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i
OZET

TEZ KONU BASLIGI: METAL IYONLARININ VE
SURFAKTANLARIN Geobacillus kaustophilus LIPAZ AKTIVITE VE
YAPISAL KARARLILIGINA ETKIiSININ INCELENMESI

YAZAR ADI: KUBRA EKSILER

Bu tez ¢alismasinda, Geobacillus kaustophilus lipaz geni pET22b vektoriine
klonlanarak Escherichia coli’de eksprese edildi ve DEAE-seliiloz rezini kullanilarak
saflastirildi. Proteaz inhibitérii olan PMSF kullanilmadan yapilan saflastirmada
molekiiler agirhigi ~41 kDa (teorik ~43 kDa) olan, yiiksek lipaz aktivitesi (~5000
unit/mg protein) gosteren bir protein elde edildi. MALDI-TOF/MS ile yapilan
analizlerde C-ucunda bulunan “LAEQLASLQP” peptitin (MW: 1069 kDa) eksik
oldugu tespit edildi.

Farkli metal tuzlarinin (CaCl,, MgCl,, CoCl,, NiCl,, MnCl; ve ZnCl,) enzim
aktivitesine etkisi, substrat olarak p-nitrofenil palmitat kullanilarak spektroskopik
yontemle incelendi. Ca?*, Mg?*, Mn®* ve Co?" aktiviteyi artirirken, Zn** ve Ni?
inhibe etti. 1 mM Tween deterjanlari lipaz aktivitesini tamamen inhibe ederken,

2+,

Triton X-100 aktivite iizerine degisken etki gdsterdi. Ayrica Ca®* ve Zn?*’nin lipazin
yapisina etkisi Sirkiiler Dikroizm spektroskopisi ile incelendi. Sadece EDTA ile
yapilan olgiimlerde lipazmn yapisi 70 °C’de tamamen bozulmakta iken, Ca?*
varliginda 80 °C’de bozulmaktadir. Zn** iyonu varliginda ise 50 °C’de enzim
tamamen denatiire olmaktadir. Bu sonuclar1 desteklemek amaciyla da, Floresans
Spektroskopisi yontemiyle Ca** ve Zn?* iyonlarmin enzimin yapisina etkisi triptofan
ve ANS emisyonu ile incelendi. Ca?* varliginda triptofan ve ANS emisyonunda bir
degisiklik olmazken, Zn?* varliginda triptofan emisyonu azalmakta, ANS emisyonu
da artmaktadir. Ayn1 deneyler daha once bu laboratuarda pET28a(+) vektoriine
klonlanan ve His-tag’l1 olarak saflastirilan lipaz (Hisg-lipaz) i¢in de yapilmistir ve
benzer sonuglar elde edilmistir. Genel olarak elde edilen sonuglar Ca® iyonunun
lipazin stablitesini artirdigi, Zn** iyonunun ise yapiy1 bozarak stabilitesini azalttigini

gostermektedir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: STUDY OF EFFECT OF SOME METAL
IONS AND SURFACTANTS ON THE ACTIVITY AND
STRUCTURAL STABILITY OF Geobacillus kaustophilus LIPASE

AUTHOR: KUBRA EKSILER

In this thesis, Geobacillus kaustophilus lipase gene was cloned into pET22b
expression vector, expressed in Escherichia coli and purified using DEAE-cellulose.
During purification PMSF, a protease inhibit6r, was not included, so a protein with a
molecular mass of ~41 kDa (theoretically 43 kDa) with high lipase activity was
obtained. MALDI-TOF/MS analyses revealed that the C-terminal peptide
“LAEQLASLQP” (MW: 1069 kDa) was missing.

The effect of various metal ions (CaCl,, MgCl,, CoCl,, NiCl,, MnCl, ve
ZnCl;) on the activity of enzyme was investigated by spectroscopic method using p-
nitrophenyl as a substrate. Ca®*, Mg**, Mn?* and Co?* increased the activity whereas
Zn** and Ni?* were inhibitory. While 1 mM Tween detergents completely inhibited
the activity, Triton X-100 showed inhibitory and activatory effects at different
concentrations. Moreover, the effects of Ca®* and Zn** on the structure of lipase were
examined by circular dichroism spectroscopy. In the presence of EDTA alone, the
lipase was completely unfolded at 70 °C, while in the presence of added Ca®* it was
at 80 °C. On the other hand, the enzyme was completely denaturated in the presence
of Zn?* at 50 °C. The effects of Ca** and Zn®" ions on the structure of the enzyme
were further investigated by Tryptophan and ANS emission spectroscopy. No
significant changes in the tryptophan and ANS emissions were observed in the
presence of Ca®* whereas decreases in the tryptophan emission and increases in the
ANS emission were observed with increasing concentrations of Zn®**. Similar
experiments were carried out with His-lipase, which was previously cloned into
pET28a(+) vector in our lab, and similar results were obtained. Overall the results
show that Ca*" increases the stability of the lipase, whereas the Zn®** causes

significant changes in the structure of the enzyme that result in aggregation.
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1. GIRIS

1.1 Lipazlar

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, E.C. 3.1.1.3) fizyolojik kosullar altinda
trigliserit molekiillerindeki ester baglarini hidroliz ederek, serbest yag asitlerine, di-
ve mono-gliseritlere ve gliserole ¢eviren enzimlerdir. Hidroliz reaksiyonu haricinde,
esterifikasyon, asidoliziz, interesterifikasyon, alkoliziz ve aminoliziz reaksiyonlarini

da katalizlemektedir.
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tnacylglycerol 1,2-diacylglyceral fatty acid

Sekil 1.1. Lipazin katalizledigi hidroliz reaksiyonu.

Lipazlarin dogal substratlar1 suda ¢oziiniir degildir, yani reaksiyon su-yag
arayiizeyinde katalizlenir ve klasik Michaelis-Menten kinetigini takip etmez [1, 2].
Birgok lipazin katalitik mekanizmas1 “araylizey aktivasyonu” adi verilen bir
basamag igerir. Enzimin ii¢ boyutlu aktif bolge ¢ukuru polar solventler tarafindan
polipeptit zincirindeki helikal bir segment vasitasiyla izole edildiginde, bu enzimler
sulu homojen bir ortamda kapali yani inaktif konformasyondadir [3, 4]. Kapak
sistemindeki aminoasitlerinin i¢e bakan, yani aktif bolgenin iizerine kapanan yan
zincirleri apolar aminoasitlerden olusmustur. Helikal kapak sisteminin, substrata,
apolar solvente veya hidrofobik polimer tasiyicisina maruz kalmasi durumunda
hidrofobik kismi agilarak, kapak konformasyonel degisime ugrar [5, 6]. Lipazlar, a-
heliksler tarafindan etrafi gevrilmis, merkezinde [-sheetler bulunan, yani o/
katlanmalariyla olusan monomerik enzimlerdir [7, 8]. Lipazlarin aktif bolgeleri, Ser-
Asp/Glu-His Katalitik tigliisiinden meydana gelir. Bu katalitik serin rezidiisii, yiiksek
koruyucu pentapeptite aittir. Bir baska koruyucu yapi ise zincir omurgasinin

olusturdugu oksianyon boslugundaki amid yani NH gruplandir. Araylizey



aktivasyonu meydana geldiginde, oksianyon boslugu kapali konformasyondan agik

konformasyona dontisir.

Lipazlar serin proteazlar smifindan olup agil-serin kovalent ara-iiriin olusturan
enzimlerdir (Sekil 1.2). Kovalent katalizde aktivasyon enerji bariyerinin asilmasi i¢in
enzimle kovalent iirliniin olustugu ve salindig1 iki adim olusmaktadir. Bu enzimlerin
hiz belirleyici adimi1 biiylik c¢ogunlukla bu iki adimdan biridir. Reaksiyon
mekanizmasina gore aktif bolgede bulunan serin, peptit karbonil karbonuna baglanip
enzim-substrat kompleksini olusturmaktadir. Aktif bolge aminoasitleri ve substratin
oksianyonu arasinda olusan hidrojen baglar1 ge¢is halini kararli tutmaktadir. Histidin
protonunun substrata baglanmasi ile ge¢is hali bozulur ve reaksiyonun ilk iiriinii
olusur. Enzim molekiiliindeki ilk iirlinlin ¢iktig1 oyuktan giren suyun niikleofilik
atagr enzimden agil grubununda ayrilmasini saglar. Agil grubunun ayrilmasi
sirasinda (deagillenme) agillenme reaksiyonuna olduk¢a benzer ikinci tetrahedral
gecis hali olusmaktadir. Bu gegis hali sudan histidine proton transferi ile bozulur [9,
10].
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Sekil 1.2. Lipaz enziminin reaksiyon mekanizmasi. 1. Komsu histidin serin rezidiisiine
niikleofilik etki sonucu lipit baglanir ve Ser O atomu substratin karbonil karbonuna
niikleofilik atakta bulunur. 2. Gegis durumu tetrahedral ara {irlin olusumu, NH grubu
tarafindan O kararli hale getirilir. Substratin alkol bileseninden ayrilan proton histidine geger.
3. Substratin asit bileseni ile enzimin serin rezidiisii esterlestirilerek kovalent ara {iriin olusur.
Su molekiilleri ile komsu histidin rezidiileri aktif olur ve olusan hidroksil grubu kovalent ara
iiriintin karbonil karbon atomuna niikleofilik atakta bulunur. 4. Histidin rezidiisii ile aktif serin
rezidiisiiniin oksijen atomuna proton iletilir, serin ve agil bileseni arasindaki ester bagi kirilir
ve agil {iriin serbest birakilir [11, 12]



Lipazlar diisiik su miktar1 iceren ¢evrede (organik solventte), dogal
substratlarinin yanisira ag¢il donoérlart ve niikleofilleri genis bir aralikta kabul ederek
transesterifikasyonu ve esterifikasyonu katalizlediklerinden dolay1, biyoteknoloji
uygulamalar1 i¢in cazip enzimlerdir. Aym1 zamanda bu enzim, farkli cevresel
faktorlere de (genis aralikta pH, sicaklik, organik solvent) yiiksek tolerans
gostermektedir [13].

Lipazlar, endiistriyel uygulamalarin c¢esitli gereksinimlerini genis aralikta
karsilama potansiyeline sahiptir. Lipazlar diger enzimlere gére immobilizasyonu ¢ok
daha kolay oldugu icin endiistri i¢in olduk¢a faydalidir. Mikrobiyal lipazlar
bakteriyel amilolitik enzimlerden sonra endiistride kullanilan, endiistriyel
biyokatalizin ikinci biiyiik grubudur [14-16]. Bunlara ek olarak, lipazlar sindirim
sistemi ilaglarinda katki maddesi olarak, ¢amasir deterjan1 formiilasyonunda proteaz
enzimleriyle birlikte, yemek endiistrisinde kat1 ve sivi yaglarin modifikasyonunda
(besin degerlerini daha ¢ok arttirmak amactyla ve {irliniin daha iyi fiziksel 6zelliklere
sahip olmasit amaciyla) katalizor olarak, deri endiistrisinde, organik sentez
reaksiyonunda istenilen fonksiyonel gruplarin  korunmasvkirilmasinda ve
farmokolojide kiral bilesiklerin ayrilmasinda kullanilmaktadirlar [17,18]. Lipaz

enziminin stabil ve se¢icilige sahip olmasi, onun uygulama alanini arttirmaktadir.

Lipazlar bakteriler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan iiretilebilen enzimlerdir.
Fakat, ucuz ve kolay elde edilebilmesi yoniiyle mikrobiyal lipazlar endiistriyel
uygulamalar i¢in en uygunudur. Lipazlar daha ¢ok bakterilerden elde edilir, ¢linki
bakteriler genetik modifikasyonlara ¢ok duyarhdirlar [18]. Bacillus’lar ¢ok ¢esitli
mikroorganizma tiirleri olan ve baz tiirleri ekstrem kosullarda (¢ollerde, volkanik
sularda, kutuplarda) yasayabilen bir bakteri cinsidir. Bu hiicreler ekstrem iklim
kosullarina adepte olduklari i¢in, onlardan elde edilen lipazlar da genis aralikta,

ekstrem kosullarda olagandis1 6zellikler gosterir [19-26].

Literatiirde kristal yapis1 belirlenen lipazlar, Geobacillus thermocatenulatus
(BTL2) [27, 28], Bacillus subtilis (lip A) [29-33], Bacillus stearothermophilus lipaz
(L1 ve P1) [7, 8, 26, 34], Geobacillus stearothermophilus lipazdir (T1) [65].
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BTL2, Geobacillus thermocatenulatus; P1,
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Geobacillus
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stearothermophilus lipaz, T1, Geobacillus zalihae, Geobacillus kaustophilus ise bu tez
calismasinin enzimidir. “CLUSTAL O (1.0.3) Multiple Sequence Alignment” programi
kullanilarak dizi karsilastinlmas: yapilmistir. Aktif bolge rezidiileri (@), Ca®* ile koordine
olan rezidiiler(" ), Zn*" ile koordine olan rezidiilerdir (®).

G. kaustophilus Lipaz ile X-Ray yapisi bilinen, yaklasik olarak %95
aminoasit dizi benzerligine sahip olan enzimlerin dizileri karsilastirilmistir (Sekil
1.3). L1, Geobacillus stearothermophilus lipazin aktif bolge rezidiileri, Ser-113, His-
358, Asp-317°dir. Enzim iizerinde kalsiyum baglanma bolgesi mevcuttur. Bu
baglanma bdlgesi sayesinde enzim daha siki paketlenerek, termostabil olmaktadir.
Kalsiyum iyonu, Glu-360 ve Asp-365’in iki tane karboksil oksijen atomu, Gly-286

ve Pro-366’in ana zincirindeki iki tane karbonil oksijen atomu ve iki tane su



molekiiliiyle etkilesime girmektedir. Cinko iyonu da, kalsiyum iyonu gibi yapida
baglanma bolgesine sahiptir. Cinko iyonunun yapiyla koordineli oldugu rezidiiler ise,

Asp-61, His-81, His-87, Asp-238°dir [34].

Sekil 1.4. L1 lipazin yapisi. Serit diyagrami olarak gosterilmistir [34].

1.2 Metal iyonlar1 Ve Tuzlarin Etkisi

Metal iyonlar1 ve tuzlar, termostabil enzimler ic¢in Ozellikle 6nemlidir. Bu
iyonlar enzim ylizeyinde baglanma bdlgelerine sahip oldugundan dolayi, enzim igin
yapisal bir rolii vardir. Iyonlarla olusan koordinasyon araciligiyla, polipeptit

zincirindeki bazi esnek bolgeler daha siki paketlenir [35].

