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ÖZET 

 

TEZ KONU BAġLIĞI: METAL ĠYONLARININ VE 

SURFAKTANLARIN Geobacillus kaustophilus LĠPAZ AKTĠVĠTE VE 

YAPISAL KARARLILIĞINA ETKĠSĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

 

YAZAR ADI: KÜBRA EKġĠLER 

 

Bu tez çalıĢmasında, Geobacillus kaustophilus lipaz geni pET22b vektörüne 

klonlanarak Escherichia coli‟de eksprese edildi ve DEAE-selüloz rezini kullanılarak 

saflaĢtırıldı. Proteaz inhibitörü olan PMSF kullanılmadan yapılan saflaĢtırmada 

moleküler ağırlığı ~41 kDa (teorik ~43 kDa) olan, yüksek lipaz aktivitesi (~5000 

unit/mg protein) gösteren bir protein elde edildi. MALDI-TOF/MS ile yapılan 

analizlerde C-ucunda bulunan “LAEQLASLQP” peptitin (MW: 1069 kDa) eksik 

olduğu tespit edildi.  

 

Farklı metal tuzlarının (CaCl2, MgCl2, CoCl2, NiCl2, MnCl2 ve ZnCl2) enzim 

aktivitesine etkisi, substrat olarak p-nitrofenil palmitat kullanılarak spektroskopik 

yöntemle incelendi. Ca
2+

, Mg
2+

, Mn
2+

 ve Co
2+

 aktiviteyi artırırken, Zn
2+

 ve Ni
2+

 

inhibe etti. 1 mM Tween deterjanları lipaz aktivitesini tamamen inhibe ederken, 

Triton X-100 aktivite üzerine değiĢken etki gösterdi. Ayrıca Ca
2+

 ve Zn
2+

‟nin lipazın 

yapısına etkisi Sirküler Dikroizm spektroskopisi ile incelendi. Sadece EDTA ile 

yapılan ölçümlerde lipazın yapısı 70 
o
C‟de tamamen bozulmakta iken, Ca

2+
 

varlığında 80 
o
C‟de bozulmaktadır. Zn

2+
 iyonu varlığında ise 50 


C‟de enzim 

tamamen denatüre olmaktadır. Bu sonuçları desteklemek amacıyla da, Floresans 

Spektroskopisi yöntemiyle Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarının enzimin yapısına etkisi triptofan 

ve ANS emisyonu ile incelendi. Ca
2+

 varlığında triptofan ve ANS emisyonunda bir 

değiĢiklik olmazken, Zn
2+

 varlığında triptofan emisyonu azalmakta, ANS emisyonu 

da artmaktadır. Aynı deneyler daha önce bu laboratuarda pET28a(+) vektörüne 

klonlanan ve His-tag‟lı olarak saflaĢtırılan lipaz (His6-lipaz) için de yapılmıĢtır ve 

benzer sonuçlar elde edilmiĢtir. Genel olarak elde edilen sonuçlar Ca
2+

 iyonunun 

lipazın stablitesini artırdığı, Zn
2+ 

iyonunun ise yapıyı bozarak stabilitesini azalttığını 

göstermektedir.  
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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: KÜBRA EKġĠLER 

 

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 inhibitör, 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 (CaCl2, MgCl2, CoCl2, NiCl2, MnCl2 ve 

ZnCl2 ) on the activity of enzyme was investigated by spectroscopic method using p-

nitrophenyl as a substrate. Ca
2+

, Mg
2+

, Mn
2+

 and Co
2+

 increased the activity whereas 

Zn
2+ 

and Ni
2+

 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
2+

 and Zn
2+

 on the structure of lipase were 

examined by circular dichroism spectroscopy. In the presence of EDTA alone, the 

lipase was completely unfolded at 70 
o
C, while in the presence of added Ca

2+
 it was 

at 80 
o
C. On the other hand, the enzyme was completely denaturated in the presence 

of Zn
2+

 at 50 
o
C. The effects of Ca

2+
 and Zn

2+
 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
2+

 whereas decreases in the tryptophan emission and increases in the 

ANS emission were observed with increasing concentrations of Zn
2+

. 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
2+

 increases the stability of the lipase, whereas the Zn
2+

 causes 

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

 

