeslik, %
50 oraninda benzerlik gostermektedirler. Bu proteinlerin 50-150. rezidiilerini igeren
merkez bolgesi 1.2 alt ailesi ile ve Bacillus subtilis ten elde edilen lipazlarla yaklasik
% 50 oraninda benzerlik gostermektedir. Streptococcus cinnamoneus lipazi ile su ana
kadar bilinen diger Streptomyces lipazlart arasinda herhangi bir benzerlik

bulunamamistir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

1.5. Lipazlarin Uygulama Alanlan

Lipazlar; deterjan, gida, kagit, deri, kozmetik ve parfiim endiistrisi, sabun
tretimi, organik madde sentezi, sulu ortamda olusan biyolojik doéniisiimler,
biyomedikal uygulamalar, biyosensor, rasemik asit ve alkol ¢ozeltileri, bolge segici
acilasyon, pestisit lretimi, ester sentezi ve c¢evre yoOnetimi gibi bir¢ok alanda
kullanilan enzimlerdir. Lipazlar ayrica yagh atiklarin ve poliiiretanin par¢alanmasini
hizlandirmak i¢in de kullanilirlar (Sharma ve ark., 2001; Pandey ve ark., 1999;
Jaeger ve Reetz, 1998).

Lipazlar son yillarda molekiiler uygulamalarda sik¢a kullanilan enzimler
arasinda yer almaktadir. Rekombinant DNA teknolojileri, lipazlari endiistriyel
uygulamalar ic¢in daha elverisli kilmak tizere kullanilmaktadir. Endiistriyel
uygulamalarda biyokatalizorlerin, kendi fizyolojik niteliklerinden daha farkh
ozellikler (organik ¢oziiciilerde kararhilik, sicaklik kararlili§i ve enantiyo segicilik
gibi) gostermeleri beklenmektedir. Bu yaklagimlar sonucu ¢esitli uygulamalar igin
uygun biyokatalizorlerin gelistirilmesi miimkiin olmakta, ilgili enzimler izole
edilerek etkili uygulamalar i¢in en 1yi reaksiyon kosullart belirlenmektedir. Yaban
tipi enzimlerden farkli 6zellikler tasiyan enzimlerin gelistirilmesi i¢in akilct protein
tasarimi ve yonlendirilmis evrim siklikla kullanilan yaklagimlardir (Houde ve ark.,

2003).
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1.6. Lipazlarin Molekiiler Uygulamalan

1.6.1. Rekombinant DNA Teknolojisi

Lipazlarin endiistriyel uygulamalarinin daha verimli hale getirilmesi i¢in
rekombinant DNA teknolojileri son zamanlarda olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ozgiin uygulamalar igin uygun lipaz secilerek, ilgili gen bir
ekspresyon sistemine klonlanir ve enzim yiliksek miktarda iiretilerek saflastirilir.
Cogunlukla mikrobiyal kaynakli olan, klonlama ve dizileme c¢aligmalar1 yapilan
bir¢ok lipaz genine veritabanlarindan ulagilabilmektedir. 1988 yilinda Novozymes
tarafindan piyasaya tanitilan Lipolaz, rekombinant DNA teknolojisiyle tiretilen ilk
lipazdir. Aspergillus oryzae’de cksprese edilen bu lipaz, Thermomyces

lanuginosus’tan elde edilmistir (Houde ve ark., 2003; Schmidt-Dannert, 2001).

1.6.2. Protein Miihendisligi

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan biyokatalizorlerin, enantiyo segicCilik,
kararlilik ve sicaklik kararliligr gibi kendi fizyolojik niteliklerinden daha farkli
ozellikler gostermeleri beklenmektedir. Uygun biyokatalizdrlerin gelistirilmesi ve
etkili uygulamalar i¢in en 1yi reaksiyon kosullarinin belirlenmesi oldukga zor bir

islemdir (Bornscheuer ve ark., 2002; Houde ve ark., 2003).

Biyoteknolojide kullanilan bazi yontemlerin etkinligi, immobilizasyon,
mikro- kapsiilleme ya da amino asit rezidiilerinin modifikasyonu gibi fizikokimyasal
tekniklerin kullanilmasi ve reaksiyon ortamimin gelistirilmesiyle artirilabilmektedir.
Ancak optimizasyon c¢alismalari, enzimatik proseslerin endiistriyel olarak
yonetilmesi acisindan bazen yetersiz kalmaktadir. Boyle durumlarda enzimin
katalitik 6zelliklerinin gelistirilmesi yoluyla bu durumun stesinden gelinebilmekte,
soy koleksiyonlarinin ve toprak orneklerinin bu amagla taranmasi sonucunda yeni
biyokatalizorler  belirlenebilmektedir.  Protein ~ miihendisligi  tekniklerinin
kullanilmasiyla yaban tipi enzimlerden yeni Ozellikler tasiyan enzimler

gelistirilmektedir (Houde ve ark., 2003; Bornscheuer ve Pohl, 2001).
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1.6.3. Proteinlerin Akilci Tasarim

Akiler tasarim protein mithendisliginde kullanilan bir teknoloji olup, enzimin
tic boyutlu yapisinin, yapi-islev iligkilerinin anlasilmasi ve enzimin &zelliklerinin
tyilestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. X-1ismn1 kirmmimi analizi ile yapilar
aydinlatilan ilk lipazlar R. miehei ve insan pankreatik lipazidir. Giiniimiizde etkin bir
sekilde kullanilan “Lipaz Miihendisligi” veritabanlar1 yardimi ile birgok mikrobiyal
lipazin yapisina ulagsmak miimkiindiir. Akilct protein tasarimina, istenen enzimin
yapi ve islevinin bilinmesiyle gelistirilen molekiiler modellerle baglanmistir. Kurulan
bu model sistemler sayesinde, enzimin aktivite, kararlilik ve enantiyo segiciligi
gelistirilebilmektedir. Yonlendirilmis mutagenez ¢alismalariyla, mutant genler elde
edilmekte ve mutant geni tasiyan vektor, konak organizmaya aktarilmaktadir.
Yapilan ekspresyon ¢alismalarini takiben, rekombinant varyantlar saflastirilip

nitelendirilerek incelenmektedir (Kuchner ve Arnold, 1997; Houde ve ark., 2003).

1.6.4. Yonlendirilmis Evrim

Yonlendirilmis evrim istenen Ozellikte enzimlerin olusturulmasinda son
yillarda kullanilan giiglii bir yontemdir. Bu sayede yiiksek sicaklik, asidik ve alkali
ortam gibi u¢ kosullarda, organik ¢oziiciilerde gelismis katalitik aktivite ve yeni
substrat 6zgiilliigii gosteren enzim varyantlar1 olusturulabilir. Yonlendirilmis evrim
caligmalari; hedef gende genetik c¢esitlilik olusturulmasi, gen kiitiiphanelerinin
kurulmas1 ve kiitiiphanenin iiretkenlik ve/veya istenilen katalitik aktivite yoniinden

taranmasi olarak tanimlanan iki ana basamaktan olusur (Hibbert ve ark., 2005).

Yonlendirilmis evrim yodntemi, enzimin yapi1 ve etki mekanizmasinin
bilinmedigi durumlarda, akilci protein tasarimina alternatif yontem olarak
kullanilabilir. Bu yontem, hedef gen ya da molekiiler ¢esitliligi yaratan iligkili gen
setlerinin, rastgele mutagenez ve/veya rekombinasyon calismalarinda kullanilir
(Houde ve ark., 2003).

Rastgele Kkiitliphane ¢esitliliginin olusturulmasina dayanan ve molekiiler

evrim olarak da anilan yonlendirilmis evrimde, her mutagenez basamagini gecgerli ve
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etkin bir tarama veya bir se¢cim basamag izler. Olusturulan varyantlar goriintiilenme
ve seleksiyon i¢in uygun ekspresyon sistemlerinde ifade edilirler. Goriintiilleme ve
seleksiyon yonteminin sec¢imi, potansiyel iyi varyantlarin izolasyonu i¢in oldukga
onemlidir. Yonlendirilmis evrimin en 6nemli avantaji, kristal yapi bilgisine ve
mekanizmayr kavramaya yonelik bir bilgiye gereksinim duyulmamasidir. Bu
yaklagim, endiistriyel Oneme sahip bircok proteinin sahip oldugu oOzelliklerin
tyilestirilmesinde ve bu proteinlere yeni islevsel karakterlerin kazandirilmasinda
kullanilmaktadir. Yonlendirilmis evrim deneylerinin basarisinda olusturulan

kiitiphanelerin kalitesi nemli bir yere sahiptir (Arnold ve Georgiou, 2003).

1.7. Rastgele Kiitiiphane Olusturma Yontemleri

Rastgele kiitiiphane olusturma yontemleri genel olarak;
e Rastgele mutagenez
e Rekombinasyona dayali metotlar

olmak tizere ikiye ayrilabilir.

Kiitliiphane olusturmada kullanilan en dogrudan strateji istenilen isleve yakin
bir isleve sahip enzimin tiim geninin rastgele mutasyona ugratilmasidir. Boyle bir
uygulamada, yapiya ya da mekanizmaya dair herhangi bir bilgiye gereksinim

duyulmaz, buna ragmen beklenmeyen faydali mutasyonlari ortaya ¢ikartabilir.

Klasik bir rastgele mutagenez yontemi “hataya-egilimli PCR” (ep-PCR)’dur.
ep-PCR’da PCR kosullarinin modifiye edilmesiyle mutasyon orani degistirilebilir.
PCR bilesenlerinin konsantrasyonlarinin degistirilmesi ve kullanilan polimerazin
dogrulugunun azaltilmasi, termal dongii parametrelerinin ayarlanmasi ile yanlis

niikleotit eslesmelerinin frekansi artirilabilir (Wang ve ark., 2006).

epPCR yontemleri hedef gende olusturulacak mutasyon oranini artirmada

kullanilan stratejiye bagli olarak 4 grupta toplanabilir;

1. PCR bilesenlerinin ayarlanmasi ile polimerazin dogrulugunun azaltilmast,
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2. Niikleotit analoglarinin kullanilmast,
3. Mutajenik polimeraz kullanimi,

4. Dizi doyurma mutagenezi yontemleri (SeSam).

Dengeli olmayan bir niikleotit konsantrasyonu ep-PCR’da mutasyon oranini
artirmak tizere kullanilir. Genellikle dCTP ve dTTP konsantrasyonlarinin
artinlmasiyla, amplifikasyonda yanlis eslesmelerin sayisi da ¢ogaltilabilir. Mn?®*
iyonlarinin varligi mutasyonlarin olusturulmasina yardimci olmakla birlikte, sonraki
ligasyon c¢alismalar1 iizerinde olumsuz etkiler yaratabilir. Dolayisiyla PCR’dan
sonraki basamaklarda bu iyonlarin uzaklastiriimasi 6nemli ve gereklidir. Ep-PCR’da
genellikle normal bir PCR reaksiyonuna gorece daha yiiksek konsantrasyonda Mg*?
iyonu kullanilmaktadir. Daha fazla Mg+2 iyonu, ep-PCR’da istenen yanlis eslesmeye
olanak saglar. Boylece ep-PCR’da, deoksiriboniikleotit konsantrasyonunun
degistirilmesi ve Mn?* iyonlarimin kullanimi ile polimerazin tanima 6zgiilliigii
azaltilarak, uzama basamagindaki yanlis eslesme orani artirabilir. Ep-PCR’da; ayrica
PCR dongiilerinin gectigi kosullar altinda olas1 en yiiksek kararliligi, niikleotitlerin
yeni sentezlenen DNA ipliklerine kolayca katilmasini ve yiiksek oranda mutagenezi
saglamak amaciyla niikleotit analoglar1 kullanilabilmektedir. Hata diizeltme
yeteneginin olmamasi ve yanlis eslesme oraninin yaklasik 2.7x107 olmast nedeniyle
Tag DNA polimeraz hataya-egilimli PCR’da ilk tercih edilen enzimdir, ancak
niikleotitlerin yanlis eklenme oranimni daha fazla artirmaya yonelik mutagenik
polimerazlarin kullanimi, uygulanan diger yaklasimlardan birisidir (Cadwell ve
Joyce, 1992; Shafikhani ve ark., 1997; Lin-Goerke ve ark., 1997; Olsen ve ark.,
2000).

Wong ve arkadaslar1 2004 yilinda, epPCR yontemlerindeki siirlandirict
ozelliklerin tistesinden gelmek iizere dizi doyurma mutagenezi “Sequence Saturation
Mutagenesis, SeSaM” yontemini gelistirdiler. SeSaM’da, mutasyonlar evrensel bir
baz araciligiyla yerlestirilir. Mutasyonlar, evrensel bazin rastgele baz eslesmesi
yapabilme 0Ozelligi nedeniyle, hedef dizideki her bir niikleotit pozisyonuna

yerlestirilebilir. Bu nedenle de SeSaM, DNA polimerazlarin mutasyona olan
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egilimlerinden tamamen bagimsiz bir yolla diziyi rastgele mutasyona ugratabilen bir

yontemdir (Wong ve ark., 2004).

DNA polimeraz yeni DNA zincirlerinin sentezi boyunca belli oranda yanlis
eslesmis bazin eklenmesini katalize edebilir, bu durum mutasyon olusumuna sebep
olur. Boylece epPCR’da, mutasyona ugramis bolgelerin  diizenli dagilim
beklenebilir. epPCR’dan farkli olarak oligoniikleotit bazli mutasyonlar sadece
calismada kullanilan sentetik oligoniikleotitlerle iligkili 6zgiil bolgelerde olabilir.
Ciinkii mutasyonlar proteini kodlayan diziye girmis sentetik DNA dizisinin dogrudan
bir sonucudur. Oligoniikleotit temelli mutagenez DNA sentez siirecini, rastlantinin
diizey ve pozisyonunu tamamen kontrol edebilir. Son yillarda sentetik
oligoniiklotitlerin sentez ve karisimini kontrol edebilen oligoniikleotit iiretim
teknikleri gelistirilmistir. Oligoniikleotit temelli yontemler protein kodlayici dizilerde
spesifik pozisyon ve bolgelerin rastgelelestirilmesi adina ¢ok gii¢lii bir aractir (Kaur

ve Sharma, 2006; Wang ve ark., 2006).

Diger bir kiitliphane olusturma yontemi ise rekombinasyondur. epPCR veya
oligoniikleotit temelli mutagenez ile mutant kiitliphane olusturulmasi tek bir ana gen
dizisi ile baslar. epPCR’da mutasyona ugramis DNA dizilerindeki degisikliklerin
¢ogu bolge mutasyonlaridir. Delesyon ya da insersiyonlarin olabilme ihtimaline
ragmen, ardigik homojen bazlarin varligi veya tamamen ilgisiz DNA dizilerinin yer
degistirmesi olasilig1 diisiiktiir. Oligoniikleotit temelli mutagenez yontemi ile
sentezlenmis mutasyonlu pargalarda dizi ¢esitliligi sinirhidir. Bu sorunun ¢éziimii i¢in
ilk kez 1994 yilinda Stemmer DNA karistirma yontemini gelistirmistir ve sonrasinda

bu yontemin cesitli tlirevleri kurgulanmistir (Stemmer, 1994; Vanhercke ve ark.,
2005).

DNA karigtirma yonteminde genler, kimera varyantlarin1 olusturacak sekilde
kombine edilir. Gen karistirma yonteminin gelistirilmesi, yonlendirilmis evrim i¢in
onemli bir basamak olmustur. DNA karistirma yonteminde ilgili genlerin kodlayici
dizileri DNase I ile kesilir ve rastgele uzunlukta DNA fragmanlarinin bulundugu bir
havuz olusturulur. Bu fragmanlar sonradan tam uzunlukta bir geni olusturmak iizere

primer eklenmeyen bir PCR ile birlestirilerek kimera genler olusturulur. Sonraki
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basamakta klonlama icin ilave bir PCR daha yapilir. Genin 3’ ve 5’ uglariyla 15-20
bazlik homoloji gosteren Sentetik oligoniikleotitler, yeniden diizenlenmis karigima
eklenir. Tek zincirli DNA, ¢ift zincirli DNA’ya gérece daha iyi birlesme gosterir
(Stemmer, 1994; Arnold ve Georgiou, 2003).

Aile karnistirma “family shuffling”, DNA karistirmanin bir diger tiirevidir.
Islevleri ilging proteinleri kodlayan yeni dizilerin olusturulmasinda giiglii bir
yaklasimdir. Cok diisik (% 30-40 kadar) dizi benzerliginin so6z konusu oldugu
durumlarda bile, olusan kimerik proteinlerin 6nemli bir bélimi islevsel olarak aktif
kalabilmektedir. Boylece rekombinasyon, baslangigtaki proteinlerden farkli dizi
icerigine sahip proteinlerin eldesine ve katlanmis islevsel proteinlerin olusumuna
olanak saglar. Tersine dizi bosluklarinda rastgele mutagenez sonucu olugmus biiyiik
atlamalar fonksiyonel olmayan genlerin olusumuna da yol agabilir (Joern ve ark.,

2002; Kikuchi ve ark., 2000).

Literatiirde mutant kiitiiphane olusturmak {izere kullanilan birgok ydntem
vardir. Hibrit enzim olusturmak i¢in kullanilan “incremental truncation” (ITCHY)
yontemi, genler arasinda DNA homolojisinden bagimsiz kombinasyonel fiizyon
kiitiiphaneleri olusturabilir (Wang ve ark., 2006). Tam genom karistirma olarak
tanimlanan, tiim genomda yapilan karistirma, klasik soy gelistirmede karsilasilan
zararli mutasyonlarin indirgenmesi, molekiiler ¢esitliligin artirilmasi igin giiglii ve
faydali bir yontemdir (Arnold ve Georgiou, 2003). “Staggered extension protocol”
(StEP) olarak isimlendirilen bagka bir yontem, DNase I fragmantasyon basamagi
gerektirmez ve kalip degistirerek kimerik genler olusturur. Kalip dizi kopyalar
tekrarlayan denatiirasyon basamaklart ve c¢ok kisa siireli tutunma ve uzama
basamaklarinda ¢ogaltilir. Her dongiide, biiyiliyen fragmanlar dizi tamamlayiciligina
bagl olarak farkli kaliplara tutunur ve ileri uzar. Bu tekrar tam uzunluktaki diziler
olusana degin siirdiirilir (Kaur ve Sharma, 2006). Klasik DNA karigtirma
yonteminin dezavantajlarindan kurtulmayr amacglayan bir diger rekombinasyon
yontemi ise ADO (Assembly of Designed Oligonucleotides)’dur. Bu metot ebeveyn
genlerin kendi kendine hibridizasyonunu en aza indirir ve tasarlanan oligomerlerin
kontrollii sekilde ortiismesi sonucunda yliksek bir rekombinasyon frekansina ulagilir

(Zha ve ark.,, 2003). Tim bu ydntemlerin yani sira, yonlendirilmis evrimde
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mutajenler (nitréz asit, hidroksilamin, bisiilfat, EMS gibi) kullanilarak elde edilen
mutantlart iceren kiitiiphanelerden de yararlanilmaktadir. Bu klasik caligmalarda
mikroorganizmanin biitiin genetik materyali mutajenik kimyasallarla muamele edilir.
Bu kimyasallar in vitro 'da spesifik bir gende rastgele mutasyon olusturmak {izere de
kullanilir (Wang ve ark., 2006). Kimyasallarin yan1 sira UV kullanilarak da rastgele
mutasyonlar olusturulabilir. Bu yontem ucuz ve kolay olmasimin yani sira
kiitiiphanedeki varyant sayisinin sinirlandirilmasi bakimindan da 6nem tagimaktadir
(Stemmer, 2002). Rastgele mutant kiitliphanelerinin olusturulmasinda en biiyiik
engel mutajenik DNA fragmanlarinin konak vektdre entegrasyonunda yasanir. Bu
durumda ligasyon asamasinin her yeni basamakta iyi optimize edilmesi gerekir.
Ligasyon basamagini dislamak i¢in kullanilan bir yontem, cesitli mutatdr soylarin
kullanimidir. Bu tiir bakteriyel soylarin DNA onarim mekanizmalari zarar gormiistiir,
dolayisiyla calisilan plazmitin mutasyonuna olanak saglar (Hibbert ve ark., 2005).
Bir diger yontem olan MEGAWHOP, ligasyonda karsilasilan problemlerin asilmasi
icin gelistirilmis yeni bir DNA klonlama yontemidir. Bu yontemde klonlanacak DNA
fragmani, kalip plazmitte homolog bir bolgeyi degistiren bir megaprimer olarak
kullanilir. Bu yontem basit ve hizlidir, kiitiiphanenin kalitesi reaksiyon kosullarindan
bagimsizdir ve klonlanacak DNA fragmanlarinin restriksiyon enzim bdlgeleri
olmaksizin dogrudan vektore klonlama yapilabilir (Arnold ve Georgiou, 2003;
Miyazaki ve Takenouchi, 2002). Tim bunlarin disinda, mutant kiitiiphane
olusturmak i¢in SHIPREC, RACHITT, OCM, SCOPE, SISDC, kodon karistirma, in
vivo DNA kanistirma gibi ¢esitli yontemler de arastiricilar  tarafindan
kullanilmaktadir (Kaur ve Sharma, 2006; Hibbert ve ark., 2005).

1.7.1. Mutant Kiitiiphanelerin Taranmas1 ve Gelistirilen

Mutantlarin Secilmesi

Yapilan aragtirmalarla genetik cesitlilik olusturmaya yonelik bir¢ok yaklagim
gelistirilmistir. Bu yaklasimlarla olusturulan kiitiiphanelerin boyutu genellikle
biiyiiktiir. Bu nedenle yonlendirilmis evrimin ikinci basamagini olusturan se¢cme ve
goriintiileme gelistirilen mutantlarin tanimlanmasinda ¢ok biiyilik bir 6neme sahiptir.
Yonlendirilmis evrim i¢in en sinirlayici basamak, hedef aktivite i¢in iyi, hizli ve

verimli tarama veya se¢imin yapilabilmesidir. Yonlendirilmis evrim c¢aligmalarinda
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gelismis  Ozelliklere sahip enzim varyantlarinin  se¢imi rastgele genetik
kiitiiphanelerin olusturulmast kadar 6nemli bir siiregtir. Cok sayida varyantin
iistesinden gelecek hizli ve verimli bir taramayi saglayacak yontemlerin gelistirilmesi

yonlendirilmis evrime hiz kazandiracaktir (Hibbert ve Dalby, 2005; Turner, 2003).

Bir yonlendirilmis evrim uygulamasinda bulunabilecek varyantlar, daima
kiitiiphanenin taranabilen kismi ile sinirlidir. Bu durum literatiirde, “you get what
you screen for” ctimlesi ile ifade edilmekte ve in vitro evrimin ilk yasas1 olarak kabul
edilmektedir (Hibbert ve Dalby, 2005).

Temel tarama ve segme stratejileri, gen ve enzimatik aktivite {irtinii arasinda
bir baglant1 kurar. Tarama ve segme arasindaki temel fark, tarama gen ya da klonlar

izerinde, segme ise tiim varyant havuzunda gerceklestirilir.

Tarama ve segme yontemlerinde aranan dnemli 6zellikler vardir.

e [k olarak, eger olasi ise, secilen yontemin ilgilenilen 6zellikle dogrudan
iligkili olmas1 istenir. Substrat, hedef substratla 6zdes ya da miimkiin
oldugunca yakin olmali, iriin tayini etkin katalistin se¢imi i¢in ¢oklu

“turnover” kosullar1 altinda yapilmalidir.

e Ikincil olarak, analiz olduk¢a hassas olmalidir. Yénlendirilmis evrim
deneylerinin ilk dongiisiinde mutantlarin 6nemli sayiya erismesi ve ayni
degisikliklerin varyantlar arasinda sikg¢a tekrarlanmamasi istenir. Ancak
ilerleyen dongiilerde daha zorlu sartlar uygulanilarak en iyi mutantlar segilir.
Son olarak tarama ve se¢me adimi, kapsamli tarama formatinda
uygulanabilir olmalidir. Yiiksek ¢iktili “High throughput” olarak adlandirilan
secim ya da tarama metotlari, yonlendirilmis evrim ¢alismalar1 i¢in bir 6n
gereksinimdir (Arnold ve Georgiou, 2003; Olsen ve ark., 2000; Boersma ve
ark., 2007).

Genis kapsamli bir tarama yontemi hizli ve giivenilir olmanin yani sira

tekrarlanabilir nitelikte olmalidir. Bu nedenle genellikle, se¢cim ya da taramanin
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otomatik olmast Ozellikle Onemlidir. Diger yandan secim metotlari, substrat
reaksiyonu ya da {iriin olusumunu takiben renk ya da floresan degisimi igeren
analizlerdir. Floresan yontemlerinin avantajlar1 arasinda, olduk¢a hassas olmalar1 ve
arka plan sinyallerine neden olan bilesenlere duyarliliklarinin oldukca diisiik olmasi
sayilabilir. Ancak, dogal olmayan substratlarin kullanilmasi ve biiyilk kromoforik
gruplar, hatali sonuglara yol acgabilmektedir. Ek olarak substrat olarak gorev yapan
esterler yiliksek veya diisik pH’da ve yiikselen sicakliklarda kararlilik
gosterememekte ancak sulu ¢ozeltilerde c¢alisabilmektedir (Schmidt ve Bornscheuer,

2005).

Kolorimetrik ve florimetrik tarama yontemlerinin yani sira, faj gosterimi,
ribozom gosterimi, gaz kromatografisi gibi farkli yontemler de uyarlanmistir
(Arnold ve Georgiou, 2003; del Rio ve ark., 1995; Schuster ve ark., 2005; Wang ve
ark., 2004; Kay ve ark., 1996; Hanes ve Pluckthun, 1997; Zhao ve ark., 1999)

Tarama yoOntemlerinin basarisi, endiistriyel enzimlere yeni islevlerin
kazandirilmasinda kullanilan yo6nlendirilmis evrim yonteminin yaygin olarak
kullanimina katkida bulunacaktir. Yonlendirilmis evrimin ilk basamaginda ¢alisilan
enzimden bagimsiz olarak benzer stratejiler kullanilabilmektedir. Ancak ikinci
basamak olan tarama ve se¢cme asamasinda her enzim Ozelinde farkli yontemler
uyarlanmaktadir. Yonlendirilmis evrim igin en sinirlayici basamak, hedef aktivite
i¢in iyi, hizli ve verimli tarama veya se¢imin yapilabilmesidir (Hibbert ve ark., 2005;
Turner, 2003). In vitro’da mutant kolonilerin belirlenmesi ¢ogunlukla agar iizerinde
floresan ya da kolorimetrik bir {irlin olusumuna dayanir. Varyantlarin agar ya da
filtreler {izerinde secilmesi, biiylik kiitliphanelerin hizli bir sekilde taranmasina
olanak tanimaktadir. Varyantlar, enzimatik reaksiyon sonucu substratin parcalanmasi
ve Uriin olusumu sonucunda pH’da olusan degisimin bir pH indikatdrii kullanilarak
belirlenmesi ile seg¢ilmektedir. Bunun yani sira renkli ya da floresan {irliniin
olusumuyla ve agar ilizerinde olusan seffaf zonlar ile de se¢im yapilabilmektedir.
Kolonilerin agar petrilerinde, florofor veya kromofor olusumuna dayali analizleri
biiyiik bir varyant havuzunu taramaya olanak verir. Fakat ¢oziiniir iiriinler koloniden
difiizlendigi icin ancak cok aktif varyantlar saptanabilir. Bu nedenle ¢Oziiniir

olmayan tirtinlerin analizi daha duyarlidir (Wahler ve Reymond, 2001).
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Varyantlarin aktivite analizleri, enzim 06zelinde gelistirilmis yontemler
aracilif1 ile mikroplaka okuyucu kullanilarak yapilabilir. Mikroplaka okuyucularin
kullanildig1  kantitatif kolorimetrik ya da florometrik yontemler, substratin
erisilebilirligi ve enzimin eksprese edildigi yere bagli olarak kiiltiir iist sivisinda ya

da tiim hiicre diizeyinde uygulanabilmektedir (Turner, 2003).

Cok sayida Ornek icin substrat donilisiimiiniin hassas bir sekilde tespit
edilebilmesine olanak veren yiiksek ¢iktili yontemler, ¢ogu katalitik islevin in vitro
evrimini izlemek icin gereklidir. Bu ¢alismalarda deneylerin tekrarlanabilir olmasi,
uyumlu sonuglarin elde edilmesi ve analiz verilerinin giivenilir olmasi oldukca biiyiik
Ooneme sahiptir. Giliniimiizde, baz1 floresan temelli teknikler, HPLC, GC ve kapiler
elektroforez teknikleri enzim aktivitelerinin yiiksek ¢iktili taranmasinda etkin
kullanilmaktadir. Ilag sanayinin, diger endiistriyel sektorlerin ve vyiiriitiilen genom
calismalarinin yiiksek c¢iktilt (hizli, verimli, duyarli, genis kapsamli) tarama
yontemlerine olan gereksinimleri, bu tarama yontemleri ve baglantili yeni cihazlarin

gelistirilmesine katki saglayacaktir (Schmidt-Dannert, 2001).

Enzimatik aktivite veya o6zellik, organizmanin yagami ve biiyiimesi i¢in temel
olusturuyorsa iyilesmis mutantlarin belirlenmesi ve Se¢imi dogrudan yapilabilir.
Tersine hedef katalitik aktiviteye sahip mutantlarin se¢ilmesi, ancak saptanabilir bir
sinyal araciligiyla olasidir (Cohen ve ark., 2001). Bakteriler veya
mikroorganizmalara biiylimede bir avantaj saglayacak katalitik bir aktivitenin
tanimlandig1 caligmalarin en bilinen 6rnegi, biiylime icin ilgilenilen substratin tek
karbon kaynagi olarak kullanilmasidir. Bu tiirde bir secim, biiyiik kiitiiphanelerin
taranmasina izin vermektedir. Ancak mikrobiyal metabolizmanin degisen ¢evre
kosullarina yiiksek uyum yetenegi, konakciya dayali bu se¢im yodntemlerinin
kullantmini siirlandirmaktadir (Wahler ve Reymond, 2001). Hiicre veya fajlarin
ylizeyinde bulunan enzimlerin gosterimi, tarama ve se¢me icin kullanilan
yontemlerdendir. Enzim kiitiiphanelerinin goériintiilenmesi i¢in mikrobiyal hiicrelerin
ve fajlarin  yiizeyine baglanan proteinlerin  goriintiilenmesinde kullanilan
teknolojilerin temel alindigi faj ve hiicre ylizeyi goriintiileme yontemleri de

gelistirilmistir (Jung ve ark., 2003; Fernandez-Gacio ve ark., 2003).
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1.8. Protein Saflastirma Calismalari

Saflastirma g¢aligmalari; proteinlerin ¢oziniirliik, biyiiklik, yik ve o6zgiil
baglanma afiniteleri gibi karakteristik Ozelliklerine dayanarak yapilir. Protein
saflastirma ¢alismalar1 sonucunda elde edilen saf ya da kismen saf proteinlerin
yapilan nitelendirme ¢alismalar1 ile biyokimyasal islevleri incelenebilir. Yapilan
dizileme calismalar ile proteinlerin amino asit dizileri dogrulanabilir. Saf proteinler
veya ligandlar ile etkilesimde olan proteinler ile yapilan X-1s1n1 kirinim analizleri ile
proteinlerin Uglinciil yapilar1 hakkinda bilgi edinilebilir. Protein saflastirma
calismalarinda, hedeflenen proteinin, diger proteinlerden ve protein olmayan hiicre
bilesenlerinden ayrilmasi amaglanir. Cogunlukla proteinlerin benzer yapilarda ve
yakin biiyiikliiklerde olmalari, hedeflenen proteinin diger proteinlerden ayrilmasi
islemini zorlagtirmaktadir. Protein saflagtirmasinda istenen en iyi sonug; istenilen
protein miktarinda ve aktivitesinde biiyilk oranda azalma olmazken, diger

proteinlerin miktarinin azalmasidir (Berg ve ark., 2002; Dennison, 2002).

Proteinlerin birbirinden ayrilmasi i¢in polietilen glikol c¢oktiirmesi, gesitli
coziicliler kullanilarak c¢oktiirme islemleri ve tuz c¢oktiirmesi gibi yontemler
kullanilmaktadir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda gerceklestirilen ¢oktiirme islemi,
temelde protein yiizeyinde bulunan hidrofobik aminoasit rezidiilerine dayanir.
Proteinlerin hidrofobik yan zincirlere sahip amino asitleri yiizeyde konumlanmakta
ve sulu ¢ozeltiler i¢indeki su molekiilleri, bu yan zincirler etrafinda toplanarak
kiimeler olusturmaktadir. Coziinen tuz iyonlari, proteinlerin ¢evresinde kiimelenmis
serbest su molekiilleriyle etkilesime girerek proteinlerdeki yan zincirlerin
birbirleriyle etkilesmesine olanak yarattifindan proteinler yiiksek tuz
konsantrasyonunda ¢okerler. Coktiirme islemi gergeklestikten sonra ortamda kalan
tuz, sonraki saflastirma basamaklarinda biyolojik aktiviteyi etkilemekte ve iyonik
degisimlere neden olmaktadir. Bu nedenle protein ¢dzeltisi iginde yer alan tuzun
coktiirme islemini takiben ortamdan uzaklastirilmas1 amaciyla diyaliz islemi yapilir.
Diyaliz asamasimi, proteinleri biiyiikliiklerine, iyonik yiiklerine veya &zgiil
molekiillere olan ilgilerine gore ayiran kromatografik yontemlerin kullanildigi
basamak takip eder. Molekiiler elek kromatografisi, proteinleri biiyiikliklerine gore

aywrirken, iyon degisim kromatografisinde ayirma prensibi proteinlerin verilen pH
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degerindeki net yiikleriyle ilintilidir. Afinite kromatografisi teknigi ise 0Ozgiil
kimyasal gruplara yiiksek oranda afinite gdsteren proteinlerin saflastirilmasini saglar

(Scopes, 1994; Berg ve ark., 2002; Dennison, 2002).

1.9. Dizi Analizi Calismalan

Niikleotit dizilerinin belirlenmesi c¢alismalarinda iki temel teknik
gelistirilmistir. Enzimatik yontem veya dideoksi zincir sonlanmasi olarak
adlandirilan dizileme yaklasimi, F. Sanger ve calisma arkadaslar1 tarafindan,
kimyasal degredasyon yontemi ise Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilmistir. Bu
iki teknik ilk kez 1977 yilinda yayimlanan makalelerle bilim diinyasina tanitilmistir
(Sanger ve ark., 1977; Maxam ve Gilbert, 1977). Bu konuda yapilan ¢alismalarla
arastirmacilar niikleik asitlerde baz dizilimlerinin belirlenmesine yaptiklari
katkilardan dolayi, Nobel o&diiliine layik goriilmislerdir. Sanger ve ¢alisma
arkadaglar1 gelistirdikleri enzimatik yontemle, tek iplikli DNA’nin tamamlayici
kopyasin1  sentezlemek i¢in, DNA polimerazdan yararlanmiglardir. DNA
polimerazlar DNA sentezini dogrudan baslatma yeteneginden yoksundurlar. Zincir
uzamasi ancak kalip DNA’ya baglanmis olan primer bir DNA’nin 3’ucunda
gerceklesir. Uzayan primer zincirine eklenecek deoksiniikleotit, kalip DNA’daki baz
ile baz ¢ifti olusturacak sekilde konumlanir. Zincir uzamasi, primerin uzayan
ucundaki 3’- hidroksil grubu ile yeni gelen deoksiniikleotitin 5’-fosfat gruplar
arasinda kurulan fosfodiester baglariyla gergeklesir. Boylece, tiim zincir
5’—3’yo6niinde uzar. Sanger dizi analizi metodu, E. coli DNA polimeraz | Klenow
fragmaninin kullanilmasiyla gelistirilmistir. Oligoniikleotit primer dizilenmek istenen
tek iplikli DNA kalibinin 3’ucuna tutunur. Kalip ve tutunmus primer karistmi daha
sonra dort tiipe boliiniir. Her birisine DNA polimeraz, i¢lerinden yalnizca birisi
radyoaktif olarak isaretlenmis tiim deoksiniikleozit trifosfatlar (ANTP’ler) ve 4
ddNTP’den yalnizca bir tanesi konulur. Bu kosullarda primer, sonlanmaya neden
olan 6zgiin dideoksiniikleotitin eklenmesine degin uzatilir ve isaretlenir. Dizi analizi
icin kullanilan ¢esitli DNA polimerazlar mevcuttur. Dizi reaksiyonlarinin yiliksek
sicakliklarda  gerceklestirilmesine olanak veren enzimler yaygin sekilde
kullanilmakta, DNA kalibinda olusan ikincil yapilarin yiiksek sicaklik degerlerinde

bozulmasi dizi reaksiyonlarini daha etkin kilmaktadir (Frederick, 1993).
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Dizi analizi ¢aligmalari, dizi haritalama olarak isimlendirilen iki veya daha
¢ok dizinin karsilastirilarak benzerliklerinin bulunmasi, bir dizinin iginde belli
Ozellige sahip nokta veya bolgelerin bulunmasi, genom haritalanmasi, mutasyonlarin
tayini, homolog dizilerin karsilastirilarak filogenik agaglarin olusturulmasi ve protein

yapt tahminlerinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

1.10. Modelleme Calismalari

Yonlendirilmis evrim ¢alismalariin en Onemli getirisi, proteinin yapisi
hakkinda 6nceden bir bilgi gereksiniminin olmamasidir. Bununla birlikte, ebeveyn ve
mutant enzimlerin yapi-islev iligkisinin bilinmesi, mutasyonlarin etkilerinin
yorumlanmasi ag¢isindan olduk¢a Onemlidir. Ebeveyn ve mutant enzimlerin
yapilariin karsilastirilmasiyla, yapisal degisikliklerin temel etkileri hakkinda bilgiye
ulasilabilinir. Yapi-islev arasindaki iliskinin bilinmesi ileri basamaklarda planlanacak
akilci tasarim deneylerine iyi bir alt yap1 saglayarak, 6zellikleri daha da iyilestirilmis

mutant enzimlerin eldesine olanak taniyacaktir.