Genel olarak, yiiksek sicaklikta bulunan Bacillus lipazlarin aktivitesi kalsiyum
iyonu varhiginda %10-50 arasinda artar. B. Cereus C7 lipaz aktivitesi 1 mM Ca®*
iyonu varliginda iki kat artar [36]. B. sp. L2 lipaz aktivitesi ise 10 mM Ca?* iyonu
varliginda %510 artmaktadir. Metal iyonlarinin, hidroliz sonrasi agiga ¢ikan yag
asitleriyle etkilesip, bunlar1 yag tuzlaria cevirerek, iiriin inhibisyonunu engelledigi

ve bu sekilde pozitif etki yarattigr ileri siiriilmektedir [71]. Bunlarin haricinde,



kalsiyum varligindan etkilenmeyen bir¢ok lipaz enzimi de vardir [37-43]. B.

2+,

subtilis’den elde edilen lipazlar 50 mM Ca”’a kadar tolerans gosterirler. Bazi

Bacillus lipazlar ise kalsiyum varliginda az miktarda inhibisyon gostermektedirler
[73].

Potasyum ve magnezyum iyonlarinin etkisi ise degiskendir. Cogu lipaz
enziminde 10 mM ve daha yiiksek K" konsantrasyonu varliginda enzim aktivitesi %
5-20 arasinda artar. B. coagulans BTS-3 enzim aktivitesi potasyum iyonu varliginda
siddetli bir sekilde artar, 1 mM K varhiginda enzim aktivitesi % 386 oraninda artis
gosterir [44]. Na*, Cu2+, Fe3+, Fe2+, Mn2+, Co* iyonlarinda da oldugu gibi Zn%* iyonu
cogu Bacillus lipaz i¢in inhibitor etkisi gosterir. Civa (II) iyonu da ¢ogu lipazlar i¢in
giiclli bir inhibitordiir. Muhtemelen bu iyonlar, proteinin yapisinda bulunan siilfiir
iceren gruplar ile etkilesime girerek, enzimin konformasyonel yapisinda degisiklige
sebep olmaktadir. Birkag lipaz enzimi ise Hg?* iyonu i¢in kismen dayaniklidur.
Bunlar, B. licheniformis MTCC-6824 [47], B. sp GK8 [38], B. subtilis FH5 [48] ve
G. thermoleovorans ID1 LipB’dir [49]. Beklenmedik bir sekilde, Hg”" iyonu B.
coagulans MTCC-6375 [50] ve B. coagulans BTS-3 lipaz enzimini yaklasik 4.5 kat
aktive etmektedir [51]. EDTA ise B. coagulans MTCC-6375, B. subtilis FH5, J33,
L2 [48, 51-55] ve ayn1 zamanda B. subtilis i¢in bir inhibitordiir. Bunun anlami, bu
enzimlerin aktif konformasyonlar1 ve stabiliteleri igin metal iyonuna ihtiyag
duyduklaridir. Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisi, inkiibasyon siiresine ve

metal iyonlarinin konsantrasyonuna baglidir [40, 56-58].

1.3 Surfaktanlarin Etkisi

Surfaktanlar lipaz katalizorlii reaksiyonlarda su-yag arayiizeyini arttirip
stabiliteyi ve ¢oziiniirligl arttirdiklarindan ve agregasyonu onlediklerinden dolay1
¢ok fazla kullanilirlar. Surfaktanlarin birkag Bacillus lipazindaki etkisi incelenmis ve
genel olarak Bacillus lipazlarin deterjanlarin varligina toleransl oldugu goriilmustiir.
Diger mikrobiyal lipazlarin aktiviteleriyle de karsilastirildiginda, aktivitelerinde daha

az bir degisme gozlemlenmistir [42].

Genellikle Bacillus lipazlar Triton X-100’tn kiiciik miktarinin varhigina

tolerans gosterir veya zayif bir sekilde inaktive olurlar. Triton X-100’tin diisiik



konsantrasyonu (<%21) % 40-60 arasinda Bacillus lipazlarin aktivitesini arttirir. [55,
63, 84, 87, 116, 117]. B.sp. DH4’ten elde edilen lipaz, % 10 surfaktan varliginda
aktivitesi %164 oraninda artar [59]. SDS ise Bacillus lipazlar igin bir inhibitordiir.
Tek bir istisnai durum vardir, B. megaterium 370 lipazin aktivitesi % 0.05 SDS
varhiginda artis gostermektedir [74]. Bunlarin haricinde Bacillus lipazlarin serbest
yag asiti ve Tween’ler varliginda da aktiviteleri % 10-60 arasinda artmaktadir.
Geobacillus sp. T1’den elde edilen lipazin aktivitesi 1 mM Tween 80 varliginda %
88 oraninda artmaktadir [64]. Diger lipazlardan farkli olarak ise, B. megaterium ve
Bacillus sp. BP6’dan elde edilen lipaz enzimlerinin aktiviteleri kaprik, miristik ve
laurik asitin diisiik konsantrasyonlarinda (2.5-5 mM) giiclii bir sekilde artmaktadir
[75].

1.4 Tez Calismasinin Amaci

Lipazlar; bakteriler, bitkiler ve hayvanlar tarafindan iretilebilen enzimlerdir.
Mikrobiyal lipazlarin ucuz olmasi ve kolay elde edilebilmesi onlar1 endiistriyel
uygulamalar i¢in elverisli kilmistir. Biyoteknoloji, gida ve kimya (6zellikle deterjan
kimyasi) endiistrisinde yaygin olarak kullanilan lipaz enziminin metallere ve
surfaktanlara kars1 aktivitelerinin ve stabilitelerinin incelenmesi ve korunmasi bu

acidan bliyiik 6nem arzetmektedir.

Bu c¢alismada, metallerin ve surfaktanlarin termofilik 6zellik gosteren
rekombinant G. kaustophilus lipaz aktivitesine ve yapisal kararliligina etkisi
incelenmistir. G. kaustophilus lipaz geni daha once bu laboratuarda pET28a(+)
ekpresyon vektoriine klonlanmis ve E. coli’de ekspresyonu ve kismi
karakterizasyonu yapilmistt [12]. Ancak, elde edilen rekombinant lipazin spesifik
aktivitesi literatiirde rapor edilen ayni simiftaki lipaz aktivitelerine gore oldukga
diisiiktii ve ayrica metallerle yapilan deneylerde EDTA varliginda yapilmadigi igin

elde edilen sonuglar metallerin gercek etkisini yansitmamaktayd: [12].

Bu calismada bazi metallarin ve surfaktanlarin lipaz aktivitesine ve yapisal
stabilitesine etkisini incelendi. Ilk olarak Hise-lipaz ekspresyonu yapild: ve protein
saflagtirmasinda PMSF (proteaz inhibitorii) kullanildiginda enzim aktivitesinin diisiik

olmasindan dolayi, daha oOnce kullanilan yontemden farkli olarak PMSF



kullanilmadan protein saflagtirmasi yapildi. pET28(+) vektoriinden kaynaklanan His-
tag’in lipaz aktivitesine ve yap1 stabilitesine etkisini gormek i¢in, ilk olarak Trombin
ile histidin kuyrugu kesilmeye calisildi. Teorik olarak beklenmeyen kesimler
oldugundan dolay1 ¢ok diisiik aktivite o6l¢iildii. Bunun tizerine, lipaz genini pET22b
vektor sistemine klonlandi ve His-tag’siz ekspresyon gerceklestirildi. Metallerin,
surfaktanlarin ve tuzlarin lipaz aktivitesine etkisi spektrofotometrik yontemle;
yapisina etkisi ise Sirkiiler Dikroizm (CD) ve Floresans Spektroskopisi kullanarak

incelendi.

2. MATERYAL VE METOT

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kullamlan Cihazlar

Heidolph Promax 2020 GFL 1080 su banyosu, Excella E25 c¢alkalamali
inkiibator, Indesit TN5 (TK) -20°C sogutucu, F1 Multy Channel Finnpipette
(Thermo), inolab WTW Series pH olcer, Heidolph MR 3004 safety manyetik
karistirici, Varioklav Type 300 Otoklav, Sartoriusn Basic tarti, Mikro 120 Hettich
Zentrifugen santrifiij, New Brunswick Scientific Ultra Low Temprature Freezer
U410 premium -80°C dondurucu, Moleculer Devices kuvars plate, Spectromax Plus
384 (Moleculer Devices) Spektrofotometre, Shimadzu UV-Visible Spektrofotometre,
NUVE NF 1200R Santrifiij, JASCO-815 Circular Dichroism Spektrometre, Varian

Cary Eclipse Floresans Spektrofotometresi

2.1.2 Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Sodium dodeciyl sulfate (Sigma/L4509), TEMED (Merck/1.10732), Tris-HCI
(Calbiochem/648317), Triton X-100 (Merck/1.08603), Yeast extract granulated
(Merck/1.03753.0500), 2-mercaptoethanol (Merck/8.05740.0250), Acrylamide
(Merck/8.00830.1000), Acrylamide:N, N-methylene bis acrylamide (Fluka/01706),
Agar (Fluka/05040), Agarose (Sigma/A9539), Imidazole (Sigma/l-0125), IPTG
(Qiagen/12992), Kanamycin sulphate (Fluka/60615), Etidyum bromid, Peptone
(Merck/1.07213.1000), Tag DNA Polimeraz (Fermantas), 10X Tag DNA Polimeraz



PCR tamponu (Fermantas), T4 DNA Ligaz (invitrogen), 10X Ligaz Tamponu
(Invitrogen), Ndel Restriksiyon Endoniikleaz, Tampon R, Hindlll Restriksiyon
Endoniikleaz, dNTP (Fermantas), Potassium chloride (Sigma/P3911), Sodium
chloride (Merck/1.06404), Ampisilin  (AppliChem/9F001696), CaCl, (Sigma
Aldrich/449709), ZnCl, (Sigma Aldrich/229997), MgCl, (Sigma Aldrich/M8266),
CoCl, (Sigma Aldrich/232696 ), MnCl, (Sigma Aldrich/328146) , NiCl, (Sigma
Aldrich/339350), EDTA (Merck/324503), Tween 20 (Merck/655204), Tween 40
(Merck/822185), Tween 60 (Merck/817076), Tween 80 (Merck/822187). Protein
saflagtirmas1 i¢in Ni-NTA (Qiagen) ve DEAE-Selilloz (Sigma/D3764) kolon
rezinleri kullanilmistir. Mini plazmit DNA izolasyon kiti (Sigma-Aldrich), Jelden
DNA saflastirma kiti (Qiagen), PCR saflastirma kiti (Qiagen). Bu tez ¢aligmasinda

hazirlanan ¢6zelti ve besiyerler Ek 1°de verilmistir.

22 METOT

2.2.1 Hisg-Lipaz Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

Hisg-lipaz ekspresyonu ve saflastirilmasi daha 6nce laboratuarimizda kullanilan

ekspresyon ve saflagtirma yontemleri kullanilarak gergeklestirildi [12].

2.2.2 Lipaz Geninin pET22b Vektoriine Klonlanmasi, Ekspresyonu ve
Hiicre Oziitlerinin Hazirlanmasi

Lipaz geni Davut ERDOGAN’m tez ¢alismasindaki klonlama metotlar
kullanilarak, pET28a(+)-lip vektor sisteminden PCR ile ¢ogaltilip pET22b vektor

sistemine klonlanmistir [12].

Steril 5 mL LB besiyerine 80 pg/mL ampisilin ve pET22b lipaz vektorii igeren
%50 gliserol stok E.coli BL21(DE3) hiicresinden 5 pL eklenip 37 °C 180 rpm’de
gece boyu biiyiimeye birakildi. 16 saat boyunca biiyliimeye birakilan kiigiik kiiltiir 80
ug/mL ampisilin igeren 500 mL LB besiyerine aktarildi. ODgg 0.6 oluncaya kadar
inkiibasyona birakildi. ODgo 0.6’ya ulasinca, son konsantrasyon 0.25 mM olacak

sekilde IPTG ile uyarildi. LB besiyerinden saat bast 1 mL 6rnek alindi ve alinan
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orneklerin ekspresyon kontrolii SDS-PAGE ile yapildi. 4. saatin sonunda biiyiiyen
hiicreler +4°C ve 4000 rpm’de 15 dk siire ile santrifiijlenerek ¢oktiiriildii.

Hiicre peletleri hacminin 10 kat1 kadar liziz tamponunda ¢oziildii. Elde edilen
karisim buz igerisinde 40 saniye silire ile 10 kez sonikasyon islemi yapilarak
parcalandi. Homojenat +4°C’de ve 4000 rpm’de 20 dk santrifiijlenerek hiicre
kalintilarindan uzaklastirildi, siipernatant DEAE-seliiloz kolona ytiklendi.

2.2.3 Lipaz Saflastirilmasi

DEAE-seliiloz kolonu ile iki basamakta saflagtirma yapildi. DEAE-seliiloz kolon
20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl pH 8.0 tamponu ile dengelendi. Kolon rezini, 30 mL
hiicre 6ziitii ile 1 saat manyetik karistiricida karistirildi. Karisim kolona tekrar
yiiklendi. 100, 200, 300 ve 500 mM NaCl i¢eren 20 mM Tris-HCI tamponu ile 5’er
mL fraksiyonlar toplandi. SDS-PAGE ile saflik kontrolii yapildi. Yeterli saflikta
olmadig icin segilen fraksiyonlar ilk olarak diyaliz yapilarak tuzdan uzaklastirildi,
sonra DEAE-seliiloz kolona yiiklendi. 10, 30, 50 ve 100 mM NaCl i¢eren 20 mM
Tris-HCI tamponu ile yikama yapilarak fraksiyonlar toplandi. Saflik kontrolii igin
%10’luk SDS-PAGE yapildi.

2.2.4 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein saflik kontroliinde SDS (Sodyum dodesil siilfat)-poliakrilamid jel
elektroforezi % 0.1 anyonik deterjan varliginda, %10’luk ayirma jeli ve %5’lik
yiikleme jeli kullanildi [63]. 15 pL enzim 6rnegi, SpL 6X’lik Laemmli tamponu ile
karistirdi ve 5 dakika ornekler kaynatildi. Protein 6rnekleri marker ile birlikte jele
yiklenerek, 25 mA’de yiritildi. Elektroforezden sonra jel, SDS jel boyama
¢ozeltisi ile boyandi. Fazla boya saf su ile uzaklastirildi. Proteinlerin molekiil
agirliklari, molekiil agirlik belirtecindeki, agirligi bilinen protein bantlart ile

karsilastirilarak hesaplandi.
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Tablo 2.1 SDS-PAG bilesenleri (Laemmli, 1970).

Bilesenler Ayirma Jeli Yiikleme Jeli
dH,O 3.3mL 1.4 mL
%30 Akrilamid ¢ozeltisi 4.0 mL 0.33mL
1.5 M Tris-HCI pH 8.0 2.5mL -

1 M Tris-HCI pH 7.0 - 0.25 mL
%10 SDS ¢ozeltisi 0.1 mL 0.02 mL
%10 APS ¢ozeltisi 0.1 mL 0.02 mL
TEMED 0.004 mL 0.002 mL

2.2.5 Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini icin 2 farkli metot kullanildi. ilk olarak, yiiksek safliktaki
protein orneklerinin 280 nm’de absorbans Olglimii yapildi. Lipaz gen dizi analizi
sonucunda hesaplanan “extinction coefficient” degeri olan 1,844 kullanild1 [12].
Olgiilen absorbans (A), “extinction coefficient” () degerleri ve spektrofotometredeki
1sin yolu; (b) “A= &.b.C” Beer-Lambert formiiliinde yerine yazilarak protein

konsantrasyonu hesaplandi.