1.1 Lipazlar 

 

Lipazlar (triaçilgliserol hidrolazlar, E.C. 3.1.1.3) fizyolojik koĢullar altında 

trigliserit moleküllerindeki ester bağlarını hidroliz ederek, serbest yağ asitlerine, di- 

ve mono-gliseritlere ve gliserole çeviren enzimlerdir. Hidroliz reaksiyonu haricinde, 

esterifikasyon, asidoliziz, interesterifikasyon, alkoliziz ve aminoliziz reaksiyonlarını 

da katalizlemektedir. 

 

 

                    
                      ġekil 1.1. Lipazın katalizlediği hidroliz reaksiyonu. 

 

 Lipazların doğal substratları suda çözünür değildir, yani reaksiyon su-yağ 

arayüzeyinde katalizlenir ve klasik Michaelis-Menten kinetiğini takip etmez [1, 2]. 

Birçok lipazın katalitik mekanizması “arayüzey aktivasyonu” adı verilen bir 

basamağı içerir. Enzimin üç boyutlu aktif bölge çukuru polar solventler tarafından 

polipeptit zincirindeki helikal bir segment vasıtasıyla izole edildiğinde, bu enzimler 

sulu homojen bir ortamda kapalı yani inaktif konformasyondadır [3, 4]. Kapak 

sistemindeki aminoasitlerinin içe bakan, yani aktif bölgenin üzerine kapanan yan 

zincirleri apolar aminoasitlerden oluĢmuĢtur. Helikal kapak sisteminin, substrata, 

apolar solvente veya hidrofobik polimer taĢıyıcısına maruz kalması durumunda 

hidrofobik kısmı açılarak, kapak konformasyonel değiĢime uğrar [5, 6]. Lipazlar, -

heliksler tarafından etrafı çevrilmiĢ, merkezinde -sheetler bulunan, yani / 

katlanmalarıyla oluĢan monomerik enzimlerdir [7, 8]. Lipazların aktif bölgeleri, Ser-

Asp/Glu-His katalitik üçlüsünden meydana gelir. Bu katalitik serin rezidüsü, yüksek 

koruyucu pentapeptite aittir. Bir baĢka koruyucu yapı ise zincir omurgasının 

oluĢturduğu oksianyon boĢluğundaki amid yani NH gruplarıdır. Arayüzey 



2 

 

 

aktivasyonu meydana geldiğinde, oksianyon boĢluğu kapalı konformasyondan açık 

konformasyona dönüĢür. 

 

Lipazlar serin proteazlar sınıfından olup açil-serin kovalent ara-ürün oluĢturan 

enzimlerdir (ġekil 1.2). Kovalent katalizde aktivasyon enerji bariyerinin aĢılması için 

enzimle kovalent ürünün oluĢtuğu ve salındığı iki adım oluĢmaktadır. Bu enzimlerin 

hız belirleyici adımı büyük çoğunlukla bu iki adımdan biridir. Reaksiyon 

mekanizmasına göre aktif bölgede bulunan serin, peptit karbonil karbonuna bağlanıp 

enzim-substrat kompleksini oluĢturmaktadır. Aktif bölge aminoasitleri ve substratın 

oksianyonu arasında oluĢan hidrojen bağları geçiĢ halini kararlı tutmaktadır. Histidin 

protonunun substrata bağlanması ile geçiĢ hali bozulur ve reaksiyonun ilk ürünü 

oluĢur. Enzim molekülündeki ilk ürünün çıktığı oyuktan giren suyun nükleofilik 

atağı enzimden açil grubununda ayrılmasını sağlar. Açil grubunun ayrılması 

sırasında (deaçillenme) açillenme reaksiyonuna oldukça benzer ikinci tetrahedral 

geçiĢ hali oluĢmaktadır. Bu geçiĢ hali sudan histidine proton transferi ile bozulur [9, 

10].  