Ebeveyn ve mutant enzimlerle ilgili deneysel anlamda yapisal bilginin
olmadig1 durumlarda, protein dizisinden 3D yapinin tahmin edilebilmesi i¢in bir¢ok
metot mevcuttur (Krieger ve ark., 2003). Homoloji ile modelleme bu metotlar
arasinda en kolay ve en basarili olanidir. Bu yontem asagida belirtilen ilkelere

dayanir.

e Protein yapisi, dizisiyle belirlenir.
e Evrim siiresince 3D yapi, ilgili diziden daha ¢ok kararlilik gosterir, 6yleki bu
durum uzak homoloji gosteren proteinlerin bile benzer yapili kabul

edilebilecegi sonucuna gotiiriir (Chothia ve Lesk, 1986).
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Homoloji ile modellemenin giivenilirligi, diziler arasindaki benzerligin

yiiksek oldugu durumlarda artmaktadir. Bu yontem;

e sorgulanan dizinin, veri tabanindaki dizilerle hizalanmasi “alignment”,
o iskelet olusturulmasi,

e lup modelleme,

e yan zincir modelleme,

e model optimizasyonu ve dogrulama

basamaklarindan olusur.

Ik hizalama basamag icin, % 20 kadar az benzerlik iceren dizilerin bile
belirlenebilmesine olanak saglayan bir¢ok dizi veritabanlari gelistirilmistir (Kelley
ve Sternberg, 2009). Genel olarak, 150 amino asitten biiyiik proteinlerde giivenli
homoloji modelleme i¢in % 25’in {izerinde dizi benzerligi gerekmektedir (RoSst,
1999). Dizi benzerliginin olduk¢a yiiksek oldugu durumlarda, veritabanlarinda yer
alan dizilerin arastirilmasi1 basamagi atlanarak “one-to-one threading” yaklasimi
uygulanir. Boylece kullanici-tanimli tek kalip yapi kullanilarak homoloji modelleme

yapilir.

1.11. Tezin Amaci ve Bilime Katkis1

Bu tez calismasinda; iilkemiz yerel kaynaklarindan izole edilen ve tiir
diizeyinde tanimlanan lipaz freticisi Bacillus soylarindan yonlendirilmis evrim
yontemi ile mutant kiitiiphanelerinin olusturulmasi, elde edilen kiitiiphanelerin hizli
ve dogru bir sekilde taranmasi i¢in yOntemlerin gelistirilmesi, 6zellikleri
tyilestirilmis varyantlarin bu yoOntemlerle se¢imi, varyantlarda olusturulan
mutasyonlarin tanimlanmasi, elde edilen iyilestirilmis enzim 6zelliklerinin yaban tip

enzimlere gorece degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Yonlendirilmis evrim yaklasimi; enzimlerin kararlilik, bolge seciciligi ve
ozellikle enantiyo secicilik gibi farkli 6zelliklerinin optimizasyonunda yaygin sekilde

kullanilmaktadir. Laboratuvar kosullarindaki evrim yontemleri ile dogal evrim taklit
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edilerek farkli uyum mekanizmalar1 belirlenmeye c¢alisiimaktadir. Ulkemiz yerel
kaynaklarindan izole edilen Bacillus soylarinin lipaz iiretkenliginin iyilestirilmesi ve
enzim kararliligmmin artirilmasma yonelik yonlendirilmis evrim yaklasimi ve
tarama/segme yontemlerinin gelistirilmesi ile literatirde bu konuda yapilan

calismalara katkida bulunulmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Sarf Malzemesi

Kullanilan Malzeme

Uretici Firma

2-amilalkol MERCK 1.00978.1000
2-propanol RIEDEL 24137

Agar BD 214010

Agaroz SIGMA A-6013
Akrilamit SIGMA A 8099
Amonyum persiilfat (APS) BIORAD 161-0700
Amonyum siilfat (NH,),SO, MERCK 1.01216
Ampisilin ROCHE 10 835 269 001
Arap zamki (Arabik Gum) MERCK 1.04228
Asetik asit RIEDEL 27225

Aseton MERCK 100013
Asetonitril CARLO ERBA 401201
BaCl, FLUKA

Bisakrilamit BIORAD 161-0201

Bradford protein assay dye

BIORAD 500-0006

Brillant blue R

SIGMA B 7920

Bromofenol blue

SIGMA B-6131

BSA SIGMA-ALDRICH A7906
BaCl, SIGMA-ALDRICH 217565
CaCl, SIGMA C-3306

CoCl, SIGMA C 2644

CTAB (setil trimetil amonyum bromid) SIGMA H 6269

CuCl, SIGMA C-6641

Diyaliz membrani ROTH 0653.1
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DNase | rekombinant, RNase free ROCHE 04716728001
dNTP (PCR grade nucleotide mix) ROCHE 04 728 874 001
DMSO (Dimetil siilfoksit) SIGMA D 5879

EcoRl ROCHE 11 175 084 001
EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) SIGMA E 5134

Etanol

J. T. BAKER 8228

Etidyum bromiir

SIGMA E-7637

FeCl, FLUKA 44939

FeCls MERCK

FeSO, SIGMA F-7002

Filtre kagidi 3 MM Whatman
Gliserol RIEDEL 15524

Glisin SIGMA G 7126

HiPrep Q FF 16/10 GE Healthcare

Hindlll ROCHE 10 656 321 001
HCI MERCK 1.00314

IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktozit) Roche 724815

[zoamil alkol

MERCK 1.00978.1000

K2HPO, MERCK 1.05101.1000
KCI RIEDEL 12636
KH,PO,4 RIEDEL 04243

LiCl, ALDRICH 213233
Lizozim MERCK 105281
Metanol MERCK 106007.2500
MqgCl, MERCK 105832
MnCl, MERCK 105917
NaAc MERCK 106268

NaCl MERCK 1.06400.1000
NaOH MERCK 1.06462.1000
NH,Ac RIEDEL

NiCl, SIGMA N 5756
Nutrient broth DIFCO 234000
Oligolar IDT
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PEGS8000 SIGMA P2139

Pfu polimeraz STRATAGENE 600670
P-nitrofenol SIGMA 104-8

P- Nitrofenil asetat SIGMA N-8130

P- Nitrofenil biitirat SIGMA

P- Nitrofenil dekanoat SIGMA N-0252

P- Nitrofenil laurat SIGMA 61716

P- Nitrofenil miristat SIGMA 70124

P- Nitrofenil oktanoat SIGMA 21742

P- Nitrofenil palmitat

SIGMA N-2752

P- Nitrofenil stearat

SIGMA N-3627

PMSF (Fenilmetilsiilfonilflorid) SIGMA 7626

Protein belirteci (PAGE-Ruler) FERMENTAS SM0671
Protein standardi SIGMA SDS-6H

RNase ROCHE 11 119 915 001
SDS SIGMA 5750

Sodyum deoksikolat SIGMA

Sukroz SIGMA S0389

T4 DNA ligaz ROCHE 10 716 359 001
Taq DNA polimeraz ROCHE 1 418 432
TEMED SIGMA T 7024
Tribiitirin FLUKA 91012

Tris baz SIGMA T-1503

Triton X-100 MERCK

Tween 20 SIGMA P 1379

Tween 80 SIGMA P 8074

X-gal FERMENTAS R0404
Maya 0zt MERCK 1.03753

ZnCl, Anonim

ZnS0Oq Anonim
-merkaptoetanol SIGMA M-6250

A DNA

MBI-FERMENTAS
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100 bp DNA belirteci

FERMENTAS 0241

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

+4 °C sogutucu ARISTON NOFROST
-20 °C dondurucu ARISTON NOFROST
-80 °C dondurucu HERAEUS INSTRUMENT

Agaroz jel elektroforez sistemi

BIOMETRA AgaGel Mini

Akta saflastirma sistemi GE, Healthcare

GE, Healthcare

Buz makinesi

BAR LINE BF 85

Calkalamali su banyosu

JULABO-SW 21

Calkalamali su banyosu

GFL 1083

Calkalamali yer inkiibatorii

CERTOMAT-BS-T

Etiv

EDMUNT BUHLER-TH 15

Hassas terazi

SARTORIUS-BL 210S

Inkiibator

EDMUND BUHLER KS-15

Jel goriintiileme sistemi

PHARMACIA BIOTECH

Jel goriintiileme sistemi

VILBER LOURMAT

Jel goriintiileme yazicisi

SONY

Liyofilizator

JOUAN RC-10.10

Liyofilizator sogutucu motoru

JOUAN RCT 90

Liyofilizatér vakum motoru

ALCATEL- Pascal 2005 C1

Manyetik karistirict

HEIDOLPH MR3001

Masa iistii Sogutmali Santrifiij

HERAEUS Sepatech, Biofuge 15R

Masa iistli Sogutmali Santrifii

BECKMAN COULTER, Allegra 25R

Mikro plaka okuyucu

BMG Labtech, Fluostar Omega

Mikrosantrifiij BECKMAN Microfuge 18
Mikrodalga firin BEKO-1550

Mikropipet 2 ul GILSON

Mikropipet 1000 pl GILSON

Mikropipet 200 pl GILSON
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Mikropipet 5000 pl

GILSON

Mikropipet (¢ok kanallr)

GILSON

Orbitral karistirict

BIOMETRA WT12

Otoklav

HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50

Otoklav

VARIOKLAV-Dampfsterilizator 300

Otomatik gen analiz sistemi

BECKMAN COULTER CEQ 8000

pH metre

INOLAB pH LEVEL 1

Protein elektroforez sistemi

BIORAD Mini Protean 11

Spektrofotometre

BIORAD-Smartspec 3000

Steril kabin

HERAEUS-Herasafe-HS 12

Pastor firini

BINDER-ED115

Sogutmali su banyosu

VWR 1160S

Sonikator

BRANSON Digital Sonifier 250

Tek kullanimlik steril filtre (0.45 um)

SCHLEICHER&SCHUELL10462200

Tek kullanimlik steril filtre (0.22 pm)

SARTORIOUS STEDIM 17597

Terazi

SARTORIUS-BL 3100

Termal dongii cihazi

BIOMETRA T3

U.V transilliminator

VILBER LOURMAT V026347

Vorteks

VORTEX GENIE-2

96-kuyulu mikroplaka

TPP 92097

2.2. YONTEM

2.2.1. Tez Calismasinda Kullanilan Biyolojik Materyal

GYTE Enzim Molekiiler Genetigi Grubu’nun, Kizilay Pendik Tip Merkezi
Mikrobiyoloji laboratuvart ile birlikte yiiriittiigii ¢alismayla, tilkemizin Bursa, Afyon,
Gonen ve Edremit gibi ¢esitli ekolojik ortamlarindan izole edilen ve lipaz iiretme
yetenegine gore taranarak secilen Bacillus soylarinin bazilar1 geleneksel yontemlerle
tanimlanmis ve enzim {iretiminin optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. On
tiplendirmesi yapilan soylar arasindan, lipaz aktivitesi en yiiksek olan 12 soy (L1,

L3, L5, L6, L8, L10, L13, L14, L15, L16, L21 ve L22) se¢ilmis, APl 50 CHB/20 E
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kiti ve VITEK sistemi kullanilarak sahip olduklar1 morfolojik ve biyokimyasal
Ozellikler ve olasi tiir isimleri tayin edilmistir (Tuzlakoglu ve ark., 2003). Klasik
tiplendirme yontemi ile secilen soylar, GYTE Enzim Molekiiler Genetigi Grubu
tarafindan yiiriitilen TUBITAK 1001 projesi (105T188) kapsaminda, molekiiler
temelli ¢esitli yontemler kullanilarak ileri diizeyde tiplendirme c¢aligmalarina
almmustir (issever Oztiirk ve ark., 2008). Tez calismasi kapsamma alinan lipaz
iireticisi yerel soylarin izole edildikleri kaynaklarin isimleri, izolasyon kosullari
Tablo 2.1’de, yine Grubumuz tarafindan gergeklestirilen klasik ve molekiiler

tiplendirme analizlerinin sonuglar1 ise Tablo 2.2’de yer almaktadir.

Bu tez kapsaminda gergeklestirilen c¢alismalarda belirtilen lipaz iiretici

soylardan L5 ve L21 biyolojik materyal olarak kullanilmigtir.

Tablo 2.1. Lipaz iireticisi yerel soylarin izole edildikleri kaynak yeri ve 6zellikleri.

Ornek Ornek Kaynagimn Yeri ve Ozellikleri

No Kaynagn Yeri pH °C
L1 Gonen Dag Ilicasi-1 (Su) 7 43
L3 Gonen Dag Ilicasi-1 (Su) 7 43
L5 Gonen Dag Ilicasi-2 (Su) 7,5 43
L6 Gonen Dag Ilicasi-2 (Su) 75 43
L8 Edremit Zeytin Isletmesi (Karasu) 5 -
L10 Afyon Gazligol Kaplicasi (Su) - 29
L13 Afyon Gecek Kaplicast (Toprak) - 26
L14 Edremit Zeytin Isletmesi (Karasu) 5 -
L15 Edremit Zeytin Isletmesi (Karasu) 5 -
L16 Edremit Zeytin Isletmesi (Prina) - -
L21 Bursa Yeni Kaplica (Tortu) 78 | 81,6
L22 Edremit Zeytin Isletmesi (Karasu) 5 -
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Tablo 2.2. Bacillus yerel izolatlarinin klasik ve molekiiler tiplendirme yontemleri

sonucunda belirlenen tiir adlar1 (Giimiisel ve ark., 2008).

Soy Tiir ismi Tiir ismi
(Klasik) (Molekiiler tiplendirme)
L1 B. subtilis/B. firmus % 70 B. pumilus
L3 B. pumilus/B. % 70 B. pumilus
sphaericus
L5 ? % 70 B. pumilus
L6 B. pumilus % 70 B. pumilus
L8 ?/B. subtilis/B. pumilus | % 70 B. subtilis
L10 ?/B. subtilis % 70 B. subtilis
L13 B. subtilis % 80 B. subtilis
L14 B. subtilis/B. pumilus % 60 B.subtilis
% 60 B. pumilus
L15 B. subtilis/B. pumilus > % 80 B. pumilus ?
L16 B. subtilis % 80 B. subtilis
% 60 B.
amylolicquefaciens
L21 B. pumilus % 80 B. pumilus
L22 B. subtilis/B. pumilus % 70 B. pumilus

2.2.2. Yerel Bacillus Soylarindan Genomik DNA izolasyonu

DNA manipulasyonlari Sambrook ve ¢alisma arkadaslar1 tarafindan
tanimlanan standart metotlara gore gergeklestirildi (Sambrook ve ark., 1989). Tez
caligmasinda kullanilan Bacillus soylarinin genomik DNA’si, Wizard DNA
saflastirma kiti (Promega, Madison, WI, USA) kullanilarak izole edildi.
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2.2.2.1. Promega Wizard Genomik DNA izolasyon Kiti Protokolii

e 2 ml LB besi yeri, yerel Bacillus izolatlarinin -20 °C stoklar1 ile % 1 oraninda
astland1 ve gece boyu 37 °C’ta, 175 rpm’de inkiibe edildi.

e Kiiltiirlerin 1 ml’si ependorf tiipiine alinarak 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildikten sonra tist sivilar uzaklastirildi. Peletler 480 ul 50 mM EDTA, pH
8.0 i¢inde ¢oziildiikten sonra 120 pl lizozim (10 mg/ml) eklenerek 37 °C’ta
30-60 dakika siireyle inkiibe edildi.

e Inkiibasyonu takiben ornekler 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek iist
stvilar uzaklastirildi. Pelet 600 pl “nuclei lysis™ ¢ozeltisi ile mikropipet ile

nazikge karistirilarak ¢oziildii ve -80 °C’ta 5 dakika siireyle inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda oda sicakligina gelinceye kadar beklenen tiiplere 3 pl
RNase ¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve 37 °C’ta 15-60 dakika inkiibe edilip,
tekrar oda sicakligina sogutuldu.

e Tiiplere 200 pl “protein precipitation” ¢ozeltisi eklenerek vortekslendi ve 5

dakika buzda bekletildikten sonra 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrast elde edilen iist sivi, oda sicakliginda 600 pl izopropanol

iceren yeni bir eppendorf tlipline alinarak karistirildi.

e 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek, iist sivi uzaklastirildi ve 600 pl %
70 etanol (oda sicakliginda) eklenerek karistirildiktan sonra 14.000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi ve st siv1 uzaklastirilarak liyofilizatorde 10-15 dakika

kurutuldu.

e Yapilan tiim bu islemlerden sonra elde edilen genomik DNA c¢okelegi 40 pl
sulandirma (rehydration) ¢ozeltisi iginde 65 °C’ta 1 saat ya da +4 °C’ta gece

boyu ¢oziinmeye birakildi.
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e Elde edilen genomik DNA konsantrasyonlart % 1 agaroz jelde ve

spektrofotometrik olarak tayin edildikten sonra -20 °C’ta saklandi.

2.2.3. Secilmis Bacillus Soylarindan Lipaz Genlerinin PCR ile

Cogaltilmasina Yonelik Calismalar

Lipaz-kodlayan genler, izole edilen genomik DNA’dan, klasik ve molekiiler
tiplendirme c¢alismalarindan elde edilen sonuglar gozetilerek tasarlanan
oligoniikleotitlerin kullanildigi PCR’lar yardimiyla ¢ogaltildi. Tasarlanan primerler,

bu primerlerin tasidigi Hindlll, EcoRI ve Pstl restriksiyon enzim tanima bolgeleri

Tablo 2.3’te gosterilmektedir.

Tablo 2.3. Lipaz genlerinin ¢ogaltildigi PCR’larda kullanilan primerler.

Primer | Soy Dizi

Primer B. subtilis 5’-TAC GAA GCT TGA TGA AAT TTG TAA AAAGAAGGATCATTG-3’
20F HindlII

Primer B. pumilus 5’-TAC GAA GCT TGA TGA AAG TGA TKY KWK TTA AG-3’
21F HindllI

Primer B. sub./B. pumi. 5’-TAC GGA ATTCTT ART TYG TAT TCT GKC C-3’

22R EcoRlI

Primer B. subtilis lipE 5’-TAC GGA ATT CTT AAT CAG GCT GTT GAC TAC-3’

23R EcoRlI

Primer B.thermocatenulatu | 5’-TAC GAA GCT TGA TGA TGA AAG GCT GCC GGG TG-3’
24F S HindllI

Primer B.thermocatenulatu | 5’-TAC GGA ATT CTT AAG GCC GCA AAC TCG CCA AC-3’
25R S EcoRlI

Primer B. thermoleovolans | 5’-TAC GCT GCA GGG CTT GGG TTATGT TTG TG-3’

26F Pstl

Primer B. thermoleovolans | 5’-TAC GGA ATT CTT ATC CCG CAAGCT TCG C-3’

27R EcoRlI

Lipaz aktivitesi yoniinden 6ne ¢ikan 12 Bacillus sp. soyu farkli primer
ciftleriyle yapilan kombinasyonlarla PCR ¢alismasina alindi. Daha 6nce yapilan
klasik ve molekiiler tiplendirme c¢alismalart sonucunda elde edilen veriler,
primerlerin tasarlanmasinda ve tasarlanan primerlere uygun Bacillus sp. soylarindan

lipaz genlerinin ¢ogaltilmasinda kullanildi. Lipaz genlerini ¢ogaltmaya yonelik PCR
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caligmalarinda, farkli MgCl, konsantrasyonlarmin yani sira, farkli tutunma
sicakliklart denendi. Lipaz ireticisi Bacillus soylarinda ilgili genleri gogaltmaya
yonelik PCR ¢alisma kosullar1 ile kullanilan programlar Tablo 2.4 ve Tablo 2.5’te
yer almaktadir. Yapilan PCR reaksiyonlar1 sonrasinda ornekler % 1 agaroz jelde

yiiriitiilerek PCR iiriinlerinin biiytikliikleri kontrol edildi.

Tablo 2. 4. Lipaz genlerinin ¢ogaltildigi PCR’larin kosullari.

80 ng primer

200 ng kalip DNA

200 uM dNTP

1.5, 3 ve 4 mM olacak sekilde ti¢ farkli MgCl, konsantrasyonu

0,9 U Tag DNA polimeraz / tiip

1X PCR tamponu

Tablo 2.5. Lipaz genlerinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan PCR programlart.

Prog# 81 Prog# 82 Prog# 83

9%5°C5’ 95°C5 95°C5

94°Cr 94°C1 94°C 1

55°C 1’ 30x 64°C 1’ 30x 55°C 1.5’ 30x
72°C 1’ 72°C 1’ 72°C 1

72°C 100 72°C 100 72°C 10

2.2.4. Klonlanacak PCR Uriinlerinin Agaroz Jelden Izole Edilmesi

Lipaz-kodlayan genlerin PCR araciligiyla cogaltilmasi ve jelde iiriin
boylarinin kontrol edilmesi asamasindan sonra, ilgili PCR iirlinleri “Promega PCR
clean-up and gel isolation kit” kullanilarak jelden geri kazanildi1 ve izolasyon sonrasi
tekrar miktar tayini yapilmak iizere agaroz jelde goriintiilendi. PCR iiriinlerinin

jelden izolasyonu asamasinda; Ornekler sodyum asetat-alkol ile ¢oktiiriiliip
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kurutulduktan sonra 15 pl ddH,0 iginde ¢oziilerek, 3 pl 6x boya eklendi ve % 1’lik

agaroz jele yiiklendi. Elektroforezi takiben ilgili bantlar jelden kesilerek alindi ve

“Promega Wizard SV Gel and PCR clean-up system” kullanilarak izolasyon

tamamlandi. Izolasyon sonras1 drneklerden 5 ul ayrilarak % 1°lik agaroz jelde miktar

tayini yapildi.

2.2.4.1. “Promega Wizard SV Gel PCR clean-up and gel isolation kit” Protokolii

Elektroforez sonrasinda kesilen DNA pargasi 1.5 ml eppendorf tiipe alinarak
tartildu.

Her 1 mg jel basina 1 pl “membrane binding solution” eklenerek vortekslendi
ve jel pargasi tamamen ¢oziinene degin 60-65 °C’a ayarlanmis su banyosunda
bekletildi.

(Coziinen jel karisimi toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis SV mini kolona
aktarilarak oda sicakliginda 1 dakika siireyle bekletildi.

13.000 rpm’de 1 dakika santrifiijiin ardindan toplama tiiplindeki siv1
dokiiliirek, mini kolon tekrar ayni tiipe yerlestirildi.

700 pul “membrane wash solution” eklendikten sonra 14.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra, yine toplama tiiptindeki s1vi dokiildii ve mini kolon
tekrar ayni tlipe yerlestirildi.

500 pl “membrane wash solution” eklenen 6rnekler 14.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi toplama tiipiindeki sivi bosaltilarak mini kolon yine ayni
tipe alindi ve etanoliin tamamen uzaklagtirilmas: i¢in santrifiij kapagi
kullanilmadan 14.000 rpm’de 1 dakika daha santrifiij edildi.

Mini kolon 1.5 mI’lik eppendorf tiipe aktarilarak tizerine 50 pl “nuclease-free
water” eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika siireyle bekletildi.

Son adimda 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiijiin ardindan mini kolon atildu.
Eppendorf tiipii icinde bulunan DNA ¢ozeltisi -20 °C’ta saklandh.
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2.25. Cogaltilan Lipaz Genlerinin Klonlanmasina Yonelik

Cahsmalar

Klonlama c¢aligmalarinda “InsTAclone PCR Cloning kit (Fermentas)”
kullanild1. Boliim 2.2.3’te yapilan optimizasyon calismalar1 sonrasinda ilgili lipaz
genlerini tiretmede kullanilacak PCR kosullar1 belirlendi ve klonlama g¢alismasi igin
istenen miktarda {irlin elde edebilmek amaciyla toplu tiretime gidildi. Bu ¢alismada

kullanilan PCR kosullar1 Tablo 2.6’da goriilmektedir.

Tablo 2.6. Lipaz genlerinin klonlama amaciyla iretildigi optimize edilmis PCR

kosullari.

PCR kosullari

80 ng primer

200 ng kalip DNA

200 uM dNTP

3 mM MgCl,

1,25 U Tag DNA polimeraz / tiip

1X PCR tamponu

Prog# 81
95°C5

94°C1

55°C 1 30x
72°C1

72°C 10°

PCR reaksiyonlar1 belirtilen sartlarda gergeklestirildikten sonra reaksiyon
sonunda her bir tiipe 0.5 U/ul ilgili Tag DNA polimeraz enzimi eklenerek 72 °C’ta
15 dakika siireyle tamamlama reaksiyonu yapildi. PCR reaksiyonu tamamlandiktan

sonra ¢oktiirme Oncesinde orneklerden 2 pl alimarak % 1’lik agaroz jelde miktar
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tayini yapildi. Coktlirme islemine alinacak PCR iriinleri ddH,O ile 100 ul’ye
tamamlanarak karistirildi. Her bir 6rnege 10 ul NaAc (3M, pH 5.2) ve 250 ul % 100
EtOH eklenerek 30 dakika siireyle -80 °C’ta bekletildi. 13.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij islemini takiben orneklerin tist s1visi uzaklastirildi ve % 70 EtOH eklenerek
santrifiij islemi tekrar edildi. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra, santrifiijlii evaporator
ile kurutuldu. Ormnekler ¢oktiiriiliip kurutulduktan sonra 15 pl ddH,O iginde
coziilerek, 3 ul 6x boya eklendi ve % 1.2°lik agaroz jele yiiklendi. Elektroforezi
takiben ilgili bantlar jelden kesilerek alindi ve Boliim 2.2.4.1°de anlatildigi gibi
“Promega Wizard SV Gel and PCR clean-up system” kullanilarak izolasyon
tamamlandu. Izolasyon sonras1 drneklerden 5 ul ayrilarak % 1°lik agaroz jelde miktar
tayini yapildi. Ligasyon calismasi, agaroz jel profilinden yola c¢ikilarak yapilan

miktar tayinleri temelinde gerceklestirildi.

Ligasyon protokolii

165 ng vektor pTZ57R/T (InsTAclone PCR cloning kit, Fermentas)

0.27 pmol “insert”
5U T4 DNA ligaz

1X DNA ligaz tamponu

Ligasyon materyali dncelikle 22 °C’ta 30 dakika ve ardindan 4 °C’ta gece
boyu birakildi. Ertesi giin 70 °C’ta 10 dakika ligaz inaktivasyonu gergeklestirildi. Bir
sonraki basamakta TSS yontemi ile hazirlanan E. coli JM109 kompetan hiicreleri
ligasyon materyali ile transforme edildi. Transformasyon basamaginda pozitif ve
negatif kontroller olarak sirasiyla, pTZ57R (insert tasiyan) ve pTZ57R (insert

tagimayan) kullanildu.

2.2.5.1. TSS ile Transformasyon Y éntemi

Kompetan hiicre hazirlanmasi

e 2 ml LB besi yeri, tek koloni ile veya -20 °C ya da -80 °C hiicre stogu (E. coli
IM109) ile % 1 oraninda asilanarak gece boyu 37 °C’ta 200 rpm’de inkiibe
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edildi.

Kiltiirin 1 ml’si ile (% 1 asilama orani1) 500 ml’lik erlende bulunan 100 ml
LB besi yeri asilanarak 37 °C’ta 200 rpm’de inkiibe edildi.

ODgno degeri 0.5 olunca kiiltiir nceden sogutulmus santrifiij tiipiine alinarak
buzda 20 dakika bekletildi.

Siire bitiminde +4 °C’ta 7000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek ist

stvi uzaklastirildi.

Pelet buzda sogutulmus 10 ml TSS ig¢inde ¢ozildiikten sonra kompetan

hiicreler transformasyon i¢in kullanildu.

Kullanilmayan hiicreler bdliimlere ayrilarak bekletilmeden -80 °C’ta saklandi.

TSS (100 ml

10 g PEG8000
5 ml DMSO

LB ile 95 mI’ye tamamlanarak 121 °C’ta 20 dakika otoklavlandi. Sogutulduktan

sonra i¢ine filtre ile steril edilmis 1 M MgCl,’den 5 ml eklenerek karistirildi ve +4
°C’ta saklandi.

LB (1 litre)

10 g nutrient broth
5 g yeast extract

8 g NaCl

0.52 g trizma base

LB agar (1 litre)

10 g/l nutrient broth
5 g/l yeast extract

8 g/l NaCl

15 g/l agar
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Transformasyon

e Buzda bekleyen tiiplere ligasyon materyalinin 5 ul’si dagitildi.

e Uzerlerine 200 ul kompetan hiicre eklenerek karistirildi.
e Tipler 30-60 dakika siireyle buz iginde bekletildi.

e 42 °C’ta 2 dakika 1s1 sokuna maruz birakilan tiipler bu siirenin sonunda

hemen buza almarak 2-5 dakika bekletildi.

e Tiiplere 1 ml LB eklendi ve 37 °C’ta 1 saat ¢alkalanarak inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda tiipler 10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

e Tiipiin dibinde bir miktar sivi birakacak sekilde iist sivi dokiildii ve kalan
miktarla pelet ¢oziilerek, X-gal/IPTG igeren LB+ampisilinli agar petrilerine

yayildi.

e Petriler gece boyu 37 °C’ta karanlikta inkiibe edildi.

LB/Ampisilin/X-gal/IPTG agar plaklari

Dimetilformamitte ¢oziilerek hazirlanmis 20 mg/ml X-Gal’den (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-p-D-galactoside) 40 ul alinarak 40 ul LB ile karistirildi. Son olarak 40 pl
IPTG (100 mM) eklenerek karisim hazirlandi. Bu karisim, baget yardimi ile LB-
ampisilin agar petrilerine yayilarak kurutuldu. Calismanin karanlikta yapilmasina

6zen gosterildi.

IPTG (izopropil-g-D-tiogalaktozit)

100 mM stok ¢ozeltisi hazirlandi. 0.283 g IPTG, 10 ml steril distile su igerisinde
¢oziildii. 0.22 pm por ¢apina sahip filtreden gegirilerek -20 °C’ta saklandi.
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Ampisilin

10 mg/ml stok ¢ozeltisi hazirlandi. 1 g ampisilin, 100 ml steril distile su icerisinde
¢oziildii ve ¢ozelti pH’s1 1M NaOH ile 8.5’e ayarlandi. 0.22 um por capina sahip
filtreden gecirilerek -20 °C’ta saklandi.

Transformasyon sonras1 37 °C’ta gece boyu bilyiitiilen petrilerden elde edilen
beyaz koloniler, bir sonraki agamada STET ydntemi ile plazmit izolasyonu yapilmak

uzere hazirland.

2.2.5.2. Klon Adaylarindan STET Yéntemi ile Plazmit izolasyon

Cahsmalar:

Transformasyon sonucunda elde edilen beyaz koloniler LB+ampisilinli besi
yerinde iiretildi. Bu kolonilerden STET ydntemi ile plazmit izolasyonu yapildi. Elde
edilen plazmitlerin 5 pl’si ilgili restriksiyon enzimleri ile kesilerek % 1 agaroz jelde
kontrol edildi. Kesimler 37 °C’ta 2 saat siireyle gergeklestirildi. Kesimin son 15
dakikasinda orneklere RNase eklendi. Kesim sonrasi sodyum asetat-alkol ¢oktiirmesi
yapilan ornekler kurutulduktan sonra uygun miktarda dH,O ile ¢oziildi ve % 1

agaroz jelde yiiriitiilerek parga biiytikliikleri dogrulandi.

STET vontemi ile plazmit izolasyonu

e Gece boyu, % 1 ampisilin iceren 10 ml LB besi yerinde biiyiitiilen kiiltiirler
+4.°C’ta 3500 rpm’de 20 dakika siireyle santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi iist siv1 uzaklastirildiktan sonra pelet 400 ul STET iginde

¢oziildii ve eppendorf tlipiine aktarildi.

e 25 ul lizozim (10 mg/ml) soliisyonu eklenen tiipler 1 dakika siireyle

voktekslendi.

e Tiipler bir sonraki asamada kaynayan su banyosunda 45 saniye tutularak oda
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sicakliginda 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Olusan pelet steril

kiirdan ile uzaklastirildi.

e Tiplere sirasiyla 200 pul 5M NHzAc ve 1 ml 2-propanol eklenerek
vortekslendi ve -20 °C’ta 20-30 dakika bekletildi.

e +4 °C’ta 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiijiin ardindan {ist sivilar
uzaklastirilarak pelet kurutuldu ve 50 ul steril dH,O ile vortekslenerek

¢Oziildii.

STET (100 mh

8 g sukroz

5 ml Triton X-100

5ml 1M Tris-HCI pH 8.0
1.86 g EDTA

2.2.6. Dizi Analizi Calismalar:

Klonlama galismalarini1 dogrulamak iizere yapilan restriksiyon endoniikleaz
kesimlerinin jelde degerlendirilmesinin yani sira, klonlanan ilgili lipaz genlerinin
veritabanlarinda yer alan lipaz gen dizilimleri ile karsilagtirilmasi amaciyla, TA
klonlama sonucu elde edilen klon adaylarinin niikleotit dizisi, Beckman Coulter CEQ
8000 otomatik dizi analiz sistemi kullanilarak belirlendi. Dizi analizi reaksiyonunda
kullanilacak plazmit DNA, STET yonteminden kaynaklanabilecek kirliliklerin
analizi olumsuz etkileme ihtimali géz Oniine alinarak kit araciligiyla izole edildi.

Calismada “Promega Wizard Miniprep Kit” kullanildi.

“Promega Wizard miniprep kit” ile Plazmit DNA izolasyonu

e Gece boyu biyiitilen 5 ml hiicre kiiltiirii 4000 rpm’de 20 dakika siireyle

coktiirtilerek tist s1vi uzaklastirildi.
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Orneklere 250 pl “cell resuspension” soliisyonu eklenerek pipetle ¢oziildii ve

ornek eppendorf tiipiine alindi.

250 pl “cell lysis” soliisyonu eklendikten sonra alt-iist edilerek karistirildi ve
oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

Tiiplere 10 pl “alkaline protease™ ¢ozeltisi eklendikten sonra alt-iist edilerek

oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

Bir sonraki basamakta 350 pl nétralizasyon ¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve
14.000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi iist sivi pipetle alinarak 6zel tiiplere yerlestirilmis membran
filtrelere aktarild1 ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi alt tlipe biriken s1v1 bosaltilarak tekrar yerlestirildi ve 750 ul
yikama ¢ozeltisi eklenerek 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Ikinci yikama 250 pl yikama ¢ozeltisiyle yapildi ve 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi. Bir kez de santrifiij kapag: agik sekilde 1 dakika santrifiij

edildikten sonra filtre yeni bir eppendorf tiiptine aktarildi.