Ikinci olarak ise, Bradford metotu ile Bio-Rad kiti kullanilarak protein miktari
belirlendi. Bu metotta, proteinlerin fosforik asitli ortamda “Coomassie Blue” ile
kompleks yapma esasina dayanir. Bu boya negatif yiikliidiir ve pozitif yiikli
proteinleri baglayarak boya kirmizi formdan mavi forma doniigir. Protein
standartlar1 kullanilarak, 595 nm’de absorbans dl¢limii ile standart grafigi ¢izilir. Bu
grafikte, protein Orneginin absorbansina karsilik gelen konsantrasyon degeri o

proteinin konsantrasyonunu gostermektedir.

2.2.6 Lipaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hisg-lipaz ve lipaz enzimlerinin aktivitesi, in vitro ortam kosullarinda substrat
olarak p-nitrofenil palmitat (pNPP veya 4-nitrofenil palmitat) kullanilarak 6l¢iildii.
PNPP’nin hidrolizinin lipaz enzimi tarafindan katalizlenmesi sonucunda olusan p-
nitrofenol’tiin (pNP) olusum hizi 405 nm’de zamana kars: olgildi [60, 61]. 0.4 mM
pNPP konsantrasyonunda, 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponu kullanilarak 50 °C’de
Olgtimler yapildi [12]. Spesifik aktivite (unit/mg) hesaplandi.
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Unit, bir mikromol pNPP’1 birim zamanda ve optimal kosullarda {irline ¢eviren
enzim miktaridir. Spesifik aktivite ise, bir miligram enzim basimna diisen unit sayisi

olarak kabul edilir. Spesifik aktivite iinite/mg protein olarak ifade edilir.

2.2.6.1 PMSF’nin Lipaz Aktivitesine Etkisi

PMSF’nin Hisg-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine etkisi, 50 mM Tris-HCI pH
8.0 tamponunda, sadece 1 mM EDTA veya serbest 3 mM Ca®** (1 mM EDTA+4 mM
ca’" iyonu varliginda 1 mM PMSF (izopropil alkolde) ile inkiibe edilerek, zamana
kars1 aktivite dl¢iimleri 405 nm’de yapildi. Inkiibasyon sicakliklar1 20 ve 50 °C olup,
0.4 mM pNPP ve 5 uL (0.05 pg) enzim kullanildi.

2.2.6.2 Metallerin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Hise-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine Ca®*, Mg®*, Co**, Zn**, Mn®* ve Ni*" metal
iyonlarmin etkisi incelendi. Reaksiyon tamponu 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.4 mM
pNPP ve 5 pL (0.05 pg) enzim kullanilarak, 50 °C 405 nm’de enzim aktivitesi
oOlgiildii. Toplam reaksiyon hacmi 1 mL olarak belirlendi. Kontrol grubu olarak 1
mM EDTA varliginda aktivite 6lgtimii yapildi. Metallerin aktiviteye etkisi 2 farkli
konsantrasyonda calisildi. Reaksiyon ortaminda kontrollii metal konsantrasyonunda
calismak i¢in reaksiyon ortamina, 1 mM EDTA varliginda 2 mM veya 6 mM metal
ilave edilerek, serbest 1 mM veya 5 mM metal konsantrasyonunda enzim aktiviteleri
olgtildii. Farkli olarak, reaksiyon ortaminda serbest 2 mM’dan fazla zn** iyonunun
bulunmasi bulanikliga sebep oldugundan dolay1 ¢inko metalinin aktiviteye etkisi
serbest 1 mM ve 2 mM Zn?* iyonu varliginda 6lgiildii.

2.2.6.3 Ca’* iyonu Varhginda Sicakhgn Lipaz Aktivitesine Etkisi

Aktivite Slgiimleri sadece 1 mM EDTA veya serbest 2 mM Ca®* varliginda 50
mM Tris- HCI (pH 8.0) tamponunda 5 pL (0.05 pg) enzim ve substrat olarak pNPP
(0.4 mM) kullanilarak gerceklestirildi. Spektrofotometrik &l¢iim 10 ve 90 °C
arasinda, pNPP’mn lipaz enzimi ile tepkimesi sonrasi agiga ¢ikan p-nitrofenol’iin
(pPNP) 405 nm’de absorbans Ol¢iimiiyle yapildi. Spesifik aktivite (unit/mg)

hesaplanarak artan sicakliga kars1 aktivite grafigi ¢izildi.
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Aym zamanda, sicaklik stabilite deneyleri; 50, 60 ve 70 °C’de sadece 1 mM
EDTA veya serbest 2 mM Ca?* varliginda 50 mM Tris- HCI (pH 8.0) tamponunda
enzim (0.01 mg/mL) inkiibe edilerek, zamana kars1 aktiviteleri Bolim 2.2.6’de
belirtildigi sekilde dl¢iildii.

2.2.6.4 NaCl ve KCI Tuzlarinin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Hisg-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine NaCl ve KCI tuzlarinin etkisi, 50 mM Tris-
HCI (pH 8.0) tamponunda, 0.4 mM pNPP, 5 uL (0.05 ug) enzim kullanilarak, 50 °C
405 nm’de olg¢iildii. 50, 150, 250, 500, 750, 1000 mM tuz konsantrasyonlarinda
aktivite 6l¢timii yapildi. NaCl ve KCI tuzlarinin enzim aktivitesine etkisi, reaksiyon
ortamina sadece 1 mM EDTA veya serbest 2 mM Ca”* metal iyonu varliginda, artan

tuz konsantrasyonuna kars1 spesifik aktivite grafigi ¢izildi.

2.2.6.5 Non-iyonik Deterjanlarin Lipaz Aktivitesine EtKkisi

Triton X-100 ve Tween deterjanlarinin enzim aktivitesine etkisi serbest 2 mM
Ca?* varliginda 50 °C 405 nm’de 6l¢iildii. Reaksiyon 50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
tamponunda 5 pL (0.05 pg) enzim ilave edilerek baslatildi. Artan Triton X-100
deterjan konsantrasyona kars1 spesifik aktivite grafigi ¢izildi. Tween deterjanlarindan
ise; Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 kullanildi. Aktivite l¢iimleri, serbest

2 mM Ca?* varliginda 1 mM Tween deterjan1 varliginda gerceklestirildi.

2.2.7 Lipaz Enziminin ikincil (Sekonder) Yapisinin CD ile Incelenmesi

Hisg-lipaz ve lipaz enzimlerinin CD Spektra analizleri JASCO-815 CD
spektrofotometre cihazi ile yapildi. Olgiimler igin 0.1 cm kalinliginda kiivet ve
Peltier (Jasco PTC-423L Peltier Controller) sicaklik kontrol cihazi kullanildi.

2.2.7.1 Kalsiyum Iyonunun Lipazin ikincil (Sekonder) Yapisina Etkisi

CD Spektra olgtimleri farkli sicakliklarda 200-250 nm arasinda dalgaboyu
taranarak yapildi. Olgiimler kapakli 0.1 cm kalinhigindaki kuvars kiivette, 20 ve 80
°C arasinda onar derecelik artislarla, 3 kez tekrarlanarak alindi. Kiivetin son hacmi
200 pL olarak belirlendi. 0.1 mg/mL enzim kullanilarak 50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
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tamponunda 1 mM EDTA ve serbest 5 mM Ca”* metali varliginda, [mdeg] cinsinden
spektrum Ol¢timleri kaydedildi. Bu 6l¢iimlerden tampon ¢ozeltisinin CD spektrumu
cikarilarak, spektrum grafigi olusturuldu. Aymi deneyler 10 mM HEPES-KOH

tamponuna uygulanarak da galisildi.

CD spektrumlart dlgiiliirken, ayni anda termal denatiirasyon dl¢iimleri de yapildi.
222 nm’de 30 ile 80 °C arasinda birer derecelik artislarla, 3 kez tekrarlanarak
spektrumlar alindi. Ty, degeri, ortamda bulunan enzimlerin, %50’sinin dogal,
%50’sinin ise denatiire halde bulundugu sicakliktir. Denatiiresyon orani (f) = ([6222]
- [On]) / ([6u] - [On]) formiilityle hesaplanir. Oy dogal halin molar eliptisitisi; 6y ise

denatiire halin eliptisitidir.

2.2.7.2 NaCl ve KCI Tuzlarimn Lipazin Ikincil Yapisina EtKisi

CD Spektra olgtimleri 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponunda 0.1 mg/mL lipaz
enzim kullanilarak alindi. NaCl (150 mM) veya KCI (150 mM) tuzlarinin ilavesiyle
lipazin sekonder yapisinda meydana gelen degisiklik, farkli sicakliklarda 1 mM
EDTA ve serbest 2 mM Ca?* metal iyonu varliginda incelendi. 200-250 nm arasinda
dalgaboyu taranarak, dl¢iimler 30 ve 90°C arasinda onar derecelik artislarla alindi.
3’er kez tekrarlanarak tampon sisteminden spektrumlar ¢ikarilip spektrum grafikleri
cizildi. Ayn1 anda termal denatlirasyon Olc¢limleride yapilarak T, degerleri

karsilastirildi.

2.2.7.3 Triton X-100 Deterjaninin Lipazin Termal Denatiirasyonuna
Etkisi

Lipaz enziminin termal denatiirasyonuna Triton X-100 deterjaninin etkisi, 222
nm’de 30 ile 80°C arasinda birer derecelik artislarla 3’er kez tekrarlanarak 6lciildii.
Kiivetin son hacmi 200 pL olacak sekilde, 6l¢iimler kapakli 0.1 cm kalinligindaki
kuvars kiivette yapildi. 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponuna 0.07 mg/mL lipaz
enzim konsantrasyonunda serbest 2 mM Ca®* varliginda 0.0171, 0.171 ve 2 mM

Triton X-100 deterjan ilave edilerek Tr, degerleri 6l¢iildii.
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2.2.8 Ca®-ve Zn*'- Lipaz Etkilesimlerinin Floresans Spektroskopi ile
Incelenmesi

Hisg-lipaz ve lipaz enzimlerinin floresans spektrumlar1 Varian Cary Eclipse
Floresans Spektrofotometresi cihazi ile dlgiildii. Olgiimler 3 mL’lik kuvarz kiivette
20 °C’de yapildi. 0.038 mg/mL enzim kullanilarak 50 mM Tris-HCI pH 8.0
tamponunda 1 mM EDTA, Ca?* ve Zn®" iyonlari varhiginda élgiimler alindi. Uyarma

dalgaboyu 295 nm olarak ayarlandi ve emisyon 310 ile 400 nm arasinda tarandi.

Floresans probu olarak kullanilan ANS (8-anilinonaftalin-1-siilfonik asit) ¢ozeltisi
saf suda hazirlandi. Uyarma dalgaboyu 350 nm olarak ayarlandi ve ANS emisyonu

400 ile 650 nm arasinda tarandi.

2.2.9 Lipaz Enziminin Tripsin ile Kesiminin MALDI-TOF/ Kiitle
Spektrometre (MS) ile Analizi

Hisg-lipaz (0.6 mg/mL) ve lipaz enzimlerinden (0.6 mg/mL) 30’ar pL ornek
alinarak %10’luk SDS-PAGE yapildi. Jel boyama isleminin ardindan, jelde goriilen
protein bantlar1 jilet yardimiyla kesildi. Boyanin uzaklastirilmasi i¢in 200 pL %40
asetonitril igerisindeki 200 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika
boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Bu islem biitiin boya uzaklasana kadar tekrarland.
Jel pargalar1 vakum ile kurutulduktan sonra, 20’ser puL (0.4 pg/mL) Tripsin (Sigma
proteomics grade) enzimi ilave edildi. Uzerlerine 50’ser pL %9 asetonitril ierisinde
40 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisi eklenerek 4 saat boyunca 30 °C’de inkiibe
edildi. Karigimm 10 pL ile 10 pL 0.03 M o-siyano-4-hidroksisinamik asit (%50
asetonitril igerisinde %0.1 TFA ¢d6zeltisinde ¢oziilmiis) ¢ozeltisi karistirildi. 5 pl’si

MALDI-TOF/MS plakasina damlatilarak kurutuldu [69].
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3. SONUCLAR

3.1 Hisg-Lipaz Saflastiriimasi

pET28a(+)-lip plazmitini tasiyan E.coli BL21 (DE3) hiicresinde Hisg-lipaz
ekspresyonu daha once laboratuarimizda kullanilan ekspresyon yontemi kullanilarak
gerceklestirildi [12]. Ni-NTA afinite kolonu ile saflastirilan Hisg-lipaz enziminin
saflik kontrolii SDS-PAGE ile yapildi. Yiiksek saflikta (>%80) Hisg-lipaz enzimi
elde edildi (Sekil 3.1).

Saflagtirma sirasinda kullanilan PMSF enzimin aktif bdlgesindeki serin
rezidiisiiyle kovalent bag olusturarak enzimin spesifik aktivitesinin diisiik olmasina
neden olmaktadir (bkz Boliim 3.3). Fakat hiicre oziitlerinin hazirlanmasi sirasinda
PMSF kullanilmadiginda beklenmedik bir sekilde, saflastirilan lipazin (teorik olarak
45 kDa olmasi beklenen) molekiiler agirhgmmin 43 kDa’dan daha diisiik oldugu
goriildii. Buna ragmen spesifik akitivitesi oldukea yiiksek bulundu (Ca?* varhginda
4000-5000 Unit/mg). His-tag’t uzaklagtirmak i¢in yapilan trombin kesimleri
sonucunda aktivitesi diisiik ve beklenenden kii¢iik bir protein elde edildi (sonug
gosterilmedi). Her ne kadar yeni trombin ismarlanip kesimler tekrar edildiyse de
benzer sonuglar elde edildi. Ticari trombinin kontamine proteaz igeriyor olabilecegi

tahmin edilmektedir.

i oA

Sekil 3.1. Hisg-Lipaz enziminin saflastirma fraksiyonlarinin SDS-PAGE (%10) goriintiisii.
1, Kolon dncesi siipernatant; 2, Kolona baglanmayan proteinler; 3, 10 mM imidazol i¢eren
tampon ile yikama; 4, 300 mM imidazol igeren tampon ile yikama 1; 5, Marker; 6-11, 300
mM imidazol igeren tampon ile yikama 2-7.
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3.2 Lipaz Geninin pET22b Vektoriine Klonlanmasi, E.coli’de
Ekspresyonu ve Saflastiriimasi

Yukarida belirtildigi gibi pET28a(+) vektoriinden gelen His-tag trombin ile
kesildiginde beklenenden daha kiicilik bir protein elde edildi ve spesifik aktivitesi de
oldukga diisiik bulundu. Bundan dolay1 ikinci bir yol olarak, His-tag’siz ekspresyon
icin G. kaustophilus lipaz geni pET22b vektoriine klonlandi. Bu amagla ilk 6nce, G.
kaustophilus lipaz geni pET28a(+)-lip vektoriinden PCR ile ¢ogaltildi (Sekil 3.2).