 

 

 

 

ġekil 1.2. Lipaz enziminin reaksiyon mekanizması. 1. KomĢu histidin serin rezidüsüne 

nükleofilik etki sonucu lipit bağlanır ve Ser O
-
 atomu substratın karbonil karbonuna 

nükleofilik atakta bulunur. 2. GeçiĢ durumu tetrahedral ara ürün oluĢumu, NH grubu 

tarafından O
-
 kararlı hale getirilir. Substratın alkol bileĢeninden ayrılan proton histidine geçer. 

3. Substratın asit bileĢeni ile enzimin serin rezidüsü esterleĢtirilerek kovalent ara ürün oluĢur. 

Su molekülleri ile komĢu histidin rezidüleri aktif olur ve oluĢan hidroksil grubu kovalent ara 

ürünün karbonil karbon atomuna nükleofilik atakta bulunur. 4. Histidin rezidüsü ile aktif serin 

rezidüsünün oksijen atomuna proton iletilir, serin ve açil bileĢeni arasındaki ester bağı kırılır 

ve açil ürün serbest bırakılır [11, 12]  
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Lipazlar düĢük su miktarı içeren çevrede (organik solventte), doğal 

substratlarının yanısıra açil donörları ve nükleofilleri geniĢ bir aralıkta kabul ederek 

transesterifikasyonu ve esterifikasyonu katalizlediklerinden dolayı, biyoteknoloji 

uygulamaları için cazip enzimlerdir. Aynı zamanda bu enzim, farklı çevresel 

faktörlere de (geniĢ aralıkta pH, sıcaklık, organik solvent) yüksek tolerans 

göstermektedir [13]. 

 

Lipazlar, endüstriyel uygulamaların çeĢitli gereksinimlerini geniĢ aralıkta 

karĢılama potansiyeline sahiptir. Lipazlar diğer enzimlere göre immobilizasyonu çok 

daha kolay olduğu için endüstri için oldukça faydalıdır. Mikrobiyal lipazlar 

bakteriyel amilolitik enzimlerden sonra endüstride kullanılan, endüstriyel 

biyokatalizin ikinci büyük grubudur [14-16]. Bunlara ek olarak, lipazlar sindirim 

sistemi ilaçlarında katkı maddesi olarak, çamaĢır deterjanı formülasyonunda proteaz 

enzimleriyle birlikte, yemek endüstrisinde katı ve sıvı yağların modifikasyonunda 

(besin değerlerini daha çok arttırmak amacıyla ve ürünün daha iyi fiziksel özelliklere 

sahip olması amacıyla) katalizör olarak, deri endüstrisinde, organik sentez 

reaksiyonunda istenilen fonksiyonel grupların korunması/kırılmasında ve 

farmokolojide kiral bileĢiklerin ayrılmasında kullanılmaktadırlar [17,18]. Lipaz 

enziminin stabil ve seçiciliğe sahip olması, onun uygulama alanını arttırmaktadır.  

 

Lipazlar bakteriler, bitkiler ve hayvanlar tarafından üretilebilen enzimlerdir. 

Fakat, ucuz ve kolay elde edilebilmesi yönüyle mikrobiyal lipazlar endüstriyel 

uygulamalar için en uygunudur. Lipazlar daha çok bakterilerden elde edilir, çünkü 

bakteriler genetik modifikasyonlara çok duyarlıdırlar [18]. Bacillus’lar çok çeĢitli 

mikroorganizma türleri olan ve bazı türleri ekstrem koĢullarda (çöllerde, volkanik 

sularda, kutuplarda) yaĢayabilen bir bakteri cinsidir. Bu hücreler ekstrem iklim 

koĢullarına adepte oldukları için, onlardan elde edilen lipazlar da geniĢ aralıkta, 

ekstrem koĢullarda olağandıĢı özellikler gösterir [19-26]. 