Son olarak 6rneklere 750 pul “niiklease free water” eklendi ve 14.000 rpm’de
1 dakika siireyle santrifiij edildi ve plazmit izolasyonu tamamlandi. Izolasyon

stiresince yapilan tiim santrifiijler oda sicakliginda gerceklestirildi.

Plazmit DNA orneklerine restriksiyon enzim kesimi uygulandiktan sonra

DNA miktar1, % 1 agaroz jelde ve spektrofotometrik olarak belirlendi ve ardindan

dizi analizi reaksiyonuna gegildi.

Kalibin daha iyi ag¢ilabilmesi ve okunabilmesi i¢in Tablo 2.7°de yer alan

programa ek olarak, plazmit DNA’lar i¢in 6nerilen 6n 1sitma reaksiyonu uygulandi.

Bu adimda kalip ve su eklenerek termal déngii cihazinda 96 °C’ta 3 dakika veya 86

°C’ta 5 dakika olacak sekilde iki ayr1 on 1sitma programi uygulandi. On 1sitmayi

takiben reaksiyona primer ve DTCS eklenerek Tablo 2.7°de belirtilen program ayni

sekilde uygulandi.
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Tablo 2.7. Dizi analizi i¢in PCR kosullari.

PCR kosullar1

250 ng kalip DNA

6.4 pmol primer (M13 evrensel primer)

8 ul DTCS tamponu

dH,O ile son hacim 20 ul olacak sekilde

tamamlandi.

PCR program

94°C’ta 4’

96 °C’ta 20>’

50 °C’ta 20’ 30X

60 °C’ta 240>

PCR tamamlandiktan sonra, reaksiyon 3M NaAc, pH 5.2, 100 mM EDTA, 20
mg/ml glikojen (v:v:v/2:2:1) karistmindan olusan ¢d6zeltinin  eklenmesiyle
durduruldu. Orneklere 60 pl % 95 soguk etanol eklenerek +4 °C’ta 14 000 rpm’de 15
dakika siireyle santrifiij edildikten sonra iist siv1 uzaklastirildi. 200 pl % 70 soguk
etanol eklenen ornekler 4 °C’ta 14.000 rpm’de 5 dakika siireyle ¢oktiiriildi ve iist
stvi atildiktan sonra % 70 etanol basamag: tekrar edildi. Ornekler liyofilizatorde
kurutulduktan sonra, dizi reaksiyonundan hemen once 40 pl Ornek yilikleme
soliisyonunda ¢oztilerek, 6rnek mikroplakalarina yiiklendi ve Beckman Coulter CEQ

8000 dizi analiz sisteminde okundu.

Dizi analizi sonunda elde edilen lipaz gen dizilimlerinin, g¢esitli
biyoinformatik araglar kullanilarak veritabanlarinda yer alan diger lipaz genleri ile
karsilastirilarak degerlendirilmesi sonucunda 12 Bacillus soyundan 10 tanesinin klon
oldugu ve 0.65 kb biiyiikligiindeki lipaz genini tasidigr sonucuna varildi. Homoloji

¢alismalari NCBI GeneBank veritabani (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) ile

gerceklestirildi.
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2.2.7. Ekspresyon Calismasi ile Klon Adaylarimin Dogrulanmasi

Yapilan klonlama calismalari; restriksiyon endoniikleaz kesimleri ve dizi
analizleri ile dogrulandiktan sonra ekspresyon g¢alismalar1 yapildi. Klonlanan lipaz
genleri, lipaz enzim aktivitesi yoniinden degerlendirildi. Bu g¢alismalarda, on kiiltiir
icin 2 ml LB+ampisilinli besi yeri, klonlarin -20 °C stoklar1 ile % 1 oraninda
asilanarak gece boyu 37 °C’ta, 175 rpm’de inkiibe edildi. Ana kiiltiir ¢alismasi
biiylime kosullar1 korunarak 500 ml’lik erlenlerde yapildi. Calisma siiresince hiicre
biiylimesi takip edilerek ODggg degerinin 0.6-0.8’¢ ulastig1 evrede, uyarimli ¢alisilan
grup 0.1 mM IPTG ile uyarildi. Belirlenen saatlerde alinan 6rneklerde hiicre i¢i ve
hiicre dis1 aktivite testleri yapildi. Aktivite testi Bolim 2.2.9°da anlatildig1 gibi
uygulandi. Yapilan hiicre dis1 aktivite testleri klonlarin, enzimi besi yeri ortamina
salgilayabildigini gosterdi. Ayrica hiicre i¢i aktivite de azimsanmayacak oOlgiide
yiksek bulundu. Alinan sonuglar 1s18inda, ilgili lipaz genlerinin bir ekspresyon

vektoriine alt klonlanmasina karar verildi.

2.2.8. Lipaz Genlerinin pUC19 Vektoriine Alt Klonlanmasi ve

Ekspresyon Cahismalari

Doktora tez c¢alismasi kapsaminda yapilan klonlama c¢alismalarinda
“InsTAclone PCR Cloning kit (Fermentas)” ile ¢alisild1 ve basarili sonuglar alindi.
Bu asamay1 takiben lipaz genlerinin pUC19 vektoriine alt klonlama g¢alismalari
yapildi. Onceki ¢aligmalarda 12 farkli yerel Bacillus izolatindan hareketle pTZ57R/T
vektoriine klonlanan ve 10 tanesi bu vektor iizerinde ifade edilen lipaz genlerinin
pUC19 (2.7 kb) ekspresyon vektoriine alt klonlamasi denendi. Alt klonlama
¢alismalarinin ilk basamaginda plazmit izolasyon calismalar1 yer aldi. Farkli plazmit
izolasyon yontemleri denendi ve en iyi verim, STET yontemi ile elde edildi. Plazmit
izolasyonu igin; -20 °C hiicre stoklarindan 10 pl alinarak ampisilin igeren 10 ml LB
besi yerine asilanan hiicreler gece boyu 37 °C’ta 175 rpm hizla galkalanarak
biyiitiildii. Elde edilen kiiltiirlerden STET yontemi ile izole edilen plazmitler % 1
agaroz jelde kontrol edildi. Klonlama ¢alismalar1 i¢in, pTZ plazmitlerinden elde

edilen Hindll1-EcoRI fragmanlari, ayni restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi
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ve pUC19 ekspresyon vektoriine ayri ayri alt klonlandi. Plazmitlerin ve pUC19

vektoriiniin kesim protokolii Tablo 2.8’de yer almaktadir.

Tablo 2.8. Alt klonlama galismalarinda kullanilan RE kesim protokolii.

Lipaz genlerini tasiyan plazmitlerin RE ile

kesim protokolii

Restriksiyon enzimleri ile pUC19 vektorii

icin kesim protokolii

1X tampon
4U RE Hindlll/pg DNA
4U RE EcoRI/pg DNA

15 pg plazmit DNA

30 pg pUC19
4U RE Hindl1l/ug DNA
4U RE ECORI/ug DNA

1X tampon

Toplam hacim 100 pl Toplam hacim 100 pl

Kesim ¢alismasinda 15 pg plazmit DNA, mikrogram bagina 4U restriksiyon
enzimi kullanilarak 1.5 saat 37 °C’ta kesime alindi. Ayrica bu siireye ek olarak 15

dakika DNase’dan arindirilmis RNase (0.25 pg/ul) uygulandi.

Kesim sonrasinda ornekler, asetat-alkol ¢oOktliirmesinin ardindan uygun
hacimlerde ¢oziilerek izole edilmek iizere % 1 agaroz jele yiiklendi. “Promega PCR
clean-up and gel isolation kit” kullanilarak jelden geri kazanilan orneklere miktar

tayini yapildiktan sonra ligasyon basamagina gecildi.

Ilgili restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilerek jelden izole edilen
pUC19 plazmiti klonlama vektorii olarak kullanildi. Ligasyon basamaginda
vektor:fragman orani; pUCI19 igin 1:1 ve 1:7 pikomoldiir. 37 °C’ta 10 dakika ve 0
°C’ta 10 dakika inkiibe edilen drneklere son olarak 1U ligaz eklenerek 0 °C’ta 30
dakika bekletildi ve ligasyon gece boyu 16 °C’ta devam ettirildi. Enzimin
inaktivasyonu 70 °C’ta 10 dakikada gerceklestirildi. Bir sonraki basamakta TSS
yontemi ile hazirlanan E. coli JM109 kompetan hiicreleri ligasyon materyali ile

transforme edildi. Ornekler, LB+ampisilinli agar petrilerine yayilarak, 37 °C’ta gece
boyu inkiibe edildi.

48




Transformasyon sonucunda elde edilen koloniler, ampisilin iceren LB besi
yerinde 10 ml hacimde biiyiitiillerek, plazmit izolasyonlar1 STET yontemiyle yapildi.
Izolasyon sonrasi plazmit DNA’lar ilgili restriksiyon endoniikleaz (Hindlll ve

EcoRI) enzimleri ile kesildi ve agaroz jelde degerlendirildi.

Restriksivon enzimleri ile plazmit kesim protokolii-

1X tampon
4U RE / ug DNA
5 ug plazmit

Toplam hacim 50 pl

Kesimler 37 °C’ta 1.5 saat siireyle gergeklestirildi, bu siireye ek olarak 15
dakika RNase uygulamasi yapildi. Kesim sonrasi sodyum asetat-alkol ¢oktiirmesi
yapilan 6rnekler kurutulduktan sonra uygun miktarda dH,0 ile ¢oziilerek % 1 agaroz
jelde vyiiriitiildi ve DNA parca biyiiklikleri belirte¢c esliginde degerlendirildi.
Yapilan alt klonlama ¢aligmasina alinan 10 ayr1 Bacillus soyundan kdoken alan lipaz
genleri, pUC19 vektoriine klonlandi. pUC19 vektoriine yapilan alt klonlama sonucu
elde edilen plazmitlerin ilgili restriksiyon enzimleri ile kesim profilleri ve 0.65 kb’lik

parca biiyiikliikleri agaroz jelde dogrulandi.

2.2.8.1. pUC19 Vektoriine Yapilan Alt Klonlama Sonucunda Elde
Edilen Klonlarda Ekspresyon Calismasi

pUC19 vektdriine klonlanan ve parga biiyiikliikleri dogrulanan 6rnekler, lipaz
aktivitesi yoniinden irdelenmek iizere ekspresyon g¢alismasina alindi. Rekombinant
vektorleri tasiyan E. coli JM109 hiicreleri on kiiltiir hazirhi@ igin, 2 ml
LB+ampisilinli besi yeri, drneklerin -20 °C hiicre stoklar1 ile % 1 oraninda asilanarak
gece boyu 37 °C’ta, 175 rpm’de inkiibe edilerek, 16 saat siireyle ampisilin
(100pg/ml) igeren LB besi yerinde biiyiitiildii. Ana kiiltiir calismasi biiylime kosullar
korunarak ampisilin igeren taze LB besi yerinin, on kiiltir ile % 1 oraninda

asilanmasiyla baglatildi. Calisma siiresince hiicre biiylimesi takip edilerek, kiiltiir
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ODggo degerinin 0.6-0.8’¢ ulastigr evrede, 0.1 mM IPTG ile uyarildi. Belirlenen
saatlerde alinan Orneklerde hiicre dis1 ve hiicre i¢i aktivite testleri yapildi. Gen
ekspresyonu 0.1 mM final IPTG ile uyarilarak, inkiibasyon 37 °C’ta 175 rpm
calkalama hiz1 ile 24 saat siireyle izlendi. Hiicre i¢inden alinan orneklerle yapilan
lipaz aktivite testlerinde kayda deger bir aktivite bulunamadi. Yapilan hiicre dist
aktivite testleri klonlanan soylarm, enzimi besi yeri ortamina salgilayabildigini
gosterdi, bu ileride yapilacak yonlendirilmis evrim g¢alismalarini takiben yapilacak
klonlama ve ekspresyon c¢aligsmalari i¢in oldukga iyi bir sonug olarak degerlendirildi.
Bu durum, mutant kiitiiphaneden elde edilen varyantlarin, enzim aktivitesi yoniinden

taranmasinin elverisli hale gelmesinin ifadesidir.

2.2.9. Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz aktivitesi sentetik bir substrat olan paranitrofenil palmitatin
kullanildigi, spektrofotometrik bir yontemle belirlendi (Winkler ve Stuckmann,
1979).

1U Enzim

Verilmis reaksiyon kosullarinda (37 °C, pH 8.0), para-nitrofenil palmitattan
bir dakikada, 1 pumol pNP (para-nitrofenol) olusturan enzim miktar1 1U olarak

tanimlandi.

2.2.9.1. Aktivite Testi

e 100 pl 6rnek eppendorf tiipiine alinarak tizerine 800 ul 0.1 M K-fosfat, pH
8.0 tamponu eklendi ve vorteks ile karistirildi. Gerektiginde, teste alinan
ornek miktar1 spektrofotometrenin saglikli okuma araliginin ig¢inde bir deger

okuyacak sekilde degistirilebilir.

e 37 °C’ta 3 dakika 6n inkiibasyon yapilds.
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e 100 ul 8 mM pNPP igeren substrat ¢ozeltisi eklenerek karistirildi.

e 37 °C’ta 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e 30 dakika sonunda eppendorf tiiplerine 0.5 ml 3 M HCI ¢ozeltisi eklendi ve

vorteks ile karistirildi.

e 13.500 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonunda elde edilen iist sivinin 333 pl I'si, 1 ml 2 M NaOH

¢oOzeltisine eklenerek vorteks ile karistirildi.
e Spektrofotometrede A4ps degeri, ayni kosullarda inkiibe edilen, 900 pl 0.1 M

K-fosfat, pH 8.0 tamponu ve 100 pl substrat ¢ozeltisi igeren kore karsi
okundu (Biorad Smart Spec 3000, USA) (Lesuisse ve ark., 1993).

Aktivitede Kullanilan Cézeltiler

Tampon Cozelti

% 0.1 arabik gum

% 0.2 deoksikolik asit

0.1 M K-fosfat pH 8.0 tamponu i¢inde ¢6ziilerek hazirlanir.

Substrat Cozeltisi

8 mM pNPP ¢ozeltisi; 3 mg pNPP (para-nitrofenil palmitat) 1 ml izopropanol iginde
vorteksle coziilerek hazirlanir. Substrat olarak kullanilan pNPP c¢ozeltisinin seffaf
olan goriintiisiinlin zaman i¢inde sar1 renge donmesinden kaynaklanabilecek hatalari
engellemek iizere substratin her kullanim 6ncesinde taze olarak hazirlanmasina 6zen

gosterilir.
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3 M HCI Cozeltisi

62 ml HCI, distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

2 M NaOH Cozeltisi
16 gram NaOH, 200 ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanir.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

0.1 mg/ml pNP (para-nitrofenol) c¢ozeltisi; 0.1 mg pNP 0.1 M K-fosfat,
pH 8.0 tamponu i¢inde ¢oziiliir. Deney tiipleri iki set halinde hazirlanir ve her sette
1’den 6’ya kadar numaralandirilan (Birinci tiip kor olarak alind1) tiiplere sirastyla 0,
25, 50, 75, 100 ve 125 pl pNP ¢ozeltisi konulur. Tiiplerdeki 6rnekler, 0.1 M K-
fosfat, pH 8.0 tamponu ile 1333 ul’ye tamamlanir. Daha sonra spektrofotometrede
her tiipteki 6rnegin ODyos degeri Ol¢iiliir. ki setin degerlerinin ortalamasi alinarak
kalibrasyon egrisi ¢izilir ve egrinin egimi hesaplanir. Elde edilen egim degeri lipaz
aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilir.

Lipaz aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanir:

A405 x 1000 x Reaksiyon Hacmi (ml)
Egll’n M.Apr

Aktivite =

Enzim Hacmi (ml) x Reaksiyon Zamani (dakika)

Reaksiyon Hacmi: 1 ml
Enzim Hacmi: 0.1 ml
Reaksiyon Siiresi: 30 dakika
M.Apnp: 139.1g/mol

Egim: 0.0805
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2.2.10. Yonlendirilmis Evrim Cahismalar:

Tez caligmasinda; yoOnlendirilmis evrim yaklasimlarindan biri olan “DNA
shuffling” DNA karistirma yontemi ile olusturulan mutant kiitiiphaneler, artan enzim
aktivitesi yoniinden tarandi. DNA karistirma deneyleri kapsaminda birgok
optimizasyon ¢alismasi yapildi. ilk asamada plazmit izolasyonu STET yontemi ile
yapildi, izole edilen plazmit DNA’lar ilgili restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle
kesilip alkol-asetat ¢oktiirmesine alindi. Ornekler ¢oktiiriiliip kurutulduktan sonra 15
ul ddH,0 iginde ¢oziilerek, 3 pl 6x boya eklendi ve % 1.2°lik agaroz jele yiiklendi.
Elektroforezi takiben ilgili bantlar jelden kesilerek alindi ve “Promega Wizard SV
Gel and PCR clean-up system” kullanilarak izolasyon tamamlandi. Jel izolasyonunun
ardindan DNAse I ile kesime gidildi. Bu basamaga kadar olan boliimdeki en biiyiik
sorun, jelden geri kazanilan DNA miktarinin, RE kesimine alinan DNA miktarina
gorece oldukca diisiik olmasiydi. Bir sonraki asama olan DNAse I kesim siirecinde
farkli DNA ve enzim konsantrasyonlarinin yani sira kesim sicakligi ve siirelerde de
optimizasyon calismalarina gidildi. Tiim bu optimizasyon caligmalari igin yiiksek
konsantrasyonda DNA’ya gereksinim duyulmasi, RE kesimi sonrasi elde edilen
DNA miktarinin olduk¢a diisiikk olmasi nedeniyle, DNAse I kesim asamasinda
yeterince deneme yapilamadigr i¢in, plazmit DNA yerine PCR {iriiniiyle

calisilmasina karar verildi.

2.2.10.1. DNA Karistirma Kiitiiphane Hazirhg:

Bu tez ¢aligmasinda rastgele fragmanlarin olusturulmasi i¢in yapilan DNase |
kesimi, Mn?* varliginda gerceklestirildi (Lorimer ve Pastan, 1995). DNA karistirma
basamaginda Stemmer metodu izlendi (Stemmer, 1994). Primersiz PCR “Self-
reassembling PCR” {iriinii dilue edilerek, tam boy PCR iiriiniiniin elde edilecegi PCR
caligmasinda kalip olarak kullanildi (Zhao ve Arnold, 1997). DNA karistirma
calismalarinda, 10 farkli klon arasinda farkli kombinasyonlar yapilarak, varyant
havuzunun gesitliligi artirilmaya c¢alisildi. Calismalar 0.65 kb’lik parca tagiyan 9 adet
B. pumilus ve 1 adet B. subtilis klonu ile, Primer 21-22 ve Primer 20-22 olmak iizere

2 ¢ift primer seti kullanilarak yapildi.
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2.2.10.2. Plazmit izolasyonu ve Plazmit Uzerinden Gen Cogaltimi

Plazmit izolasyonu igin -20 °C hiicre stoklarmndan 10 ul alinarak ampisilin
iceren 10 ml LB besi yerine ekilen kiiltiirler gece boyu 37 °C’ta 175 rpm hizla
calkalanarak biiyiitiildi. Elde edilen kiiltiirlerden STET yontemi ile plazmit
izolasyonu yapilarak % 1 agaroz jelde kontrol edildi. lip genlerini igeren 0.65 kb’lik
DNA fragmanlari, B. pumilus klonlarindan 21F ve 22R, B. subtilis klonundan 20F ve
22R primerleri kullanilarak cogaltildi. Izole edilen plazmit DNA’larin kalip olarak
kullanildigi PCR ile lipaz genleri ¢ogaltildi. PCR kosullari Tablo 2.9°da yer

almaktadir.

Tablo 2.9. Plazmit DNA iizerinden gen ¢ogaltim kosullart.

Plazmit iizerinden gen ¢ogaltim PCR PCR programi

kosullar

1X PCR buffer

40 ng plazmit 95°C 5

160 ng primer (Primer 20F, 21F ve 22R) 9g4°Cr

200 uM dNTP 55°C 1’ 30x
3 mM MgCl, 72°C1.5

0.9 U/tiip Taq DNA polimeraz 72°C 10

Final hacim 25 pl

PCR reaksiyonundan sonra elde dilen 0.65 kb biyiikliigiindeki fragmanlar
“Promega Wizard SV Gel and PCR clean-up system” (Boliim 2.2.4.1) kullanilarak %
1 agaroz jelden geri kazanildi. Bir sonraki asamada ebeveyn DNA fragmanlari Mn?*

varliginda DNase I ile kesildi.

54




2.2.10.3. DNase | ile Kesim

DNase I enzimi ile kesim asamasinda ¢esitli optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi.
Her bir ebeveyn DNA igin, 1 ve 2 pg olmak tizere farkli DNA miktarlari, 0.3 U, 0.45
U ve 0.6 U DNase I gibi farkli enzim konsantrasyonlari, 15 °C, 20 °C ve 25 °C olmak
tizere farkli inkiibasyon (DNase I) sicakliklari ve 2, 5, 7 ve 11 dakika olmak tizere de
farkli kesim siireleri kullanildi. Bu ¢alisma kapsaminda klonlar ilgili primerlerle
cogaltildiktan sonra DNase I kesimi uygulandi. Her klon 6zelinde 1.5 pg DNA, 0.45

U DNase I enzimi ile agsagidaki kosullarda kesime alindi.

DNAse I Kesim kosullari:

1x 50 mM Tris-HCI pH 7.5

10 mM MnCl,

1.5 ug DNA (her bir ebeveyn DNA igin)
0.45 U DNase |

Final hacim: 50 pl

Ilgili DNA’larm, reaksiyon tamponunun ve manganin yer aldigi reaksiyon
karisimi 25 °C’ta 5 dakika siireyle 6n inkiibasyona alindi. Ardindan 0.45 U DNase |
(10 U/ pl) eklenerek 25 °C’ta 11 dakika siireyle kesime birakildi. Kesim sonrasi 90
°C’ta 10 dakika siireyle inaktivasyon yapildi. Inaktivasyon sonras1 érnekler sodyum
asetat-alkol ¢oktiirmesine alidi. Ornekler kurutulup 10 pl ddH,0 iginde ¢oziilerek, 2
ul 6x boya eklendi ve izolasyon amaciyla % 1.5°lik agaroz jele yiiklenerek, kesilen
fragmanlar jel elektroforez yontemiyle bir DNA belirteci esliginde yiiritiildii. Jelde
olusan “semear”in 70 bg¢ ve altindaki fragmanlar, kiiciik pargalarin izolasyonu i¢in

Ozellesmis olan Qiagen “Qiaex II gel extraction kit” ile jelden izole edildi.

“Qiaex II gel extraction kit” Protokolii

e Elektroforez sonrasi kesilen DNA pargasi 1.5 ml eppendorf tiipe alinarak
tartildi.

e <100 b¢ DNA fragmanlari i¢in 1 hacim jele, 6 hacim QX1 soliisyonu eklendi.
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QIAEX II soliisyonu 30 saniye siire vortekslendikten sonra, eppendorf tiipiine
10 pl eklendi.

50 °C’ta 10 dakika siireyle agaroz jelin ¢dziinmesi ve DNA’nin baglanmasi
icin tutuldu. Her iki dakika da bir vortekslenerek QIAEX soliisyonu
stispansiyon halinde korundu ve rengin sar1 oldugundan emin olundu.

Ormnek 30 saniye siireyle santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

Pelet 500 pul ‘Buffer QXZ1’ile vortekslenerek yikandi, 30 saniye
santrifiijlenerek siipernatan pipetle uzaklastirildi, bdylece kalan agaroz
parcalar1 uzaklastirilmis oldu.

Pelet 500 ul ‘Buffer PE’ile vortekslenerek iki kez yikandi. 30 saniye
santrifiijlenerek siipernatan pipetle uzaklastirildi, boylece kalan tuzlardan
arindirilmis oldu.

Pelet kuruyup beyaz renge doniisiinceye kadar havaya maruz birakildi.

DNA eliisyonu igin 20 ul H,O eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi.

30 saniye santrifiijiin ardindan siipernatan yeni bir tiipe alindi.

Verimi % 10-15 oraninda artirmak igin son iki basamak tekrar edildi.

2.2.10.4. DNA kanstirma I. PCR (primersiz PCR)

DNase I kesimi sonucunda elde edilen iirin jelden izole edildikten sonra

tamami kullanilarak PCR reaksiyonu ger¢eklestirildi (jel izolasyonu sonucunda elde

edilen toplam miktar 20 pl). DNA karistirma 1. PCR agsamasinda, DNase I kesimi

sonrast olusan fragmanlar primersiz bir PCR ile birlestirilmektedir. Bu asamada Pfu

polimeraz enzimi kullanildi. Kullanilan PCR kosullar1 Tablo 2.10’da yer almaktadir.
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Tablo 2.10. DNA karistirma I. PCR kosullari.

PCR kosullar: PCR Program

20 pl saflastirilmig fragman 96 °C’ta 3°

1x Pfu polimeraz reaksiyon tamponu 94°C’ta 1’

0.4 mM dNTP 55°C’ta 1’ 40x
2.5 U/tiip Pfu polimeraz 72 °C’ta 1’+5sn./dongii

Final hacim: 50 ul 72°Cta 10°

2.2.10.5. DNA Kanstirma II. PCR (Primerli PCR)

Fragmanlarin birlestirilmesini hedefleyen DNA karistirma 1. PCR sonrast,

elde edilen {iriiniin kullanildig1 primerli bir PCR reaksiyonu yapildi.

Tablo 2.11. DNA karistirma II. PCR kosullart.

PCR kosullar PCR Program

1 ul PCR T iiriinii 96 °C’ta 3’

80 pmol primer 94°C’ta 1’

1x Taq buffer 55°C’ta 1’ 40x
0.2 mM dNTP 72 °C’ta 1’+5sn./dongii

2.5 U/tiip Taq / Pfu polimeraz (1:1) 72°Cta 10

Final hacim: 50 pl

Yapilan bu 2. PCR sonucunda tam boy iiriin elde edildi. PCR kosullar1 Tablo
2.11°de yer almaktadir. Calismada Tag ve Pfu polimeraz enzimleri birlikte
kullanilmigtir. Primerli PCR asamasinda 21F-22R (B. pumilus) ve 20F-22R (B.

subtilis) primer giftleri kullanildi. Bu primer c¢iftleri ile Tablo 2.11°de verilen
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kosullarda tam boy PCR firiinleri (0.65 kb) elde edildi. PCR reaksiyonu sonrasi

ornekler agaroz jelde goriintiilendi.

Ikinci PCR sonunda elde edilen 0.65 kb’lik tam boy PCR iiriinii, klonlama
caligmalarinda kullanilmak {izere daha fazla iiriin elde etmek amaciyla toplu tliretime
alindi. Yapilan toplu PCR {iretimi sonrasi 6rneklere sodyum asetat-alkol ¢oktiirmesi
uygulandi. Kurutulup ¢oziildiikten sonra agaroz jele yiiklenen ornekler, jelden izole
edildi. izolasyonda “Promega Wizard SV Gel and PCR clean-up system” Kiti

kullanild1. Izolasyon sonrasi agaroz jelde miktar tayini yapildi.

2.2.10.6. RE ile Kesim ve Orneklerin “clean-up” Kitinden

Gegcirilmesi

Toplu iretilip jelden izole edilen dogru biiyliklikkteki tam boy 0.65 kb
biiyiikliigiindeki DNA karistirma PCR I iirlinleri, miktar tayini yapildiktan sonra
HindllI-EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesime alindi. Restriksiyon endoniikleaz
kesiminde, 1 pg DNA icin 4U enzim kullanildi. Kesimler 37 °C’ta bir saat siireyle
gerceklestirildi. Kesim sonrasi 6rnekler yine sodyum asetat-alkol ¢oktiirmesine alindi
ve sonrasinda kurutularak ¢oziildii. Elde edilen {irlin Promega PCR “clean-up” kit
kullanilarak, reaksiyonda kullanilamadan artan niikleotit ve primerler temizlendi.

Ornekler yine agaroz jele yiiklenerek miktar tayinleri yapildi.

2.2.10.7. Klonlama Vektoriiniin Hazirlanmasi, Ligasyon ve

Transformasyon

Toplu iiretilip, jelden izole edilen ve ilgili RE ile kesildikten sonra, kit
araciligiyla temizlenen o6rnek, mutant kiitiiphane olusturmak amaci ile klonlandi.
Klonlama vektorii olarak, daha Once alt klonlama c¢alismalarinda kullanilan ve
ekspresyon calismalarinda oldukga iyi verim alinan pUC19 vektorii kullanildi. 30 pg
pUC19, 4 U/ug restriksiyon endoniikleazi (EcoRI ve HindIIl) kullanilarak 1.5 saat
siireyle 37 °C’ta kesime alindi. Ayrica bu siireye ek olarak 15 dakika RNase

uygulamasi yapildi. Kesim sonrasi sodyum asetat-alkol ¢oktiirmesinin ardindan
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uygun hacimde ¢oziilerek jelden izole edilmek tizere % 1 agaroz jele yiiklendi.
Bolim 2.2.4.1°de anlatildigi gibi “Promega PCR clean-up and gel isolation kit”
kullanilarak jelden geri kazanilan pUC19 vektorii i¢in miktar tayini yapildiktan sonra

ligasyon basamagina gecildi.

Ligasyon protokolii

150 ng vektor (pUC19)

0.42 pmol “insert”
1U T4 DNA ligaz
0.5mM ATP

1X T4 DNA ligaz tamponu

Gece boyu 16 °C’ta siirdiiriilen ligasyon reaksiyonu, tiiplerin 70 °C’ta su
banyosunda 15’ bekletilmesi ile sonlandirildi ve TSS yontemi ile hazirlanan E. coli
JIM109 kompetan hiicreleri ligasyon materyali ile transforme edildi. Hiicreler % 1
ampisilin iceren LB agar petrilerine yayilarak gece boyu 37 °C’ta inkiibe edildi.
Yapilan tim DNA Kkaristirma calismalari kapsaminda toplam 10.000 koloni elde
edildi. 10.000 koloni, ii¢ farkli basamagin kullanildigi tarama agamasinda lipaz

aktivitesindeki artig yoniinden incelendi.

2.2.10.8. Mutant Kiitiiphanelerin Taranmasi ve Enzim Ekspresyonu

Yonlendirilmis  evrimin ikinci  basamagmi, gelistirilen mutantlarin
taranmast/secilmesi olusturur. Yonlendirilmis evrim deneylerinde uygun tarama ve
secme yontemlerinin gelistirilmesi sinirlayict  bir basamaktir. Tez calismasi
kapsaminda elde edilen kiitiiphanedeki aktif mutantlar, {i¢ basamakli tarama
yontemiyle belirlendi. Ilk tarama basamagi “tributyrin agar” petrilerinde, ikinci
basamak ise 96-kuyulu mikroplakada gergeklestirildi. Son basamakta pozitif aktivite
veren ornekler erlende ekspresyon g¢alismasina alindi. Mutant kiitiiphane, aktivite

artisini baz alarak tarandi.
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Tribiitirin agar plaklarinda secim

1. asamada aktif lipaz proteinlerini eksprese eden biitin mutantlar,
transformasyon petrilerinden alinan kolonilerin, tribiitirin agar petrilerinde verdigi
berrak halolarla tanimlandi. Tribiitirin agar petrilerinin icerigi, 1.5 g/l Arabic gum, 15
v/l Tribiitirin, 10 g/l Nutrient broth, 5 g/l Maya o6ziitii, 8 g/l NaCl, 15 g/l Agar’dan
olusmaktadir. Bu karisim dijital sonikator araciligiyla homojenize edildi (2 dakika, %
90 amplitute) ve otoklavlandi (Liebeton ve ark., 2000). Petrilere dokiilmeden dnce %
1 ampisilin eklendi. Transformanlar bu petrilere aktarilarak 37 °C’ta 16 saat siireyle
inkiibe edildi ve kolonilerin etrafinda enzim salinimini gézlemlemek i¢in 6 saat
siireyle 4 °C’ta bekletildi. Cevresinde berrak halo gozlenen varyantlar daha ileri

analizler igin ikinci basamak tarama yontemine alindi.

Mikroplaka okuyucu ile yapilan secim

2. asamada, tribiitirin agar petrilerinde yiiksek aktivite gosteren varyantlar,
“master” petrilerinden % 1 ampisilinli 250 ul LB igeren 96-kuyulu mikroplakalara
inokiile edildi. 37 °C’ta gece boyu biiyiitiilen hiicreler ertesi giin 4 °C’ta 5000 x g’de
30 dakika stireyle santrifiij (rotor S5700, Allegra 25R Beckman, USA) edildi ve
kiiltir siipernatani aktivite testinde kullanildi. Lipaz aktivitesi pNPP’nin substrat
olarak kullamldig1 spektrofotometrik yontemle dlgiildii (Eom ve ark., 2005). Olgiilen
aktiviteler, kiiltiir yogunlugu i¢in normalize edildi. Aktivite tamponu 8 mM pNPP ve
V:v:v/1:4:95 oraninda asetonitril/etanol/tris tampondan olusmaktadir. 0.003 g pNPP
tartilarak 1 ml asetonitril i¢inde ¢o6ziildii. Karisima 4 ml etanol ve 95 ml 50 mM Tris-
HCI, pH 8.0 tamponu eklenerek karigtirildi. 100 ml aktivite tamponu ile yaklagik 500
test yapilabilmektedir. Aktivite testi i¢in 50 pl hiicre st sivist mikroplaka
okuyucunun kuyularina dagitildi ve her bir 6rnege 200 pl aktivite tamponu eklenerek
37 °C’ta 30 dakika inkiibe edildi. A4os degeri mikroplaka okuyucuda (BMG Labtech,

Fluostar Omega, Germany) degerlendirildi.

60



Erlende ekspresyon calismasivla aktivitenin olciilmesi

Ebeveynlerden yliksek aktivite gdsteren mutantlar, aktivitenin dogrulanmasi
i¢cin 3. tarama basamagi olan erlen ¢alismasina alindi. % 1 ampisilin igeren 10 ml LB
besi yeri, Onceki giin biiylimeye alinan 6n kiiltiir ile asilandi. Gen ekspresyonu 0.1
mM final IPTG ile uyarildi. Belirli saatlerde 6rnek alinarak aktivite testleri yapildi.
Normalize edilen lipaz aktivitesi p-nitrofenil palmitat’in substrat olarak kullanildig:

aktivite testi ile Bolim 2.2.9.1°de anlatildig1 gibi spektrofotometrik olarak olgiildii.

2.2.10.9. Dizi Analizi Cahsmalariyla Varyant Dizilerinin

Belirlenmesi

Yapilan DNA karistirma ¢alismalarinin dogrulanmasi ve varyantlarin sahip
oldugu DNA dizisinin belirlenmesi amaciyla, Boliim 2.2.6’da anlatildigi gibi analiz
icin Ornekler hazirland1 ve niikleotit dizisi, CEQ 8000 otomatik dizi analiz sistemi

kullanilarak belirlendi.

Yapilan tarama c¢alismalar1 ve dizi analizlerinin sonunda, lipaz enzim
aktivitesi yoniinden On plana ¢ikan, L5 ve L21 ebeveyn lipazlarindan DNA
karistirma yontemiyle elde edilen L3-3 varyant1 ve ebeveyn enzimler saflastirma ve
nitelendirme calismalarina alinarak, yapida meydana gelen degisikliklerin enzim

aktivitesi lizerine olan etkileri biyokimyasal yonden irdelendi.