Gk Lipaz
1200bp

Sekil 3.2. PCR ile ¢ogaltilan lipaz geninin agaroz jel (%1) gortntiisii. 1, PCR firiinii (lipaz
geni); 2, DNA belirteci.

G. kaustophilus lipaz geni ve pET22b vektorii Ndel ve Hindlll enzimleri ile
yapiskan ug¢ olusturacak sekilde kesilerek, lineer DNA fragmenti haline getirildi.
Restriksiyon enzimleri ile kesilen pET22b klonlama vektorii ve lipaz geni, kontrol
amacli agaroz jel elektroforezi yapilarak DNA saflastirma kiti ile saflastirildr (Sekil
3.3).



18

bp

10000
8000

Gk Lipaz
1200 bp

—_—
_—
D
-_—
—
pem—
e
S——
—
-—
L]

Sekil 3.3. pET22b vektorii ve lipaz geninin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda
olusan DNA fragmentlerinin agaroz jel (%1) goriintiisii. 1, Lipaz geni; 2, pET22b vektori; 3,
DNA Belirteci.

5’ ve 3’ uglarinda sirasiyla Ndel ve HindIII kesim bolgeleri igeren yaklasik
1200 bp uzunlugundaki lipaz gen fragmenti, yine ayni kesim uglarina sahip klonlama
vektorii olan pET22b vektoriine (5400 bp) ligasyon ile baglandi. Baglanmanin
sonucunda yaklagik olarak 6600 bp uzunlugunda bir iiriin olustu (Sekil 3.4).

10003
/ 8000
A '\UUl

4 4000
7, 3500
3000

— 2500
= 2000
— 1500

- 1000
— 750

— 500

PET 22b
Gk Lipaz
6600 bp

— 250

Sekil 3.4. Ligasyon sonucunda elde edilen pET22b-lip rekombinant vektoriin agaroz jel (%1)
goriintiisti. 1, pET22b-lip; 2, DNA belirteci.
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PET22b-lip vektorii ekspresyon i¢in E.coli BL21 (DE3) hiicresine aktarildi.
37°C’de IPTG ile 4 saat indiiklendi (Sekil 3.5).

|
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Sekil 3.5. Lipaz enziminin zamana karsi ekpresyon fraksiyonlarimin SDS-PAGE (%10)
gortntisti. 1, marker; 2, IPTG oncesi; 3, IPTG sonrasi 1. saat; 4, IPTG sonrasi 2. saat; 5,
IPTG sonrasi 3. saat; 6, IPTG sonrasi 4. saat.

i

34k

Lipaz’in saflagtirllmasinda Ni-NTA rezin yerine anyon degistirici rezin olan
DEAE-Seliiloz kullanildi. Lipaz enzimi bu rezin kullanilarak ytiksek saflikta (>%80)
elde edildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Lipaz enziminin saflastirma fraksiyonlarmin SDS-PAGE goriintiisii. 1, kolon
Oncesi; 2, Marker; 3, Kolona baglanmayan proteinler; 4, 10 mM NaCl igeren tampon ile
yikama; 5-6, 30 mM NacCl igeren tampon ile yitkama 1-2; 7-8, 50 mM NaCl i¢eren tampon
ile yikama 1-2; 9-10, 100 mM NacCl igeren tampon ile yikama 1-2.

Saflagtirilan rekombinant Hisg-lipaz ve lipaz’in molekiil agirliklari ilk once
SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 3.7). Bu sonuglara gore, Hisg-lipaz’mn molekiil
agirligi ~42 kDa, lipaz’in molekiil agirligi ise ~41 kDa hesaplandi.

1 2 3  kDa

i 170
Wi 130
Wlgidi 95
Wi 72
Wadisar. 55

|. | 43
fiy 34
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Sekil 3.7. Saflastirilan Hise-lipaz ve lipaz enzimlerinin SDS-PAGE (10%) goriintiisii. 1,
Hiss-lipaz (pET28a(+)-lip vektoriinden); 2, marker; 3, lipaz (pET22b-lip vektoriinden).
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3.3 PMSF’nin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Fenil metil siilfonil florit (PMSF), serin proteazlarin aktif bolgesindeki serin
rezidiisiine kovalent olarak baglanabilmesinden dolay1, bu enzimler i¢in doniisiimsiiz
(irreversible) bir inhibitordiir [70]. Bundan dolayi, protein saflastirma sirasinda

ortamdaki proteazlar1 inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir.

Hisg-lipaz ve lipaz enzimlerinin saflastirilmasi sirasinda ortama ilave edilen
PMSF, proteaz inhibitorii gorevinin yani sira, serin proteaz sinifindan olan lipazin
aktif bolgesine kovalent baglanarak enzim aktivitesini diistirebilmektedir. Bu
dogrultuda daha once yapilan galigmalarda [12], diisiik lipaz aktivitesi goriilmesinin
sebebinin saflastirma sirasinda kullanilan PMSF oldugunu diistiniildii ve saflagtirma
sirasinda PMSF kullanilmada.

Bu bolimde, PMSF kullanilmadan saflastirilan Hisg-lipaz ve lipaz’in
aktivitesine  PMSF’nin etkisi incelendi. PMSF’nin aktiviteye etkisinin olup
olmadigini gérmek amaciyla, sadece EDTA veya Ca?* varliginda aktivite Slgiimleri
yapildi. Sadece 1 mM EDTA ve serbest 3 mM Ca?* (1 mM EDTA+4 mM Ca®")
varliginda PMSF (1 mM) ilave edilerek, 20 ve 50 °C’de inkiibe edilerek zamana
kars1 aktivite dlciimleri yapildi. Hisg-lipaz 50 °C’de, 1 mM PMSF ve 1 mM EDTA
ile 1 saat boyunca inkiibe edildiginde aktivitesinin %86’sin1, 1 mM PMSF ve serbest
3 mM Ca®* ile muamele edildiginde ise %89’unu kaybetmektedir. 20 °C’de de aym
aktivite Ol¢timleri tekrarlandiginda, enzim 1 mM EDTA varliginda %62, serbest 3
mM Ca?* varliginda ise %75 oraninda aktivitesini kaybetmektedir (Sekil 3.8).

Lipaz enzimiyle de aym deney yapildiginda, 50 °C’de 1 mM PMSF ve 1 mM
EDTA ile 1 saat boyunca inkiibe edildiginde, enzim aktivitesinin %75’ini, | mM
PMSF ve serbest 3 mM Ca®" ile muamele edildiginde ise % 82’sini kaybetmektedir.
20 °C’de de benzer sonuglar elde edilmis olup, 1 mM PMSF ve 1 mM EDTA
varhgnda aktivite %76, 1 mM PMSF ve serbest 3 mM Ca?* varhiginda ise %80
azalmaktadir (Sekil 3.9).
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Sekil.3.8 PMSF’nin Hise-lipaz enzim aktivitesine etkisi. Aktivite dlgiimleri 50 °C (A) ve 20
°C (B)’de, 1 mM EDTA (M) ve serbest 3 mM Ca®* (1 mM EDTA+4 mM Ca*) (@)
varliginda, 1 mM PMSF igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda yapilmistir. Diger
deney sartlar1 Boliim 2.2.6.1°de belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.9. PMSF’nin lipaz enzim aktivitesine etkisi. Aktivite dlgiimleri 50 °C (A) ve 20 °C
(B)’de, 1 mM EDTA (H) ve serbest 3 mM Ca®* (1 mM EDTA+4 mM Ca*") (@) varliginda,
1 mM PMSF igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda yapilmstir. Diger deney sartlari
Bolim 2.2.6.1°de belirtildigi gibidir.
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3.4 Metal Iyonlarmmin Lipaz Aktivitesine EtKisi

1.5 smifina ait lipazlara Ca’* ve Zn?* iyonlar baglanmaktadir [7, 34]. X-ray
yapist bilinen Geobacillus thermocatenulatus (BTL2) [27, 28], Bacillus subtilis (lip
A) [29-33], Bacillus stearothermophilus lipaz (L1 ve P1) [7, 8, 26, 34] enzimlerinin
kalsiyum ve ¢inko iyonlarina baglandig1 bolgeler aydinlatilmistir. Fakat her ne kadar
Zn?* iyonu yapisal kararlilik i¢in gerekliligi belirtilmis olsa bile bazi yaymnlarda Zn?*

iyonunun aktiviteyi inhibe ettigi de rapor edilmistir [64].

Bu calismada, klonladigimiz lipaz i¢in farkli metallerin etkisini gérmek
amaciyla aktivite 6lgtimlerinde, kontrol grubu olarak sadece 1 mM EDTA igeren
tampon ¢oOzeltisi, metal etkisini incelemek i¢in de 1 mM EDTA+2 mM veya 6 mM
metal igeren tampon ¢6zeltisi kullanildi. 1 mM EDTA ile 1 mM metalin kompleks
olusturdugu “quadratic equation” ile hesaplandi (Ciinkii, EDTA-Ca ve EDTA-Zn
komplekslerinin denge sabitleri oldukga diisiik olup, sirasiyla, 10" M ve 1072
M’dir [72]) ve kompleks olusturmadan ortamda bulunan metal iyonlarini tanimlamak
igin serbest metal iyonu kavramini kullanildi. Bu dogrultuda, serbest 1 mM metal (1
mM EDTA+ 2 mM metal) veya serbest 5 mM metal (1 mM EDTA+6 mM metal)

varliginda aktivite dl¢limlerini yapildi.

Hiss-lipaz enzimi icin, serbest 1 mM Ca**, Mg*, Co*, Ni**, Mn?* metal
iyonlart sirastyla %173, %100, %99, %113, %200 oraninda enzim aktivitesini
arttirrken, 1 mM Zn?* enzimi %53 oraninda inaktive etti. Serbest metal iyonu
konsantrasyonu 5 mM oldugunda ise, Ca®*, Mg?* ve Mn?* metalleri sirastyla %220,
%133 ve %210 oraninda enzim aktivitesini arttirken, Co*, Ni** metalleri enzim
aktivitesini sirasiyla %33 ve %86 oraninda arttird1. Yiiksek Zn** konsantrasyonunda
reaksiyon ortaminda meydana gelen bulaniklik nedeniyle maksimum serbest 2 mM
Zn?* metal iyonu konsantrasyonunda calisildi. Diger metallerin aksine ¢inko metali
%83 oraninda enzim aktivitesini diigiirdi (Sekil 3.10A).

Ayni ¢alisma, lipaz (PET22b vektoriine klonlanan ve His-tag’s1z olan) enzim
aktivitesi icin de yapildi. Serbest 1 mM Ca?*, Mg, Co®* ve Mn®" iyonlari sirasiyla
%150, %50, %17 ve %108 oranlarinda enzim aktivitesini arttirirken, Ni* ve Zn?*

sirastyla  enzimi %42 ve %75 oraninda inaktive etti. Serbest metal iyonu
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konsantrasyonu 5 mM oldugunda ise, ca®*, Mg*, Mn* iyonlart sirasiyla %233, %84
ve %133 oraninda enzim aktivitesini arttirirken, Co”* ve Ni** iyonlar1 enzim
aktivitesini sirasiyla %38 ve %59 arttirdi. Serbest 2 mM Zn®* iyonu ise %91

oraninda enzimin aktivitesini azaltt1 (Sekil 3.10B).
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Sekil 3.10. Metallerin Hise-lipaz (A) ve lipaz (B) aktivitesine etkisi. Aktivite dl¢iimlerinde
50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. Kontrol sadece 1 mM EDTA
igeren tampon ¢6zeltisini, metallerle yapilan 6lgiimler ise | mM EDTA+2 mM metal veya 6
mM metal icermektedir. (*), Diger iyonlardan farkli olarak, Zn** iyonu i¢in 1 mM EDTA
iizerine 3 mM Zn* iyonu eklenerek, serbest 2 mM Zn* iyonu varliginda ¢alisilmustir.
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3.5 ca” Iyonu Varhiginda Sicakhgin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Literatiirde, kalsiyum iyonunun lipaz enzimine baglandiginda enzimin
optimum sicakligini ve aktivitesini arttirdigi bilinmektedir [8]. Tezin bu boliimiinde
Hise-lipaz ve lipaz ile kalsiyum varliginda ve yoklugunda aktivite 6lgtimleri yapildi.
Ayn1 zamanda, literatiirdeki aktivite ¢alismalarinda HEPES-KOH tamponu kullanan
makaleler de oldugu i¢in, Tris-HCI tamponuyla birlikte HEPES-KOH tamponuyla da
aktivite dlgtimleri yapildi.

Hisg-lipaz i¢in 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponunda yapilan aktivite
olgiimlerinde, sadece 1 mM EDTA varliginda optimum sicaklik 40-60 °C araliginda
olup, 70 °C’de enzim aktivitesinin tamamen kayboldugu gozlendi (Sekil 3.11A).
Serbest 2 mM Ca®* durumunda ise optimum sicaklik yine 40-60 °C arahigi olarak
belirlenerek enzim aktivitesinde 3 kat artis meydana geldi. Enzim aktivitesini 80
°C’nin iizerindeki sicakliklarda kaybetti. Yapilan bu ¢alisma 10 mM HEPES-KOH
(pH 8.0) tamponunda tekrarlandi. Potasyum Hisg-lipaz1 inhibe ettigi i¢in, Tris-HCI
tamponundan farkli olarak, HEPES-KOH tamponunda bulunan potasyum nedeniyle
diisiik aktivite 6lgiildii (bkz Béliim 3.7). 1 mM EDTA varliginda 70 °C’ye kadar
enzim aktivite gostermesine karsi, serbest 2 mM Ca®* iyonu varliginda 80 °C’ye
kadar aktivite gosterdi (Sekil 3.11A).

Hisg-lipaz aktivite 6lglimii igin uygulanan deney kosullar1 lipaz enzimi i¢inde
uygulandi. Hem HEPES-KOH tamponu igin optimum sicaklik 30-40 °C, Tris-HCI
tamponu igin 50-60 °C araligindadir. Tris-HCI tamponunda 1 mM EDTA varliginda
enzim aktivitesini 60 °C’ye kadar korurken, serbest 2 mM Ca®" ilavesi sonucunda 70
°C’ye kadar aktivite gosterdi. Hiss-lipaz da oldugu gibi lipazda da, HEPES-KOH
tamponunda diisiik aktivite gdsterdi. Lipaz’t potasyum inhibe etmediginden dolayz,
HEPES’in yapisinda bulunan siilfat grubunun, ara yiizey aktivasyonuyla iliskili
pozitif yiiklii rezidiilerle etkileserek aktiviteyi diislirdiigii tahmin edilmektedir.
HEPES-KOH tamponunda ise farkli olarak, 1 mM EDTA ve serbest 2 mM Ca**
varliginda enzim 60 °C’ye kadar aktivite gdstermistir (Sekil 3.11B).
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Sekil 3.11. Sicakligin Ca*" iyonu varliginda ve yoklugunda Hise-lipaz (A) ve lipaz (B)
aktivitesine etkisi. Aktivite 6l¢timlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 ve 50 mM HEPES-KOH
pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmustir. Tris-HCI (pH 8.0)+1 mM EDTA+3 mM Ca’* (A);
HEPES-KOH (pH 8.0)+1 mM EDTA+3 mM Ca*" (A); HEPES-KOH (pH 8.0)+1 mM
EDTA (OJ); Tris-HCI (pH 8.0)+1 mM EDTA (H).