 

Literatürde kristal yapısı 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 lipazdır (T1) [65]. 
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ġekil 1.3. Bakteriyel lipazların aminoasit dizi karĢılaĢtırması. L1, Geobacillus 

stearothermophilus lipaz; BTL2, Geobacillus thermocatenulatus; P1, Bacillus 

stearothermophilus lipaz, T1, Geobacillus zalihae, Geobacillus kaustophilus ise bu tez 

çalıĢmasının enzimidir. “CLUSTAL O (1.0.3) Multiple Sequence Alignment” programı 

kullanılarak dizi karĢılaĢtırılması yapılmıĢtır. Aktif bölge rezidüleri (), Ca
2+

 ile koordine 

olan rezidüler(), Zn
2+

 ile koordine olan rezidülerdir (). 

 

 

G. kaustophilus Lipaz ile X-Ray yapısı bilinen, yaklaĢık olarak %95 

aminoasit dizi benzerliğine sahip olan enzimlerin dizileri karĢılaĢtırılmıĢtır (ġekil 

1.3). L1, Geobacillus stearothermophilus lipazın aktif bölge rezidüleri, Ser-113, His-

358, Asp-317‟dir. Enzim üzerinde kalsiyum bağlanma bölgesi mevcuttur. Bu 

bağlanma bölgesi sayesinde enzim daha sıkı paketlenerek, termostabil olmaktadır. 

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 
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molekülüyle etkileĢime girmektedir. Çinko iyonu da, kalsiyum iyonu gibi yapıda 

bağlanma bölgesine sahiptir. Çinko iyonunun yapıyla koordineli olduğu rezidüler ise, 

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

 

 

ġekil 1.4. L1 lipazın yapısı. ġerit diyagramı olarak gösterilmiĢtir [34]. 

 

 

1.2 Metal Ġyonları Ve Tuzların Etkisi 

 

Metal iyonları ve tuzlar, termostabil enzimler için özellikle önemlidir. Bu 

iyonlar enzim yüzeyinde bağlanma bölgelerine sahip olduğundan dolayı, enzim için 

yapısal bir rolü vardır. Ġyonlarla oluĢan koordinasyon aracılığıyla, polipeptit 

zincirindeki bazı esnek bölgeler daha sıkı paketlenir [35]. 

 

Genel olarak, yüksek sıcaklıkta bulunan Bacillus lipazların aktivitesi kalsiyum 

iyonu varlığında %10-50 arasında artar. B. Cereus C7 lipaz aktivitesi 1 mM Ca
2+

  

iyonu varlığında iki kat artar [36]. B. sp. L2 lipaz aktivitesi ise 10 mM Ca
2+

 iyonu 

varlığında %510 artmaktadır. Metal iyonlarının, hidroliz sonrası açığa çıkan yağ 

asitleriyle etkileĢip, bunları yağ tuzlarına çevirerek, ürün inhibisyonunu engellediği 

ve bu Ģekilde pozitif etki yarattığı ileri sürülmektedir [71]. Bunların haricinde, 
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kalsiyum varlığından etkilenmeyen birçok lipaz enzimi de vardır [37-43]. B. 

subtilis‟den elde edilen lipazlar 50 mM Ca
2+

‟a kadar tolerans gösterirler. Bazı 

Bacillus lipazlar ise kalsiyum varlığında az miktarda inhibisyon göstermektedirler 

[73].  

 

Potasyum ve magnezyum iyonlarının etkisi ise değiĢkendir. Çoğu lipaz 

enziminde 10 mM ve daha yüksek K
+
 konsantrasyonu varlığında enzim aktivitesi % 

5-20 arasında artar. B. coagulans BTS-3 enzim aktivitesi potasyum iyonu varlığında 

Ģiddetli bir Ģekilde artar, 1 mM K
+
 varlığında enzim aktivitesi % 386 oranında artıĢ 

gösterir [44]. Na
+
, Cu

2+
, Fe

3+
, Fe

2+
, Mn

2+
, Co

2+
 iyonlarında da olduğu gibi Zn

2+
 iyonu 

çoğu Bacillus lipaz için inhibitör etkisi gösterir. Civa (II) iyonu da çoğu lipazlar için 

güçlü bir inhibitördür. Muhtemelen bu iyonlar, proteinin yapısında bulunan sülfür 

içeren gruplar ile etkileĢime girerek, enzimin konformasyonel yapısında değiĢikliğe 

sebep olmaktadır. Birkaç lipaz enzimi ise Hg
2+

 iyonu için kısmen dayanıklıdır. 