2.2.11. Enzim Saflastirma Cahismalari

2.2.11.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Tez ¢aligmasi kapsaminda, rekombinant ebeveyn lipaz enzimleri ve bunlardan
tiiretilen iyilestirilmis varyant saflastirma c¢alismasma alindi. Oncelikle LB besi
yerinde biiyiitiilen kiiltiirler (toplam 2 It) 4 °C’ta 7000 rpm’de 20 dakika siireyle
santrifiij edildi (TA-10 rotor, Beckman Coulter, USA). Kiiltiir siipernatani Whatman

No. 3 filtre kagidindan siiziildii. Siiziilen tist siv1 tek basamakta yapilacak ¢oktiirme
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islemi igin, % 80 amonyum siilfat ile 4 °C’ta gece boyu karistirlarak ¢oktiirmeye
birakildi. Ertesi giin bu karisim, iki esit parcaya boliinerek, 4 °C’ta 10000 rpm’de 30
dakika stireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen iist sivilar ayrilarak,
peletler -20 °C’ta saklandi. Kiiltiir iist sivisiin toplanmasindan bu asamaya kadar
olan her basamakta enzim aktivitesi ve protein miktari belirlendi. Enzim aktivitesi

Bolim 2.2.9’da, protein miktar tayini Bolim 2.2.11.4’te anlatildig1 gibi yapildu.

2.2.11.2. Kromatografi Calismalari

Coktiirme sonrasi amonyum siilfat peleti, kolon tamponu olan 50 mM Tris-
HCI tamponunda (pH 8.0) ¢6ziildii. Enzim soliisyonu ayni tamponda gece boyu
diyalize birakildi. Coziinmeyen materyaller oncelikle 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek, ardindan 0.45 um’lik filtreden (Sartorius minisart, Goettingen,
Germany) gecirilerek uzaklastirildi. Hazirlanan enzim soliisyonu 6nceden 50 mM
Tris-HCI tampon (pH 8.0) ile dengelenmis iyon degisim kromatografi kolonuna
HiPrep Q FF 16/10 (GE Healthcare, Sweden) yiiklenerek, AKTA saflastirma sistemi
(GE, Healthcare, Sweden) kullanilarak saflastirildi. Enzim elusyonu kolon
tamponuna eklenen 0-1 M NaCl lineer gradyani ile yapildi. Enzim aktivitesi Boliim
2.2.9’da anlatildig1 gibi tayin edildi. Yiiksek lipaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar
toplanarak havuz olusturuldu. Protein konsantrasyonu, BSA’nin standart olarak
kullanildig1 Bradford yontemi ile spektrofotometrik olarak 6lgiildi. Saflastirilan lipaz
enziminin molekiiler kiitlesi SDS-PAGE (% 12) yontemiyle belirlendi. Jeller

“Commasie Brillant Blue R-250” boyasiyla boyanarak goriintiilendi.

2.2.11.3. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflastirilan enzimlerin molekiiler agirliklar1 Laemmli tarafindan tanimlanan
SDS-PAGE (% 12) ile belirlenmistir (Laemmli, 1970). SDS-PAGE jeli, Tablo
2.12’de igerigi verilen, ayirma (alt jel) ve derisim jeli (iist jel) olmak tizere iki farkli

jelden olugmaktadir.
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Tablo 2.12. SDS-PAGE jel igerigi.

Ayirma Jeli (Alt Jel) Derisim Jeli (Ust Jel)

- 750 pl dH,0 - 1050 pl dH,O

- 3750 pl 0,75 M Tris HCI, pH: 8.8/ % 0.2 | - 1500 pl 0,25 M Tris HCI, pH: 6.8/ % 0.2

SDS SDS

- 3 ml Akrilamit/ Bisakrilamit (30:1) - 390 pl Akrilamit/Bisakrilamit (30:1)
- 90 ul %10 APS -60 ul % 10 APS

-6 ul TEMED -3 ul TEMED

Orneklerin Hazirlanmasi

SDS-PAGE analizi igin ornekler (15 pl) ve yiikleme tamponu (5 pl), 5 dakika
siireyle kaynatilarak hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler, kuyucuklara yiiklendikten sonra
cam plaklar1 tagiyan kaset, 1X SDS-PAGE yiirlitme tamponu ile doldurulmus
elektroforez tanki igine yerlestirildi. Jele belirteg¢ olarak, Fermentas “PAGE ruler”
yiiklendi. Yiriitme islemi, 6rnekler ayirma jeline gecene kadar 100 V’ta, gectikten
sonra 200 V’ta gerceklestirildi ve elektroforezin ardindan boyama ¢ozeltisinde

bekletildi. Sonrasinda aritma ¢ozeltisine alinarak boyanin agilmasi saglandi.

Yiikleme Tamponu: 50 mM Tris-HCI, pH 6.8, % 1 SDS, 2 mM EDTA, % 1 B-
merkaptoetanol, % 10 gliserol, % 0.002 Bromofenol blue.

5X SDS-PAGE yiiriitme tamponu: 15 g Tris baz, 72 g Glisin ve 5 g SDS, distile su

ile 1 litreye tamamland1 ve pH 8.3’e ayarlandi.

Boyama Cozeltisi: 100 ml % 10 asetik asit, 100 ml % 95’lik alkolde ¢oziilmiis %

0.25 Coomassie Blue ile hazirlandi.

Aritma Cozeltisi: % 5 asetik asit, % 50 etanol ile hazirlandi.
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2.2.11.4. Bradford Testi ile Protein Miktarimin Belirlenmesi

‘Dye Binding’olarak da isimlendirilen Bradford ydnteminde, boya olarak
Coomasie Blue G-250 kullanilmaktadir (Bradford, 1976). Coomasssie Blue G-250,
asit icinde ¢ozildiiglinde kirmizi-kahverengi bir renk olusturmaktadir. Boyanin
pozitif yiiklii proteinlere baglanmasi sonucunda ortaya ¢ikan mavi renk, 595 nm
dalga boyunda olciilerek, protein miktarinin belirlenmesinde kullanilir (Scopes,

1994).

Tez calismast kapsaminda belirlenen miktardaki enzim Ornegi eppendorf
tiiplerine alindi, distile su ile 800 ul’ye tamamlandi. 200 pl Coomasssie Blue G-250
eklenen Ornekler, alt iist edilerek iyice karistirildi. 5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda, protein igermeyen

kore kars1 okundu.

Bradford analizi icin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda, sigir serum
albumini (BSA) standart olarak kullanildi. Kalibrasyon egrisi, konsantrasyonu 2-10
png araliginda olan BSA miktarlar1 kullanilarak hazirlandi. Biitiin tiiplere 200 pl
Bradford boyasi eklendikten sonra spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda kore
kars1 okundu. Elde edilen Asgs degerlerinin, BSA miktarina kars1 yerlestirilmesi ile

cizilen grafikten elde edilen egim, protein miktarinin hesaplanmasinda kullanildu.

Toplam protein miktari: Asgs / Egim / 6rnek hacmi (ul) seklinde hesaplanir.

2.2.11.5. Enzim Nitelendirme Calismalari

Kismen saflastirilmis, iki ebeveyn ve bir varyant lipazinin sahip oldugu
Ozelliklerin belirlenmesi amaciyla nitelendirme c¢alismalari yapildi. Nitelendirme
caligmalarinda en iyi aktivitenin alindig1 ve goreceli saf bir kesimi i¢eren “Havuz 17

ile calisildi. Biitiin karakterizasyon calismalar1 3 set yapilarak degerlendirildi.
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Saflastirilan lipaz enzimlerinin optimal sicakligini belirleme deneyleri 5-55
°C arahgindaki sicakliklarda ve 100 mM potasyum fosfat, pH 8.0 tamponu
kullanilarak, bolim 2.2.9’da anlatildigi gibi standart aktivite testi uygulandi.
Belirlenen optimal reaksiyon sicakligi (37 °C), bundan sonra yapilan tiim aktivite

testlerinde kullanildi.

Lipaz enzimlerinin optimal reaksiyon pH’s1, 37 °C’ta farkli pH degerlerindeki
(4.0-11.0) 100 mM tamponlar kullanilarak tayin edildi. Kullanilan tamponlar;
sodyum asetat tamponu (pH 4.0-6.0), potasyum fosfat tamponu (pH 7.0-8.0) ve
glisin-NaOH tamponu (pH 9.0-11.0) seklindedir.

Sodyum asetat- asetik asit tamponu (pH 4.0-6.0)

200 mM sodyum asetat ve 200 mM asetik asit hazirlanir. Birbiri ile karistirilarak

istenen pH ayarlanir, 50 ml alinarak dH,0O ile 100 ml’ye tamamlanur.

Fosfat tamponu (pH 7.0-8.0)
200 mM K;HPO,4 ve 200 mM KH,PO4 hazirlanir. Birbiri ile karistirilarak istenen pH

ayarlanir, 50 ml alinarak dH,O ile 100 ml’ye tamamlanir.

Glisin-NaOH (pH 9.0-11.0)
200 mM Tris ve 200 mM NaOH hazirlanir. Birbiri ile karistirilarak istenen pH

ayarlanir, 50 ml alinarak dH;O ile 100 ml’ye tamamlanir.

Farkli pH aralifindaki tamponlarda ve 37 °C’ta standart aktivite testi
yapilarak enzimlerin optimal reaksiyon pH’s1 8.0 olarak belirlendi. Bu asamadan

sonra yapilan nitelendirme testlerinde optimal pH degerindeki tampon kullanildi.

Sicaklik kararliliginin belirlenmesinde de yine ayni sicaklik aralig1 (5-55 °C)
ve 100 mM potasyum fosfat, pH 8.0 tampon kullanildi. Saflastirilan enzimler 5-55 °C
araligindaki sicakliklarda 30 dakika bekletildikten sonra yapilan standart lipaz
aktivite testi ile kalan aktivite belirlendi. Enzimlerin 5 °C’ta verdigi aktivite degeri %

100 kabul edilerek, diger sicakliklardaki kalan aktivite degerleri hesaplanda.
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Doktora tez ¢alismasi kapsaminda 50 °C’ta yapilan daha ileri diizeyde
analizler ile enzimlerin geri doniisiimsiiz inaktivasyon orani belirlendi. Saflastirilmig
enzimler 50 °C’ta 7 saate kadar tutularak, enzimlerin yar1 Omiirlerinin (Tyy)
belirlenmesi hedeflendi. Calismada enzimler 50 °C’ta 7 saate kadar tutularak test
edildi. Bu siire zarfinda 50 °C’ta tutulan enzimlerden periyodik olarak érnek alinarak

standart lipaz aktivitesi yapildi ve sonuglar degerlendirildi.

pH kararliliginin belirlenmesi ¢alismalarinda, saflastirilan enzimler yukarida
ad1 gecen farkli pH degerlerindeki tamponlarda (pH 4.0-11.0) 4 °C’ta 1 hafta
boyunca tutulduktan sonra, pH 8.0 tamponda ve 37 °C’ta standart lipaz aktivite
testine alindi. pH 8.0’da elde edilen aktivite degeri % 100 kabul edilerek, diger
pH’lardaki kalan aktivite degerleri belirlendi.

Farkli metal iyonlarinin, deterjanlarin, organik ¢oziiciilerin ve inhibitorlerin
lipaz aktivitesine etkisi, saflastirilan enzimlerin bahsedilen ajanlar1 igeren aktivite
tamponunda 37 °C’ta 30 dakika siireyle bekletildikten sonra yapilan standart aktivite
testi ile degerlendirildi. Enzimler, yukarida adi gegen farkli ajanlarla 37 °C’ta 30
dakika siireyle yiizlestirildikten sonra, standart lipaz aktivite testine alind1 ve yalnizca
enzim iceren kontrol Ornegine goreceli % kalan aktivite degerleri hesaplandi.
Calismada; 10 mM metal iyonlar1 (FeCl,, FeCls, LiCl,, ZnCl,, NiCl,, CoCl,, ZnSQy,
BaCl,, CuCl,, FeSO,4, NaCl, KCI, MnCl,, MgCl,, CaCl,, NH;SO4, NH4AC), % 0.1 ve
% 1 deterjan (CTAB (setil trimetil amonyum bromit), sodyum deoksikolat, TritonX-
100, Tween 20, Tween 80, SDS (sodyum dodesil siilfat)), % 10 ve % 30 organik
¢oziicii (aseton, etanol, metanol, izo-propanol, izoamilalkol, DMSO (dimetil
stilfoksit), asetonitril), 1 mM ve 10 mM inhibitor (EDTA (etilen diamin tetra asetik
asit), PMSF (fenil metil siilfonil florit)) kullanildu.

Substrat 6zgiilliigiiniin belirlenmesi c¢alismalarinda ¢esitli pNP yag asiti
esterleri kullanildi. Asetik asit (Cy), biitirik asit (C4), oktanoik asit (Cg), dekanoik
asit (Cyo), laurik asit (Cy), miristik asit (Cy4), palmitik asit (C16) Ve stearik asit (Cig)
gibi yag esterlerinin kullanildigi c¢alismada elde edilen sonuglar, en yiiksek
aktivitenin alindig1 substrata gorece (PNP octanoik yag acil ester) yiizde deger olarak

belirlendi.
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2.2.12. Bacillus Lipazlarimin Modelleme Calismalari

Literatirde 3D yapisi bilinen herhangi bir Bacillus pumilus lipazi
olmamasindan dolayi, L5 ve L21 ebeveyn enzimleri ve L3-3 mutant lipazi igin iki
basamakl1 bir strateji kullanilarak homoloji modelleri olusturuldu. ilk basamakta, 3D
yapist bilinen homolog enzimler, Bacillus pumilus mutant L3-3 enzimine ait dizinin,
arastirma  i¢cin PDB  veri  bankasimi  kullanan, @ FFASO03  serverine

(http://ffas.ljcrf.edu/ffas-cqgi/cqi/ffas.pl) (Jaroszewski ve ark., 2011) yiiklenmesiyle

incelendi.

Beklendigi tizere, B. pumilus lipazlariyla (% 78), 3D yapist en yiiksek dizi
benzerligi gosteren lipazin ayni aileden gelen (Aile 1.4.) B. subtilis lipase A (PDB
ID: 116W) (van Pouderoyen ve ark., 2001) oldugu belirlendi. ikincil olarak, homoloji
modellerinin olusturulmasi basamagi, B. pumilus L5 ve L21 ebeveyn ve L3-3 varyant
lipazlarmin gen dizilimleri, kalip dizi olarak kullanilan B. subtilis lipase A lipaz ile
Phyre2 server yardimiyla “One-to-one threading” protokolii kullanilarak
gergeklestirildi (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index)
(Kelley ve ark., 2009).

B. pumilus lipaz homoloji modelleri, PyMOL (versiyon 1.2r1) (Schrodinger,
LLC) kullanilarak incelendi ve kalip olarak kullanilan B. subtilis lipase A yapisi ile
ozellikle farkliliklar i¢eren noktalar gozetilerek karsilastirildi. B. pumilus L3-3
mutant1 i¢in yapilan yapisal incelemede, 6zellikle amino asitler arasindaki etkilesim
olasiliklarma ve uyusmazlik problemlerine, 6nem verildi. Ikincil yapi tayini, DSSP
programi (Kabsch ve ark., 1983) ile hesaplandi. Yapisal figiirler PyMOL ile

hazirlandi.
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3. BULGULAR

3.1. Tez Calismasinda Kullamlan Biyolojik Materyal

Ulkemizin farkli ekolojik ortamlarindan izole edilerek tez galismasinda
kullanilan Bacillus soylari, lipaz iiretme yetenegine gore taranarak, GYTE Enzim
Molekiiler Genetigi Grubu'nun, Kizilay Pendik Tip Merkezi Mikrobiyoloji
laboratuvart ile birlikte yirittigi calismayla sahip olduklari morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikler yoniinden incelendi ve tiir isimleri tayin edildi. Yine GYTE
Enzim Molekiiler Genetigi Grubu’nca yapilan TUBITAK 1001 projesi (105T188)
kapsaminda kullanilan ¢esitli molekiiler temelli yontemlerin kullanilmasiyla daha
ileri diizeyde tanimlamalar yapildi. DNA karistirma yontemiyle elde edilen ve
aktivite yoniinden iyilesmis en iyi varyant olan L3-3, tez calismasinda kullanilan
yerel Bacillus soylar1 arasinda yer alan L5 ve L21 ile yapilan DNA karistirma
calismalariyla elde edildi. L5 ve L21 soylari, Balikesir ve Bursa yorelerinden izole
edildi ve yapilan karakterizasyon ¢alismalart sonunda bu soylarin Bacillus sp.
olduklar1 belirlendi. Bacillus cinsi bakteriler; Gram-pozitif, ¢ubuk sekilli, acrobik,
katalaz-pozitif 6zelligi gosteren bakterilerdir. Bacillus cinsinin en 6nemli 6zelligi
endospor olusturma yetenegidir. Yapilan biyokimyasal testler (Tuzlakoglu ve ark.,
2003) ve 16S rDNA gen analizleri (Issever Oztiirk ve ark., 2008) sonucunda L5 ve

L21 soylar: Bacillus pumilus olarak tanimlandi.

3.2. Secilmis Bacillus Soylarinda Lipaz Genlerinin PCR ile

Cogaltma Cahismalar:

Doktora tez ¢alismasmin ilk asamasinda lipaz enzim fretiCisi oldugu
belirlenmis yerel Bacillus soylarinin lipaz genleri, yapilan klasik ve molekiiler
temelli nitelendirme galismalarinin sonuglart ele alinarak tasarlanan primerler ile
farkli PCR kosullar1 denenerek gogaltilmaya ¢alisildi. Yapilan yonlendirilmis evrim
caligmalar1 sonucu ortaya ¢ikan mutant kiitiiphaneden lipaz aktivitesi yoniinden en

yiiksek artis1 gosteren L3-3 mutanti, LS ve L21 soylarindan tiiretildi. LS ve L21
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soylarinin yani sira tez ¢aligmasinda kullanilan diger soylarla da farkli primer ciftleri
ve PCR kosullart denenerek lipaz genleri ¢ogaltilmaya ¢alisildi. Bu calisma
kapsaminda elde edilen farkli boylardaki PCR iiriinleri, calismada kullanilan primer

ciftleri ve yerel Bacillus sp. soylar1 Tablo 3.1’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Yerel Bacillus soylarindan lipaz genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan

primer ciftleri ve elde edilen PCR iiriin boylari.

Yerel Bacillus soyu | Kullanilan primer cifti PCR iiriinii boyu
L1 Primer 21F /Primer 22R 648 bg
L3 Primer 21F /Primer 22R 648 bg
L5 Primer 21F /Primer 22R 648 bg
L6 Primer 21F /Primer 22R 648 bg
L8 Primer 20F / Primer 22R 220 bg /550 bg
L10 Primer 20F / Primer 22R 220 bg /550 bg
L13 Primer 21F /Primer 22R 648 bg
L14 Primer 21F /Primer 22R 648 bg

Primer 20F / Primer 23R 900 bg
L15 Primer 21F /Primer 22R 648 bg

Primer 20F / Primer 23R 170 bg / 700 bg
L16 Primer 20F / Primer 22R 648 bg
L21 Primer 21F /Primer 22R 648 bg

Primer 20F / Primer 23R 170 be
L22 Primer 21F /Primer 22R 648 be
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Yapilan PCR ¢alismalarinda, tasarlanan primerler; Primer 20F-22R, Primer
21F-22R, Primer 20F-23R, Primer 24F-25R, Primer 26F-27R seklindeki ¢iftler
halinde kullanildi. Primer 24F-25R (B. thermocatenulatus) ve Primer 26F-27R (B.

thermoleovolans) ciftlerinin kullanildigt PCR reaksiyonlari sonucunda 06zgiil

olmayan bir¢ok bant elde edildi. Bu nedenle bu primer ¢iftleriyle elde edilen {iriinler

klonlama ¢aligmalarina alinmadi. Diger primer ¢iftleriyle yapilan PCR reaksiyonlari

sonunda elde edilen iirlin boylar1 Tablo 3.1°de gosterilmektedir.

Lipaz genlerini tiretmeye yonelik yapilan PCR ¢alismalarinda en iyi sonuglar

Primer 21F (B. pumilus) ve 22R (B. pumilus/B. subtilis) ciftinin kullanildig
reaksiyonlarda elde edildi. Bu primer ¢iftiyle L1, L3, L5, L6, L13, L14, L15, L21,

L22 yerel Bacillus soylarindan 648 b¢ biiyiikliigiinde pargalar iretildi. Reaksiyon

sonucunda elde edilen agaroz jel profili Sekil 3.1°de verilmektedir.

1.11,
2.13,

3. L5,

4.6,

5. 100 b belirteg (1031-900-800-700-
600-500-400-300-200-100-80),

6. L13,

7. 114,

8. L15,

9. L21,

10. L22.

Sekil 3.1. 21F-22R primerlerinin kullanildigt PCR’lar sonucunda elde edilen

tirtinlerin agaroz jel profili.

Primer 21F-22R cifti ile herhangi bir PCR iiriinii elde edilemeyen diger 3
Bacillus soyu (L8, L10, L16), Primer 20F (B. subtilis) ve Primer 22R (B. pumilus/B.
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subtilis) ile gogaltildi. PCR sonras1t L8 ve L10 soylarindan 220 bg ve 550 bg, L16
soyundan ise 648 bg¢ biiyiikliigiinde PCR iriinleri elde edildi. Elde edilen PCR

tirtinlerinin agaroz jel profilleri Sekil 3.2’de gosterilmektedir.

Bunlarin yani sira 20F (B. subtilis) - 23R (B. subtilis lipE) primer ¢iftiyle
yapilan PCR c¢alismasi sonunda, L14 soyundan 900 bg, L15 soyundan 170 b¢ ve 700
b¢, L21 soyundan ise 170 bg biiyiikliigiinde triinler elde edildi. PCR reaksiyonu
sonunda elde edilen iirtinler Sekil 3.2°de gosterilmektedir. Bu soylardan aymi
zamanda Primer 21F (B. pumilus) ve 22R (B. pumilus/B. subtilis) ciftleri
kullanilarak, 648 bg biiyiikliigiinde iiriin elde edilmisti (Sekil 3.1).

Farkli biytkliikteki PCR frtinlerinin elde edildigi calismalarda istenen
saflikta tirin elde edebilmek i¢in, Tablo 2.3’de verilen primer listesinde yer alan
primerler kullanilarak ¢esitli optimizasyon c¢alismalari yapildi. Optimizasyon
caligmalarinda, farkli tutunma sicakliklari, Tagq polimeraz enzimleri, MgCl,
konsantrasyonlar1 denendi. Calismalar sonunda elde edilen en iyi verimin alindigi,
spesifik olmayan bantlardan arindirilmis en temiz PCR {iriinleri agaroz jel profilleri
degerlendirilerek belirlendi. Belirlenen kosullar gozetilerek farkli boylardaki PCR
tirlinleri toplu iiretime alindi ve bir sonraki ¢alisma olan klonlama basamagi icin

hazirlandi.
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1.L15170 bg

2.L15170 bg

3.L21 170 bg

4. 115700 bg

5. L16 648 be

6. 100 bg belirteg (1031-900-800-
700-600-500-400-300-200-100-80)
7.18 220 bg

8. L8 550 be

9.L10 220 bg

10. L10 550 bg

11.1.14 900 bg

Sekil 3.2. L8, L10, L14, L15, L16, L21 soylarindan, 20F-22R ve 20F-23R primer

ciftleriyle elde edilen PCR f{iriinlerinin agaroz jel profili.

3.3. Bacillus sp. Soylarnin Klonlama, Dizileme ve

Ekspresyon Calismalari

PCR c¢alismalar1 sonunda elde edilen 170 bg, 220 bg, 550 bg, 648 bg, 700 bg
ve 900 bg biiyiikliigiindeki PCR iiriinleri klonlama ¢aligmalar1 6ncesinde jelden izole
edilerek, yine agaroz jelde miktar tayinleri yapildi. Klonlama agamasinda
“InsTAclone PCR Cloning kit (Fermentas)” kullanildi. Klonlama ¢aligmalar1 ilk
asamada yapilan reskriksiyon endoniikleaz kesimleri ile dogrulandi. Sonraki asama
icin klonlanan farkli biiyiikliikteki parcalarin lipaz enzim dizilimlerine sahip olup
olmadiklarini kontrol amaciyla, gen dizilimleri belirlendi. Bu baglamda dizi analizi
caligmalar1 yapildi. Klon adaylarinin gen dizilimleri CEQ 8000 otomatik dizi analiz
sistemi kullanilarak belirlendi. Elde edilen veriler c¢esitli biyoinformatik araglari
kullanilarak degerlendirildi. Homoloji caligmalari BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yardimiyla gergeklestirildi. Ancak yapilan

dizi analizi ¢alismalar1 sonucunda, klonlanan alti farkli biyiikliikteki PCR

iirinlerinden yalnizca 648 bg biiyiikliiglinde olanin lipaz gen dizilimine sahip oldugu
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belirlendi. Farkli biiyiikliikteki parga tasiyan klonlar ile yapilan ekspresyon
calismasinda da, yalnizca 648 bg¢ biiyiikliigiindeki parcayr tasiyan klonlardan lipaz

aktivitesi elde edildi.

Yapilan biyoinformatik ¢aligmalar1 sonunda; L1, L3, L5, L10, L13, L14, L15,
L21 ve L22 soylarmin B. pumilus lipaz gen dizilimlerine, L16 soyunun ise B. subtilis
lipaz gen dizilimine sahip oldugu belirlendi. Yapilan biyoinformatik ¢aligmalariyla
648 bg biiyiikliigiinde parca tasiyan klonlarin lipaz-esteraz siiper aile domainini

tasidiklar1 sonucuna varildi.

Klonlanan lipaz genleri lipaz aktivitesi yoOniinden incelenmek {izere
ekspresyon caligmalarina alindi. Ekspresyon uyarimli ve uyarimsiz gergeklestirildi,
belirlenen saatlerde alinan 6rneklerle hiicre i¢i ve hiicre dis1 aktivite testleri yapildi.
Hiicre dis1 aktivite testleriyle elde edilen sonuglar, klonlanan soylarin enzimi besi
yeri ortamina salgilayabildigini gosterdi. Bununla birlikte hiicre i¢i aktivite
testlerinde de kayda deger lipaz aktivitesi belirlendi. Tez galigmasi kapsaminda elde
edilen sonuglar degerlendirilerek bir sonraki asamada ilgili lipaz genlerinin farkl bir
vektore alt klonlanmasina karar verildi. Alt klonlama ¢alismalarinda, lipaz genleri

pUCI19 (2.7 kb) ekspresyon vektoriine alt klonlamasi denendi.

Klonlama ¢aligsmalari, rekombinant plazmitlerin ilgili  restriksiyon
endoniikleazlarla kesimi ve 648 bg¢ biiyiikliikteki DNA fragmanlarinin agaroz jelde
goriintillenmesiyle dogrulandi. Yapilan ekspresyon c¢alismalariyla, alt klonlama
caligmalart sonunda klonlar, lipaz aktivitesi yoniinden de irdelendi. 10 ayr1 Bacillus

soyundan koken alan lipaz genleri, pUC19 vektoriine basariyla klonlandi.

Yapilan alt klonlama c¢aligsmalari sonras1 648 bg biiyiikliigiinde parga tasiyan,
lipaz enzim aktivitesi yoniinden taranmis ve gen dizilimleri dogrulanmis 10 klon ile
yonlendirilmis evrim ¢alismalar1 kapsaminda, DNA karistirma yontemi kullanilarak
mutant kiitiiphaneler olusturuldu. Bu kiitiiphaneler lipaz aktivitesi yoniinden artis
gosteren varyant1 bulmak amaciyla tarandi. Yapilan tarama g¢alismalar1 sonunda L5

ve L21 Bacillus pumilus soylarindan tiireyen L3-3 mutanti 6n plana ¢ikti. Tez projesi
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kapsaminda bu varyant {lizerine gidilerek, DNA yapisinda olusturulan degisikliklerin,

protein yap1 ve iglevine olan etkileri lizerinde ¢aligmalar yapildi.

Yapilan dizi analizi ¢alismalari sonucunda ebeveyn enzimlerin lipaz gen dizisi,
JX163855 (L5) ve JX163856 (L21) erisim numaralariyla GenBank veritabanina
depo edildi.

GenBank: JX163855.1
>0i|408690814|gb|JX163855.1| Bacillus pumilus strain L5 lipase gene, complete

cds
ATGAAAGTGATGTTTGTTAAGAAAAATGAGTTTGCAATTCTCATTGCGCT
TGCATTGGTGATTGGTTCAATGGCTTTTATCCAGCCGAAAGAGGTGAAGG
CGGCTGAGCATAATCCAGTTGTGATGGTGCACGGCATTGGTGGTGCCTCT
TATAACTTTTTTTCTATTAAAAATTACTTGATTGGACAAGGCTGGGATCG
AAACCAATTATATGCTATTGATTTCATAGACAAAACAGGAAATAACCGC
AACAATGGTCCGCGTCTATCGAGATTCGTCAAAGATGTGTTAGACAAAAC
GGGTGCCAAAAAAGTAGATATTGTGGCTCATAGTATGGGCGGGGCGAAC
ACGCTATATTATATTAAGAATCTAGATGGCGGCGATAAAATTGAGAACGT
TGTCACAATTGGTGGAGCAAACGGACTCGTTTCAAGCAGAGCATTACCA
GGCACAGATCCAAATCAAAAAATTCTTTACACATCCGTCTATAGCTCAGC
AGATCTTATTGTCGTCAACAGCCTCTCTCGTTTAATTGGCGCAAGAAACA
TCCTGATCCATGGCGTTGGCCATATCGGTCTATTAACCTCAAGCCAAGTG
AAAGGGTATATTAAAGAAGGACTGAACGGCGGAGGCCAGAATACGAATT
AA
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GenBank: JX163856.1
>0i|408690816|gb|JX163856.1| Bacillus pumilus strain L21 lipase gene, complete

cds
ATGAAAGTGATGTTATTTAAGAAAAAGAGTTTGCAAATTCTTGTTGCCCT
TGCCTTAGTGATAGGTTCAATGGCCTTCATCCAGCCGAAAGAAGCCAAAG
CGGCTGAGCATAATCCGGTTGTGATGGTGCATGGCATGGGTGGTGCGTCT
TATAACTTTGCTTCGATCAAACGATACTTAGTATCACAGGGATGGGATCA
AAACCAACTTTTTGTAATCGATTTCATAGACAAAACAGGCAATAACCTGA
ACAATGGCCCGAGGCTCTCTAGATTCGTGAAAGATGTACTAGCCAAAAC
GGGCGCCAAAAAAGTAGATATTGTGGCTCATAGCATGGGCGGTGCGAAC
ACGTTATACTATATTAAAAACCTAGACGGCGGAGATAAAATTGAAAACG
TCGTCACATTAGGTGGAGCAAACGGACTCGTATCACTCAGAGCATTACCA
GGCACCGATCCAAATCAAAAAATTCTTTACACTTCTGTCTATAGCTCAGC
CGATCTCATCGTCGTCAACAGTCTCTCTCGCTTAATTGGCGCAAGAAACG
TCCTCATCCACGGCGTTGGACATATCGGTCTATTAACCTCAAGCCAAGTC
AAAGGGTATGTGAAAGAAGGATTGAATGGCGGAGGACAGAATACAAAC
TAA

Klonlama c¢aligmalar1 sonrasinda yapilan dizi analizleriyle, klonlanan L5 ve
L21 B. pumilus soylarinin kromozomal DNA’larinin PCR ile ¢ogaltilarak elde edilen
acik okuma cergevesi 648 bg¢ biiyiikliigiinde bulundu. TA klonlama yontemiyle
gerceklestirilen klonlama basamaginda pTZ57R/T vektorii kullanildi. 0.65 kb
blyiikliiglindeki ORF (open reading frame) dizileme calismalar1 ile dogrulandi.
Onciil lipaz1 kodlayan 645 bg biiyiikliigiindeki parga, 215 amino asit icermektedir.
DNA translasyonu, kodlanmig enzimlerin 34-rezidiilik sinyal peptit igerdigini
gostermektedir  (SignalP 4.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). Olgun

enzimin kesilmesinden sonra, 181 amino asit rezidiisii tasiyan, yaklasik 19 kDa
molekiiler bitylikliikte bir protein olustugu belirlendi. Dizi analizi ¢alismalari, LS ve
L21 ebeveyn lipazlarin DNA diizeyinde % 85, protein diizeyinde de % 89 oraninda
benzerlik tasidigin1 gosterdi. Her iki ebeveyn lipaz, protein diizeyinde B. subtilis
lipaz A (ref) ile % 78 oraninda benzerlik gostermektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Bacillus subtilis (LipA)’nin, iki Bacillus pumilus ebeveyn (L5, L21) ve
L3-3 mutanti ile ESPript (Gouet ve ark.,, 1999) kullanilarak yapilmis dizi

“alignmenti”. LipA’nin ikincil yapist gosterilmektedir. Katalitik bolge (S77, D133,

H156) yesil liggenlerle temsil edilmektedir. Mavi kutular, L3-3 mutant dizisinin,

hangi ebeveynden tiirevlendigini gdstermektedir. Ilk capraz gecis pozisyonu 20/21 ve

23/24 rezidiileri, ikinci capraz gecis pozisyonu ise 149/150 ve 168/169 rezidiileri

arasinda yer almaktadir. Kimerik farkliliklar siyah alti ¢izili yerlerle, L3-3 nokta

mutasyonlart ise sar1 kutularla temsil edilmektedir.

3.4. DNA Karistirma ve Kiitiiphane Taranmasi

Yapilan DNA karistirma ¢alismalariyla, enzim aktivitesi yoniinden gelismis

en iyi varyant olan L3-3, B. pumilus lipaz L5 ve L21 ebeveyn genleri kullanilarak
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elde edildi. Rastgele fragmanlarin olusturulmasi basamaginda DNase I kesimi Mn?*
varliginda yapildi. DNase I ile kesim ¢alismasinda kullanilan L5 ve L21 klonlarinin
lip genlerini iceren 648 bg¢ biiyiikliigiindeki DNA fragmanlari, plazmit DNA’larin
kalip olarak kullanildigi PCR ile ¢ogaltildi (Sekil 3.4 (A)). DNase | enzimi ile kesim
asamasinda farkli DNA, enzim konsantrasyonu, farkli kesim siiresi ve sicakliklarinin
denendigi bir dizi optimizasyon g¢alismasi yapildi. DNA fragmanlarinin DNase | ile
kesilmesinin ardindan elde edilen “smear” seklindeki jel profili Sekil 3.4 (B)’de
gosterilmektedir. <70 bg¢ araligindaki fragmanlar jelden izole edilerek DNA
karigtirma  ¢alismalarinin  bir sonraki basamagi olan, reaksiyonda primer
kullanilmadan DNA parcalarinin birlestirildigi PCR ¢alismasi (PCR 1) yapildi. PCR I
sonrast “smear” goriintiisiiniin i¢inde 648 bg biyiikligiindeki parca jelde
gbzlemlendi (Sekil 3.4 (C)). DNA karistirma 1. PCR’da fragmanlar birlestirildikten
sonra, elde edilen iriiniin kullanildig1 primerli bir PCR reaksiyonu yapildi. Yapilan
bu PCR reaksiyonu (PCR Il) sonunda 648 bg biiyiikliigiinde tam boy firiin elde
edildi. Yeniden birlestirilmis fragmanlar agaroz jelde yiiriitiilerek dogru biiytiikliikteki
tam boy tiriiniin olusumu kontrol edildi (Sekil 3.4 (D)).

PCR

648 bg DNA N

DNase |
kesimi

Sekil 3.4. Bacillus pumilus L5 ve L21 klonlarinin <70 b¢ fragmanlarindan 648
b¢’lik genin yeniden eldesi. M = 100 bp DNA belirte¢ (yukaridan asagiya: 1031,
900, 800, 700, 600, 500 (»), 400, 300, 200, 100, 80 bp). (A), Lipaz genlerini
kodlayan 648 b¢ DNA fragmanlarinin, L5 ve L21°den PCR ile ¢ogaltilmasi. (B),
DNase I kesim sonrast (10 mM Mn** varliginda 25 °C’ta 11 dakika) elde edilen
“smear” goriintimii. (C), Saflastirilan fragmanlarin primersiz PCR ile birlestirilmesi.

(D), Primerlerin eklendigi kosullarda yapilan PCR II sonucu tam boy PCR iiriinii.