28

Ayrica, lipazin termal stabilitesini gérmek igin 60, 70 ve 80 °C’de zamana
kars1 aktiviteleri Olglildii. Sadece EDTA varliginda Hisg-lipaz ve lipazin termal
stabilitesini artan sicaklikla koruyamadigi gériilmiistiir. 50, 60, ve 70 °C’de yapilan
olgiimlerde, Hisg-lipaz ve lipazin, 50 °C’den sonra stabilitesini koruyamamis ve 70
°C’de de 10 dakika sonunda aktivitesini tamamen kaybetmistir. Benzer sonug lipaz
icinde elde edilmistir. 50 °C’de stabilitesini korumus, 60 °C i¢in 60 dakika, 70 °C i¢in
10 dakika sonrasinda aktivitesini tamamen kaybetmistir (Sekil 3.12). Ca®* varliginda
yapilan aktivite Olglimleri, sadece EDTA varliginda yapilan dlgiimlerle

karsilastirildiginda, Ca** icin de benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Sicakligin EDTA varliginda Hisg-lipaz (A) ve lipaz (B) stabilitesine etkisi. 50°C
(O); 60°C (O); 70°C’de (A\), 60 dakika boyunca enzim inkiibe edilerek aktivite lgiimleri
yapilmistir. Aktivite dl¢iimlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisi ve 1 mM
EDTA kullanilmigtir. Diger deney sartlar1 Boliim 2.2.6.3te belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.13. Sicakligin Ca?* varliginda Hiss-lipaz (A) ve lipaz (B) stabilitesine etkisi. 50°C
(H); 60 °C (@); 70 °C (A), 60 dakika boyunca enzim inkiibe edilerek aktivite lgiimleri
yapilmistir. Aktivite dlgiimlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢dzeltisi ve serbest 3
mM Ca®* (1 mM EDTA+4 mM Ca®") kullanilmistir. Diger deney sartlari Boliim 2.2.6.3’te
belirtildigi gibidir.
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3.6 Farkh Ca®* ve Zn* Konsantrasyonlarinin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Ca?* ve Zn®" iyonlarmim Hise-lipaz ve lipaz aktivitesi iizerine Ca®"un pozitif,
Zn***nin ise negatif etki yaptig1 sonucuna ulasildi (bkz Bolim 3.4). Bu bolimde,
artan Ca®* iyonu konsantrasyonunda yapilan aktivite lciimlerinde, Hise-lipaz ve
lipaz i¢in maksimum spesifik aktivite serbest 3 mM kalsiyum iyonu varliginda elde
edildi. Ca®* miktar1 daha da arttinldiginda enzim aktivitesinde degisim meydana
gelmedi (Sekil 3.14A). Zn** iyonu icin de ayni calisma yapildiginda, artan ¢inko
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak Hisg-lipaz ve lipaz inhibe olmustur. Hisg-
lipaz i¢in serbest 3 mM Zn** iyonu varliginda, lipaz iginse serbest 2 mM Zn** iyonu

ilavesi enzim aktivitesini tamamen kaybetmesi i¢in yeterlidir (Sekil 3.14B).
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Sekil 3.14. Ca** (A) ve Zn** (B) iyonlariim Hisg-lipaz (@) ve lipaz (M) aktivitesine etkisi.
Aktivite dlgiimlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmigtir. Sifir (0) mM
Ca® ve Zn* verisi sadece 1 mM EDTA igeren tampon ¢ozeltisinde yapilmustir. Diger
veriler ise 1 mM EDTA iceren tampon ¢ozeltisine eklenen metalin hesaplanmig serbest iyon
konsantrasyonlarini gostermektedir.
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Yukaridaki sonuglar Hisg-lipaz ve lipaz enzimleri i¢in, reaksiyon ortaminda
Ca’* ve Zn®* iyonlari ayri ayri bulunduklarinda, Ca®* iyonu enzim aktivitesini
arttirirken, Zn?* iyonu inhibe ettigini gostermektedir. Bu sonuglara ek olarak, Ca®*

varliginda Zn®* inhibisyonunun olup olmadigini da incelendi.

1 mM EDTA ve 3 mM Ca*" iyonu varliginda, artan konsantrasyonlarda Zn®*
ilave edilerek, Ca®* varhginda Zn*"’nin aktiviteye etkisi incelenmistir. Kalsiyum
iyonu her ne kadar enzim kararliligin1 arttirsa da, reaksiyon ortaminda ¢inko
iyonunun bulunmasi, artan ¢inko konsantrasyonunda enzimin inhibe olmasini

engelleyememistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Zn* iyonunun Ca”* varliginda Hise-lipaz (@) ve lipaz (M) aktivitesine etkisi.
Aktivite 6lgiimlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisinde serbest 2 mM Ca**
kullanilmistir. Kontrol (0 mM Zn*") sadece 1 mM EDTA igeren tampon ¢ozeltisinde
yapilmigtir. Diger veriler ise 1 mM EDTA igeren tampon c¢ozeltisine eklenen metalin
hesaplanmig serbest iyon konsantrasyonlarini géstermektedir.



34
3.7 NaCl ve KCI Tuzlarimin Lipaz Aktivitesine EtKkisi

Katyon-rt etkilesimleri, ¢cogu zaman elektronca zengin aromatik halkalar ile
organik veya inorganik (metalik) katyonlar arasinda olusur. Bu nonkovalent
etkilesim kii¢iik molekiil kristal yapilarin kat1 hal ¢alismalarinda dogrulandigi gibi
cok giiclii olabilir. Dahas1 katyon-m etkilesimleri proteinlerin dérdiinciil ve kuarterner
yapilarinin olugmasi igin gerekli kuvvetlerden biridir [66, 67]. Na- « etkilesiminin,
Hisg-lipaz ve lipaz ile yiiksek aminoasit dizi benzerligine sahip olan, T1 lipazin aktif
bolgesinde de etkili oldugu gosterilmistir [68]. K* ve Na* katyonlar1 hidrojen baglari,
tuz kopriileri ve hidrofobik etkilesimler gibi ¢esitli nonkovalent etkilesimlerden
sorumludur. Bu nedenle enzim aktivitesine ve yapi stabilitesine etkisini arastirmak

istenildi.

Tez calismasmi bu bélimiinde tuz etkisi, Ca?* varhiginda ve yoklugunda
incelendi. 1 mM EDTA varliginda artan NaCl tuzu konsantrasyonu, Hise-lipaz igin
200 mM NaCl konsantrasyonuna kadar aktive ederken, daha yiiksek
konsantrasyonlarinda diisiik oranda inhibisyona, serbest 2 mM Ca?* varliginda da
%40 inhibisyona sebep olmaktadir (Sekil 3.16A). KCI, Hisg-lipaz aktivitesini biiylik
ol¢iide inhibe etmektedir. 200 mM KCI miktarinin maksimum enzim inhibisyonuna

neden olmaktadir (Sekil 3.16B).

1 mM EDTA varliginda lipaz enzimi i¢in artan NaCl tuzu konsantrasyonuna
kars1 yapilan aktivite Olgiimiinde 150 mM NaCl konsantrasyonuna kadar enzim
aktivesi artmaktadir. Reaksiyon ortaminda serbest 2 mM Ca®* varhiginda enzim
maksimum aktiviteye 150 mM NaCl tuz konsantrasyonuyla ulagmaktadir (Sekil
3.17A). Aktivite olgtimlerinde NaCl yerine KCI tuzu kullanildiginda, | mM EDTA
varliginda 250 mM KCI konsantrasyonuna kadar diizensiz aktivite artis1 olmaktadir.
Serbest 2 mM Ca** varliginda, 50 mM KCI tuzu varhiginda maksimum enzim
aktivitesi goriilmektedir (Sekil 3.17B).
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Sekil 3.16. NaCl (A) ve KCI (B) tuzlarmin Hise-lipaz aktivitesine etkisi. Aktivite
olgtimlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. 1 mM EDTA (H); 1
mM EDTA+3 mM Ca” (A) igeren tampon ¢ozeltisinde yapilmistir. Diger deney sartlar:
Boliim 2.2.6.4’te belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.17. NaCl (A) ve KCI (B) tuzlarmin lipaz enzim aktivitesine etkisi. Aktivite
olgtimlerinde 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. 1 mM EDTA (#); 1
mM EDTA+3 mM Ca®* (@) igeren tampon ¢dzeltisinde yapilmistir. Diger deney sartlari
Bolim 2.2.6.4’te belirtildigi gibidir.
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3.8 Non-iyonik Deterjanlarin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Surfaktanlar su-yag arayiizeyini arttirtp, stabiliteyi ve ¢Oziinlrligi
arttirdiklarindan ve agregasyonu Onlediklerinden lipaz katalizorlii reaksiyonlarda ¢cok
fazla kullanilirlar [27]. Bu nedenle Hisg-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine non-iyonik
deterjan olan Triton X-100’iin etkisini incelemek i¢in serbest 2 mM Ca®* varhiginda
aktivite dlg¢timleri yapildi. Hise-lipaz ve lipaz aktivitesi, 0-0.03 mM arasinda Triton
X-100 varliginda azalmakta, deterjan konsantrasyonu 0.17 mM’a yiikseltildiginde ise
aktivitede zayif bir artis gozlenmektedir. 1.70 mM Triton X-100 varliginda ise enzim
%75 oraninda aktivitesini kaybetmektedir (Sekil 3.18). Enzimin tamamen aktivitesini

kaybetmesi %1 Triton X-100 (17.1 mM) varliginda olmaktadir (Data gosterilmedi).
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Sekil 3.18. Triton X-100 deterjaninin Hisg-lipaz (@) ve lipaz (M) aktivitesine etkisi.
Aktivite Olgtimlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. Kontrol
serbest 2 mM Ca** (1 mM EDTA+3 mM Ca*") igeren tampon ¢ozeltisinde yapilmistir.



38

Triton X-100 gibi non-iyonik deterjan olan Tween deterjanlarinin lipaz enzim
aktivitesi {izerine etkisini incelemek amaciyla serbest 2 mM Ca®* varliginda aktivite
Olgtimii yapilmistir (B6lim 2.2.6.5). 1 mM Tween deterjanlari enzimin tamamen

aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Tween deterjanlarinin Hisg-lipaz ve lipaz aktivitesine etkisi. Kontrol sadece
serbest 2 mM Ca?* (1 mM EDTA+3 mM Ca®* ) igeren tampon ¢ozeltisinde yapilmustir.
Deney sartlar1 Boliim 2.2.6.5°te agiklandig1 gibidir.

Tween Deterjanlari Hisg-lipaz Lipaz
(1 mM) (unit/mg) (unit/mg)
Kontrol 2200 2000

Tween 20 108 35
Tween 40 0 0
Tween 60 0 0

Tween 80 0 0
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3.9 Lipaz Enziminin ikincil (Sekonder) Yapisimin Sirkiiler Dikroizm ile
Incelenmesi

Ca?* ve Zn?* iyonlarimin, NaCl ve KCI tuzlarmin ve Triton X-100 deterjan
ilavesinin Hisg-lipaz ve lipazin yapisal degisimine neden olup olmadigini incelemek

icin Sirkiiler Dikroizm (Circular Dichroizm, CD) Spektroskopisi kullanildi.
3.9.1 Kalsiyum Iyonunun Lipazin Ikincil Yapisina Etkisi

3.9.1.1 Kalsiyum Iyonunun Hiss-Lipazin ikincil Yapisina EtKisi

Farkli sicakliklarda Tris-HCI tamponu igerisinde Hisg-lipaz enziminin CD
spektrumu Slgiilmiistiir. Tris-HCI tamponunda, 1 mM EDTA ilavesi ile 20-50 °C
arasinda alinan CD spektrumlari sonucunda enzimin ikincil yapisinda bozulma
olmayarak enzim stabilitesini korumaktadir. 60 °C’de baslayan o-helikslerdeki
bozulma 70 ve 80 °C’de tamamen yapmim bozulmasiyla sonuglanmaktadir (Sekil
3.19). Serbest 5 mM Ca®" ilavesi sonucunda ise sekonder yapt 70 °C’de bozulmaya
baslayarak, 80 °C’de tamamen bozulmaktadir. (Sekil 3.19B).

Ayni deneyler HEPES-KOH tampon ¢6zeltisinde de gerceklestirilmistir. Tris-
HCI tamponunda bulunan lipaz enziminden farkli olarak sadece 1 mM EDTA
varliginda Hisg-lipaz enzimi agrege olmamaktadir. 30-60 °C arasinda sekonder yap1
degismeyerek, 60 °C’den sonra bozulmaya baslamstir. Sicaklik 100 °C’ye kadar
arttirildiginda da enzim kismi sekonder yapisi korumaktadir (Sekil 3.20A). Ortama
eklenen serbest 5 mM Ca?* varliginda ise enzim 80 °C’nin sonunda tamamen ikincil
yapisini kaybetmektedir (Sekil 3.20B).
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Sekil 3.19. Sadece EDTA (A) veya Ca** (B) varliginda Hise-lipazin farkli sicakliklarda elde
edilen CD spektrumlari. Olgiimler, sadece 1 mM EDTA veya 1 mM EDTA+6 mM Ca**
varliginda, 50 mM Tris-HCI pH 8.0 ve 0.1 mg/mL enzim kullanilarak yapilmistir. Diger

deney sartlar1 Boliim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.20. Sadece EDTA (A) veya Ca®* (B) varliginda Hise-lipazin farkli sicakliklarda elde
edilen CD spektrumlari. Olgiimler, sadece 1 mM EDTA veya 1 mM EDTA+6 mM Ca®*
varliginda, 10 mM HEPES-KOH pH 8.0 ve 0.1 mg/mL enzim kullanilarak yapilmistir.
Diger deney sartlar1 Boliim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.
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Ikincil yap1 degisikliklerinin belirlenebildigi gibi termal denatiirasyon
sicakligida belirlenmesi iginde sirkiiler dikroizm (CD) spektroskopisi kullanilarak
belirlendi. Tris-HCI ve HEPES-KOH tamponunda, 1 mM EDTA ve serbest 2 mM
veya 5 mM ca* varhiginda cesitli sicakliklarda 222 nm’de CD olgiimleri yapildi.
Elde edilen “mdeg” birimindeki degerler denatiirasyon orani (f,) birimine ¢evrilerek

grafige aktarildi (Boliim 2.1.11).