DNA karistirma ikinci PCR sonunda elde edilen 648 bg biiyiikliigiindeki tam

boy PCR fiiriinii i¢in klonlama ¢aligsmalarinda kullanilmak iizere daha fazla {iriin elde
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etmek amaciyla, toplu tiretim yapildi ve tiriinler jelden geri kazanildi. Hindll1-EcoRI
restriksiyon enzimleriyle kesilerek, ayni enzimlerle kesilen ve alt klonlama
caligmalarinda iyi sonuglar alinan pUC19 vektoriine klonlandi. Transformasyon
basamaginda E. coli JM109 kompetan hiicreleri kullanildi. Transformasyon sonu

elde edilen koloniler lipaz aktivitesi yoniinden tarandi.

Yonlendirilmis  evrimin ikinci basamagimi, gelistirilen mutantlarin
taranmasi/secilmesi olusturur. Yonlendirilmis evrim deneylerinde uygun tarama ve
segme yontemlerinin gelistirilmesi sinirlayict bir basamaktir. Yapilan analizlerin

hizli, tekrarlanabilir ve gilivenilir olmas1 6nemlidir.

Yapilan tiim DNA karistirma ¢alismalar1 sonunda toplam 10.000 koloni elde
edildi. 10.000 koloni, ii¢ farkli basamagin kullanildigi tarama asamasinda lipaz

aktivitesindeki artis yoniinden incelendi.

Doktora tez ¢alismast kapsaminda, LS ve L21 Bacillus pumilus soylariyla
yapilan DNA karistirma ¢alismalari sonucunda elde edilen 10.000 koloni, tribiitirin
agar petrileri, mikroplaka okuyucu ve biiylik Olcekte yapilan ekspresyon
caligmalarinin  yer aldigi 3-basamakli bir strateji ile tarandi. Elde edilen
transformanlar artan lipaz aktivitesinin belirlenmesine yonelik olarak tarandi. Ilk
tarama basamaginda tribiitirin agar petrilerinde olusan halo goriintiisiinden
yararlanildi. Ikinci basamak 96-kuyulu mikroplaka kullamlarak yapildi. Son
basamakta ise pozitif aktivite veren ornekler erlende ekspresyon calismasina alindi.

Mutant kiitiiphane lipaz aktivitesindeki artis baz alinarak tarandi (Sekil 3.5).

[lk basamakta tribiitirin agar petrilerinde tribiitirin hidroliziyle olusan agik
renkli zonlar (halo) karsilastirilarak se¢im yapildi. Transformasyon sonucu elde
edilen koloniler tribiitirin agar petrilerine aktarilarak olusturdugu zonlara gore,
yaklagik 10.000 transformanin 5500 kadarmin (% 55) lipaz aktivitesi gosterdigi
belirlendi. Her bir petride ebeveyn soylar kontrol olarak kullanildi. Bu soylarin
olusturdugu agik renkli zonlara gérece daha biiyiik ve net zon veren koloniler ikinci
basamakta yapilacak tarama ¢aligmasina alindi. Tribiitirin agar petrilerinden gozle

secilmis, ebeveyn soylara gorece daha iyi lipaz aktivitesi gosteren 350 koloni (% 3.5)
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ikinci tarama basamagi igin segildi.

DNA karistirma ile mutant kutiiphane olugturulmasi

Transformasyon

o

O Tribltirin agar 37 °C'ta 16 saat, +4 "C'ta 6 saat
E plaklarinda segim sonunda tributirin agar plaklarinda

© 10000 klon halolarin degerlendiriimesi

—

&3

(©

7)) Mikroplaka okuyucu Pozitif mutantlarin mikroplaka okuyucu
(40 ile yapilan segim ile 96-kuyulu plakada degerlendirilmesi
L | 350 klon

(©

E Erlende ekspresyon

© calismasiyla Pozitif mutantlarin aktivite artisinin erlen
"t aktivitenin olgtlmesi calismasi ile dogrulanmasi

E 16 klon ——

Sekil 3.5. Mutant kiitiiphane tarama basamaklari.

Ikinci tarama basamaginda, lipaz aktivitesi 96 kuyulu plakalar ile
kolorimetrik olarak tayin edildi. Yine bu asamada da ebeveyn soylarin kontrol olarak
kullanilmasiyla aktivite artisi dogrulandi. Bu ebeveyn soylardan yiiksek aktivite
gosteren en iyi 16 transforman segilerek {igiincli tarama asamasi igin ekspresyon

calismasina alindi.

Ugiincii tarama asamasinda ekspresyon calismalariyla, segilen varyantlarin
aktiviteleri yine ebeveyn enzimlerin kontrol olarak kullanildigi kosullarda test edildi.
Bu basamakta ilk iki basamakta segilerek belirlenen varyantlar, lipaz aktivitesindeki
artis yoniinden tekrar dogrulanmis oldu. 10.000 koloni ile baslanan ve her tarama
basamaginda siirlandirilarak irdelenen mutant kiitiiphaneden, lipaz aktivitesi

yoniinden en biiylik artis1 gésteren varyant olan L3-3 seg¢ildi.
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Ancak mutant kiitiphanenin taranmasi c¢aligmalarinda farkli yontemlerle
Olgiilen lipaz aktivite sonuglar1 bize aktivite aldigimiz varyantin dizisiyle ilgili bir
sonu¢ vermemektedir. Yapilan rastgele degisimlerin belirlenmesi ancak dizi analizi
ile belirlenebilmektedir. Aktivite calismalar1 bize {izerine daha ¢ok gitmemiz gereken
varyant1 isaret etmektedir. Bu nedenle dizi analizi ¢alismalarityla DNA karistirma
sonucunda yapida olusan degisiklikler belirlendi. Tarama g¢aligmalar1 sonunda elde
edilen en iyi varyant olan L3-3 daha ileri diizeyde irdelendi. Bu nedenle, DNA
karistirma sonucunda yapida olusan degisiklikler dizi analizi ¢alismalariyla

belirlendi.

L3-3 varyanti icin yapilan dizi analizleri sonucunda, L3-3 varyantinin 2
capraz gecis pozisyonuna sahip kimerik bir mutant oldugu belirlendi. Bu ¢apraz
gecis sonucunda, L3-3 varyanti, L5 ebeveyninden orijinlenen, orta bolgede yer alan
biiyiikk bir fragman ve L21 ebeveyninden tirevlenen kisa N— ve C-— terminal

fragmanlarindan olusur (Sekil 3.6 ve Sekil 3.3).

Kimerik farkhliklar 1 12 20 169 181
Y rYYyrw v w Y Y A Y Y Y
L5
L21
L3-3
Nokta mutasyonlar G14S V109S
A15G

Sekil 3.6. Bacillus pumilus ebeveynleri (L5, agik gri ve L21, koyu gri ile
gosterilmektedir) ve L3-3 mutant1 dizilerinin sematik gosterimi. L3-3 mutant1 dizisi
icinde gosterilen agik gri ve koyu gri bolgeler, mutant enzim dizisinin hangi ebeveyn
soydan tirevlendigini temsil etmektedir. DNA dizisindeki bolgesel homoloji
nedeniyle, L3-3 mutantinin ¢apraz  ge¢is  pozisyonlari tam  olarak
belirlenememektedir. Sekilde golgeli bolgeyle temsil edilen ilk c¢apraz gegis
pozisyonu 20/21 ve 23/24 rezidiileri, ikinci ¢apraz gecis pozisyonu 149/150 ve
168/169 rezidiileri arasinda yer almaktadir. Iki ebeveyn arasindaki kimerik
farkliliklar siyah iiggenlerle, L3-3 mutantindaki 3 farkli nokta mutasyonu siyah

cubuklarla gosterilmektedir.
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Orta fragmanda, iki ebeveyn enzim arasinda farklilik gosteren rezidiilerin yer
aldig, 11 adet kimerik farklilik gdzlemlenmektedir. Bununla beraber terminal
fragmanlarda da 3 adet farkililiga rastlanmaktadir. Ayrica, dizinin incelenmesiyle,
L3-3 varyantinin 3 nokta mutasyonu (G14S, A15G ve V109S) tasidigi, bu
mutasyonlarin ebeveyn enzimlerden kaynaklanmadigi ve B. subtilis lipaz A’nin
yapisinda da yer almadigi belirlendi. Sonug olarak, L.3-3 varyanti, L5 ebeveyninden
6 pozisyonda ve L21 ebeveyninden 14 pozisyonda farklilik géstermektedir. Yapinin

detayli gosterimi Sekil 3.6°da verilmektedir.

3.5. Ebeveyn ve Mutant Lipazlarin Saflastirma Calismalar

Doktora tez ¢aligmasi kapsaminda, DNA karistirma ¢alismalarina alinan yerel
Bacillus pumilus L5 ve L21 klonlar1 ve bu klonlardan tiirevlenerek lipaz aktivitesi
yoniinden en iyi iyilesmeyi gosteren L3-3 mutanti, sahip olduklar1 biyokimyasal
Ozellikler yoniinden incelenmek tizere saflastirilarak, nitelendirildi. Biiyiik 6l¢ekli
kiiltiirlerin 12. saatte toplandig1 saflastirma calismasinda kiltiir list sivist % 80
amonyum siilfat ile tek basamakta ¢oktiiriildii. Saflastirma asamasi iyon degisim
kromatografisinin kullanilmasi ile yine tek basamakta gergeklestirildi. B. pumilus L5
ve L21 klonlar1 ile L3-3 mutantinin saflastirma sonuglar1 Tablo 3.2’de yer

almaktadir.

Tablo 3.2. L5, L21 ve mutant L3-3 lipazlarinin saflastirma tablosu.

Toplam Aktivite Toplam Protein Ham Spesifik Aktivite Saflagtirma Verim
) (mg) (U/mg) orant (%)
L5 L21 L3-3 L5 L21 | L3-3 L5 L21 L3-3 L5 L21 | L3-3 | L5 L21 | L3-3
Lizat supernatan | 17444 | 8950 | 189104 | 143 | 148 | 151 | 122 60 1255 | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 100 | 100 | 100
(NH4)2SO4
) 13804 | 8091 | 119554 | 65.6 | 61.5 | 849 | 210 132 1409 | 1.73 | 218 | 1.12 | 79.1 | 90.4 | 63.2
¢oOktiirmesi
Iyon degisim 7339 | 4743 98624 | 6.38 | 849 | 8.96 | 1150 | 558 | 11012 | 9.43 | 9.26 | 8.78 | 42.1 | 53.0 | 52.2

Iyon degisim kromatografi basamaginin sonunda elde edilen verim, baslangig

aktivitesine gore LS igin % 42, L.21 i¢in % 53 ve L3-3 igin % 52 olarak bulundu. Her

81




ic enzim igin de spesifik aktivite artigi, yaklasik 9 kat olarak belirlendi. Bununla
birlikte elde edilen degerlerin ilgili Ornekler icin, saflastirma orani agisindan
diizeltilmesi gerekmektedir. Ciinkii saflastirma islemi tek basamakta kismi olarak
gergeklestirildi ve bu nedenle ortamdaki safsizliklarin aktivite ve protein miktar
tayinleri yoniinden sagliksiz sonuglar verebilecegi diisiiniildii. Enzimlerin saflagtirma
dereceleri, SDS-PAGE jel profilinin kullanildig1 densitometrik analiz ile hesaplandi.
Buna gore saflik, L5 i¢in % 40, L21 i¢in % 25 ve L3-3 i¢in % 60 olarak belirlendi.
Dogrulanmis spesifik aktivite Tablo 3.3’de verilmektedir. Bu sonuglar, L3-3
mutantinin Spesifik aktivitesinin, LS5 lipazina gérece 6.4 kat ve L21 lipazina gorece

8.2 kat artigin1 gosterdi.

Tablo 3.3. Saflagtirilan L5, L21 ve L3-3 mutant1 lipaz enzimlerinin spesifik aktivite

degerleri.

L5 L21 L3-3
Ham spesifik aktivite (U/mg) 1150+ 3 558 + 4 11012+ 4
Diizeltilmis spesifik aktivite 2878 +8 2238+ 16 18332+7
(U/mg)

Tablo 3.3’de, saflastirma caligmalar1 sonucunda hesaplanan ham spesifik aktivite
degerleri ve densitometrik analizlerle elde edilen dogrulanmis degerler yer

almaktadir.

Saflagtirilan enzimlerin molekiiler biiyiikliigii SDS-PAGE jel elektroforezi ile
yaklasik 19 kDa tayin edildi (Sekil 3.7). 1, 3 ve 6 numarali kuyularda sirasiyla, L5,
L21 ve L3-3 mutantinin saflastirma oncesi, 2, 4 ve 7 numarali kuyularda ise
saflastirma sonrasindaki jel profilleri goriilmektedir. Yapilan analizlerle enzimlerin
saflik dereceleri, L5 i¢in % 40, L21 i¢in % 25 ve L3-3 i¢in % 60 olarak belirlendi.
Iyon degisim kromatografisi sonunda elde edilen fraksiyonlar, lipaz enzim aktivitesi
ve SDS-PAGE jel profilleri dikkate alinarak, ¢ok saftan az safa dogru ii¢ ayr1 havuz

halinde toplandi. En iyi havuz olan havuz 1 ile nitelendirme ¢alismalar1 yapildi.
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Sekil 3.7. B. pumilus ebeveyn ve mutant lipazlarinin kismi saflagtirma sonrast SDS-
PAGE profili. 1 ve 2, L5’in iyon degisim kromatografi dncesi ve sonrast; 3 ve 4,
L21’in iyon degisim kromatografi dncesi ve sonrasi; 5, Fermentas “PAGE ruler” (10,
17 (*), 26, 34, 43, 55, 72, 95, 130 ve 170 kDa); 6 ve 7, L3-3 mutantinin iyon degisim

kromatografi 6ncesi ve sonrasi. Lipaz band1 () ile gosterilmektedir.

3.6. Ebeveyn ve Mutant Lipazlarin Nitelendirilmesi

Iyon degisim kromatografisi ile tek basamakta kismi olarak saflastirilan, klon
L5, klon L21 ve mutant L3-3 lipazlarinin, optimal sicaklik ve pH, sicaklik ve pH
kararliliginin belirlenme deneylerinin yani sira, ¢esitli metal ve tuzlar, deterjanlar,
organik c¢oziicliler, inhibitdrlerin enzimler iizerindeki etkileri incelendi. Bununla
birlikte her {i¢ii i¢in substrat 6zgiilliigli kullanilan farkli zincir uzunlugundaki pNP
yag acil esterleriyle belirlendi. Yapilan tiim nitelendirme calismalar1 en az ii¢ kez
tekrar edilerek dogrulandi. Lipaz aktivite testi Bolim 2.2.9.1°de anlatildig1 gibi
yapildi.

3.6.1. Optimum Reaksiyon Sicakhg

Farkli sicakliklarda (5-55 °C aralig1) enzim aktivitesinin dlgiilmesiyle yapilan
optimal sicaklik deneylerinin sonunda ebeveyn ve varyant lipaz enzimlerinin optimal

reaksiyon sicakligi 37 °C olarak belirlendi. Bu basamaktan sonra yapilan biitiin
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nitelendirme testleri 37 °C’ta gergeklestirildi. Optimal sicakligin iizerindeki sicaklik

degerlerinde aktivitenin hizla azaldig1 gozlendi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. Ebeveyn ve mutant lipazlarmin farkli sicakliklardaki, pH 8.0 degerinde

Olciilen kalan aktivite degerleri.

3.6.2. Optimal pH ve pH Kararhihg

Optimal pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla, farkli pH’larda (pH 4.0-11.0)
hazirlanan tamponlarla aktivite testleri yapildi. pH-aktivite profilleri hem mutant
hem de ebeveyn enzimler i¢in benzer sonuglar gosterdi ve enzimler i¢in optimal pH
degeri pH 8.0 olarak belirlendi (Sekil 3.9.). Bu asamadan sonra yapilan nitelendirme
testlerinde enzimlerin optimal aktivite verdigi pH 8.0 degerindeki tampon ile

calisildi.
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Kalan Aktivite (%)

Sekil 3.9. pH’nin enzim aktivitesi iizerine etkisi. 37 °C’ta 30 dakika sonrasinda farkli

pH degerindeki tamponlarda elde edilen kalan aktiviteler.

Enzimlerin pH kararliliginin belirlenmesi amaciyla, saflastirilan enzimler pH
degerleri Sekil 3.10°da verilen tamponlarda, 4 °C’ta 1 hafta siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyonu takiben yapilan aktivite testleri sonucunda, pH 8.0’da elde edilen deger
% 100 kabul edildi ve diger pH degerleri i¢in kalan aktivite degerleri hesaplandi.
Enzimlerin pH kararlilik testleri sonuglarinin ebeveyn ve mutant enzimler i¢in yine
benzer sonuglar verdigi gozlendi. Yapilan analizlerle pH 6.5-10.0 araliginda

enzimlerin aktivitelerinin % 80-100 oraninda koruduklari belirlendi (Sekil 3.10).

Kalan Aktivite (%)

20

pH

Sekil 3.10. pH’nin enzim kararlilhig iizerine etkisi. 4 °C’ta 7 giin 6n inkiibasyonun

ardindan farkli pH degerindeki tamponlarda elde edilen kalan aktiviteler.
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3.6.3. Sicakhik Kararhhg:

Sicaklik kararligin1 belirlemek iizere enzimlerin, reaksiyon Oncesi verilen
sicakliklarda (5-55 °C) 30 dakika bekletildikten sonra aktivite testine alindif
calismada, 5 °C’ta alinan aktivite degeri % 100 kabul edildi. Ebeveyn enzimlerin, 40
°C degerine kadar aktivitelerinin yaklasik % 80’ini korudugu, yiiksek sicakliklarda
ise aktivite degerlerini hizla kaybettikleri gozlendi. 50 °C’ta, mutant enzimin
aktivitesinin % 70’ini, L5 ve L21 lipazlarinin ise sirasiyla, aktivitelerinin ancak % 28
ve % 19’unu koruyabildikleri gézlendi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Ebeveyn ve mutant lipazlarinin farkli sicakliklarda 30 dakika o6n

inkiibasyon sonrasi, dlciilen kalan aktivite degerleri.

Daha ileri analizlerde sicaklik kararliigi 50 °C’ta geri doniisiimsiiz
inaktivasyon oraninin belirlenmesiyle yapildi. Bu ¢alisma sonunda elde edilen 50
°C’taki Tz, degerleri Tablo 3.4’te gosterilmektedir. Enzimlerin yari omriintin (Ty)
belirlenmesi testlerinde, saflastirilmis enzimler 50 °C’ta 7 saate kadar tutularak test
edildi. 7 saat siiresince aralikli olarak O6rnek alinarak lipaz aktivitesi yapildi ve
sonuglar degerlendirildi. Yapilan analizlerle 50 °C’ta mutant enzimin, ebeveyn

enzimlere gorece yaklasik 9 kat daha yiiksek kararlilik gosterdigi belirlendi.
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Tablo 3.4. Saflastirillan L5, L21 ve L3-3 lipaz enzimlerinin yarilanma Omrii

degerleri.

L5 L21 L3-3

T1/2. 50 °c (Min) 4.20+0.12 4.40+0.03 38.5+0.7

Yapilan DNA karigtirma sonucunda olusan mutant kiitliphaneler, lipaz
aktivitesindeki artis gozetilerek tarandi. Kullanilan tarama ve segme yontemlerinde,
enzim sicaklik kararliligimin artis ile ilgili herhangi bir test yapilmadi. Bu nedenle
nitelendirme calismalar1 sonunda elde edilen sicaklik kararliligindaki artis ¢aligmaya

ve yapisal yorumlara yeni bir bakis agis1 kazandirdi.

3.6.4. Metal Iyonlarinin ve Cesitli Inhibitorlerin Enzim Aktivitesi

Uzerine EtKisi

Yapilan bir diger nitelendirme ¢aligmasinda metal iyonlarinin ebeveyn ve
mutant enzim aktivitesi lizerine etkisi belirlendi. Calismada Sekil 3.12°de yer alan
metal iyonlari kullanildi. Reaksiyon dncesinde enzimlerin farkli metal tuzlariyla (10
mM) 37 °C’ta 30 dakika siireyle yiizlestirilmesinin ardindan, lipaz aktivite testinin
yapilmasiyla elde edilen veriler, metal iyonu igermeyen kontrole gore degerlendirildi.
Bu sonuglara gore, metal iyonlarinin enzimlerin aktivitesi lizerine etkisinin 1limli
oldugu ve aktivitelerin % 50-163 arasinda degistigi gézlendi. En belirgin etki CuCl;
varliginda elde edildi. Bu metal varliginda mutant enzimin aktivitesi artarken,
ebeveyn enzimlerin inhibe oldugu gozlendi. Bununla birlikte CoCl, ve FeCl;,

varliginda yine mutant enzimin aktivitesi 6nemli oranda art1 (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Farkli metal ve tuz (sol), EDTA ve PMSF (sag) varliginda elde edilen
kalan aktivite degerleri. Metal ve tuzlar 10 mM; EDTA ve PMSF 1 ve 10 mM olarak

kullanildi. Hata ¢ubuklar: standart sapmayi temsil etmektedir.

Cesitli inhibitérlerin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesinde 1 ve
10 mM EDTA ve PMSF kullamldi. Enzimler inhibitorlerle 37 °C’ta 30 dakika
stireyle ylizlestirildikten sonra lipaz aktivite testi yapildi. Yalnizca enzim igeren,
herhangi bir inhibitdr icermeyen kontrol 6rnegine gore % kalan aktiviteler seklinde
hesaplandi. EDTA’nin enzim aktivitelerini azaltict yonde bir etkisi goriilmedi.

PMSF’in ise aktiviteleri giiglii bir sekilde inhibe ettigi acikca goriildii (Sekil 3.12).

3.6.5. Deterjanlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Nitelendirme calismalarinda deterjanlarin enzim aktiviteleri lizerine etkileri
de irdelendi. Enzimler reaksiyon oncesi % 0.1 ve % 1 oranlarinda kullanilan
deterjanlar ile 37 °C’ta 30 dakika siireyle yiizlestirildikten sonra, lipaz aktivite testi
uygulandi. Elde edilen sonuglar, herhangi bir deterjan icermeyen kontrole gore
degerlendirildi. Na-deoksikolat digindaki % 1 konsantrasyondaki tiim deterjanlar
ebeveyn ve mutant lipazlar {izerinde inhibitor etki gosterdi. CTAB, Tween 20 ve
Triton X-100 varliginda mutant enzim, ebeveyn enzimlere gorece aktivitesini biiyiik

oranda korudu. % 0.1 SDS varliginda ebeveyn enzimlerin aktivitelerini neredeyse
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tamamen kaybettigi, mutant enzimin ise bu kosullarda gorece daha dayanikli oldugu

sonucuna varildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Cesitli deterjanlar varliginda, ebeveyn ve mutant lipazlarindan elde edilen

kalan aktivite degerleri. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 temsil etmektedir.

3.6.6. Organik Coziiciilerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Cesitli organik c¢oziiciilerin etkisinin irdelendigi nitelendirme g¢aligmasinda,
enzimler % 10 ve % 30 oraninda kullanilan organik ¢oziiciilerle reaksiyon 6ncesinde
37 °C’ta 30 dakika yiizlestirildikten sonra lipaz aktivite testi yapildi. Sonugclar

yalnizca enzim igeren kontrol Ornegine goreceli olarak degerlendirildi ve kalan

aktivite degerleri hesapland.

Organik ¢oziiciilerin etkisine bakildiginda % 30 etanol, izopropanol, izoamil
alkol ve asetonitril varliginda enzim aktivitelerinin oldukc¢a azaldigi gozlemlendi.
Birgok durumda mutant enzimin aktivitesini, ebeveyn enzimlere gorece yiiksek

oranda korudugu belirlendi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Cesitli organik ¢oziiciiler varliginda, ebeveyn ve mutant lipazlarindan elde

edilen kalan aktivite degerleri. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 temsil etmektedir.

3.6.7. Enzimlerin Substrat Ozgiilliigiiniin Belirlenmesi

Substrat 6zgiilliigliniin belirlenmesi i¢in yapilan deneylerde farkli zincir

uzunlugundaki (C2-C18) pNP yag agcil esterleriyle aktivite testleri yapildi. En yiiksek

aktivite degeri pNP oktanoik yag acil ester ile yapilan lipaz aktivitesi ile elde edildi.

Veriler en yiiksek aktivitenin alindig1 substrata gorece yiizde deger olarak belirlendi.

Yapilan testler sonunda ebeveyn ve mutant enzimler ¢ok kiigiik farkliliklar

ortaya koydu. Mutant lipazin, ebeveyn lipazlara gérece uzun zincirli triagilgliserolleri

az da olsa daha yiiksek oranda tercih ettigi belirlendi (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Ebeveyn ve mutant enzimlerin farkli zincir uzunlugundaki pNP yag agil

esterlerine karsi substrat 6zgilligi. C2 (asetik), C4 (biitirik), C8 (oktanoik), C10

(dekanoik), C12 (laurik), C14 (miristik), C16 (palmitik) ve C18 (stearik). En yiiksek

aktivitenin alindig1 substrata (NP oktanoik yag agil ester (C8)) gorece yiizde deger

olarak belirlendi. Hata gubuklar1 standart sapmayi temsil etmektedir.

3.7. Modelleme Cahsmalarindan Elde Edilen Yapisal

Bulgular

B. pumilus L5 ve L21 klonlar1 ile L3-3 mutant lipazi dizilerinin FFAS03
sunucusu kullanilarak gergeklestirilen analizi sonucu, bu enzimlerin yine ayni alt
aileye ait (alt aile 1.4) B.subtilis lipaz A ile en yiiksek dizi homolojisine sahip oldugu
gozlemlendi. B. pumilus ebeveyn ve mutant lipazlari, B. subtilis lipaz A’dan 38, 39
ve 40. pozisyonlarda, sirasiyla % 79, % 78 ve % 78 dizi benzerligi ile farklilik
gostermektedir. Bacillus pumilus L3-3 mutant lipaz1 (Sekil 3.16) ile L5 ve L21
ebeveyn lipazlarinin Phyre (Kelley, 2009) ile olusturulan ii¢ boyutlu modellerinden
giivenilir degerler elde edildi.
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Sekil 3.16. B. pumilus L3-3 mutant enziminin Phyre (Kelley ve Sternberg, 2009) ile
olusturulan ti¢ boyutlu modeli. Ebeveyn L.21°den tiirevlenenen N- ve C- terminal
polipeptit segmentler igerisindeki ti¢ kimerik farklilik (M12, A20 ve V169) mavi
renk ile gosterilmistir; gri renk ile gosterilen orta segment ebeveyn L5’den
tiretilmistir. G14S, A15G ve V109S nokta mutasyonlar: sar1 karbon atomlar1 olarak
belirtilmistir. Aktif bolgede bulunan S77 katalitik rezidiisii de gosterilmistir.

B. pumilus lipazlar1 ve B. subtilis lipaz A arasinda gergeklestirilen dizi
hizalama “alignment” (Sekil 3.3) ¢alismalari, hizalanan diziler arasinda herhangi bir
ekleme “insersiyon” veya bosluk “gap” bulunmadigi durumda, L3-3 ve LipA
arasinda 40 rezidii farklilig1 oldugunu ortaya koymaktadir. Gézlemlenen 40 rezidii
farkliligimmin yaklasik yarisi homolog degisimlerdir ve 35 tanesinin yan zincirleri
enzimin ylizeyinde, ¢oziiciiyle temas halinde olan kisimlarda konumlanmaktadir; geri
kalan rezidii farkliliklari ise enzimin hidrofobik “core” unda yerlesmis bulunmakta
ve en c¢ok bir metil grubu igermektedir. Enzimler arasindaki dizi farkliliklarinin
yaklagik olarak yarisinin (21 tanesi) ikincil yap1 birimleri (a-sarmallar ve B-iplikler)
icerisinde, diger yarisinin ise luplar ve 3jp-heliksler igerisinde bulundugu belirlendi.
L5 ve L21 ebeveyn enzimleri arasindaki kimerik farkliliklar ile G14S, A15G ve
V109S 06zglin mutasyonlar iizerinde oOzellikle duruldu. L3-3 mutatinda G14S
mutasyonu Phyre ile modellendi, N18 rezidiisiiniin yan zinciriyle yakin temas

kurabilecek uygun olmayan (unfavourable) bir serin yan zincir rotameri gézlemlendi;
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bundan dolayr farkli bir yan zincir rotameri segildi. Degistirilen diger rezidiilerin
hi¢birinde ciddi uyusmazlik sorunlart belirlenmedi. L3-3 mutant ile L5 ebeveyn
arasindaki ti¢ kimerik farklilik ile L3-3 mutantindaki ti¢ 6zgiin nokta mutasyonundan

asagida bahsedilmektedir.

Kimerik Farkhhklar (M12, A20 ve V169)

Alt1 rezidiidden (10-15 rezidiileri) olusan bir lupun u¢ kisminda bulunmakta
olan rezidii 12, iplik B3 ve heliks n1/aA’y1 birbirine baglamaktadir (Sekil 3.17). Bu
rezidiinlin yan zinciri ¢6ziicliye maruz kaldigindan, izoldsinin metiyonine kimerik
degisimi enzim ile substrat arasinda olusan hidrofobik ve van der Waals
etkilesimlerinin giiclenmesini sagladigi diisiiniilmektedir. Rezidi 20, heliks aA’nin
basinda, aktif merkezden 16 A uzaklikta bulunmaktadir ve ¢oziiciiyle temas halinde
olan bir yan zincire sahiptir. Bu pozisyondaki bir fenilalaninin alanine degisimi,
enzim yiizeyinin hidrofobisitesi ile yiiksek sicakliklardaki agregasyon egilimini
Oonemli oranda azaltacaktir. Rezidii 169 heliks oF igerisinde yerlesiktir; bu rezidiiniin
yan zinciri enzimin hidrofobik kisminda (Sekil 3.16) aktif merkezden uzakta
bulunmaktadir. Bu pozisyonda izoldsin valin degisimi (bir metil grubu) enzimin i¢

kisimdaki lokal katlanmanin hafifce degismesine sebep olabilecegini diistindiirdii.
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Sekil 3.17. L3-3 mutant modelin stereo figiirleri. Nokta mutasyonlart sar1 karbon
atomlar ile gosterilmektedir. Hidrojen bagi etkilesimleri mavi noktali ¢izgiler ile
temsil edilmektedir. iplik p1 ve sarmal aA’y1 birbirine baglayan B3-n1/aA lup (10-15
rezidiileri) igerisindeki nokta mutasyonlart G14S ve A15G. S14 Oy atomu, heliks
aA’daki N18’in N62 atomu ve G11’in ana zincir azot atomu ile hidrojen bagi
etkilesimine sahiptir. G110 ve G14N arasindaki B-doniis hidrojen bagi etkilesimleri
ayrica gosterilmektedir. B3-nl/aA lupu substrat baglayici yarigin bir tarafinda,
substratin “leaving group”unun baglanabilecegi kisimda bulunmaktadir. Aktif
bolgenin bu kismimi ¢evreleyen bazi rezidiiler (1157, L160) ve niikleofilik serin
rezidiisii (S77) “stick representation” olarak gosterilmektedir. Oksianyon deliginin

bir kismin1 olusturan rezidii M12’nin ana zincir azot atomu asterisk ile gosterilmistir

(*).

Nokta Mutasyonlar1 (G14S, A15G ve V109S)

Rezidi 14, B3-nl/aA lup (10-15 rezidiileri) iginde substrat baglayic yarigin
bitisiginde bulunmaktadir (Sekil 3.17). Bu bdolgeye serin yan zinciri giriginin, ana
zincir torsiyon agis1 (¢ = -86°, y = -171°) iizerine bir etkisi olmamakla birlikte, bu
eklenti lokal ylizey polaritesini artirdi. Ayrica bu durum lup igerisinde iki yeni

hidrojen bagmin kurulmasi ihtimalini giliglendirmektedir. G11’in ana zincir azot
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atomu ve N18’in No62 atomu ile G11’in ana zincir oksijen atomu ile S14 ana zincir

azot atomu arasindaki -doniis hidrojen bag1 etkilesimi korunmaktadir.

Rezidii 15 mutasyonu, B3-nl/aA lupuna (Sekil 3.17) iglincii bir glisin
rezidiistiniin girisine neden olmaktadir. Ebeveyn B. pumilus enzimlerinde (B. subtilis
LipA oldugu gibi), 15. pozisyondaki alanin yan zinciri ¢dziicliye dogru uzanmakta,
substrat baglayici yarigin kenarinda Y17°nin yan zinciri ile hidrofobik yiizey
“patch”i kurmaktadir. L3-3 mutant enziminde metil grubunun yoklugu lokal yiizey
hidrofobisitesini diisiirmektedir. Rezidii 109 enzimin yiizeyinde, 310 heliks n4’in
devaminda konumlanmaktadir (Sekil 3.18). B pumilus ebeveyn lipazi L5 ve L21’in
her ikisinde de 109. rezidii valindir ve bu rezidiiniin bir serin ile degisimi lokal ytlizey
hidrofobisitesini azaltmaktadir. Serin hidroksil grubu ayrica, B. subtilis lipaz A’da
karsilig1 olan treonine benzer sekilde iki hidrojen baginin kurulmasini saglamaktadir.
Rezidii A81’in (heliks aC igersindeki) ana zincir oksijen atomu ile birinci, heliks
aB’nin N-terminal rezidiisi N48’in N&2 atomu ile de ikinci hidrojen bagini

olusturabilir.
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Sekil 3.18. L3-3 mutant modelin stereo figiirleri. Nokta mutasyonlar1 sar1 karbon
atomlart ile hidrojen bagi etkilesimleri mavi noktali gizgiler ile gosterilmektedir. (b)
V109S nokta mutasyonu; yan zinciri, heliks aB’nin N-terminal rezidiisii olan N48’in
N2 atomu ve AS81’in (heliks aC igindeki) ana zincir oksijen atomu ile direkt
hidrojen baglar1 kurmaktadir. Uzun oB heliksi yalnizca S56 ve D91 arasinda bir
direkt hidrojen bagi kurabilmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Enzimler tiim canli hiicrelerde reaksiyonlar1 yoneten, organizmalarin
yasamasini ve ¢ogalmasii saglayan, gida, deterjan, ecza, tekstil, kagit, deri ve
kozmetik gibi bircok endiistriyel alanda kullanilan katalizorlerdir. Enzimlerin
kullanimi, endiistriyel anlamda O6nemli oranda maliyeti diigiiren bir etki gosterir.
Bir¢ok uygulama alaninda yaygin olarak kullanilan enzimler, ticari olarak
retilebilmektedir. Enzimler, hiicrelerdeki 6zgiil biyokimyasal reaksiyonlardaki
gorevlerinin yani sira kimyasal katalist olarak da kullanilmaktadirlar. Toksik
atiklarin azalmasina yardimci olan enzimler biiyiik 6lgekteki liretim proseslerinde de

etkin olarak gorev almaktadirlar (Beilen ve Li, 2002; Jaeger ve ark., 2002).

Enzimler olusumu milyonlarca yil alan biyolojik evrimin {irlinleridir. Sahip
olduklart olagandig1 o6zgiillik ve katalitik giic gibi Ozelliklerinden Otiirli dnemli
biyomolekiillerdir. Enzimlerin kullanildig1i  prosesler ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. Bakteri ve oOkaryotik organizmalar tarafindan {iretilen enzimler,
birgok biyoteknolojik uygulama alaninda etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Enzimler
genel olarak, oda sicakliginda sulu ortam, atmosferik basing ve nétral pH gibi 1liml
kosullar altinda calisirlar. Endiistriyel anlamda 6nem tasiyan enzimler genellikle
mikrobiyal kokenlidir. Endiistriyel enzim pazarinda en 6nemli yeri, proteaz, lipaz,
amilaz ve esteraz gibi hidrolitik enzimler almaktadir. Kimyasal proseslere goreceli
olarak, enzim kullanilan siireclere olan ilginin artmasinin nedenleri arasinda,
enzimatik reaksiyonlarin yiliksek 6zgiilliigii ve kullanilan 1limli reaksiyon kosullar

sayilabilir (Pandey ve ark., 1999; Houde ve ark., 2003; Sharma ve ark., 2001).

Endiistriyel anlamda biiyiilk O6nem tasiyan lipazlar (triagilgliserol
acilhidrolazlar, EC 3.1.1.3), gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden tiirevlenen
esterlerin, sentez ve hidrolizini kataliz eden enzimlerdir. Lipazlarin aktif
bolgelerinde, Ser-Asp/Glu-His dizisini igeren korunmus, katalitik bir tiglii bulunur.
Bu yapr1 serin proteazlarda da ayni niteliktedir. Serin rezidiisii iyi korunmus Gly-X-
Ser-X-Gly motifinde yer alir. Lipazlarin, {i¢ boyutlu yapilar1 o/p-hidrolaz ailesi i¢in

tipik olan o/B-hidrolaz katlanmasi1 gosterir (Jaeger ve Reetz., 1998; Sharma ve ark.,
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2001; Gupta ve ark., 2004). Bakteriyel ve fungal orijinli mikrobiyal lipazlarin ticari
kullanimi, bir¢ok farkli uygulamayi kapsamaktadir. Bu enzimler deterjan ve gida
endiistrisinde énemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte lipazlar, kagit endiistrisi,
farmasotik endiistri, sentetik organik kimya gibi diger uygulamalarda da
kullanilmaktadir. Lipazlar {lizerindeki biiylik ilginin nedeni bu enzimlerin sahip
oldugu enantiyo segicilik, bdlge secicilii ve genis substrat Ozgilliigl gibi
ozelliklerdir (Gupta ve ark., 2004; Jaeger ve Eggert, 2002; Reetz, 2002).

Biyoteknolojik uygulamalarda sik¢a kullanilan bakteriyel ve fungal kaynakli
lipazlarin yani sira, bu enzimler ¢esitli bitki ve hayvanlar tarafindan da iiretilirler ve
yeryiizii flora ve faunasinda genis bir yere sahiptirler (Pandey ve ark., 1999; Gupta
ve ark., 2004).

Doktora tez calismasi kapsaminda, GYTE Enzim Molekiiler Genetigi
Grubunun daha 6nce yaptigi calismalarla Balikesir (Gonen Dag Ilicasi) ve Bursa
(Yeni Kaplica) yoresinden izole edilen, lipaz aktivitesi yoniinden taranan Bacillus sp.
L5 ve L21 soylar1 biyolojik kaynak olarak kullanilmistir. Bu soylarin
tiplendirilmesinde, ilk basamakta sahip olduklar1 morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklere gore klasik tiplendirme caligmalar1 yapilmis ve olasi tiir isimleri tayin
edilmistir (Tuzlakoglu ve ark., 2003). Daha ileri diizeyde tiplendirme calismalari,
TUBITAK 1001 projesi (105T188) kapsaminda molekiiler temelli birgok yontem
kullanilarak gerceklestirilmistir (Issever Oztiirk ve ark., 2008). Yapilan klasik ve
molekiiler temelli tiplendirme c¢aligmalar1 sonunda L5 ve L21 soylar1 Bacillus

pumilus olarak tanimlanmistir.

Bacillus cinsi, ekonomik iiretim kapasitesine sahip, kolay ve yiiksek hizda
tireyen, farkli karbon ve nitrojen kaynaklarini kullanabilen, yiiksek verimde {iriin
olusturan bakterilerdir. Bulundugu kiiltiir ortamina hiicre dis1 enzim salgilayabilme
yetenegine sahiptirler. Tim bu o6zelliklerden otiirii, Bacillus cinsi biyoteknolojik
olarak biiylik 6nem tagimakta ve bir¢ok endiistriyel siire¢ icin enzim kaynagi olarak

etkin bir bi¢imde kullanilmaktadir (Sneath, 1986; Harwood, 1992).
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Bakteriyel lipolitik enzimler endiistriyel anlamda biiyiikk 6neme sahiptirler.
Bu enzimlerin gercek lipazlar (E.C.3.1.1.3) olarak simiflandirilmasinda iki kriter
kullamilir. Ilk kriter; enzim, su-yag ara yiizeyinde aktif olmalidir ve aktivite
emiilsifiye trigliserit substrat varliginda artmalidir. Bu fenomen “interfacial
activation” (yiizeyleraras: aktivite) olarak tanimlanmaktadir (Verger, 1997). Ikinci
Kriter; enzim, bir kapaga “lid” sahip olmalidir. Bu kapak yapisi proteinin yiizey lupu
olarak tanimlanir ve gorevi aktif bolgeye erisimi kontrol etmektir (Holmquist, 2000).
Ancak bu iki kriterin siniflandirma i¢in uygun olmadigi gergegi ortaya c¢ikmustir.
Ciinkii yapilan c¢aligmalarda B. subtilis lipaz A ve Fusarium solani kiitinaz gibi
enzimlerin kapak yapisina sahip olmadiklar1 ve ylizeyleraras1 aktivite
gostermedikleri belirlenmistir (Martinez ve ark., 1994; Pouderoyen ve ark., 2001).
Glinlimiizde lipazlar, uzun zincirli agil gliserollerin hidrolizini katalizleyen
karboksilesterazlar olarak tanimlanmaktadir. Ag¢il zincir uzunlugu 10 karbon
atomundan daha uzun olan gliserol esterler, lipaz substratlar1 olarak kabul edilirler

(Jaeger ve ark., 1999).

Birgok lipaz enzimi kapak olarak nitelendirilen yapisal bir 6zellige sahipken,
B. subtilis LipA bdyle bir yapr icermemektedir. Bu nedenle de aktif bdlge solvente
maruz kalmaktadir. B. subtilis 168 Lipaz A (LipA), yiizeylerarasi aktivite
gostermemesi ve bir kapak yapisi igermemesinden dolayr 6zel bir ilgi gérmektedir.
181 amino asit rezidiisinden olugan, 19 kDa molekiiler bilyiikliige sahip LipA,
minimal o/f katlanmasi gosteren enzimlerdendir. Fusarium solani kiitinaz1 da ayni

ozellikleri tasimaktadir (Pouderoyen ve ark., 2001; Boersma ve ark., 2008).

Bakteriyel lipazlar sahip olduklari amino asit dizi homolojisine gore
tanimlanirlar. Sekiz farkli aile altinda guruplandirilmislardir. Gergek lipazlar: igeren
Aile |, Pseudomonas lipazlari, Bacillus ve Staphylococcus lipazlarini igermektedir.
Ikinci grup yani Aile II, geleneksel pentapeptit (Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly) yapis1 yerine
Gly-Asp-Ser-(Leu) motifine sahiptir.  Streptomyces scabies, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium lipazlarini bu gruba 6rnek verebiliriz. Aile I1I’e
baktigimizda Streptomyces albus ve Moraxalla lipazlarini gérmekteyiz. Aile IV
tiyeleri, memeli hormona duyarli olan lipazlarla biiyiik oranda dizi homolojisine

sahiptirler. Aile V’te, mezofilik bakterilerin yani sira soguga dayanikli ve sicakta
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yasayabilen bakteriler yer almaktadir. Aile VI, molekiiler agirlig1 23-26 kDa olan en
kiiglik esterazlar olarak bilinirler. Aile VII’de ise daha biiylik molekiiler agirliga
sahip bakteriyel esterazlar1 gormekteyiz. Son olarak Aile VIII’i olusturan ii¢ enzim,
yaklasik 380 amino asit uzunlugundadir ve degisik C siifi B-laktamazlara biiyiik
oranda benzerlik gosterirler (Arpigny ve Jaeger, 1999).

Tez calismasinda biyolojik kaynak olarak kullanilan Bacillus pumilus L5 ve
L21 soylarinin trettigi lipazlar, Pseudomonas, Bacillus ve Staphylococcus gibi
gercek lipazlarin yer aldigi Aile I iginde simiflandirilirlar. Yapilan dizi analizi
calismalariyla elde edilen veriler cesitli biyoinformatik araglar kullanilarak
degerlendirilmis ve L5 ile L21 B. pumilus soylarinin lipaz gen dizilimlerinin ayni aile
(Aile 1) i¢inde yer alan ve 3 boyutlu yapisi ¢6ziilmiis olan B. subtilis Lip A ile
karsilastirma ¢alismalari yapilmistir. Her iki ebeveyn lipaz enziminin B. subtilis lipaz
A (Pouderoyen ve ark., 2001) ile protein diizeyinde % 78 oraninda benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.

Bakteriyel lipazlar sekiz aileye ayrilmig olsalar da yliksek yapisal homoloji
gostermektedirler. Aydinlatilan farkli {i¢ boyutlu yapilarin tiimiinde o/f hidrolaz
katlanmasi1 adi verilen karakteristik bir katlanma modeline (Sekil 4.1) rastlanmistir
(Ollis ve ark., 1992).

Nucleophile Acid Histidine

T K

B1 B2 B3 aA P4 oB B5 oC B6 oD P7 oE P8 oF

Sekil 4.1. o/p hidrolaz katlanmasinin sematik gosterimi.
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Lipaz g¢ekirdegi, alt1 taneye varan a-sarmal ile birbirine baglanan sekiz kadar
farkli B-ipligin olusturdugu merkezi f-tabakayi icermektedir. Aktivite, genellikle bir
serin, bir aspartat (ya da glutamat) ve bir histidinin bu sirayla dizilmesiyle olugsmus
bir katalitik tigliiye dayanmaktadir. Serin rezidiisii gogu zaman Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly
korunmus pentapeptidinde bulunmaktadir ve niikleofilik dirsek adi verilen
karakteristik P-doniis-a-motifi ortaya ¢ikmaktadir. Substratin hidrolizi, serin
rezidiisliniin ester bagiin karbonil karbon atomuna niikleofilik atagi ile baglayarak,
ana zincir azot atomlar: ile hidrojen baglar1 kurmasiyla stabilize olan tetrahedral ara
iiriin olusumu ile devam etmektedir. Bu rezidiiler, katalizlenen tepkimenin gegis
fazin1 stabilize eden hidrojen bagi donorlerinin uzaysal dizilimleriyle olusan ve
oksianyon oyugu adi verilen yapiyr olusturmaktadir. Bir alkoliin serbest
birakilmasiyla olusan agil-lipaz kompleksi, yag asitinin serbest birakilmasi ve

enzimin rejenerasyonu ile hidrolize olur (Holmquist, 2000; Jaeger ve Reetz, 1998).

Endiistriyel olarak kullanilan ¢ogu lipaz enziminin aktivasyon igin spesifik
saperonlara ihtiyag duymasi, heterolog konakg¢ilarda ifade edilmelerini
zorlagtirmaktadir. Homolog bir konakg¢inin kullanimi ise, pek ¢ok soyun ( “generally
recognised as safe” (GRAS) ) niteligi tasimayan organizmalar olmasindan dolay1
genellikle tercih edilmemektedir. Ancak Bacillus subtilis lipaz A enzimi 6nemli bir
istisnadir, O0zgiil saperonlara gereksinimi yoktur ve bir GRAS organizma olan

Bacillus’da yiiksek oranda iiretilebilmektedir (Pouderoyen ve ark., 2001).

Bir gram pozitif bakteri olan Bacillus subtilis, aralarinda lipaz A (LipA) ve
lipaz B (LipB) olmak iizere iki lipolitik enzimin de yer aldigi bir kag ekstraseliiler
enzim lretebilmektedir (Eggert ve ark., 2001). LipA geni ilk kez 1992°de Dartois ve
arkadaslar1 tarafindan homolog konak¢iya klonlanarak dizilenmistir. Kiltiir st
stvisindan enzimin saflastirilmast sonucu bu enzimin 181 amino asitten olustugu ve
19.3 kDa molekiiler agirliginda oldugu belirlenmistir (Dartois ve ark., 1992). Dikkat
cekici bicimde bu enzimin G-X-S-X-G korunmus pentapeptidinin birinci

pozisyonunda glisin yerine bir alanin bulundugu belirlenmistir.
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LipA’nin alkali pH’da pH 12.0 degerine kadar maksimum kararliliga sahip
oldugu ve optimal pH’sinin pH 10.0 oldugu gbzlemlenmistir. Katalitik ti¢liisii S77,
D133 ve H156’dan olugsmaktadir. Enzim p-nitrofenil esterleri hidroliz edebilmekte,
oncelikli olarak kaprilat esterlere yonelmektedir (Pouderoyen ve ark., 2001; Dartois
ve ark., 1994; Lesuisse ve ark., 1993).

B. subtilis Lip A’nin yapisina ve tasidigi ozelliklere bakildiginda bir ¢ok
noktada, L3-3 mutant1 ile benzerlikler tasidig1 kanisina varilmistir. Bu durumda elde
edilen en biiyiik avantaj, B. subtilis Lip A’nin kristal yapisinin aydinlatilmis olmasi
ve bu nedenle de L3-3 hakkinda daha detayli tespitlerde bulunulabilmesidir.

GYTE Enzim Molekiiler Genetigi Grubunun yaptig1 klasik ve molekiiler
tiplendirme ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilerden, lipaz kodlayan genlerin
cogaltilmast  calismalarinda  kullanilan  oligoniikleotitlerin  tasarlanmasinda
yararlanilmigtir. Genomik DNA izolasyonunun ardindan, bu primerler yardimiyla
lipaz genleri ¢ogaltilarak, “InsTAclone PCR Cloning kit (Fermentas)” kiti yardimiyla
TA klonlama yapilmistir. Tez calismasinin biyolojik kaynagini olusturan yerel
Bacillus sp. soylart primerler ile farkli PCR kosullarinda ¢ogaltilmistir. PCR
calismalanyla elde edilen 170 bg, 220 bg, 550 bg, 648 bg, 700 bg ve 900 bg
biyiikliigiindeki PCR iriinlerinin  klonlanmas1 asamasinda “InsTAclone PCR

Cloning kit (Fermentas)” kullanilmistir.

TA sistemi ile klonlama, arastirma laboratuvarlarindaki kullanimlarinin yani
sira, ticari anlamda da siklikla kullanilan bir stratejidir. TA klonlama, Tag DNA
polimerazin terminal transferaz 6zelliginden yararlanan bir sistemdir. Bu sistem PCR
tirtinlerinin klonlanmasinda kullanilan en etkili yontemler arasinda anilmaktadir.

Literatiirde bu yontemle yapilmis, bircok klonlama calismasina rastlanmaktadir

(Palatinszky ve ark., 2011; Peng ve ark., 2007).

Tez projesi kapsaminda yapilan klonlama g¢alismalari, ilk asamada yapilan
restriksiyon endoniikleaz kesimleri ile dogrulanmistir. Klon adaylariin niikleotit

dizisi, CEQ 8000 otomatik dizi analiz sistemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
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NCBI GeneBank veritabanindaki sonuglarla karsilastirilarak klonlar dogrulanmistir.
Biyoinformatik caligmalari sonucunda, klonlanan alt1 farkli biyiiklikteki PCR
tirlinlerinden yalnizca 648 bg biiyiikliiglinde olan parcanin lipaz gen dizilimi tasidigi
belirlenmistir. Sonrasinda yapilan ekspresyon c¢alismalariyla da yalmizca 648 bg
biiyiikliigiindeki parcayr tasiyan klonlarin lipaz aktivitesi verdigi dogrulanmistir.
Calismalarda hiicre dist ve hiicre icinden almman O&rneklerde lipaz aktivitesi

bulunmustur.

TA klonlamay: takiben, 648 bg¢ biiyiikligiindeki lipaz genleri pUC19
ekspresyon vektoriine alt klonlanmigtir. Yine bu klonlama ¢alismasi, RE kesimleri ve
ekspresyon calismalar1 ile dogrulanmistir. pUC19 vektoriine yapilan klonlama
sonucunda, hiicre i¢inde kalan enzim miktari neredeyse ihmal edilebilir bir diizeye
gerilemistir. Lipaz geninin bu vektor tizerindeki ifadesinde, enzimi tamamen besi

yerine salgiladigi saptanmaistir.

Doktora tez g¢alismasinda iki farkli ligasyon bagimli klonlama ydntemi
kullanilmigtir. Bunlar ilk asamada kullanilan TA klonlama ve ikinci asamada (alt
klonlama) kullanilan yapiskan u¢lu klonlamadir. Alt klonlama g¢alismasi, secilmis
klonlarla yapilacak protein ekspresyon calismalari icin pUC19 vektorii kullanilarak
yaptlmistir. Yapigkan uclu klonlamada, ilgili resktriksiyon enzimleriyle kesim
sonrast PCR {iriinlerinin uglarinda yapiskan uglar olusturulur ve kesilmis PCR

tirtinleri ile vektorler birlestirilebilir (Guo ve Bi, 2002).

pUC19 klonlamada yaygin olarak kullanilan bir E. coli vektoriidiir. Halkasal,
cift iplikli, 2686 baz cifti uzunlugundaki plazmit, pMBI1 replikasyon orijini tasir ve
pBR322’den tiirevlenmistir. Yiiksek kopya sayisindan dolay1 klonlamada oldukga sik
tercih edilen pUCI19, segici belirteg olarak ampisilin direng geni tasir (Yannish-
Perron ve ark., 1985).

Doktora tez projesi kapsaminda mutant Kkiitiiphanelerin hazirlanmasi
caligmalarinda, bir yonlendirilmis evrim yaklasimi olan “DNA shuffling” DNA

karistirma, yontemi kullanilmistir. Bu yontem son yillarda enzimlerin 6zelliklerinin
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iyilestirilmesinde etkin bir bigimde kullanilmaktadir. Lipaz gen dizilimleri
dogrulanmis, enzim aktivitesi yoniinden taranmis, 648 bc¢ biylikliigiindeki gen
parcasini tastyan 10 farkli klon, DNA karistirma caligmalarina alinarak mutant

kiitiiphaneler elde edilmistir.

Enzimlerin biyokatalizde kullanimlar1 ¢ogu zaman katalizledikleri dogal
tepkimeler yerine dogal olmayan substratlarin kullanimina dayanmaktadir. Bununla
birlikte reaksiyon sistemi, enzimin dogada evrildigi ortamda oldugu seklinden biiyiik
Olctlide farklilik gosterebilmektedir. Bu ylizden aktivite, kararlilik, substrat 6zgiilligi
ve enantiyosegiciligin 1iyilestirilmesi ihtiyaci olduk¢a sik ortaya ¢ikmaktadir
(Borncheuer, 2005; Dalby, 2003). Enzimlerin yapi-islev iligkileri tizerinde derin bilgi
gerektiren bir teknik olan akile1 tasarim, yeni enzim oOzellik ve islevlerinin
olusturulmasinda basvurulan bir yontemdir. Son yillarda, yabanil tip enzimlerin
endiistriyel  biyokatalizorler olarak  kullanimlarinin =~ 6niindeki  sinirlamalarin
giderilmesi amaciyla etkin bir yontem olarak yonlendirilmis evrim ortaya ¢ikmistir
(Farinas ve ark., 2001; Arnold ve Moore, 1997). Bu yontemde, yap1 bilgisine ihtiyag
duyulmadan enzimin o6zellik ve islevleri kolaylikla diizenlenebilmektedir.
Yonlendirilmis evrim yontemi ile bir takim enzimlerin karakteristikleri

degistirilmistir (Johannes ve Zhao, 2006).

Glinlimiize degin baslangic genlerinde mutasyonlar olusturmak i¢in ¢ok
cesitli stratejiler gelistirilmistir. Farkli molekiiler kiitiiphanelerin olusturulmasina
yonelik yontemler ise gesitlenmeye devam etmektedir. Bunlar nokta mutasyonlarini
temel alanlar ve rekombinasyona dayananlar olmak iizere iki gruba
ayrilabilmektedir. Oligoniikleotide yonlendirilmis randomizasyon ve hataya egilimli
PCR birinci kategorideki yoOntemlere Ornek olarak verilebilir. Kural olarak bu
yontemler, belirli bir pozisyonda 20 farkli amino asidin tiimiinii i¢eren bir mutant
kiitiiphanesinin olusturulmasini saglamaktadir (Wong ve ark., 2006; Wang ve ark.,
2006). Rekombinasyondan kdken alan ikinci yontemde ise, DNA’nin kesilip tekrar
birlestirilmesi yoluyla yeni kombinasyonlar ortaya cikarilmaktadir. DNA karigtirma
yontemi farkli genlerdeki yararli mutasyonlarin biriktirilmesine izin vermektedir

(Stemmer, 1994).
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Gegtigimiz son yillarda enzimlerin sahip olduklar1 biiylik endiistriyel
potansiyel acik bigimde anlagilmistir. Enzimler siradisi ozgiillikkleri ve katalitik
kuvvetleri ile en ¢ok One ¢ikan biyomolekiiller arasindadir (Kaur ve Sharma, 2006).
Belirli enzimatik transformasyonlarin 6zgiilliikleri ve segicilikleri (enantiyo- ve
bolge-) bunlari ince kimyasallarin ve farmasotik ara triinlerin tiretimi igin elverigli
kilmaktadir. Bugiine kadar genis g¢esitlilikteki uygulama alanlarinda enzimler
kullanilarak 500’den fazla iiriiniin {iretimi gergeklestirilmistir. Bununla beraber pek
¢ok durumda dogal enzimler, dogal evrim siiregleri boyunca endiistriyel prosesleri
hizlandirmaktan ¢ok, baska bir amaca hizmet ettiklerinden dolayi, kullanildiklari
uygulama alaninda gerekli olan tiim nitelikleri tagimamaktadirlar. Yonlendirilmis
evrim, bu sinirlamalar1 asmak igin enzimlerin 6zelliklerinin siirecin gereksinimlerine
adapte edilmesinde kullanilan giiglii ve ¢ok amacgh bir ara¢tir. Bu yontemle, evrim
deney tiipiinde tekrar ederek, hedeflenen 6zelliklere sahip iyilestirilmis varyantlarin
belirlenmesi i¢in mutagenez ve rekombinasyon ile se¢im veya taramayi
birlestirmektedir. Enzim 06zellik ve islevlerinin yap1 bilgisine ihtiya¢ duyulmadan
kolaylikla diizenlenebilmesi bu yontemin baslica avantajidir. Teknik, temelde iki
basamaktan olusmaktadir; birincisi, enzimi kodlayan genlerin mutagenezidir.
Proteinin arzulanan 6zelliginde iyilesme gosteren varyantin bulunabilecegi genislikte
bir varyant kiitiiphanesinin olusturulmasi i¢in baslangic geninde yeterli ¢esitlilik
olusturulmalidir. ikinci olarak, varyantlar arzulanan 6zelligi tasimalar1 acisindan
incelenirler veya bir sonraki yonlendirilmis evrim turu icin kaynak olarak
kullanilirlar (Bornscheuer, 2005; Dalby, 2003). Bundan dolayr yonlendirilmis
evrimin nihai amaci tekrarli mutagenez ve identifikasyon ile iyilestirmelerin
biriktirilmesidir ~ Yonlendirilmis evrim yontemi ile bir takim enzimlerin
karakteristikleri basarili bir sekilde degistirilmistir (Johannes ve Zhao, 2006; Kaur ve
Sharma, 2006).

Doktora tez calismasinda yonlendirilmis evrim yaklagimlarindan biri olan
DNA karistirma ile mutant kiitiiphaneler olusturulmus ve bu kiitiphaneler artan lipaz
enzim aktivitesi yOniinden taranmistir. Bu yontemde, rastgele fragmanlarin
olusturulmasi i¢in yapilan DNase I kesimi, Lorimer ve Pastan tarafindan 1995°de
yapilan bir ¢alismada yer aldig1 gibi Mn?* varliginda gergeklestirilmistir (Lorimer ve

Pastan, 1995). Bir sonraki agama olan DNA karistirma basamaginda ise Stemmer
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metodu izlenmistir (Stemmer, 1994). “Self-reassembling” PCR iiriinii, dilue edilerek,
tam boy PCR iiriiniiniin elde edilecegi PCR ¢aligmasinda kalip olarak kullanilmistir
(Zhao ve Arnold, 1997).

DNase I ile DNA fragmanlarinin rastgele kesilmesi asamasinda birgok
optimizasyon c¢alismasi gerceklestirilmistir. Bu calismalarda farkli enzim ve DNA
konsantrasyonlar1 ile rastgele fragmanlar olusturulmustur. Ayrica enzim kesim
sicakligi ve kesim siirelerinde de bir¢ok parametre denenmistir. Tiim bu ¢alismalar
biiyiik 6lgekte DNA gereksinimi dogurdugu igin, ¢alismalarda plazmit DNA yerine,
plazmit DNA {izerinden PCR araciligiyla ¢cogaltilan DNA’lar kullanilmistir.

Ilgili DNA’larin, DNAse 1 ile rastgele kesilmesinin ardindan elde edilen
fragmanlar jel elektroforez yontemiyle ayrildiktan sonra, jelde “smear” seklinde bir
profil gézlenmistir. Bir belirteg esliginde yiiriitiilen fragmanlarin <70 bg araligindaki
bolimi jelden izole edilmistir. Sonrasinda primersiz (PCR 1) ve primerli (PCR 11)
olarak iki farkli PCR asamasindan gegilmistir. PCR 1 ile, DNase | kesimi sonucunda
olusan fragmanlar birlestirilmekte, PCR Il ile tam boy iiriin elde edilmektedir. Her
asama Orneklerin agaroz jel profilleriyle degerlendirilmistir. PCR II sonucu elde
edilen tam boy PCR iirlinii yine gesitli asamalardan gegirilerek pUC19 vektoriine
klonlanmistir. Transformasyon adiminda kompetan hiicre olarak E. coli JM109
kullanilmigtir. Elde edilen koloniler tarama basamaginda artan lipaz enzim aktivitesi

yoniinden irdelenmistir.

Literatiirde yonlendirilmis evrim ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda bu
alanda, birden fazla yonlendirilmis evrim yonteminin kullanildig1 birgok ¢alismaya
rastlanmaktadir. Fang ve arkadaslari, mutant kiitiiphanelerinin olusturulmasinda
hataya egilimli PCR ve DNA karistirma yontemlerini, Ahmad ve arkadaslar1 ise
hataya egilimli PCR ve bdlge doyurma mutagenezi yontemlerini kullanmistir (Fang
ve ark., 2009; Ahmad ve ark., 2008). Bunun yani sira literatiirde sadece tek bir
yonlendirilmis evrim yonteminin kullanildigi ¢alismalar da yer almaktadir. Acharya
ve arkadaglar1 varyant kiitiiphanelerin olusturulmasi igin yalnizca hataya egilimli
PCR yontemi kullanmislardir. Bu calismada birden fazla hataya egilimli PCR
dongiisti kullanilarak iyilestirilmis varyantlara ulasilmistir (Acharya ve ark., 2004).
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Gerek birden fazla yonlendirilmis evrim yonteminin kullanilmasi, gerekse kullanilan
her yontemin c¢oklu dongiilerinin uygulanmasindaki amag, varyant gesitliliginin
artirilmasidir. Ancak Suen ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismaya baktigimizda, yine tek
bir yonlendirilmis evrim yontemi segilerek baslanan g¢alismada, aile karistirma
yontemi tek dongiide gergeklestirilerek elde edilen varyant kiitiiphaneleri taranmis ve
tasidigr ozellikler yoniinden oldukga gelistirilmis mutantlar elde edilmistir (Suen ve
ark., 2004). Doktora tez projesinde yoOnlendirilmis evrim yontemi olan DNA
karistirma yaklasimi kullanilmis ve tek DNA karistirma dongiisii sonucunda elde

edilen mutant kiitiiphane taranarak en iyi varyant secilmistir.

Yapilan dizi analizi ¢aligmalar1 en iyi varyantin elde edildigi L5 ve L21
ebeveyn lipazlarin DNA diizeyinde % 85, protein diizeyinde de % 89 oraninda
benzerlik tagidigini gostermistir. DNA karistirma calismalarinda daha diisiik oranda
dizi homolojisi gosteren genler kullanilabildigi gibi (Suen ve ark., 2004), yiiksek
oranda dizi homolojisi gosteren genlerde bu ¢alismalarda kullanilmaktadir. Bacillus
licheniformis kitinazin yiiksek derecede benzerlik gosteren (% 99) iki geni ile hataya
egilimli PCR ve DNA karistirma yontemleri kullanilarak mutant kiitliphaneler
olusturulmustur (Songsiriritthigul ve ark., 2009). Yiiksek dizi homolojisine sahip
genlerin karistirilmasinin yani sira, tek bir gen kullanilarak da DNA karistirma
yapilabilmektedir. Stemmer bunu tekli dizi karistirma olarak tanimlamistir

(Stemmer, 2002).

DNA diizeyinde % 85, protein diizeyinde % 89 oraninda benzerlik tasiyan,
L5 ve L21 ebeveyn lipazlarindan tek dongiili DNA karistirma ile elde edilen L3-3
varyantinin, yapilan dizi analizleri sonucunda, 2 ¢apraz ge¢is pozisyonuna sahip
kimerik bir mutant oldugu belirlenmistir. Yapilan dizi hizalama ¢alismalarinda L.3-3
varyantinin kimerik bir mutant olmanin yanisira 3 nokta mutasyonu (G14S, A15G ve
V109S) tasidig ortaya ¢ikmistir. G15S, A15G, ve V109S nokta mutasyonlarinin
ebeveyn enzimlerden kaynaklanmadigi ve B. subtilis lipaz A’nin yapisinda da yer
almadig belirlenmistir. DNA karigtirma yontemi sonucu elde edilen L3-3 lipazinin,
L5 ebeveyninden 6 pozisyonda ve L21 ebeveyninden 14 pozisyonda farklilik
gosteren bir mutant oldugu belirlenmistir. Bir kimera olan L3-3 lipazinda yer alan

nokta mutasyonlar1 enzim 6zelliklerinin gelisimine ayrica katkida bulunmustur. DNA
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karistirma deneylerinde elde edilen rastgele nokta mutasyonlari genetik gesitlilige
neden olmaktadir. Bu mutasyonlar baglangi¢ geninden farkli olarak bir, iki veya tli¢

amino asit mutasyonlar1 igermektedir (Stemmer, 2002).

DNA Kkaristirma, rekombinasyon yoluyla cesitlilik olusturulmasina ve
bagimsiz genlerdeki yararli mutasyonlarin kombine edebilmesine imkan tanidigi i¢in
yonlendirilmis evrim ¢aligmalari arasinda etkin bir yontemdir. Bu yontemle akraba
gen havuzlarinin rastgele fragmantasyonu ile elde edilen gen pargalarin primersiz
bir PCR tepkimesinde birlestirilmesi sonucunda kimerik gen kiitliphaneleri
olusturulabilmektedir. Dizi homolojisi gosteren bolgelerdeki kalip degisimi farkli
capraz gecisler olusmasini saglamaktadir. Tarama ve se¢gmenin takip ettigi tekrarli
dongiisel DNA karistirmanin, aktivitesi artirilmig, substrat seciciligi degistirilmis,
katlanmasi iyilestirilmis tek gen iriinlerinin ve islevleri gelistirilmis operonlarin
evrilmesinde faydali bir yaklasim oldugu gosterilmistir. Tek bir baslangi¢ dizisi
kullanildiginda ortaya ¢ikan cesitlilik, PCR tepkimesinde olusan rastgele nokta
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Cogu nokta mutasyonu zararli veya notr
oldugundan nokta mutasyonu orani diisiik tutulmakta ve bundan dolay1 yararh
mutasyonlarin birikimi ve istenilen fonksiyonun evrilmesi yavas ger¢eklesmektedir

(Stemmer, 1994; Zhang ve ark., 1997; Crameri ve ark., 1996; Crameri ve ark., 1997).

Dogal homolog genler alternatif bir ¢esitlilik kaynagidir ve islevsel ¢esitlilik
sunmaktadirlar. Literatiirde yer alan bir calismada, dogal cesitliligin evrim siirecinin
hizin1 ne sekilde etkilediginin degerlendirilmesi igin, dort genin karisimindan olusan
bir havuzdan ayr1 ayri evrilen dort farkli sefalosporinaz geninin moksalaktamaz
aktivitesi karsilastirllmistir. Tek karistirma dongiisiinde birbirinden ayr1 olarak
karigtirtlan  dort genin aktivitesi sekiz kat artarken, bu dort gen birlikte
karistirildiklarinda dongii basina 50 kat artis gostererek 270-540 kat iyilesme
saglanmistir. En 1yi klonun, dort genin tigclinden gelen toplam sekiz segment tasidigi

ve 33 amino asit nokta mutasyonu igerdigi gézlemlenmistir (Crameri ve ark., 1998).

Iyilesmis aktivite, degistirilmis substrat 6zgiilliigii veya gelismis protein
katlanmasina sahip tek gen iriinleri ve islevleri gelistirilmis biitiin bir operonun

evriminde, tekrarli karistirma dongiilerini izleyen tarama ve segme ydntemlerinin
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kullanimu etkili bir yaklagimdir. Tek bir baglangi¢ dizisinin kullanildig1 durumlarda
arzu edilen c¢esitlilik polimeraz reaksiyonu sirasinda olusturulan rastgele nokta
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Nokta mutasyonlarinin ¢ogu durumda zararh
veya notr olmalarindan dolayi, rastgele nokta mutasyonu oraninin diisiik tutuldugu
bu tip c¢aligmalarda yararli mutasyonlarin biriktirilmesi ile istenilen islevin
gelistirilmesi yavas gerceklesmektedir. Ornegin, bir galaktozidazdan aktivitede 10
kata kadar gelisme sergileyen bir fukozidaz evrilmesi bes tur karigtirma ve segcme
dongiisii gerektirmektedir. Milyarlarca yillik evrimleri sirasinda zararli varyantlar
secilime ugratildiklarindan dolayi, dogal homolog diziler islevsel ¢esitlilik agisindan
zenginlestirilmis kabul edilebilirler. Bu nedenle, gen ailelerinin karistirilmalarinin
evrim siirecinin hizin1 ne sekilde etkiledigi arastirilmigtir (Stemmer, 1994; Zhang ve
ark., 1997; Crameri ve ark., 1996; Crameri ve ark., 1997; Moore ve Arnold, 1996;
Zhao ve Arnold, 1997).

DNA karistirma sonucunda olusan mutant kiitliphanenin taranmasi basamagi
tez calismasinin diger bir Kkritik noktasi olarak tanimlanmistir. Tarama ve segme
yontemleri yonlendirilmis evrim deneylerinde oldukc¢a sinirlayici bir basamaktir. Bu
nedenle bu asamanin, hizli, tekrarlanabilir, giivenilir olmasi ¢alisma i¢in oldukca
biiyiik 6nem tagimaktadir. Tez ¢aligmasi kapsaminda tarama agamasi ii¢ basamakli
olarak gergeklestirilmistir. Bu basamaklar; tribiitirin agar plaklari, 96-kuyulu
mikroplakalar ve erlende yapilan ekspresyon deneyleri olarak tanimlanmistir. DNA
karistirma galismalari sonunda elde edilen mutant kiitiiphane, lipaz aktivitesindeki
artig baz alinarak taranmistir. Yapilan tarama c¢aligmalar1 sonunda L5 ve L21 Bacillus
pumilus soylarindan tiireyen L3-3 mutanti 6n plana ¢ikmistir. Tez projesi
kapsaminda bu varyant {izerine gidilerek, DNA yapisinda olusturulan degisikliklerin,

protein yap1 ve islevine olan etkileri izerinde ¢aligmalar yapilmstir.

Doktora tez projesinde olusturulan mutant kiitliphanelerin  lipaz
aktivitesindeki artis yoniinden taranmasi tribiitirin agar petrileriyle baslatilmistir.
Petrilerde olusan tribiitirin hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan “halo” olarak isimlendirilen
seffaf, acik renkli zonlar degerlendirilmistir. Transformasyon sonunda elde edilen
kolonilerin tamamu tribiitirin agar petrilerine aktarilmigtir. Tribiitirin petrilerinde

yapilan degerlendirme ile transformanlarin % 55 kadarinin lipaz aktivitesi gosterdigi
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belirlenmistir. Her bir petride ebeveyn soylar kontrol olarak kullanilarak, bu soylara
gorece daha yiiksek aktivite veren koloniler bir sonraki tarama basamaginda
degerlendirmeye alinmistir. Tribiitirin petrilerinde lipaz aktivitesi yOniinden artis

gosteren 10.000 koloninin 350 tanesi ikinci tarama basamagi igin segilmistir.

Ikinci tarama basamag: icin secilen 350 koloninin lipaz aktivitesi, mikroplaka
okuyucu kullanilarak belirlenmistir. Artan enzim aktivitesinin tribiitirin agar
petrilerine gorece daha hassas olarak belirlenebildigi bu yontemde, aktivite 96
kuyulu plakalar kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edilmistir. Bu asamada da
ebeveyn soylar kontrol olarak kullanilmistir. Kolonilerdeki lipaz aktivitesi artisi
ebeveyn enzimlere gorece degerlendirilmistir. Gorece daha yiiksek aktivite gosteren

16 transforman segilerek tigiincii tarama agamasina gegilmistir.