Hise-lipaz, Tris-HCI tamponu igerisinde 1 mM EDTA varliginda termal
denatiirasyon sicakligi Tm= 66.3 °C, serbest 5 mM Ca?* varliginda ise 73.2 °C’dir
(Sekil 3.21). HEPES-KOH tamponunda ise durum siradisidir. 1 mM EDTA
varliginda enzim denatiirasyona ugramazken, serbest 2 mM Ca?* varliginda enzim

denatiire olmakta ve T, degeri 77.2 °C olarak olciilmektedir (Sekil 3.21).

Bir¢ok protein denatiire oldugunda tersinmez olarak agrege olur ve c¢oker.
Fakat bu reaksiyon tersinir ise, denatiire olduktan sonra kosullar degistiginde tekrar
katlanir. 1 mM EDTA varliginda HEPES-KOH tamponunda Hise-lipaz 100 °C’ye
kadar denatiirasyona ugramamustir. Ilk olarak 30 °C’den 100 °C’ye kadar arttirilan
sicaklik, sonra 100 °C’den 30 °C’ye sogutuldu ve beklenenin aksine sicaklik
arttirlldiginda, sekonder yapida meydana gelen degisiklik, sogutuldugunda eski

haline geri donmedigi goriildi (Sekil 3.22).
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Sekil 3.21. Hisg-lipaz’in sadece EDTA veya Ca?* varliginda Boltzman termal denatiirasyon
grafigi (222 nm). 50 mM Tris-HCI+1mM EDTA (A); 50 mM Tris-HCI+1mM EDTA+6
mM Ca? (M); 10 mM HEPES-KOH+1 mM EDTA+3 mM Ca? (J); 10 mM HEPES-
KOH+1 mM EDTA (A). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda g¢alisilmistir. Diger deney
sartlar1t Boliim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.22. Hise-lipaz’in sadece EDTA varliginda Boltzman termal denatiirasyon grafigi
(222 nm). 1 mM EDTA igeren 10 mM HEPES-KOH (pH 8.0) tamponunda, 30°C den 100°C
ye 1sitilip (A), 100°C'den 30°Cye tekrar sogutularak ((J) tekrar kontrolii yapilmigtir. 0.1
mg/mL enzim konsantrasyonunda c¢alisilmistir. Diger deney sartlar1 Bolim 2.2.7.1°de
belirtildigi gibidir.
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3.9.1.2 Kalsiyum Iyonunun Lipazin Ikincil Yapisina Etkisi

Farkli sicakliklarda Tris-HCI tamponuna igerisinde Hisg-lipaz enziminin CD
spektrumu 6lgiilmiistiir. Tris-HCI tamponu 1 mM EDTA ilavesi ile 30 ve 60 °C
arasinda alinan CD spektrumlar1 sonucunda enzimin ikincil yapisi bozulmamakta,
enzim stabilitesini korumaktadir. 70 °C’de enzimin ikincil yapis1 tamamen
bozulmaktadir (Sekil 3.23A). Reaksiyon ortamma eklenen serbest 5 mM Ca”*
enzimin stabilitesini arttirarak 80 °C’ye kadar ikincil yapinin korunmasini

saglamaktadir (Sekil 3.23B).

Ayn1 deneyler HEPES-KOH tamponu i¢inde uygulanmistir. Tris-HCI
tamponunda bulunan lipaz enziminden farkli olarak 1 mM EDTA varliginda Hise-
lipaz enziminde de oldugu gibi agrege olmamaktadir. 100 °C’ye kadar sicakligin

arttirllmasina ragmen enzimin konformasyonu yine de tamamen bozulmamaktadir

(Sekil 3.24).
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Sekil 3.23. Sadece EDTA (A) veya Ca”* (B) varhiginda lipazin farkli sicakliklarda elde
edilen CD spektrumlari. Olgiimlerde, 1 mM EDTA veya 1 mM EDTA+6 mM Ca’* igeren
50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponunda 0.1 mg/mL enzim kullanilmustir. Diger deney sartlar
Bolim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.24. Sadece EDTA varliginda lipazin farkli sicakliklarda elde edilen CD spektrumlari.
Deneylerde, 1 mM EDTA igeren 10 mM HEPES-KOH pH 8.0 ve 0.1 mg/mL enzim
kullanilmistir. Diger deney sartlar1 Boliim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.

Lipaz, Tris-HCI tamponunda 1 mM EDTA varliginda termal denatiirasyon
sicakligi T= 76.7 °C, serbest 5 mM Ca®* varliginda ise 77.1 °C’dir (Sekil 3.25).
Hisg-lipaz enzimi i¢in HEPES-KOH tamponunda yiiksek sicaklikta denatiire olmama
durumu lipaz enzimi i¢in de mevcuttur. 1 mM EDTA varliginda enzim denatiire
olmazken, serbest 2 mM Ca®** varliginda Ty degeri 77.6 °C olup, enzim denatiire
olmaktadir (Sekil 3.25).
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Denatlirasyon Orani

Sicaklik (°C)

Sekil 3.25. Lipaz’in sadece EDTA veya Ca®* varliginda Boltzman termal denatiirasyon
grafigi (222 nm). 50 mM Tris-HCI+1 mM EDTA (A); 50 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+6
mM Ca”* (H); 10 mM HEPES-KOH+1 mM EDTA+3 mM Ca** (0J); 10 mM HEPES-
KOH+1 mM EDTA (A). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda ¢alisilmistir. Diger deney
sartlart Boliim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.
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3.9.2 Cinko Iyonunun Lipazin Ikincil Yapisina Etkisi

Zn?* iyonunun enzim aktivitesini inhibe ettigi sonucuna ulastiktan sonra, CD
caligmalar1 yaparak inhibisyonun enzimin yapisal degisikliginden kaynakli olup

olmadig arastirilmak istendi.

Hisg-lipaz ve lipaz enzimleriyle artan sicakliga kars1 oOlgilen CD
spektrumlarina gére 50 °C’de enzim tamamen denatiirasyona ugramaktadir. 20
°C’den 50 °C’ye kadar enzimin basamak basamak ikincil yapisinin bozuldugu da

acik bir sekilde goriilmektedir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. Zn”" varliginda Hise-lipaz (A) ve lipazin (B) farkli sicakliklarda elde edilen CD
spektrumlari. Olgiimler, 50 mM Tris-HCI pH 8.0+1 mM EDTA+2 mM ZnCl, varliginda,
0.1 mg/mL enzim kullanilmistir. Diger deney sartlari Bolim 2.2.7.1°de belirtildigi gibidir.



50

3.9.3 NaCl ve KCI Tuzlarimin Lipazin Ikincil Yapisina Etkisi

Aktivite olgiimleri sonuglaria gore, KCI tuzu Hisg-lipazin aktivitesini inhibe
ettigi, NaCl ise lipaz aktivitesini arttirdigi i¢in; CD ¢alismalarinda KCI tuzunun Hisg-

lipaz tizerine, NaCl tuzunun lipaz enzimi {izerine etkisi incelenmistir.

Hisg-lipaz enzimi icin, 1 mM EDTA ve serbest 2 mM Ca?* varliginda
reaksiyon ortamina eklenen 150 mM KCI tuzu ile alinan CD spektrum o&lgiimleri
karsilastirildiginda, KCI tuzunun enzimin ikincil yap1 degisimine sebep olmadigi
goriilmektedir (Sekil 3.27). Ayni zamanda termal denatiirasyon sicakliklar1 arasinda
da fark bulunmamaktadir. Sadece 1 mM EDTA varliginda termal denatiirasyon
sicaklig1 66.8 °C, 1 mM EDTA iizerine 150 mM KCI tuzu ilave edildiginde termal
denatiirasyon sicaklif1 66.5 °C (Sekil 3.28) hesaplanmustir. Aymi Sl¢iimler, kalsiyum
iyonu varhginda (serbest 2 mM Ca?*) tekrarlanmustir. Sadece serbest 2 mM Ca®*
varliginda termal denatiirasyon sicakhigr 73.1 °C iken, serbest 2 mM Ca?* iizerine
150 mM KClI tuzu ilave edildiginde termal denatiirasyon sicakligi 70.8 °C olarak
hesaplanmustir (Sekil 3.29).

Ayni deneyler NaCl tuzu i¢in lipaz enzimine de uygulanmistir ve elde edilen
sonug Hisg-lipaz enziminde KCI tuzunun etkisine benzerdir. 1 mM EDTA ve serbest
2 mM Ca** varliginda reaksiyon ortamina eklenen 150 mM NaCl tuzu ile alinan CD
spektrum 6lgiimleri karsilagtirildiginda, NaCl tuzunun enzimin ikincil yap1
degisimine sebep olmadigi goriilmistir (Sekil 3.30). Ayn1 zamanda termal
denatiirasyon sicakliklar1 arasinda fark bulunmaktadir. Sadece 1 mM EDTA
varliginda termal denatiirasyon sicaklig1 77.1 °C iken, 1 mM EDTA iizerine 150 mM
NaCl tuzu ilave edildiginde Ty, degeri 68.2 °C bulunmustur (Sekil 3.31). Aym
dlgiimler serbest 2 mM Ca?* varhiginda tekrarlanmistir. Sadece serbest 2 mM Ca®*
varliginda Ty 76.7 °C, serbest 2 mM Ca®" iizerine 150 mM NaCl tuzu ilave
edildiginde ise Try 73.9 °C olarak hesaplanmstir (Sekil 3.32).
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Sekil 3.27. Sadece EDTA+KCI (A) veya Ca*+KCl (B) varliginda Hisg-lipazin farkh
sicakliklarda elde edilen CD spektrumlari. Olgiimler, sadece | mM EDTA+150 mM KCI veya
1 mM EDTA+3 mM Ca?*+150 mM KCI igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponu ve 0.1
mg/mL enzim kullanilarak yapilmustir. Diger deney sartlar1 Bolim 2.2.7.2°de belirtildigi

gibidir.
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Sekil 3.28. Hisg-lipaz’in sadece EDTA ve KCI tuzu varliginda Boltzman termal denatiirasyon
grafigi (222 nm). 10 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+150 mM KCI (3); 10 mM Tris-HCI+1 mM
EDTA (A). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda ¢alisilmistir. Diger deney sartlart Bolim
2.2.7.2°de belirtildigi gibidir.

Denatiirasyon Orani
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Sekil 3.29. Hisg-lipaz’in Ca** ve KCI tuzu varliginda Boltzman termal denatiirasyon grafigi
(222 nm). 10 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+3 mM Ca *+150 mM KCI (X); 10 mM Tris-
HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca** (H). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda calistimustir. Diger
deney sartlar1 Boliim 2.2.7.2°de belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.30. Sadece EDTA+NaCl (A) veya Ca’*+NaCl (B) varhgmnda lipazin farkl
sicakliklarda elde edilen CD spektrumlari. Olgiimler, sadece 1 mM EDTA+150 mM NaCl
veya 1 mM EDTA+3 mM Ca*+150 mM NaCl igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tamponu ve
0.1 mg/mL enzim kullanilarak yapilmistir. Diger deney sartlart Boliim 2.2.7.2°de belirtildigi
gibidir
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Denatiirasyon Orani
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Sekil 3.31. Lipaz’in sadece EDTA ve NaCl tuzu varliginda Boltzman termal denatiirasyon
grafigi (222 nm). 50 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+150 mM NaCl (+); 50 mM Tris-HCI+1
mM EDTA (A). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda caligilmigtir. Diger deney sartlari
Boliim 2.2.7.2°de belirtildigi gibidir.

Denatiirasyon Orani
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Sekil 3.32. Lipaz *m Ca ** ve NaCl tuzu varliginda Boltzman termal denatiirasyon grafigi
(222 nm). 50 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+3 mM Ca®*+150 mM NaCl (%); 50 mM Tris-
HCI+1 mM EDTA+3mM Ca®* (M). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda ¢alisilmistir. Diger
deney sartlar1 Boliim 2.2.7.2°de belirtildigi gibidir.
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3.9.4  Triton X-100 Deterjanmimin Lipaz Termal Denatiirasyonuna Etkisi

Aktivite 6l¢timleri sonuglarina gére, Triton X-100 deterjan1 Hisg-lipaz ve lipaz
aktivitesini inhibe etmektedir. Hisg-lipaz enziminin serbest 2 mM Ca?* varliginda,
0.0171 mM, 0.171 mM ve 2 mM olmak {izere 3 farkli deterjan konsantrasyonunda
222 nm’de CD olgiimleri alinarak Ty, degerleri bulunmustur. 0.0171 mM Triton X-
100, 2 mM Triton X-100 ve deterjansiz sadece serbest 2 mM Ca?* varliginda
hesaplanan Ty, degerleri esit olup, 74.6 °C’dir. Aktivite dl¢iimlerinde de, ani aktivite
artmasia sebep olan 0.171 mM Triton X-100 deterjan ilavesi (bkz Bolim 3.8),
enzimin termal denatiirasyon sicakligini da degistirerek 76.0 °C’ye arttirmustir (Sekil
3.33A). Lipaz enzimi i¢inde ayni dl¢iimler yapildiginda, 0.0171 mM Triton X-100, 2
mM Triton X-100 ve deterjansiz sadece serbest 2 mM Ca®* varliginda hesaplanan T,
degerleri birbirine esit olup, 74.7 °C’dir. Hiss-lipazda da oldugu gibi, 0.171 mM
Triton X-100 deterjam ilavesi sonucunda termal denatiirasyon sicakligr 76.1 °C’ye
yiikselmistir (Sekil 3.33B).
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Denatlirasyon Orani
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Sekil 3.33. Hisg-lipaz (A) ve lipaz’in (B) sadece EDTA+Triton X-100 veya Ca**+Triton X-
100 varliginda Boltzman termal denatiirasyon grafigi (222 nm). 10 mM Tris-HCI+1 mM
EDTA+ 3 mM Ca®* (A); 10 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+3 mM Ca®*+0.0171 mM Triton
X-100 (@); 10 mM Tris-HCI+1 mM EDTA+3 mM Ca*+0.171 mM Triton X-100 (H); 10
mM Tris-HCI+1 mM EDTA+3 mM Ca*+2 mM Triton X-100 (V). 0.07 mg/ mL protein
kullanilmigtir. Diger deney sartlar1 Boliim 2.2.7.3 de belirtildigi gibidir.
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3.10 Ca?*- ve Zn**-lipaz Etkilesimlerinin Floresans Spektroskopi ile
Incelenmesi

Ca?* ve Zn*" iyonlarmm Hisg-lipaz ve lipazin yapisma etkisini Sirkiiler
Dikroizm ile incelendi. Kalsiyumun enzim yap1 stabilitesini arttirdigi, ¢inko
iyonunun enzimin yapisinin bozulmasina sebep oldugu sonucuna varildi (bkz Boliim
3.9). Sirkiiler Dikroizm ile elde edilen bu sonuglar Floresans Spektroskopisi ile
desteklendi.