Uciincii tarama asamasinda yapilan ekspresyon calismalariyla 16
transformanin aktiviteleri belirli saat araliklariyla alinan oOrneklerle yapilan lipaz
aktivite testleri ile, ebeveyn enzimlere gorece degerlendirilmistir. Tez g¢aligmasi
kapsaminda elde edilen en iyi varyant olan L3-3 bu asamanin sonunda segilmistir. Ug
farkli basamakta gergeklestirilen tarama c¢aligmalari, her adimda mutant
kiitliphanenin siirlandirilmasiyla yapilmistir. 10.000 koloni ile baglanan tarama 16
koloni ile son basamakta tekrar lipaz aktivitesi yoniinden irdelenmistir. Olusturulan
mutant kiitiiphanelerin hizli ve giivenilir bir sekilde taranmasi, yonlendirilmis evrim

calismalarinda kritik bir 6neme sahiptir.

Iyilestirilmis varyantlarin segilmesi igin farkli stratejiler uygulanabilmektedir.
Enzimler arzu edilen ozellikler temelinde analiz edilmektedirler ancak enzimler
kendilerini amplifiye edemeyeceklerinden dolayi, segme sistemi ayni zamanda bu
enzimleri kodlayan genlerin de se¢imini saglamalidir. Daha sonra bu genler
amplifiye edilerek, tekrar eden mutagenez, segme ve amplifikasyon dongiisiine
maruz birakilmaktadirlar. Bundan dolay1 fenotip ve genotip fiziksel bir yolla
birbirine baglanmalidir (Matsuura ve Yomo, 2006). Faj gosterimi “phage display”,

3

hiicre yiizeyinde gosterim “cell surface display”, ribozom gosterim “ribosome
display” ve biliylimeye bagli secim “growth selection” gibi se¢me sistemleri s6z

konusu baglantiyr kurmaktadir.
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Enzimler, sayisiz endiistriyel siiregte kullanilan geleneksel katalizorlere cazip
alternatifler olusturmaktadir. Bununla birlikte enzimlerin o6zellikleri, uygulama
alanlarinda ihtiya¢ duyulan kriterleri her zaman karsilamamaktadir. Yo6nlendirilmis
evrim enzim karakteristiklerinin gereksinimler dogrultusunda gelistirilmesi icin
giiclii bir aragtir; ancak iyilestirilmis varyantlarin se¢imi bu yontemin kritik bir
basamagini olusturmaktadir. Bu durumun bir sonucu olarak gectigimiz on yil iginde
istenilen enzimatik aktivitenin se¢ilimini miimkiin kilan yeni se¢me stratejileri

gelistirilmistir.

Proteinlerin laboratuvar ortaminda evrilmeleri ¢aligmalarinda, genis mutant
kiitiiphanelerinden degerli varyantlarin hizlica belirlenmelerini saglayan yontemlerin
kullanilmast olduk¢a onemlidir ve bu yontemlerin her enzim ve reaksiyon icin
uyarlanmalar1 gerekmektedir. Analiz edilen varyant miktar1 artikca, kiitiiphane i¢inde
degerli bir varyantin bulunmasi ihtimali de dogal olarak artacaktir. Yiiksek
verimlilikte se¢cme veya tarama sisteminin bulunamayisi yonlendirilmis evrim
calismalarini sinirlandirmaktadir. Tiim tarama ve se¢me stratejilerinin temelinde;
enzimi kodlayan gen, enzim ve enzim aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan iiriin arasinda
bulunan baglanti  yatmaktadir. Tarama genler veya klonlar ozelinde
gerceklestirilirken, se¢gmenin tim varyant havuzu genelinde ayn1 anda uygulaniyor
olmasi tarama ve se¢gme arasindaki ana farkliliktir. Tarama ve se¢gme yOntemleri
belirli kriterleri karsilamalhidir. ik olarak, eger miimkiinse ilgilenilen 6zellikle
dogrudan baglantili olmalidir. Substrat identik ya da en azindan belirlenen substrata
miimkiin oldugunca benzer olmali ve iriiniin tespit edilmesi etkin katalizdriin
secimini garantiye almak i¢in ¢oklu “turnover” kosullar altinda gergeklestirilmelidir.
Ikinci olarak; yontem, arzu edilen dinamik aralik dahilinde duyarli olmalidir.
Yonlendirilmis evrim ¢aligmalarinin ilk turlarinda tiim iyilesmis mutantlar
korunmali, ilerleyen turlarda yalnizca en i1yl mutantlarin ayrilmasi adina daha
zorlayici sartlar uygulanmalidir. Son olarak, tarama veya se¢gme prosediirii yiiksek
verimli bir bicimde uygulanabilir olmalidir. Taramanin avantaji, bir enzimatik
reaksiyonun substrat ve iiriinii arasindaki farkin hemen her durumda dogrudan veya
dolayli olarak belirlenebiliyor olmasidir. Cogu tarama yontemi, spektroskopik
farklilik gosteren lriinlere doniistiiriilen florojenik veya kromojenik substratlarin

kullanimina dayanmaktadir (Otten ve Quax, 2005; Aharoni ve ark., 2005; Wahler ve
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Reymond, 2001).

Doktora tez projesinde mutant kiitiiphanelerin olusturulmasinda kullanilan
DNA karistirma yontemi basarili bir sekilde optimize edilerek, elde edilen kiitliphane
ic basamakli bir yontemle taranmis ve lipaz aktivitesi yoniinden en biiyiik iyilesmeyi
gosteren  varyant belirlenmistir. Ancak mutant kiitiiphanenin  taranmasi
calismalarinda farklt yontemlerle oOlgiilen lipaz aktivite sonuglart bize aktivite
aldigimiz varyantin dizisiyle ilgili bir sonu¢ vermemektedir. Yapilan rastgele

degisimlerin belirlenmesi ancak dizi analizi ile miimkiin olmaktadir.

Yapida meydana gelen degisiklikler, dizi analizi ¢caligmalariyla belirlenmistir.
Tarama g¢aligmalart sonunda elde edilen en iyi varyant olan L3-3 daha ileri diizeyde
irdelenmistir. Dizi analizi sonuglari, mutant L3-3’lin 2 ¢apraz gecis pozisyonuna
sahip bir kimerik mutant oldugunu gostermistir. Ayrica L3-3 mutantinin G14S,
A15G ve V109S olmak iizere li¢ nokta mutasyonu tagidig1 da belirlenmistir. Yapida
olusan bu degisimler, homoloji modelleme ile aydinlatilmaya g¢alisilmistir. Ayrica
L3-3 mutantinin tagidigr degisikliklerin, mutant enzime kazandirdigi niteliklerin de

belirlenmesi i¢in saflagtirma ve nitelendirme ¢aligsmalar1 yapilmastir.

Tarama basamaginda one ¢ikan, lipaz aktivitesi yoniinden iyilesmis en iyi
mutant olan L3-3, ebeveyn lipaz soylariyla birlikte saflagtirllmis ve yapilan
nitelendirme c¢aligmalartyla lipaz enzimlerinin sahip olduklari biyokimyasal
ozellikler incelenmistir. L5 ve L21 ebeveyn enzimleri ve L3-3 mutant1 kiiltiir st
stvist, ilk asamada % 80 amonyum siilfat ile tek basamakta segici olarak
coktiiriilmiistiir. Sonrasinda her {i¢ lipaz enzimi, iyon degisim kromatografisi ile tek

basamakta kismi olarak saflagtirilmistir.

Kromatografi basamagi sonrasi elde edilen verim, baslangic aktivitesine
gorece L5 i¢in % 42, L.21 igin % 53 ve L3-3 igin % 52 olarak belirlenmistir. Spesifik
aktivite artigi, her ti¢ lipaz enzimi i¢in de yaklasik 9 kat olarak bulunmustur. Enzim
saflagtirma caligmalarinda tek basamakli bir yontem kullanilmasi saflastirma

calismasinin kismi olarak basarilmasini saglayabilmistir. Kismi saflastirma, cesitli
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safsizliklar1 da beraberinde getirebilecegi ve bu safsizliklarin yapilan aktivite ve
protein miktar tayini analizlerini olumsuz bir sekilde etkileyebilecegi gz Oniine
alinarak, enzimlerin saflastirma dereceleri SDS-PAGE jel profilinin kullanildig
densitometrik analiz ile tekrar hesaplanmistir. Elde edilen saflik dereceleri, L5 i¢in %
40, L21 igin % 25 ve L3-3 icin % 60 olarak belirlenmigtir. Dogrulanmig spesifik
aktivite degerleri Tablo 3.2°de verilmistir. Bu sonuglar, L3-3 mutantinin spesifik
aktivitesinin, L5 lipazina gorece 6.4 kat ve L21 lipazina gérece 8.2 kat artigini

gostermistir.

Yapilan SDS-PAGE jel elektroforezi ile saflastirilan enzimlerin molekiiler
biyiikliikleri 19 kDa olarak belirlenmistir. Bu biiyiikliikk beklenen bir sonug olarak,
ayni ailede yer alan (Aile I) B. subtilis Lip A enziminin molekiiler biyiikligiiyle
uyumlu bulunmustur. 19 kDa biiyiikliigiinde ve bilinen en kii¢iik lipaz olan B.
subtilis Lip A, Alt ile V’de yer alan biiyilk molekiiler agirliga sahip B.
thermocatenulatus ve B. stearothermophilus gibi diger Bacillus lipazlariyla % 15
gibi ¢ok diisiik oranda dizi benzerligi gostermektedir. Bununla birlikte ayni alt ailede
yer alan ve ayni molekiiler agirliga sahip B. pumilus lipazlariyla % 74-77 dizi
benzerligi tasimaktadir (Pouderoyen ve ark., 2001).

Tek basamakta iyon degisim kromatografisinin kullanildigi kismi saflagtirma
caligmas1 sonrasinda, enzim aktivitesinin en iyi bulundugu, farkli protein bantlar
yoniinden gorece daha iyi armdirilmig fraksiyonlar ile “havuz” olusturularak,
enzimlerin biyokimyasal Ozelliklerini irdelemek {izere nitelendirme caligmalari

yapilmistir.

Doktora tez c¢alismasi kapsaminda saflastirilarak nitelendirilen lipaz
enzimlerinin optimal reaksiyon sicakligi 37 °C olarak bulunmustur. Her ii¢ enzimin
yiikselen sicaklik degerlerinde aktivitesinin azaldig1 gozlenmistir. 45 °C’taki aktivite
degerlerine bakildiginda ancak % 40’min korunabildigi belirlenmistir. Literatiirde,
benzer niteliklere sahip B. subtilis 168 lipazinin maksimum enzimatik aktivitesi

yaklagik 35 °C olarak rapor edilmistir (Lesuisse ve ark., 1993).
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Optimal pH belirleme deneylerinde pH 4.0-11.0 arasindaki tamponlar
kullanilmistir. Yapilan lipaz aktivite testleriyle her ii¢ enzim icin optimal pH degeri
8.0 olarak belirlenmistir. Optimal pH degerleri, optimal sicaklik testlerinde oldugu
gibi ebeveyn ve mutant enzimlerde benzer sonuglar vermistir. Enzimlerin farkli pH
degerlerindeki tamponlarda, 4 °C’ta 1 hafta siireyle inkiibasyonunun ardindan,
optimal pH tamponunda pH kararliligini belirlemek ilizere yapilan lipaz aktivitesi
sonucunda, pH 6.5-10.0 araliginda enzimlerin aktivitelerini % 80-100 oraninda
koruduklar1 belirlenmistir. Sonuglar ebeveyn ve mutant enzimlerin pH kararlilig

testlerinde yine benzer degerler verdigini gostermistir.

Lesuisse ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda yapilan bir ¢alisma ile B.
subtilis 168 lipaz1 saflastirilarak nitelendirilmistir. Saflastirilmis lipaz pH 10.0°da
optimal aktivite gosterirken, pH 10.5’in {istiindeki ve pH 6.5’in altindaki pH
degerlerinde enzim aktivitesi biiyiik 6l¢iide diigmiistiir. Enzim alkali pH degerlerinde
dikkate deger kararliliga sahiptir; pH 12.0’de maksimum kararlilik sergilerken pH
13.0’de 24 saatin ardindan enzim aktivitesinin % 65’i korunmustur. Lipaz
aktivitesinde diisiikk pH degerlerinde 24 saat inkiibasyon sonunda gozlemlenen diisiis,
pH’nin 12.0’ye yiikseltilmesi ile geri kazanilmaktadir ve bu durum kismen protein
agregasyon/deagregasyonundan kaynaklanmaktadir. pH’ya bagli lipaz elektriksel
yiik degisimlerinin bilgisayar ortaminda analiz edilmesi sonucunda, 9.5-12.0 pH
araligindaki kii¢iik pH degisimlerinin proteinin elektriksel yiikiinde biiytik farkliliklar
olusturdugu goriilmiistiir (pH’nin 10.0’dan 12.0’ye yiikselisi, net negatif yiikiin 17’ye
yiikselmesine neden olmustur). Elektriksel ytlikteki bu degisimlerin proteinin yigin

olusturma egilimini artirdig1 diistiniilmektedir (Lesuisse ve ark., 1993).

Tez projesinde, 5-55 °C arahiginda yapilan sicaklik kararlilhigi testleri ile
ebeveyn ve mutant enzimler arasindaki farkliliklar gozlemlenmistir. Bu durumda
mutant enzimin 50 °C’ta aktivitesinin % 70’ini, L5 ve L21’in ise sirasiyla,
aktivitelerinin ancak % 28 ve % 19’unu korudugu goézlemlenmistir. Mutant enzimin
sicaklik kararliligi degeri, B. subtilis 168 lipaziyla karsilagtirildiginda ciddi anlamda
bir fark gostermektedir. B. subtilis 168 lipaz enzimi 40° C’ta 30 dakika sonunda
kararliligin1 korumustur. Bu sicakligin iistiindeki degerlerde enzimin kararlili§i net

bi¢imde diismiis, 55° C’ta 30 dakika inkiibasyon sonunda aktivite tamamen yok
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olmustur (Lesuisse ve ark., 1993). L3-3 mutant1 55 °C’ta aktivitesinin neredeyse %

20’sini korumustur.

L.3-3 mutant1 ve ebeveyn enzimlerin 50 °C’ta Ty, degerleri, 7 saat siiresince
aralikli olarak alinan Orneklerin lipaz aktivitesi yoOniinden degerlendirilmesiyle
belirlenmistir. L3-3 mutant enziminin, ebeveyn enzimlere gorece 9 kat daha yiiksek
sicaklik kararliligina sahip oldugu belirlenmistir. Sicaklik kararliligi lipazlar igin,
endiistriyel proseslerde kullanilan en Onemli o6zelliklerden biri olarak kabul

edilmektedir.

Her enzim, karakteristik sicaklik aralifinda optimal aktivite gosterir. Enzim
aktivite/sicaklik profili laboratuvarda ya da dogada gerceklesen evrimle degisir.
Evrim molekiiler miihendisligi, enzim aktivitesini etkilemeden, termostabiliteyi
artiran etkili ve verimli bir yaklasimdir. Endiistriyel proseslerde yiiksek sicaklik;
substrat  ¢Ozilinlirligiiniin ~ artirllmasi, ortam viskozitesinin ve mikrobiyal
kontaminasyon riskinin ve eszamanli olusan enzimatik olmayan reaksiyonlarin

oraninin azaltilmasinda biiyiik bir paya sahiptir (Chirumamilla ve ark., 2001).

Tez kapsaminda endiistriyel uygulamalarda kullanilan c¢esitli metal
iyonlarinin enzim aktivitesi tizerine olan etkileri de irdelenmistir. Cesitli metal
iyonlar1 varhiginda L3-3 mutant1 {izerinde en 6nemli etkiyi FeCl,, CoCl, ya da CuCl,
gostermistir. Farkli metallerin 10 mM konsantrasyonda kullanildigi ¢aligmada en
belirgin sonug CuCl; varliginda elde edilmistir. Bu durumda ebeveyn enzimler inhibe
olurken, mutant enzimin aktivitesinde artis olmustur. Literatiirde yapilan ¢alismalara
bakildiginda birgok lipaz enziminin aktivitesinin bu metallerin varliginda inhibe
oldugu goriilmistiir (Gaur ve ark., 2008; Nthangeni ve ark., 2001; Sharma ve ark.,
2001). Enzim aktivitesi lizerinde inhibitor etki gosteren metal iyonlarinin, enzimlerin
konformasyonunu degistirdigi fikrini 6n plana ¢ikartmaktadir (Sharon ve ark., 1998).
Metallerin enzim aktivitesini, dogrudan aktif merkeze etki ederek ya da metal
iyonlar1 ile iyonize yag asitleri arasindaki komplekslerin ¢ozilinilirliigiinii ve ara

yiizeydeki davranigini degistirerek yaptigi ileri siiriilmiistiir (Kambourova ve ark.,
2003).
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EDTA ve PMSF (1 ve 10 mM) ile yapilan testlerde, metal kelatlayici bir ajan
olan EDTA’nin her {i¢ enzim i¢in de aktiviteyi azaltici bir etki gdstermedigi, bu
nedenle her ii¢ lipaz enziminin de metal baglama bolgesine sahip olmadigr sonucu
cikarilmistir. Tersine PMSF’in enzim aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi
belirlenmistir. PMSF varligindaki aktivite kayb1 enzimin aktif bdlgesinde, beklendigi
lizere serin rezidiisii tagidigini gostermistir. PMSF varligindaki gii¢lii inhibisyon, tez
calismasinda kullanilan lipaz enzimlerinin serin hidrolaz smifinda yer aldigi
gercegini dogrulamistir. PMSF’in lipazlar {izerindeki inhibe edici etkisi literatiirde
bircok ¢alismada rapor edilmistir (Sinchaikul ve ark., 2001; Kambourova ve ark.,
2003). Ancak literatiirde bunun tersi durumlara da rastlanmaktadir. Lotrakul ve
Dharmsthiti tarafindan yapilan bir ¢alismada, A. Sobria LP004 lipazi aktivitesinin
PMSF’ten etkilenmedigi rapor edilmistir. Bu durum enzimin aktif bdlgesinde serin
rezidiisiinin yer almadigi yorumuyla agiklanabilecegi gibi ayni zamanda Serin
rezidiistiniin, molekiiliin i¢inde derin bir bolgede yer almasindan dolayi, PMSF ile
iliski kuramamasina da bagl olabilecegi ileri stiriilmiistiir (Lotrakul ve Dharmsthiti,

1997).

Enzim nitelendirme g¢aligmalar1 kapsaminda, farkli deterjanlar kullanilarak
enzim aktiviteleri lizerine etkileri irdelenmistir. % 0.1 ve % 1 konsantrasyonlarda
kullanilan deterjanlardan, iyonik bir deterjan olan Na-deoksikolat digindaki tiim
deterjanlarin % 1°lik konsantrasyonlarda mutant ve ebeveyn enzimleri inhibe ettigi
saptanmigtir. Mutant enzimin CTAB, Tween 20, Triton X-100 gibi deterjanlar
varliginda ebeveyn enzime gorece aktivitesini korudugu ya da daha dayanikli oldugu
bulunmustur. Endiistriyel uygulamalarda mutant lipazlarin faydalari, metal iyonlari,
deterjanlar ve organik ¢oziiciilerin etkisine baglidir. Ornegin deterjan varhiginda
enzim aktivitesi ve stabilitesi, deterjan uygulamalarinda istenen bir 6zelliktir (Gaur
ve ark., 2008). L3-3 mutantinin deterjanlara olan toleransi 6zellikle, % 0.1 SDS
varliginda, ebeveyn enzimlere gorece yiiksek olmustur. Bu durum agilmaya daha iyi
direng gosterdigini isaret etmistir. Protein miihendisligi caligsmalariyla saglanan,
surfaktan ve agarticilarin varliginda kararlilik, lipazlarin deterjan formulasyonlarinda
aktivitelerini stirdiirebilmeleri acgisindan istenen bir 6zelliktir. Surfaktanlar, katalitik
reaksiyonlarin gerceklestigi bolgeyi stabilize ederek substratin enzime erisimini
kolaylastirir (Gaur ve ark., 2008).
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Tez projesi kapsaminda % 10 ve % 30 konsantrasyonda kullanilan gesitli
organik ¢Oziiciilerin enzimler iizerindeki etkisi belirlenmistir. Bir¢ok durumda
mutant enzimin ebeveyn enzimlere goérece aktivitesini yilksek oranda korudugu
gozlenmistir. Dahasi organik coziiciilere olan tolerans, enzimlerin susuz ortamda
biyokatalist olarak kullanimina imkan tanimaktadir. Bu durum, organik fazdaki
trlinlerin ya da substratlarin ¢6ziilmesi ya da geri kazanilmasinda, istenmeyen
substratlarin veya iirlin inhibisyonunun azaltilmasinda biiyiik avantaj saglamaktadir
(Hun ve ark., 2003). Baz1 durumlarda olusan iirliniin kendisi bir organik bilesiktir.
Ornegin biyodizel iiretiminde metanol boyle bir dzellige sahiptir (Li ve ark., 2012).
Organik ¢oziiciilerde kararlilik lipazlar igin istenilen bir niteliktir. Ozellikle sentez
reaksiyonlari i¢in olduk¢a 6nemlidir (Kim ve ark., 2005). Yapilan testlerle, organik
¢oziiclilerin varhiginda L3-3 mutant enziminin daha yiiksek direng gosterdigi

belirlenmistir.

Enzimlerin substrat 6zgiilliikklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda farkli zincir
uzunlugundaki (C2-C18) pNP yag agil esterleri kullanilmistir. Mutant ve ebeveyn
enzimlerin substrat Ozgiillikkleri arasinda belirgin bir fark bulunamamistir. Ancak
yinede mutant enzimin, ebeveyn enzimlere gérece uzun zincirli triagilgliserollere
biraz daha yliksek oranda tercih gosterdigi belirlenmistir. Substrat 6zgilligi igin
yapilan testlerden alinan sonuglar dogrultusunda, L3-3 mutantinin tipki ebeveyn
enzimlerde oldugu gibi uzun zincirli triagilgliserol yag asitlerine gosterdigi yiiksek
aktivite, enzimlerin gercek lipaz olarak tanimlanabilecegini dogrulamistir.
Zeytinyagi, ¢oziinmeyen triesterler ve uzun zincirli yag asitlerini hidroliz etme
yetenegi, enzimlerin lipaz olarak tanimlanmasinda kriter olarak kabul edilmistir

(Kambourova ve ark., 2003).

Farkl: bilesiklerle yapilan testler ile elde ettigimiz sonuglar L.3-3 mutantinin,
ebeveyn enzimlere gorece aktivitesini oldukga iyi bir sekilde korudugu ya da goreceli
yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle L3-3 mutantinin, gelistirilen
ozellikleri ile iyi bir biyokatalist olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu
sonucuna varilmigtir. Dogada ¢ok sayida termofilik protein bulunmaktadir; bu
proteinlerin yiiksek kararliliklar1 sahip olduklari bir takim dizi/yap1 6zellikleri ile
iliskilendirilmektedir (Kumar ve ark., 2000). Ayni 6zelliklerin, kor protein yapisinin
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katlanmasi, polar ylizey alani, helikal icerik/egilim, tuz kopriisii ve diger hidrojen
bagi etkilesimleri, prolin substitiisyonlari, insersiyon veya delesyonlar, lup kararlilig
ve protein oligomerizasyonu gibi akilct mutagenez ve yonlendirilmis evrim
caligmalari ile elde edilen mutant proteinlerin sicaklik kararliliklarinin artirilmasinda

rol oynadiklar1 digiiniilmektedir.

B. pumilus L3-3 mutanti, evrildigi ebeveynlerine oranla daha yiiksek sicaklik
kararlilig1 ve aktivite sergilemistir. Mutant enzimde gozlemlenen bu gelismelerin
temelinde kimerik farkliliklar ve ti¢ nokta mutasyonu yatmaktadir. Literatiirde L3-3
mutantinin haricinde, B. pumilus lipazlarina ait deneysel yapi ¢aligmasi yer almadigi
igin, B. subtilis lipaz A (van Pouderoyen ve ark., 2001) kristal yapisina dayanilarak,
B. pumilus ebeveyn ve mutant enzimleri i¢in 3 boyutlu homoloji modelleri
hazirlanmistir.  Elde edilen bu modellerle kimerik farkliliklar ve nokta
mutasyonlarinin yapisal etkileri arastirilmis ve gézlemlenen biyofizik karakteristikler
aciklanmustir. B. pumilus lipazlari ve B. subtilis lipaz A arasinda bulunan yiiksek dizi
benzerligi (% 78-79) ile bu diziler arasindaki yaklasik 40 farkliligin dagilimi ve
dogasina bakildiginda, olusturulan homoloji modellerinin olduk¢a giivenilir oldugu
gozlemlenmistir. Chothia ve Lesk (1986) tarafindan bildirilen dizi benzerligi ve
yapisal dogruluk arasindaki iliskiye dayanarak, omurga atomlar1 arasindaki tahmini
ortalama karekdk sapmasi (estimated root mean square deviation) 0.6 A olarak

hesaplanmuistir.

B. subtilis Lip A ve B. pumilus L3-3 arasindaki farkliliklar genellikle lup
bolgelerinde ve 3/10 helikslerde yogunlasmistir. Farkliliklarin biiyiik bir boliimii
yiizeyde yer aldig1 igin ana zincir bu durumdan neredeyse hig etkilenmez (Sekil 4.2).
B. pumilus lipazi homoloji modellerinin ve 6zellikle B. subtilis lipaz A ile olan
farkliliklarinin incelenmesi, yalnizca bir durumda (L3-3’deki rezidii S14) istenmeyen
bir yan zincir rotamer konformasyonunu diizeltmek amaciyla miidahale edilmesini

zorunlu kilmistir.
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(A) (B)

Sekil 4.2. B. subtilis Lip A ve B. pumilus L3-3 mutant arasinda farklilik gosteren
rezidiilerin konumlar1. (a) Protein modelinin iistten goriiniimiinden substrat baglayici
oyuga bakis; farkliliklar “stick representation” formunda gosterilmistir. 3 nokta
mutasyonu turuncu karbon atomlar ile belirtilmistir. (b) B. pumilus L3-3 mutant
modelinin “surface representation” gosterimi; B. subtilis LipA ile olan farkliliklar gri

renk, ii¢ nokta mutasyonu turuncu renk ile belirtilmistir.

Yapilan analizlerle, L3-3 mutantinin iki ebeveyn lipaza kiyasla daha yiiksek
sicaklik kararliligina sahip oldugu gozlemlenmistir. Mutant L3-3 ve ebeveyn L5
arasindaki alt1 farkliliktan tiglintin (F20A, V109S, 1169V) enzim yapisinin tamamina
yayildig1 (Sekil 3.16) ve bunlarin aktif bélgeden uzakta konumlandiklari, bununla
birlikte diger tli¢ farkliligin ise (I112M, G14S, A15G) B3-n1/0A lupunda yerlestikleri
gorilmistir. B3-n1/aA lup (10-15. rezidiiler, Sekil 3.17 ve 3.18) substrat baglayan
dar bir hidrofobik yarigin bir “duvarin1” olusturmaktadir (Droge ve ark., 2006). 112M
kimerik degisikligi ve A15G nokta mutasyonu sonucu ortaya c¢ikan diisiik yiizey
hidrofobisitesi, L3-3"lin yiikselen sicaklik kararliligi ile iligkilendirilebilir. Benzer bir
yorum, B. subtilis lipaz A mutantlar1 3-3A9, 4D3 ve 6B’de gozlemlenen A15S
mutasyonu igin yapilmistir (Ahmad ve ark., 2008; Kamal ve ark., 2011). f3-n1l/aA
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lupunda bulunan tgiincii farklilik olan G148, 1.4 ailesi i¢in bu pozisyonda bildirilen
ilk mutasyondur. Bu noktada yapiya katilan kiigiik bir polar yan zincir, B3-n1/aA lup
ile rezidii G11 arasinda ilave bir hidrojen bagi etkilesimi kurulmasini saglamak
yoluyla sicaklik kararligini artirmis olabilecegi diisiiniilmiistiir (Sekil 3.17). Ortaya
cikan bu hidrojen bag: etkilesimi f3-n1/aA lup konformasyonunu stabilize ederek,
lupa giren tiglincii bir glisinin (A15G mutasyonu) esnekligi artirici etkisine karsi
koyabilir. B3-n1/aA lupunda bulunan ii¢ farklilik ve mutasyonlarin termostabiliteyi
artirtict  etkileri, azalan yiizey hidrofobisitesi ve lup konformasyonunun

stabilizasyonuna baglanabilir.

L3-3 mutantinin substrati olan pNP-palmitat’a karsi sergiledigi ylikselen
aktivitesi, p3-n1/0A lupunda bulunan mutasyonlardan ozellikle G14S ve 112M’ne
baglanabilir. B. subtilis lipaz A ile farkli fosfonat inhibitorleri (Droge ve ark., 2006)
(PDB IDs: 1R4Z, 1R50) komplekslerinde, inhibitoriin 1,2-O-ispropylidene-sn-
glycerol (IPG) pargasi, 112-G13-G14 (B3-nl/aA lup igerisinde) ve H156-1157
rezidiileri arasinda bulunmakta olan dar hidrofobik oyuga baglanmaktadir. Ayrica,
B3-nl/aA lupun baska o/p-hidrolaz katlanmali enzimlerden orijinlenen luplar ile
degistirilmesi sonucu IPG esterlerine karsi olan enantiyo seciciligin degistirildigi bir
lup ekleme calismasi ile B. subtilis lipaz A’nin B3-nl/0A lup rezidiilerinin 6nemi
gosterilmistir (Boersma ve ark., 2008). B. pumilus L3-3 mutant lipazinin substrat
baglamasinin aydinlatilmasi amaciyla, B. subtilis lipaz A fosfonat inhibitor
kompleksi yapisindan yola ¢ikilarak, L3-3 pNP-oktanoat kompleksi modeli (Sekil
4.3 (A)) olusturulmustur. Elde edilen model, substratin pNP pargasinin B. pumilus
lipaz L3-3’de, B. subtilis lipaz A’daki IPG pargasiyla ayni boslugu doldurdugunu
gostermistir. Rezidli 14’iin yan zinciri substrat baglayici oyuga yonelmekte ve
substratla etkilesmekte olabilir. G14S mutasyonunun bir baska sonucu ise lipaz
reaksiyonu sirasinda kesilecek bagin “scissile bond” etrafinda polarite artigina yol
acarak, kovalent tetrahedral reaksiyon ara {irlinliniin hidrolizini olumlu yo6nde
etkilemesi olabilir. Bu ara iriin 12 ve 78. rezidiilerce (Jacger ve ark., 1999)
olusturulmakta ve oksianyon oyugu tarafindan stabilize edilmektedir; rezidii 12, L3-
3’deki kimerik farkliliklardan bir tanesidir. B. pumilus L3-3 mutant lipazindaki 112M
ve G14S mutasyonlar1 substrat afinitesi ve tepkime kinetikleri iizerinde etkili

olabileceklerinden dolayr bu mutasyonlarin enzim aktivitesinde artis sagladiklari

120



diisiiniilmektedir. L3-3’tin  substrat Ozgiilligii ebeveyn enzimlere oranla

mutasyonlardan daha az etkilenmistir (Sekil 3.15).

B3-n1/aAlup M12 B3-n1/aAlup M12

( ng ( f:x‘

(A)

y
o

pl\%P@ctanoate
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/
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Sekil 4.3. B. pumilus L3-3 mutant enziminin pNP-oktanoat substrati (sar1 karbon
atomlar1) ile baglanmis modelinin stereo figurii; aktif merkez serin rezidiisii S77’ye
baglanmis kovalent ara iiriin gosterilmistir. pPNP pargasi olusturdugu hidrojen bagi
etkilesimleri ile B3-nl/aA lup rezidiilerinin yakinindadir. (A) Ana zincir azot
atomlarmin (beyaz yildizlar) oksianyon oyugu kurmalarini saglayan M12 ve M78
rezidiileri ve kesilen bag (scissile bond) (ok ile belirtilmistir). (B) Ayni1 modelin

ylizey gosterimi.
Yukarida bahsedilen nokta mutasyonlar1 ve kimerik farkliliklarin tersine, aktif

merkez serin rezidiisiinden 12 ve 16 A uzakliklarda bulunan V190S nokta mutasyonu

ile F20A ve 1169V kimerik farkliliklarinin L3-3 mutantinin aktivitesini etkilemedigi,
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etkiliyor olsa bile bu etkinin kisa mesafe etkilesimleri {izerinden gerceklesmedigi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte bu iic mutasyon termostabiliteyi artirtyor gibi
gorinmektedir. 1169V kimerik farkliliginda, valin rezidiisiiniin kii¢lik yan zinciri,
enzimin i¢ hidrofobik katlanmasii hafifce degistirerek termostabiliteyi etkilemekte
olabilir. F20A ve V109S mutasyonlarmin sicaklik kararlilig1 tizerine olan etkileri
daha biiyiiktiir. F20A kimerik degisikligine bakildigindaysa, solventle temas eden
non-polar fenil grubunun ortadan kalkmasmin enzim yiizeyindeki hidrofobisiteyi
dikkate deger bi¢imde disiirdiigii goriilmektedir. Benzer sekilde V109S nokta
mutasyonu da non-polar bir yan zincirin polar bir yan zincir ile degismesine neden
oldugundan dolay1 yiizey hidrofobisitesini azaltmaktadir. V109S mutasyonunun
ayrica stabilize edici bir etkisi de bulunmaktadir. B. subtilis lipaz A 6rneginde oldugu
tizere iki hidrojen bagi S109 (lipaz A’da T109)’u oB heliksi tizerindeki N48 ve aC
heliksi tizerinde bulunan AS81 ile baglayabilir. Uzun 109-123 lupu bu etkilesimler
sayesinde “core” ikincil yap1 birimlerine tutunmaktadir. Her iki ebeveyn enzimde de
bulunmayan S109-N48 hidrojen bagi etkilesimi bunlarin haricinde, yalnizca bir
hidrojen bagi etkilesimine (S56-D91) sahip uzun aB heliksinin N-terminal ucunu
sabitlemektedir. Bundan dolayi, L.3-3 mutantindaki V109S mutasyonuna bagli olarak
ortaya ¢ikan stabilize edici etkilesimler daha rijit bir enzim yapisi olusturmustur. Bu
durum L3-3 mutantinin SDS’e karsit daha direngli olmasiyla bagdasmaktadir. Bu
etkilesimlerle birlikte, 20 ve 109. rezidiilerin metil gruplarindan ¢oziicliyle temas
eden bir fenil grubunun uzaklagsmis olmasi termostabiliteyi artirmistir. F20A ve
V109S mutasyonlar1 yiizey hidrofobisitesini diisiirmek veya ebeveyn enzimlerde
bulunmayan bir takim stabilize edici etkilesimler kurmak yoluyla sicaklik

kararliligini yiikseltmistir.

DNA karistirma yonteminin kullanildigi doktora tez ¢aligmasinda elde edilen
L3-3 mutantinin enzim aktivitesi ve sicaklik kararliligt aym1 anda artirilmistir.
Calismada tek DNA karistirma dongiisii kullanilmistir. Benzer bir durum, Candida
antarctica lipase B ile yapilan calismayla elde edilmistir. Bu calismada iki yonlii
tarama yaklasimi1 kullanilarak, varyantlar hem aktivite artist hem de sicaklik
kararlilig1 artis1 yonilinden taranarak, iyilesmis varyantlar secilmistir. Varyantlardaki

iyilesmenin 11-20 kat oldugu rapor edilmistir (Suen ve ark., 2004).
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SONUC

Doktora tez ¢alismasinda, DNA karistirma yontemi ile yerel Bacillus pumilus
soylarin irettigi lipaz enziminin Ozellikleri iyilestirilmistir. Literatiirde yer alan
caligmalara bakildiginda, DNA karistirma yonteminin Bacillus pumilus lipazlarina

ilk kez uygulandigi goriilmistiir.

Tez projesinin genetik materyali olan yerel Bacillus pumilus lipaz genleri,
primerlerin kullanildigi PCR yontemi ile ¢ogaltilmis ve klonlanmistir. Klonlanan L5
ve L21 B. pumilus soylarinin kromozomal DNA’larinin PCR ile gogaltilan agik
okuma cergevesi 648 bg¢ biiyilikliigiinde bulunmustur. TA klonlama yoOntemiyle
gerceklestirilen klonlama basamaginda pTZ57R/T vektorii kullanilmistir. 648 bg
biiyiikliigiindeki ORF dizileme ¢alismalari ile dogrulanmustir. Onciil lipaz1 kodlayan
645 bg biiytikliigiindeki parca, 215 amino asit icermektedir. DNA translasyonu,
kodlanmis enzimlerin 34-rezidillik sinyal peptit icerdigini gdstermistir. Olgun
enzimin kesilmesinden sonra, 181 amino asit rezidiisii tasiyan, yaklasik 19 kDa
molekiiler biiyiikliikteki bir protein olustugu belirlenmistir. Dizi analizi ¢aligmalari,
L5 ve L21 ebeveyn lipazlarin DNA diizeyinde % 85, protein diizeyinde de % 89
oraninda benzerlik tasidigini  gostermistir. Her iki ebeveyn lipazin, yapisal
analizlerde referans olarak kullanilan B. subtilis lipase A (ref) ile protein diizeyinde

% 78 oraninda benzerlik tasidigi bulunmustur.

L5 ve L21 olmak tizere iki B. pumilus ebeveyn lipazi ile gergeklestirilen tek
dongii DNA karistirma uygulanmasi sonucunda, spesifik aktivitesi 8 kat, yar1 émrii
(50 °C’ta) 9 kata kadar artis gdsteren kimerik mutant (L3-3) elde edilmistir. Mutant
L3-3’lin ¢esitli deterjanlar ve organik c¢oziiciiler karsisinda, ebeveyn enzimlere
gorece gosterdigi yiiksek tolerans, enzimin biyokatalizor olarak kullanilmasi

olasiligini giiglendirmektedir.

Hazirlanan giivenilir homoloji modellerine dayanarak, L3-3’iin sicaklik

kararliliginda gozlemlenen artigin;
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(@) yapisal birimler arasindaki etkilesimlerin (hidrojen baglanmalar)
giiclenmesi sonucu enzim yapisinin rijidifikasyonu ve
(b) enzim yiizeyindeki hidrofobik bdélgelerin (A15G, F20A, V109S)

uzaklastirilmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Benzer faktorlerin Bacillus subtilis lipaz A mutantlarinin  (Ahmad ve ark.,
2008; Kamal ve ark., 2011) yiikselen sicaklik kararliliklartyla iliskilendirildigi

bilinmektedir.

Enzimatik aktivitede kaydedilen yiikselisin, mutant L3-3 ve ebeveyn L5
arasinda bulundugu gozlemlenen alt1 farkliligin substrat baglayict bolge yakininda
bir lup icinde yerlesmis olan ii¢ tanesinden (112M, G14S, A15G) ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Bu mutasyonlarin, enzimin substrat baglamasini etkiledigi ve
kovalent reaksiyon ara iriin hidrolizini artirdigi ancak substrat Ozgillligiinii
etkilemedigi kanisina varilmistir. Mutasyonlarin sinerjistik etkileri olabilecegi goz
oniinde bulundurularak gerceklestirilen analiz ile L3-3 mutantinda bulunan her
mutasyonun tek basma, gozlemlenen gelismeleri destekler nitelikte oldugu
belirlenmigtir. Elde edilen bulgular, tek bir evrimsel dongiide olusturulan gorece az
sayida mutasyon ile aktivite ve sicaklik kararliliginda iyilesme gosteren varyantlarin
evrilebilmesinin miimkiin oldugunu gostermektedir. Evrimsel dongli sayisinin
artirtlmas1  ve yiiksek aktivite ile sicaklik kararliligimi hedefleyen tarama
yontemlerinin bir arada kullanilmasi B. pumilus lipazlarinin daha ileri evrimlerini

mumkin kilacaktir.

Yapilan dizi analizi ¢aligmalari sonucunda ebeveyn enzimlerin lipaz gen
dizisi, JX163855 (L5) ve JX163856 (L21) erisim numaralariyla GenBank

veritabanina depo edilmistir.

Doktora tez caligmasi “Improved activity and thermostability of Bacillus
pumilus lipase by directed evolution” basghgiyla, “Journal of Biotechnology
10.1016/j.jbiotec.2012.12.016” dergisinde yayinlanmustir. ilgili yayin tez ekinde yer

almaktadir.
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To improve enzymatic activity of Bacillus pumilus lipases, DNA shuffling was applied to two lipase genes
from local B. pumilus isolates. Using a high-throughput activity assay, the mutant with highest activity
was selected. This chimeric mutant (L3-3), carrying two crossover positions and three point mutations,
has a specific activity 6.4 and 8.2 times higher than the two parent enzymes. The mutant also is more
tolerant to various detergents and organic solvents, and has a 9 times longer half-life at 50 °C. Homology

modeling of mutant L3-3, based on the highly homologous B. subtilis lipase A, shows that the increased
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3D homology model

thermostability is likely due to structural rigidification and reduced surface hydrophobicity. Increased
specific activity may result from the location of mutations close to the active site. Together, our results
show that it is possible to evolve, by DNA shuffling, B. pumilus lipase variants with improved applicability
as biocatalysts, even if the two parent enzymes are highly similar.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) catalyze the
hydrolysis and synthesis of esters of glycerol and long-chain fatty
acids. Microbial lipases are of commercial interest for chemical,
food, pharmaceutical, detergent and other industrial applications
(Jaeger and Eggert, 2002; Pandey et al., 1999; Sharma et al,,
2001). Among them, Bacillus pumilus lipases have been classi-
fied as members of subfamily 1.4, sharing sequence identities of
74-77% (Arpigny and Jaeger, 1999; Jaeger et al., 1999); also the
well-characterized Bacillus subtilis lipases belong to this family.
The subfamily 1.4 lipases are the smallest lipases known, having
a minimal o/ hydrolase fold (van Pouderoyen et al., 2001) and a
solvent-exposed substrate-binding site.

In order to use lipases as biocatalysts in industrial applications,
itis often desirable to improve properties such as activity (in aque-
ous or organic solvent environments), thermostability, substrate
specificity and enantioselectivity (Arnold and Volkov, 1999; Reetz,

* Corresponding author. Tel.: +90 2626052540; fax: +90 2626052505.
E-mail addresses: nakbulut@gyte.edu.tr, nagihanakbulut@gmail.com
(N. Akbulut).
! During this work, Prof. Dr. Fiisun Giimiisel passed away; we remember her with
respect.

0168-1656/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2012.12.016

2004). Directed evolution is a powerful approach to achieve such
improvements. Rapid generation of molecular diversity is essential,
and one of the best methods to achieve this is homologous recombi-
nation through DNA shuffling (Crameri et al., 1998). When coupled
with high-throughput screening, DNA shuffling and other directed
evolution methods have often resulted in remarkable improve-
ments of activity, thermostability or enantioselectivity (Crameri
et al., 1998; Reetz, 2004; Schmidt-Dannert and Arnold, 1999). The
lipase A from B. subtilis has been the subject of several such stud-
ies (Acharya et al., 2004; Ahmad et al., 2008; Augustyniak et al.,
2012; Droge et al., 2006; Kamal et al., 2011). In contrast, a directed
evolution approach for B. pumilus lipase has only been reported by
Huang et al. (2008) who used error-prone PCR to evolve mutants
with increased activity.

We applied the DNA shuffling method, coupled with a high-
throughput screening assay, to improve the activity of lipases of
subfamily 1.4 produced by local isolates of B. pumilus. The lipase
mutant (L3-3) showing the highest activity was sequenced and
purified, and biochemically characterized. Obtained after a single
round of DNA shuffling from two parents sharing 89% identity, this
chimeric mutant has two cross-over positions and carries three
point mutations. Its activity was 6.4 and 8.2 times higher than
that of the two parent enzymes. Surprisingly, L3-3 also displayed a
remarkable increase in thermostability, with a 9 times longer half-
life (Ty2) at 50 °C. Taking advantage of the high sequence similarity
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with B. subtilis lipase A, a 3D homology model was constructed for
L3-3, and the role of sequence differences between the mutant and
the parents on enzyme activity and thermostability is discussed.

2. Materials and methods
2.1. Isolation and identification

Bacterial strains L5 and L21 had been isolated by traditional
bacteriological methods from hot springs at Balikesir and Bursa,
Tiirkiye (Tuzlakoglu et al., 2003). Characterization of the strains
was done using biochemical tests, microscopical observations
(Sneath, 1984) and 165 rRNA gene sequencing (Issever Oztiirk et al.,
2008). Database homology searches were performed with BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.2. Cloning and expression of parent lipase genes

Chromosomal DNA was isolated from B. pumilus strains L5 and
L21 (Tuzlakoglu et al., 2003; issever Oztiirk et al., 2008) and used
to amplify by PCR the lipase-encoding genes, using a pair of degen-
erate primers (forward: 21F, reverse: 22R). After 30 amplification
cycles, a 0.65-kb PCR product was recovered from an agarose gel.
Cloning was carried out with InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fer-
mentas). The purified PCR products were ligated in pTZ57R/T, and
E. coli JM109 cells were transformed with this ligation product. The
resulting plasmids were named pTZ-L5 and pTZ-L21. For expres-
sion studies, HindIlI-EcoRI fragments from the plasmids pTZ-L5 and
pTZ-L21 were subcloned into the expression vector pUC19 previ-
ously digested with the same enzymes, separately. E. coli J]M109
cells carrying recombinant vectors were grown for 24 h in the pres-
ence of ampicillin (100 wg/ml) and gene expression was induced
with a final concentration of 0.1 mM IPTG.

2.3. DNA shuffling library construction

A library of random fragments was constructed using modi-
fied DNA shuffling methods (Lorimer and Pastan, 1995; Stemmer,
1994; Zhao and Arnold, 1997). Two 0.65 kb DNA fragments contain-
ing lipase genes from L5 and L21 were amplified by using primers
21F and 22R. Fragments of 0.65 kb were purified from 1% agarose
gel. Parent DNA fragments were digested with bovine pancreas
DNase I in the presence of Mn2*. A mixture of 50 ul (containing
1.5 pg of each parent DNA) and 5 .l 10x digestion buffer (50 mM
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane)-HCI, 10 mM MnCl, ) was
equilibrated at 25°C for 5min; 0.45U of DNase I (diluted in 1x
digestion buffer) was added. Digestion was performed at 25 °C and
terminated after 11 min by heating at 90 °C for 10 min. The digested
fragments were separated by 1.5% agarose gel electrophoresis; frag-
ments of <70 bp were isolated and purified from the gel.

PCR without primers. The reaction volume (50 1) contained
20 pl purified fragments, 0.4 mM dNTP mix, 2.5U Pfu DNA poly-
merase, 1x Pfu DNA polymerase reaction buffer. The following PCR
protocol was applied: 3 min at 96°C, 40 cycles of 1 min at 94°C,
1min at 55°C, 1 min+5 s/cycle at 72°C, 10 min at 72 °C.

PCR with primers. The reaction mixture containing reassembled
DNA-fragments (1 ) along with primers 21F and 22R was used to
amplify the full-length genes, using the same PCR cycling program
as described in PCR without primers. PCR conditions (50 .1 final vol-
ume): 80 pmol of each primer, 1x Taq polymerase reaction buffer,
0.2 mM dNTP mix (Roche) and 2.5 U Taq/Pfu (1:1) polymerase mix-
ture.

The purified PCR product was digested with HindIlI-EcoRI and
ligated into plasmid pUC19, which had been digested with corre-
sponding restriction enzymes to create the recombination library.
Freshly prepared E. coli JM109 cells were transformed with the

resulting DNA mixture. Cells were plated on LB-agar containing
1.5% agar and 1% ampicillin, and incubated overnight.

2.4. Enzyme expression and library screening

Active transformants were assessed by a three-step screening
protocol. First, transformant colonies were replicated on tributyrin-
agar plates containing 0.15% Gum Arabic and 1.5% tributyrin in LB-
agar (Liebeton et al., 2000), supplemented with 1% ampicillin. After
incubation for 16 h, enzyme secretion into the medium was induced
by incubation for 6 h at 4 °C. Transformants showing lipase activity
(resulting in clear halos surrounding the colonies) were selected.

In the second step, selected variants were inoculated into the
individual wells of 96-well plates containing 250 ul LB with 1%
ampicillin. After overnight growth (37 °C), lipase activity in the cul-
ture supernatant was assayed quantitatively using pNP-palmitate
as substrate, according to the method of Eom et al. (2005) with
slight modifications; absorbance at 405 nm was measured with a
Fluostar Omega Microplate Reader (BMG Labtech). Measured activ-
ities were normalized for culture density; variants showing a higher
normalized activity than parent strains were selected.

Selected variants were further confirmed and analyzed in a third
step by growing them in shake flask cultures at 37 °C. Ten milliliters
of LB medium containing 1% ampicillin were inoculated with 0.1 ml
pre-culture; gene expression was induced with 0.1 mM IPTG. Nor-
malized lipase activity was assayed according to the method of
Winkler and Stuckmann (1979).

2.5. DNA sequencing, purification and characterization of parents
and mutant lipase

The plasmid DNA of parents L5 and L21 and of the trans-
formant with highest activity was isolated and sequenced
(see Supplementary Material, Section 1.3). The expressed lipase
enzymes were subjected to a single-step purification; their purity
was determined from an SDS-PAGE gel. Purification details and
characterization of the purified enzymes by determination of
temperature and pH profiles and stability, the effect of various
detergents, organic solvents, metal ions and inhibitors on activity,
and analysis of substrate specificity are described in Supplementary
Material (Section 1.4).

2.6. Modeling studies

After analysis of the B. pumilus L3-3 mutant sequence by the
FFASO3 server (Jaroszewski et al.,2011) the structure with the high-
est sequence identity (78%), B. subtilis lipase A (PDB ID: 1I6W (van
Pouderoyen et al., 2001)), was used as a template in the “One-to-
one threading” protocol of the Phyre2 server (Kelley and Sternberg,
2009) to obtain 3D models of mutant L3-3 and parents L5 and
L21. Differences and mutation positions of the models were eval-
uated in PyMOL (Schrédinger, LLC, version 1.2r1) by looking at
interaction possibilities and clash problems. Secondary structure
assignment was calculated with DSSP (Kabsch and Sander, 1983);
hydrogen-bonding was assessed within PyMOL. Structural figures
were prepared with PyMOL.

3. Results
3.1. Isolation and identification of lipase-producing strains
Characterization of the bacterial strains previously isolated from

hot springs near Balikesir and Bursa (Tiirkiye) showed that they
are Gram-positive, rod shaped, aerobic, catalase-positive and spore
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Fig. 1. Schematic representation of the sequences of the two Bacillus pumilus parents (L5, light gray, and L21, dark gray) and mutant L3-3. Dark gray and light gray colors
in the L3-3 mutant indicate from which parent the L3-3 mutant derived its sequence. Because of local homology at the DNA level, the crossover positions in L3-3 cannot
be determined exactly; the first crossover position is between residues 20/21 and 23/24, and the second crossover position is between residues 149/150 and 168/169, as
indicated by the shaded parts. Chimeric differences between the two parents are indicated with black triangles; the 3 point mutations in the L3-3 mutant are indicated with

black bars. A more detailed alignment is given in Supplementary Material Fig. S2.

forming. Biochemical tests and 16S rDNA gene analysis identified
the strains as B. pumilus, and they were designated as L5 and L21.

3.2. Cloning, sequencing and expression of the parent lipases

The 0.65kbp lipase open reading frames (ORFs) of the two
B. pumilus strains L5 and L21 were amplified from the chro-
mosomal DNA (Supplementary Material Fig. S1). Cloning into
pTZ57R|/T and subsequent DNA isolation and sequencing con-
firmed the presence of ORFs of 645 bp, encoding precursor lipases
of 215 amino acid residues. DNA translation showed that the
encoded enzymes contain a 34-residue signal peptide (SignalP
4.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP); after cleavage, the
mature enzymes thus contain 181 amino acid residues. Sequence
analysis revealed that the L5 and L21 parent lipases share 89% iden-
tity with each other (at the protein level), and 78% identity with B.
subtilis lipase A (Supplementary Material Fig. S2). The parent lipase
gene sequences have been deposited in GenBank with accession
numbers JX163855 (L5) and JX163856 (L21).

The L5 and L21 lipase genes were successfully subcloned into
a pUC19 vector, as confirmed by digestion of the recombinant
plasmid and identification of the 645bp DNA fragments. Trans-
formation of E. coli JM109 cells with the recombinant plasmids
resulted in active expression of the lipases, as was confirmed by
lipase activity assays.

3.3. DNA shuffling and screening of the library

A random B. pumilus lipase library was generated by DNA shuf-
fling, using <70bp fragments obtained from the two B. pumilus
lipase parent genes L5 and L21. Reassembled products ran as sin-
gle bands with the correct size on agarose gels (Supplementary
Material Fig. S1). These were used to transform E. coli JM109 cells;
5500 transformants (55%) expressed a functional lipase, forming
clear halos due to the hydrolysis of tributyrin. The 350 transfor-
mants with highest activity (as judged by eye) were selected for the
second screening step. From these, the 16 transformants showing
a higher activity than the parent strains were selected for a third
screening step, in which more favorable conditions for bacterial
growth were applied. The transformant showing the highest nor-
malized activity was further characterized by comparison with the
two parent lipases. Sequencing revealed that the lipase expressed
by this transformant (L3-3) is a chimeric mutant with 2 crossover
positions, resulting in a large middle fragment originating from the
L5 parent, and shorter N- and C-terminal fragments derived from
the L21 parent (Fig. 1 and Supplementary Material Fig. S2). There
are 11 “chimeric differences” (residues that differ between the two
parent enzymes) in the middle fragment and 3 such differences
in the terminal fragments. In addition, L3-3 carries 3 point muta-
tions (G14S,A15G and V109S); they do not stem from either parent,
nor are they present in B. subtilis lipase A. Consequently, L3-3 is

Table 1

Specific activity and half-life of the partially purified parent (L5, L21) and mutant
(L3-3) enzymes. The specific activity is given before (raw) and after correction for
purity (40, 25 and 60% for L5, L21 and L3-3, respectively).

L5 L21 L3-3

558 + 4
2238 £ 16
4.40 + 0.03

Raw specific activity (U/mg) 1150 + 3
Corrected specific activity (U/mg) 2878 + 8
T2, 50-c (min) 420 +0.12

11,012 £ 4
18,332+ 7
38,5 +£ 0.7

different from parent L5 at 6 positions, and different from parent
L21 at 14 positions.

3.4. Purification and characterization of parent and mutant B.
pumilus lipases

Results of the purification of the two parent B. pumilus lipases
and mutant L3-3 are summarized in Supplementary Material Table
S1. Typically, the final yield of enzyme was about 50% of the ini-
tial activity, with a 9-fold increase in specific activity compared to
the culture lysate supernatant. On SDS-PAGE, the purified enzymes
were observed at about 19 kDa (Supplementary Material Fig. S3),
with purities of about 40, 25 and 60% for L5, L21 and L3-3, respec-
tively. We did not succeed in purifying the enzymes further.

For both parent and mutant lipases, the optimum temperature
was 37°C (Supplementary Material Fig. S4), but, after correction
for the differences in purity, the specific activity of mutant L3-3
was about 6.4 and 8.2 times higher than that of the parents L5
and L21, respectively (Table 1). At higher temperatures, activity
decreased fast to near-zero values at 55°C, but the L3-3 mutant
clearly retained more activity than the parent enzymes (Fig. 2). The
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Fig. 2. Relative residual activity of parents (L5, L21) and L3-3 after pre-incubation
at different temperatures for 30 min.
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Fig. 3. 3D homology model of the B. pumilus L3-3 mutant, generated with Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009) based on the crystal structure of B. subtilis lipase A (van
Pouderoyen et al., 2001). The N- and C-terminal polypeptide segments derived from parent L21, containing the 3 chimeric differences (M12, A20 and V169) are shown in
blue; the middle segment derived from parent L5 is shown in gray. The three point mutations G14S, A15G and V109S are shown with yellow carbon atoms. The catalytic
residue S77 in the active site is also shown. (For interpretation of the references to color in figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

half-life (at 50°C) of mutant L3-3 was 9 times longer than that of
the parent enzymes (Table 1).

The pH-activity profiles of both parents and mutant L3-3 were
very similar (Supplementary Material Fig. S5a), with an optimum
pH of 8.0. The residual activity profiles after 1 week of incubation
at 4°C were also similar, with 80-100% activity retained between
pH 6.5 and 10.0 (Supplementary Material Fig. S5b).

Metal ions (10mM) in general had modest effects
(Supplementary Material Fig. S6, left panel); relative activi-
ties were in the range of 50-163%. The most prominent effect
was observed for CuCl,, which showed an increased activity for
L3-3 while the parent lipases were inhibited. In addition, CoCl,
and FeCl, increased activity of L3-3 significantly. The presence of
CaCl, slightly inhibited the mutant, while the presence of EDTA
(ethylene diamine tetraacetic acid) (1 or 10 mM) hardly affected
activity; PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) strongly inhibited
activity of both parent enzymes and the mutant (Supplementary
Material Fig. S6, right panel).

All tested detergents, except for Na-deoxycholate, inhibited the
activity of parent and mutant lipases at the highest tested concen-
tration; CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) (1%) and SDS
(sodium dodecyl sulfate) (1%) almost completely inactivated the
enzymes (Supplementary Material Fig. S7a). However, in several
cases mutant L3-3 retained a significantly higher activity than the
parents, or was even stimulated.

Most of the tested organic solvents had a slightly inhibiting
effect on the activity of parent enzymes at 10% concentration; this
effect was stronger at higher concentration (30%) (Supplementary
Material Fig. S7b). Notably, the L3-3 mutant showed a tolerance
to all tested organic solvents at 10% concentration except isoamyl
alcohol.

Analysis of the substrate specificity of parent and mutant lipases
revealed only small variations (Supplementary Material Fig. S8);
mutant L3-3 showed a slightly higher activity toward long chain
triacylglycerol fatty acids than the parent enzymes.

3.5. Structural observations

The 3D models generated for the B. pumilus lipase L3-3 mutant
(Fig. 3) and its L5 and L21 parents showed high Phyre confidence
values. Of the 40 sequence differences between the B. subtilis lipase
A and the B. pumilus L3-3 mutant (Supplementary Material Fig. S2),
almost half are homologous substitutions. For 35 of these, the side

chains are at the surface and exposed to the solvent; the remaining
differences are located in the hydrophobic core, and comprise at
most one methylene or methyl group. About half (19) of the differ-
ences occur in non-regular secondary structure elements such as
loops and 3¢ helices. For the G14S mutation, a different side chain
rotamer was chosen to avoid a close contact with the side chain
of N18. For all other changed residues, no severe clash problems
were observed. The three chimeric differences of L3-3 with parent
L5 and the three point mutations in L3-3 are described below.

The chimeric differences (M12, A20 and V169). Residue 12 is
located at the tip of a 6-residue loop (residues 10-15) connect-
ing strand 33 and helix n1/aA (Fig. 4a). Its side chain is exposed to
the solvent, and the chimeric change from isoleucine to methionine
may increase hydrophobic and van der Waals interactions with the
substrate. Residue 20, at the start of helix aA, is located about 16 A
from the active site, and has a solvent-exposed side chain. Changing
a phenylalanine to alanine at this position will considerably reduce
the hydrophobicity at the surface, and the tendency to aggregate
at higher temperatures. Residue 169 is in helix aF; its side chain is
located in the hydrophobic interior of the enzyme (Fig. 3), far from
the active site. The change from isoleucine to valine at this posi-
tion (one methyl group) may slightly change local packing in the
enzyme’s interior.

The point mutations (G14S, A15G and V109S). Residue 14 is
located in the 33-n1/aAloop (residues 10-15), adjacent to the sub-
strate binding cleft (Fig. 4a). The introduction of the serine side
chain has no effect on the main chain torsion angles (¢ =-86°,
Y =-171°), but it increases the local surface polarity. In addition, it
provides the possibility of the formation of two additional hydro-
gen bonds within the loop. The 3-turn hydrogen bond interaction
between the main chain oxygen atom of G11 and the main chain
nitrogen atom of S14 is preserved. Mutation of residue 15 intro-
duces a third glycine residue in the 33-n1/aA loop (Fig. 4a). In the
parent B. pumilus enzymes (like in B. subtilis LipA), the alanine side
chain at position 15 points into the solvent, forming a hydropho-
bic surface patch together with the side chain of Y17, at the rim
of the substrate binding cleft. The absence of the methyl group in
mutant L3-3 mutant reduces local surface hydrophobicity. Residue
109 is positioned at the surface, just after 3¢ helix n4 (Fig. 4b). In
both parent B. pumilus lipases L5 and L21 residue 109 is a valine,
and its mutation to serine reduces the local surface hydrophobic-
ity. In mutant L3-3, this methyl group is absent, and local surface
hydrophobicity is reduced. Moreover, the serine hydroxyl group is
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Fig. 4. Stereo figures of the L3-3 mutant homology model. Point mutations are shown with yellow carbon atoms. Hydrogen bond interactions are shown as blue dashed
lines. (a) Point mutations G14S and A15G located in the 33-n1/aA loop (residues 10-15) that connects strand 31 and helix aA. The S14 Oy atom has hydrogen bonding
interactions with the N32 atom of N18 from helix A and the main chain nitrogen atom of G11. The B-turn hydrogen bond interaction between G11 O and G14 N is also
shown. The 33-n1/aA loop is on one side of the substrate binding cleft, where the leaving group of a substrate would be bound. Some residues lining this part of the active
site (1157, L160) are also shown in stick representation as well as the nucleophilic serine (S77). The main chain nitrogen atom of residue M12 that forms part of the oxyanion
hole is indicated with an asterisk (*). (b) The V109S point mutation; its side chain makes direct hydrogen bonds to the N32 atom of N48, the N-terminal residue of helix
aB, and to the main chain oxygen of A81 (in helix aC). The long aB helix can make only one other direct hydrogen bond, between S56 and D91. (For interpretation of the
references to color in figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

able to form two hydrogen bonds, similar to the equivalent thre-
onine in B. subtilis lipase A. It can make one hydrogen bond to the
main chain oxygen atom of residue A81 (in helix C), and a second
hydrogen bond to the N32 atom of N48, the N-terminal residue of
helix aB.

4. Discussion
4.1. Activity and thermostability of mutant L3-3

Mutant L3-3 was selected from the shuffling library by screening
for lipase activity. Our approach did not account for differences
in lipase expression levels in the library and therefore may be
biased. Nevertheless, our selection strategy resulted in a mutant
with significantly improved specific activity. This mutant (L3-3)
shows a 6.4- and 8.2-fold increase in specific activity, respectively
when compared to its parent enzymes L5 and L21. The usefulness
of (mutant) lipases in industrial applications also depends on the
effects of metal ions, detergents and organic solvents. For exam-
ple, enzyme activity and stability in the presence of detergents is
arequirement for laundry applications (Gaur et al., 2008). Further-
more, tolerance to organic solvents facilitates the use of enzymes

as biocatalysts in non-aqueous media, e.g. when it is necessary
to dissolve or recover substrates or products in an organic phase,
to decrease unwanted substrate or product inhibition (Hun et al.,
2003), or when the product itself is an organic compound (e.g.
methanol in the production of biodiesel) (Li et al., 2012). Our
results indicate that for many of the compounds tested, mutant L3-
3 retains a comparable or higher relative activity than the parent
enzymes, and therefore has improved characteristics as a possible
biocatalyst. With respect to substrate specificity, L3-3 remains a
true lipase, with the highest activity observed for long chain tria-
cylglycerol fatty acids, like the parent enzymes L5 and L21.

The significant stimulating effect of the presence of (10 mM)
FeCl,, CoCl, or CuCly on L3-3 is remarkable, since many lipases
are inhibited by these metal salts (Gaur et al., 2008; Nthangeni
et al., 2001; Sharma et al., 2001). The minimal effect of the metal-
chelating agent EDTA on the activity of the parent enzymes and
L3-3 suggests that no metal binding sites exist, in agreement with
previous studies. The strong inhibition by PMSF confirms that the
enzymes under study are of the serine hydrolase class. Secondly,
the tolerance of L3-3 to detergents is comparable to or slightly bet-
ter than that of the parent enzymes. Notably, the higher retained
activity of L3-3 in the presence of 0.1% SDS compared to the parent
enzymes, indicates that it is more resistant to unfolding. Thirdly,
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the higher retained activity of L3-3 for most organic solvents when
compared to the parents indicates an increased tolerance to such
compounds.

Surprisingly, although we screened for activity as the desired
property to be increased, L3-3 also displays a remarkable increase
in thermostability. Its half-life (T;;) at 50°C of 38.5min is a 9.2-
and 8.8-fold improvement with respect to the parent enzymes.
This is also reflected by a higher resistance to thermal inactivation:
70% of the initial activity of L3-3 is retained after a 30 min incuba-
tion at 50°C, a 2.5- and 3.7-fold increase compared to the parent
enzymes (Fig. 2). The fact that we obtained a mutant with both
increased thermostability and activity indicates that it is possible to
improve these properties at the same time. A similar case has been
reported for Candida antarctica lipase B (Suen et al., 2004); there-
fore a ‘dual’ screening approach involving both thermostability and
activity may be generally beneficial for the directed evolution of
lipase enzymes. In addition, further improvement of thermosta-
bility and activity may be obtained by increasing the number of
DNA-shuffling cycles.

4.2. Structural implications

It has been proposed that several sequence/structural features
contribute to the greater stability of thermophilic proteins (Kumar
et al., 2000). These features include packing (of the core struc-
ture), polar surface area, helical content/propensity, salt bridge and
other hydrogen bond interactions, proline substitutions, insertions
or deletions, loop stabilization and protein oligomerization. In the
case of the B. pumilus L3-3 mutant, the basis of enhanced thermosta-
bility and activity (with respect to the parent enzymes) must lie,
in one way or another, in the chimeric differences and point muta-
tions. To study their structural effects, we constructed 3D homology
models for the B. pumilus L5 and L21 parent lipases and mutant L3-
3 (Figs. 3 and 4), based on the crystal structure of B. subtilis lipase
A (van Pouderoyen et al., 2001). Given the high sequence identity
(78%) between the B. pumilus lipases and the B. subtili lipase A, and
the nature and distribution of the about 40 differences between
them, the homology models can be regarded as fairly reliable with
an estimated root mean square deviation for backbone atoms of
0.6 A (Chothia and Lesk, 1986). Even in regions where differences
are concentrated (mostly in loops and 31¢ helices), the main chain
need hardly be affected because most of the differences are at the
surface. In only one case (residue S14 in L3-3) the model was man-
ually adjusted to a more favorable side chain rotamer.

Three of the six differences between mutant L3-3 and parent
L5 occur in the $3-n1/aA loop (residues 10-15, Fig. 4a), which
forms one ‘wall’ of a narrow hydrophobic substrate binding cleft
(Droge et al., 2006). Both the chimeric 112 M difference and A15G
point mutation result in a reduced surface hydrophobicity, which
may contribute to an increase in thermostability of L3-3. A similar
proposal has been made for the A15S mutation in B. subtilis lipase
A mutants 3-3A9, 4D3 and 6B (Ahmad et al., 2008; Kamal et al.,
2011). The third difference, G14S, is the first reported mutation at
this position for a family 1.4 lipase. The introduction of the serine
side chain may increase thermostability by facilitating an addi-
tional intra-loop hydrogen bond interaction with residue G11. This
interaction would stabilize the conformation of the 33-n1/aA loop,
counteracting the flexibility-increasing effect of the introduction
of a third glycine in this loop (mutation A15G). Together, the ther-
mostability enhancing effects of mutations in the 33-n1/aA loop
may be attributed to a combination of reduced surface hydropho-
bicity and stabilization of loop conformation.

The observed enhanced activity of L3-3 on pNP-palmitate as a
substrate most likely stems from the G14S and 112 M mutations
in the substrate binding cleft. In the complexes of B. subtilis lipase
A with different phosphonate inhibitors (Drége et al., 2006) (PDB

IDs: 1R4Z, 1R50), the IPG moiety of the inhibitor binds in a nar-
row hydrophobic groove between residues 112-G13-G14 (in the
3-m1/aA loop) and H156-1157. The importance of residues in the
33-m1/aAloop of B. subtilis lipase A has been shown previously in a
loop-grafting study (Boersma et al., 2008), where enantioselectiv-
ity toward IPG esters could be inversed by replacing this loop with
loops originating from other a/3-hydrolases. A superposition (not
shown) of L3-3 with B. subtilis lipase A reveals that in L3-3 the pNP
moiety of the substrate would occupy the same space as the IPG
moiety in B. subtilis lipase A. The side chain of a serine residue at
position 14 would point into the binding groove and could interact
with the substrate. The increased polarity of the environment of
the scissile bond may favorably affect the hydrolysis of the cova-
lent tetrahedral reaction intermediate. This reaction intermediate
is stabilized by two peptide NH groups (the oxyanion hole) formed
by residues 12 and 78 (Jaeger et al., 1999). Thus, the [12M and G14S
mutations may affect both substrate affinity and reaction kinetics,
apparently leading to a more active enzyme. On the other hand,
substrate specificity is hardly affected (Supplementary Material Fig.
S8).

In contrast to the above mentioned mutations, point mutation
V109S and the chimeric differences F20A and 1169V, located at
distances between 12 and 16 A from the active site serine, likely
will not affect the activity of L3-3, at least not through short range
effects. Instead, the F20A and V109S mutations appear to increase
thermostability by reducing surface hydrophobicity, or by stabi-
lizing interactions that are absent in the parent enzymes. Like in
B. subtilis lipase A, two hydrogen bonds can link S109 (T109 in
lipase A) to N48 on helix aB and to A81 on helix aC, thereby
anchoring this part of the long 109-123 loop to the core secondary
structure elements. The S109-N48 hydrogen bond interaction also
fixes the N-terminal end of the long aB helix (Fig. 4b), which
has only one other hydrogen bond interaction (S56-D91). Likely,
the stabilizing interactions due to the V109S mutation result in
a more rigid enzyme structure, in agreement with the observa-
tion that the L3-3 mutant is more resistant to unfolding by SDS.
Together with the removal of a solvent-exposed non-polar phenyl
or methyl group of residues 20 and 109, respectively, this results in
enhanced thermostability. Finally, the 1169 V difference may affect
thermostability by slightly changing the interior hydrophobic pack-
ing of the enzyme.

5. Conclusions

To the best of our knowledge, our study describes the first
application of DNA-shuffling to lipases from B. pumilus. From a
single round of DNA-shuffling with two B. pumilus parent lipases,
we have obtained a chimeric mutant (L3-3) with an up to 8-fold
increased specific activity and a 9-fold increased half-life (at 50 °C).
The increased tolerance of L3-3 to various detergents and organic
solvents further enhances its application possibilities as a biocat-
alyst. Based on a reliable homology model, we conclude that the
observed enhancement of thermostability of L3-3 is likely the con-
sequence of (a) rigidification of enzyme structure by strengthening
(hydrogen bonding) interactions between structural elements, and
(b) the removal of hydrophobic patches on the enzyme surface
(A15G, F20A, V109S). The same factors have been proposed to
account for increased thermostability of evolved B. subtilis lipase
A mutants (Ahmad et al., 2008; Kamal et al., 2011). The effect
on enzyme activity is likely due to the fact that three of the six
differences between mutant L3-3 and parent L5 (112 M, G14S,A15G)
are in aloop adjacent to the substrate-binding site. These mutations
may affect substrate binding and increase the reaction rate for the
hydrolysis of the covalent reaction intermediate, but do not alter
the substrate specificity. Although synergistic effects of mutations
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may occur, an analysis of the effect of each single mutation in L3-
3 would provide support for the observed beneficial effects. Our
results show that it is possible to evolve variants with improved
activity and thermostability with relatively few mutations, in a sin-
gle evolution cycle. This opens up possibilities to further evolve B.
pumilus lipases by increasing the number of cycles, and by using
screening methods aimed at higher activity and thermostability at
the same time.
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