3.10.1 Ca* iyonunun Lipazin Emisyon Spektrumuna Etkisi

Hise-lipaz ve lipaz’in yapisma Ca?“un etkisi, enzimdeki triptofan
rezidiilerinin floresans emisyonu analizi yapilarak incelendi. Ca®* iyonu
konsantrasyonu arttirilarak enzimin floresans emisyon intensiteleri ol¢tildi. Hisg-
lipaz ve lipaz igin, Ca** iyonu ilavesi triptofan emisyonuna etki etmedigi sonucuna
ulasildr (Sekil 3.35).

8-anilinonaftalin-1-siilfonik asit (ANS), yapisinda hem siilfonik asit hem de
amin gruplar1 igerir. ANS proteinlerin hidrofobik rezidiileriyle etkilesime girerek

floresans  spektroskopisinde yapisal degisikligi gosteren bir prob olarak

kullanilmaktadir [69].
QU
HN O=S=0

Sekil 3.34. 8-anilinonaftalin-1-siilfonik asit

Calismamizda ayni zamanda, ANS’nin floresans spektroskopisindeki prob
ozelliginden faydalanarak, metal iyonu varliginda enzimin yapisinda meydana
gelebilecek olas1 bir degisimde, enzimin hidrofobik gruplar1 ile ANS arasindaki
etkilesim artacagindan, ANS emisyonundaki degisim incelendi. Ca®* iyonu
varhiginda ANS emisyonunda degisim olmadig1 igin, enzimin yapisinda herhangi bir

degisme meydana gelmedigi sonucuna varildi (Sekil 3.36).
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Sekil 3.35. Ca®* varhiginda Hise-lipaz (A) ve lipaz (B) enzimlerinin triptofan emisyon
spektrumu. Floresans oOlglimleri i¢in 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ozeltisi
kullanilmistir. Kontrol sadece 1 mM EDTA igeren tampon c¢ozeltisinde oOl¢lilmiistiir.
Excitation dalgaboyu 295 nm ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanilmustir. Icteki
grafik; artan kalsiyum konsantrasyonuna (0-4 mM) karst 340 nm’deki emisyon grafigi.
Diger deney sartlar1 Boliim 2.2.8’de belirtildigi gibidir.



59

200

180
160

140

—— "

Intensite (475 nm)

120 1

100

intensite (a.u.)

400 450 500 550 600 650
Dalgaboyu (nm)

150

200

-—
—

[
—
L - =

100

intensite (475 nm)

0 1 2 3 4
[Ca”] (mM)

intensite (a.u.)

50

T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.36. Farkli Ca®* konsantrasyonlarinda Hise-lipaz (A) ve lipazla (B) elde edilen ANS
emisyon spektrumlari. Floresans dlgiimleri i¢in 50 mM Tris-HC1 pH 8.0 tampon ¢ézeltisi ve
50uM ANS kullanilmigtir. Kontrol sadece 1 mM EDTA igeren tampon ¢6zeltisinde
Olgllmiistiir. Excitation dalgaboyu 350 nm ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL
kullanilmustir. Igteki grafik; artan kalsiyum konsantrasyonuna (0-4 mM) kars1 475 nm’deki
emisyon grafigi. Diger deney sartlar1t Bolim 2.2.8’de belirtildigi gibidir.
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3.10.2 Cinko-Lipaz Etkilesimin Floresans Spektrofotometre
Yontemiyle Incelenmesi

Hiss-lipaz ve lipaz’m yapisina artan Zn** iyonu konsantrasyonunun etkisi,
ca® iyonu igin yapilan ¢alismadaki gibi tekrarlanarak enzimdeki triptofan
rezidiilerinin floresans emisyonu Ol¢tldii. zZn** iyonu konsantrasyonu arttirilarak

enzimin triptofan emisyon intensitesindeki degisim incelendi.

Hise-lipaz i¢in, 0-1.5 mM konsatrasyonlari arasinda Zn®** iyonu ilavesi
triptofan emisyonuna etki etmemektedir (Sekil 3.37A). Fakat 2 mM Zn** iyonu
eklendiginde, hafif bulaniklik olusup, intensitenin azaldigi goriilmiistiir. Bu sonucu
desteklemek igin bir sonraki asamada, aymi deneyler ANS emisyonu ile de
tekrarlanmustir. 1.5 mM’a kadar Zn*#nin artan konsantrasyonlarinda ilavesi ile ayni
ANS emisyonlar Sl¢iilmiistiir. 2 mM Zn* ilave edildikten sonra acik bir sekilde
ANS emisyonu artmaktadir. Ayni zamanda, | mM EDTA iizerine 2 mM Zn*" ilave
edildikten sonraki spektrumlarin, maksimum intensite degerlerine kars1 gelen
dalgaboylar1 kiyaslandiginda bariz bir sekilde gozlenen kayma, enzimin yapisal bir

degisime ugradiginin da ayr1 bir kanitidir (Sekil 3.37A).

Cinko iyonu varliginda meydana gelen bu yapisal bozulmanin, enzimin yapi1
stabilitesine katkida bulunan kalsiyum iyonu varliginda da etkisini incelemek
istenildi. Bu amagla, ilk olarak ortamda ANS olmaksizin triptofan rezidiilerinin
emisyonu &lgiilerek serbest 3 mM Ca®* (1 mM EDTA+4 mM Ca®") varliginda
yapilan calismada, 0.5 mM’lik artislarla Zn** iyonu konsantrasyonu arttirildiginda,
1.5 mM Zn?* iyonu enzimin yapisinin bozulmasina neden olmustur. ANS varliginda
ayn1 deney yapildiginda, yine 1.5 mM Zn®" iyonu ilavesi enzim yapisinin
bozulmasina neden olmaktadir (Sekil 3.38A).

Hisg-lipaz igin yapilan bu floresans spektrofotometre ¢aligmalarinin hepsi,
lipaz enzimi igin de tekrarlanmistir. 2 mM Zn? eklendiginde Hise-lipaz’daki gibi
bulaniklasma olmustur. Analizi yapildiginda da intensitenin azaldigi goriilmiistiir.

*2 jyonu ile

Ortamda ANS oldugunda da yapilan deneylerde eklenen 2 mM Zn
yapidaki degisim intensite artiglariyla da gorilmiistir (Sekil 3.37B). Yapi

stabilitesine katki sagladigi bilinen kalsiyumun ¢inko varliginda, enzim yapisinda
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meydana gelen degisiklikten dolayi, stabiliteye olan katkisinin yok oldugu, serbest 3
mM Ca®* iyonu varliginda artan Zn** iyonu konsantrasyonuyla yapilan calismada da
acik bir sekilde goriilmiistiir. ANS varliginda da tekrarlanan bu ¢alisma sonucunda,
serbest 3 mM Ca®" iizerine 1.5 mM Zn®" eklendiginde enzim yapisindaki bozulma

intensite artigiyla goriilmiistiir (Sekil 3.38B).
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Sekil 3.37. Artan Zn”* konsantrasyonlarmda Hisg-lipaz (A) ve lipaz (B) enzimlerinin
triptofan emisyon spektrumu. Floresans dl¢timleri i¢in 50 mM Tris-HCI pH 8.0 ve 1 mM
EDTA tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. “Excitation” dalgaboyu 295 nm ve protein
konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanilmustir. Icteki grafik; artan ¢inko konsantrasyonuna (0-

4 mM) kars1 340 nm’deki emisyon grafigi. Diger deney sartlar1 Bolim 2.2.8”de belirtildigi
gibidir.
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Sekil 3.38. Farkli Zn®* konsantrasyonlarinda Hise-lipaz (A) ve lipazla (B) elde edilen ANS
emisyon spektrumlari. Floresans 6lgiimleri i¢in 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢ézeltisi ve
50uM ANS kullanilmigtir. Kontrol sadece 1 mM EDTA igeren tampon ¢ozeltisinde
Olgtilmiistiir. Excitation dalgaboyu 350 nm ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL
kullanilmustir. Icteki grafik; artan cinko konsantrasyonuna (0-4 mM) karst 475 nm’deki
emisyon grafigi. Diger deney sartlar1 Boliim 2.2.8’de belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.39. Ca** iyonu varliginda farkli Zn** konsantrasyonlarinda Hiss-lipaz (A) ve lipaz
(B) ile elde edilen triptofan emisyon spektrumu. Floresans dl¢iimleri igin serbest 3 mM Ca**
iceren 50 mM Tris-HC1 pH 8.0 tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. Kontrol sadece 1 mM
EDTA igeren tampon ¢6zeltisinde dlgtilmiistiir. “Excitation” dalgaboyu 295 nm ve protein
konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullamilmistir. Icteki grafik; artan ¢inko konsantrasyonuna

(0-4 mM) karst 340 nm’deki emisyon grafigi. Diger deney sartlar1 Bolim 2.2.8’de
belirtildigi gibidir.
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Sekil 3.40. Ca”* iyonu varhiginda farkli Zn** konsantrasyonlarinda Hisg-lipaz (A) ve lipaz ile
(B) elde edilen ANS emisyon spektrumlari. Floresans Slgiimleri igin serbest 3 mM Ca®*
igeren 50 mM Tris-HCI pH 8.0 tampon ¢6zeltisi ve 50uM ANS kullanilmistir. Kontrol
sadece 1 mM EDTA igeren tampon ¢ozeltisinde 6l¢iilmistiir. Excitation dalgaboyu 350 hm
ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanilmustir. Icteki grafik; artan kalsiyum

konsantrasyonuna (0-4 mM) kars1 475 nm’deki emisyon grafigi. Diger deney sartlar1 Bolim
2.2.8’de belirtildigi gibidir.
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3.11 Tripsinle Kesilen Lipazin MALDI-TOF/Kiitle Spektrometre (MS) ile
Peptit Analizi

Protein saflastirmasi sirasinda kesilen Hisg-lipaz ve lipazin nereden kesildigini
bulmak amaciyla Tripsin enzimi ile protein peptit parcalarina ayrildi (Boliim 2.2.9).
Elde edilen peptitler MALDI-TOF/Kiitle spektrometre (MS) ile analiz edildi (Ek-2
ve Ek-3). Bu islem 3 defa tekrarlandi ve elde edilen peptitlerin molekiiler agirlig
6000 Da’dan diisiikti. Bu sonuglar Tripsin kesiminin etkili oldugunu gostermektedir.
Parcalar, teorik olarak beklenen pargalarla karsilastirilarak bulundu (Tablo 3.2 ve
Tablo 3.4). Bulunan pargalarin yerlerini tayin ettikten sonra, hem Hisg-lipaz hem de
lipazin C-ucundaki “LAEQLASLQP” aminoasit dizisinin olmadig1 sonucuna ulasildi

(Tablo 3.3 ve Tablo 3.5).

Tablo 3.2. Tripsin ile kesilen Hise-lipazin MALDI-TOF/MS ile peptit analiz sonucu.

Kiitle . o
[M+H]* Pozisyon Peptit Dizisi
1899.8892 1-17 MGSSHHHHHHSSGLVPR
685.3376 18-24 GSHAASR
1823.9551 25-41 ANDAPIVLLHGFTGWGR
2692.3340 25-48 ANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFK
3410.6891 25-54 ANDAPIVLLHGFTGWGREEMFGFKYWGGVR
887.3967 42-48 EEMFGFK
1605.7518 42-54 EEMFGFKYWGGVR
3166.4475 42-67 EEMFGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYR
737.3729 49-54 YWGGVR
4745.3177 68112 TYTLAVGPLSSNWDRACEAYAQLVGGTVDYGAAHAAKHGHA
RFGR
3084.4968 83-112 ACEAYAQLVGGTVDYGAAHAAKHGHARFGR
3945.1443 105-140 HGHARFGRTYPGLLPELKRGGRIHIIAHSQGGQTAR
379.2088 110-112 FGR
1490.8365 110-122 FGRTYPGLLPELK
1130.6455 113-122 TYPGLLPELK
1556.8907 113-126 TYPGLLPELKRGGR
1915.0481 123-140 RGGRIHIIAHSQGGQTAR
3835.9620 124-158 GGRIHIIAHSQGGQTARMLVSLLENGSQEEREYAK
1488.8029 127-140 IHIIAHSQGGQTAR
1604.7948 141-154 MLVSLLENGSQEER
2096.0328 141-158 MLVSLLENGSQEEREYAK
5211 5096 159-205 grgl\(/SLSPLFEGGHHFVLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFF

3354.7116 206-235 AVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRR
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Kiitl . e
[M3H€i+ Pozisyon Peptit Dizisi
4848.3328 206-247 AVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRREPGESFDHYFER
887.4733 228-234 LDQWGLR
1043.5745 228-235 LDQWGLRR
2537.1956 228-247 LDQWGLRREPGESFDHYFER
2778.3746 228-249 LDQWGLRREPGESFDHYFERLK
2934.4757 228-250 LDQWGLRREPGESFDHYFERLKR
1668.7401 235-247 REPGESFDHYFER
1512.6390 236-247 EPGESFDHYFER
1753.8180 236-249 EPGESFDHYFERLK
416.2980 248-250 LKR
175.1189 250-250 R
1376.6917 250-261 RSPVWTSTDTAR
3177.5963 250-277 RSPVWTSTDTARYDLSVPGAETLNQWVK
1635.7649 278-291 ASPNTYYLSFSTER
439.2299 292-294 TYR
3153.5172* 295-323 GALTGNYYPELGMNAFSAIVCAPFLGSYR
2766.3515 324-349 NAALGIDSHWLENDGIVNTISMNGPK
2922.4526 324-350 NAALGIDSHWLENDGIVNTISMNGPKR
1761.9606 350-365 RGSSDRIVPYDGALKK
4916.4423 350-393 EGSSDRIVPYDGALKKGVWN DMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDI
1605.8594 351-365 GSSDRIVPYDGALKK
4760.3412 351-393 GSSDRIVPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIR
1103.6459 356-365 IVPYDGALKK
4258.1277 356-393 IVPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIR
4908.4817 356-398 IVPYDGALKKGVWNDMGTYN VDHLEIIGVDPNPSFDIRAFYLR
3173.4996 366-393 GVWNDMGTYNVDHLEIGVDPNPSFDIR
3823.8536 366-398 GVWNDMGTYNVDHLEIGVDPNPSFDIRAFYLR
669.3718 394-398 AFYLR

* : Sistein rezidiilerinde indirgenme oldugunda elde edilen peptit kiitlesidir.



Tablo 3.3. Hisg-lipazin MALDI-TOF/MS ile bulunan peptit parcalari.
pargalar1 kirmuzi, bulunamayan peptit pargalari ise siyahla gosterilmistir.

Belirlenen peptit

10
MGSSHHHHHH

70
LNDNGYRTYT

130
LKRGGRIHIT

190
IATPHDGTTL

250
FDHYFERLKR

310
YYPELGMNAF

370
GALKKGVWND

20
SSGLVPRGSH

80
LAVGPLSSNW

140
AHSQGGQTAR

200
VNMVDFTDRF

260
SPVWTSTDTA

320
SATVCAPFLG

380
MGTYNVDHLE

30
AASRANDAPI

90
DRACEAYAQL

150
MLVSLLENGS

210
FDLQKAVLEA

270
RYDLSVPGAE

330
SYRNAALGID

390
IIGVDPNPSF

10
VLLHGFTGWG

100
VGGTVDYGAA

160
QEEREYAKAH

220
AAVASNAPYT

280
TLNQWVKASP

340
SHWLENDGIV

400
DIRAFYLRLA

50
REEMFGFKYW

110
HAAKHGHARF

170
NVSLSPLFEG

230
SEIYDFKLDQ

290
NTYYLSFSTE

350
NTISMNGPKR

EQLASLQP

60
GGVRGDIEQW

120
GRTYPGLLPE

180
GHHEVLSVTT

240
WGLRREPGES

300
RTYRGALTGN

360
GSSDRIVPYD

Tablo 3.4. Tripsin ile kesilen lipazin MALDI-TOF/MS ile peptit analizi sonucu.

[I\I;l:g& Pozisyon Peptit Dizisi

404.4460 1-4 AASR

3168.4689 22-47 EEMFGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYR

4830.3034 22-62 EEMFGFKYWGGVRGDIEQWLNDNGYRTYTLAVGPLSSNWDR
577.6231 85-89 HGHAR

379.4387 90-92 FGR

1131.3569 93-102 TYPGLLPELK

4455015 103-106 RGGR

1557.8357 93-106 TYPGLLPELKRGGR

1759.9680 104-120 GGRIHIIAHSQGGQTAR

1605.8029 121-134 MLVSLLENGSQEER

£214.8638 139-185 ﬁg QIVSLSPLFEGGHHFVLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFFD
797.9287 180-185 FFDLQK

3200.5745 186-214 AVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLR

3356.7620 186-215 AVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRR

1044.2009 208-215 LDQWGLRR

2780.0741 208-229 LDQWGLRREPGESFDHYFERLK
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Tablo 3.4. Devam

[I\Ij'it:& Pozisyon Peptit Dizisi
1513.5624 216-227 EPGESFDHYFER

416.5437 228-230 LKR

1221.3118 231-241 SPVWTSTDTAR

1821.0393 242-257 YDLSVPGAETLNQWVK

1636.7578 258-271 ASPNTYYLSFSTER

3155.6126* 275-303 GALTGNYYPELGMNAFSAIVCAPFLGSYR
2768.0727 304-329 NAALGIDSHWLENDGIVNTISMNGPK
2924.2602 304-330 NAALGIDSHWLENDGIVNTISMNGPKR
677.6946 330-335 RGSSDR

1763.0062 330-345 RGSSDRIVPYDGALKK

521.5071 331-335 GSSDR

976.1602 336-344 IVPYDGALK

1104.3343 336-345 IVPYDGALKK

3303.6729 345-373 KGVWNDMGTYNVDHLEIGVDPNPSFDIR
3175.4988 346-373 GVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIR
669.8010 374-378 AFYLR

* : Sistein rezidiilerinde indirgenme oldugunda elde edilen peptit kiitlesidir.

Tablo 3.5. Lipazin MALDI-TOF/MS ile bulunan peptit pargalari. Belirlenen peptit parcalari
kirmizi, bulunamayan peptit parcalari ise siyahla gosterilmistir.

10
AASRANDAPI

70
DRACEAYAQL

130
MLVSLLENGS

190
FDLQKAVLEA

250
RYDLSVPGAE

310
SYRNAALGID

370
IIGVDPNPSF

20
VLLHGFTGWG

80
VGGTVDYGAA

140
QEEREYAKAH

200
AAVASNAPYT

260
TLNQWVKASP

320
SHWLENDGIV

380
DIRAFYLRLA

30
REEMFGFKYW

90
HAAKHGHARF

150
NVSLSPLFEG

210
SEIYDFKLDQ

270
NTYYLSFSTE

330
NTISMNGPKR

EQLASLQP

10
GGVRGDIEQW

100
GRTYPGLLPE

160
GHHEFVLSVTT

220
WGLRREPGES

280
RTYRGALTGN

340
GSSDRIVPYD

50
LNDNGYRTYT

110
LKRGGRIHTIT

170
TATPHDGTTL

230
FDHYFERLKR

290
YYPELGMNAF

350
GALKKGVWND

60
LAVGPLSSNW

120
AHSQGGQTAR

180
VNMVDFETDREF

240
SPVWTSTDTA

300
SATIVCAPFLG

360
MGTYNVDHLE
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GENEL SONUCLAR

Bu c¢alismada bazi metal iyonlarin ve surfaktanlarin termofilik 6zellik gdsteren
rekombinant G. kaustophilus lipaz aktivitesine ve yapisal stabilitesine etkisi
incelendi. Daha 6nce bu laboratuarda klonlanan ve PMSF varliginda saflastirilan G.
kaustophilus lipazin ¢ok diisiik aktiviteye sahip oldugunu ve bunun PMSF
inhibisyonundan kaynaklandigi belirlendi (bkz Boliim 3.3). PMSF, serin proteazlarin
aktif bolgesindeki serin rezidiisiine kovalent olarak baglanabildiginden dolay1, Ser-
His-Asp katalik iiclii bolgesine sahip lipaz enzimleri doniisiimsiiz (irreversible)
olarak inhibe etmektedir. Elde ettigimiz sonuglar, 1 mM PMSF varliginda G.
kaustophilus lipaz 30 dakika inkiibe edildiginde, aktivitesinin %50’sini kaybettigini
gostermektedir. G. kaustophilus lipaz ile yiiksek dizi benzerligine sahip olan L1, P1
ve T1 lipazlar iizerine PMSF kuvvetli inhibitor etkisine sahipken, BTL2 lipaz i¢in
boyle bir durum s6z konusu degildir [40]. 1 mM PMSF varliginda BTL2 lipaz 30
dakika inkiibe edildiginde aktivitesinde degisme olmamustir [41]. L1 lipaz ise 1 mM
PMSF varliginda 10 ve 30 dakika inkiibe edildiginde sirasiyla %10 ve %23
inhibisyona ugramistir [40]. P1 lipaz, I mM PMSF ile inkiibe edildikten 10 dakika
sonra %89, 30 dakika sonra %98 inhibisyona ugramistir [58]. 5 mM PMSF ile 30
dakika inkiibasyon sonrasi dlgiilen T1 lipaz ise %89 inhibe olmustur [64]. 1.5 sinifina
ait bu lipazlarmn PMSF’ye kars1 farkli etki gostermesinin nedeni tam olarak
anlasilamamaktadir. Proteaz inhibitorii olan PMSF kullanilmadan yapilan
saflastirmanin bir diger sonucu olarakta, teorik olarak beklenenden daha kisa,
molekiiler agirligi ~41 kDa (teorik ~43 kDa) olan ve lipaz aktivitesi gosteren bir
protein elde edildi. MALDI-TOF/MS ile yapilan analizlerde C-ucunda bulunan
“LAEQLASLQP” peptitin (MW: 1069 kDa) eksik oldugu tespit edildi.

Ca?* ve Zn?* Etkisi

X-ray yapist bilinen Geobacillus thermocatenulatus (BTL2) [27, 28], Bacillus
stearothermophilus lipaz (L1 ve P1) [7, 8, 26, 34], Geobacillus stearothermophilus
lipaz (T1) [65] enzimlerinin, kalsiyum ve ¢inko iyonlarina baglandigi bolgeler
aydinlatilmistir. G. kaustophilus lipaz’a >%90’dan fazla dizi benzerligine sahip olan
1.5 smifina ait bu lipazlara, Ca®* ve Zn?* iyonlarmin baglanmasi enzimin yapisal

kararlilig1 i¢in gerekli oldugu belirtilmistir [7, 8, 34]. Zn?* iyonu i¢inse her ne kadar
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enzimin yapisal kararliligi i¢in gerekliligi belirtilmis olsa da [8, 27], baz1 yayinlarda
Zn?* iyonunun enzim aktivitesini inhibe ettigi de rapor edilmistir [64, 58]. G.
kaustophilus lipaz ile Ca** ve Zn?* iyonu varliginda yapilan aktivite l¢iimlerinde
serbest 1 mM Ca** enzim aktivitesini %150 arttirirken (4100 unit/mg), serbest 1 mM
Zn** enzim %75 oraninda inhibe etmistir (175 unit/mg) ve artan Zn?*
konsantrasyonlarinda da agregasyona ugramaktadir. L1, P1 ve T1 enzimleriyle
yapilan ¢alismalarda ise, kontrol olarak EDTA kullanilmadig i¢in (EDTA ortamdaki
olas1 metal iyonlarini tutmaktadir), Ca’*“un bu lipaz aktiviteleri lizerine etkisi ¢ok
diisiik bulunmustur [40, 64]. 1 mM Zn*" iyonu varliginda P1 ve T1 lipazlar, sirasiyla
%65 ve %78 inhibe olmaktadir [40, 64]. Bunun yami sira, T1 lipaz da, G.
kaustophilus lipaz’da oldugu gibi Zn?* varliginda agregasyon olusumundan soz
ederek, sebebini Zn**"nin toksik etkisi olarak agiklamaktadir [64].

G. kaustophilus lipaz ile yapilan Sirkiiler Dikroizm c¢alismalar1 ile lipazin
sekonder yapisina Ca”* ve Zn** iyonlarmin etkisi de incelendi. Sadece EDTA
varliginda (metalsiz) 70 °C’de sekonder yapisim1 kaybeden enzim, Ca®* varliginda 80
°C’ye kadar yapisim korumaktadir. Ca’"’un yapi stabilitesine olan katkisi termal
denatiirasyon ¢alismalariyla da desteklenmistir. Sadece EDTA varliginda 76.7 °C
olan T, degeri, Ca** iyonu varliginda 77.1 °C’ye yiikselmistir. Zn?* iyonunun aktivite
lizerine olan negatif etkisi, Sirkiiler Dikroizm sonuclariyla da desteklenmistir. zZn**
iyonu G. kaustophilus lipaz stabilitesini arttirmamis, aksine azaltmigtir. Sadece
EDTA varhiginda 70 °C’de bozulan lipazin sekonder yapisi, serbest 1 mM Zn**

varligida 50 °C’de tamamen bozulmaktadir.

Sirkiiler Dikroizm 6lgiimlerinin yamsira, G. kaustophilus lipaz’in Ca®* ve zZn**
varhiginda triptofan ve ANS emisyonlari da Olgiilerek, intensitedeki degisim
incelendiginde, Ca®* varhginda enzimin triptofan ve ANS emisyonlar1 degismeyerek,
yapida bozulma meydana gelmedigi goriilmiistiir. Artan Zn? konsantrasyonlarinda
ise yapt bozulmasiyla triptofan emisyonu azalmakta ve enzim agrege olmaktadir.
ANS emisyon olgiimlerinde de, Zn?* konsantrasyonu arttirilmasia paralel olarak
ANS emisyon intensitesi de artmustir. Biitiin bu sonuglar, Zn?*’nin lipazin yapisim

bozarak denatiirasyona neden oldugunu gdstermektedir.
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Surfaktanlarin Etkisi

Surfaktanlar  su-yag araylizeyini arttirip, stabiliteyi ve ¢Ozliniirligi
arttirdiklarindan dolayr lipaz katalizorlii reaksiyonlarda diisiik konsantrasyonlarda
sikea kullanilirlar [27]. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, Triton X-100 G.
kaustophilus lipaz aktivitesi tizerine degisken etki gostermektedir. 0-0.03 mM
araliginda Triton X-100 lipaz aktivitesini %70, 0.03-0.17 mM araliginda ise enzimi
%75 inhibe etmektedir. Triton X-100 konsantrasyonu daha da arttirildiginda enzim
tekrar inhibe olmakta ve 17.1 mM’da ise aktivitesini tamamen kaybetmektedir.
Aktivite de gozlenen bu diizensizlik, Triton X-100 varliginda yaptigimiz Sirkiiler
Dikroizm 6l¢iimlerinde de goriilmiistiir. 0.03 ve 0.0171 mM Triton X-100 varliginda
Olgiilen Ty degerleri ayni1 olup 74.7 C’dir. Ani aktivite artis1 gézlenen 0.171 mM
Triton X-100 varliginda ise Ty, degeri 76.1 C’ye artmigtir. G. kaustophilus lipaz ile
yiiksek aminoasit dizi benzerligine sahip BTL2 ve P1 lipaz, %0.1 (1.71 mM) Triton
X-100 varhiginda yiiksek aktivite gostermektedir [41, 58]. Lipazin bir diger non-
iyonik deterjan olan Tween deterjanlariyla yapilan aktivite Sl¢iimlerinde de, G.
kaustophilus lipaz da kuvvetli inhibisyona ugramaktadir. BTL2 ve P1 lipazda aym
sekilde inhibe olmakta [40, 58], T1 lipaz ise aksine %88 aktive olmaktadir [64].
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EKLER
EK1

LB (Luria-Bertani) broth besiyeri (1 L, pH 7)

Tripton 109
Maya Oziitii 59
NaCl 109

dH,0 ile 1 litreye tamamlanir.

Kanamisin (4 mL, 30 mg/mL)

0.12 g kanamisin dH,0 ile 4 mL’ye tamamlanir.

Ampisilin (4 mL, 50 mg/mL)
0.2 g amipisilin dH,0 ile 4 mL’ye tamamlanr.

IPTG(1M,2mL)
0.567 g IPTG dH0 ile 2 mL’ye tamamlanur.

Liziz Tamponu

Tris-HCI 20 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 5mM
Lizozim 10 mg/mL

Ni-NTA Kolonu i¢in Yikama Tamponu

Tris-HCI 20 mM
NaCl 150 mM
Imidazol 10 mM
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Ni-NTA Kolonu i¢in Eliisyon Tamponu
Tris-HCI
NaCl

Imidazol

50X TAE Tamponu (1 L)
Tris

Glasiyal Asetik Asit

0.5 M EDTA (pH 8.0)

%1’lik Agaroz Jel (40 mL)
Agaroz

EtBr (10pg/uL stok)

1X TAE Tampon

4X Ornek Tamponu (SDS i¢in)
SDS

Gliserol

2-merkaptoetanol

Bromfenol mavisi

Tris

10X SDS Yiiriitme Tamponu (1 L)
Tris

Glisin

SDS

dH,0 ile 1 litreye tamamlanir.

20 mM
150 mM
300 mM

242 ¢
57.1 mL
100 mL

049
3uL
40 mL

%4
%20
%10
%0.004 g
0.125 M

151.5¢
729
5049

%30 Akrilamid-Bisakrilamid Cézeltisi (pH 7.0, 500 mL)

Akrilamid
N,N’-metilbisakrilamid
dH0 ile 500 mL’ye tamamlanir.

1459
5¢
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Coomassie Blue Boyama Cozeltisi ( 250 mL)
Coomassie Blue R-250

Metanol

Glasiyel Asetik Asit

dH,0

0.25¢
112.5 mL
25 mL
112.5 mL
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EK?2

Tripsinle Kesilen Hisg-Lipazin MALDI-TOF/Kiitle Spektrometre ile

intensite (a.u.)
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EK3

Tripsinle Kesilen Lipazin MALDI-TOF/Kiitle Spektrometre ile Peptit
Analizi
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