Bunlar, B. licheniformis MTCC-6824 [47], B. sp GK8 [38], B. subtilis FH5 [48] ve 

G. thermoleovorans ID1 LipB‟dir [49]. Beklenmedik bir Ģekilde, Hg
2+

 iyonu B. 

coagulans MTCC-6375 [50] ve B. coagulans BTS-3 lipaz enzimini yaklaĢık 4.5 kat 

aktive etmektedir [51]. EDTA ise B. coagulans MTCC-6375, B. subtilis FH5, J33, 

L2 [48, 51-55] ve aynı zamanda B. subtilis için bir inhibitördür. Bunun anlamı, bu 

enzimlerin aktif konformasyonları ve stabiliteleri için metal iyonuna ihtiyaç 

duyduklarıdır. Metal iyonlarının enzim aktivitesine etkisi, inkübasyon süresine ve 

metal iyonlarının konsantrasyonuna bağlıdır [40, 56-58]. 

 

1.3 Surfaktanların Etkisi 

 

  Surfaktanlar lipaz katalizörlü reaksiyonlarda su-yağ arayüzeyini arttırıp 

stabiliteyi ve çözünürlüğü arttırdıklarından ve agregasyonu önlediklerinden dolayı 

çok fazla kullanılırlar. Surfaktanların birkaç Bacillus lipazındaki etkisi incelenmiĢ ve 

genel olarak Bacillus lipazların deterjanların varlığına toleranslı olduğu görülmüĢtür. 

Diğer mikrobiyal lipazların aktiviteleriyle de karĢılaĢtırıldığında, aktivitelerinde daha 

az bir değiĢme gözlemlenmiĢtir [42]. 

 

 Genellikle Bacillus lipazlar Triton X-100‟ün küçük miktarının varlığına 

tolerans gösterir veya zayıf bir Ģekilde inaktive olurlar. Triton X-100‟ün düĢük 
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konsantrasyonu (<%1) % 40-60 arasında Bacillus lipazların aktivitesini arttırır. [55, 

63, 84, 87, 116, 117]. B.sp. DH4‟ten elde edilen lipaz, % 10 surfaktan varlığında 

aktivitesi %164 oranında artar [59]. SDS ise Bacillus lipazlar için bir inhibitördür. 

Tek bir istisnai durum vardır, B. megaterium 370 lipazın aktivitesi % 0.05 SDS 

varlığında artıĢ göstermektedir [74]. Bunların haricinde Bacillus lipazların serbest 

yağ asiti ve Tween‟ler varlığında da aktiviteleri % 10-60 arasında artmaktadır. 

Geobacillus sp. T1‟den elde edilen lipazın aktivitesi 1 mM Tween 80 varlığında % 

88 oranında artmaktadır [64]. Diğer lipazlardan farklı olarak ise, B. megaterium ve 

Bacillus sp. BP6‟dan elde edilen lipaz enzimlerinin aktiviteleri kaprik, miristik ve 

laurik asitin düĢük konsantrasyonlarında (2.5-5 mM) güçlü bir Ģekilde artmaktadır 

[75]. 

 

1.4 Tez ÇalıĢmasının Amacı 

 

Lipazlar; bakteriler, bitkiler ve hayvanlar tarafından üretilebilen enzimlerdir. 

Mikrobiyal lipazların ucuz olması ve kolay elde edilebilmesi onları endüstriyel 

uygulamalar için elveriĢli kılmıĢtır. Biyoteknoloji, gıda ve kimya (özellikle deterjan 

kimyası) endüstrisinde yaygın olarak kullanılan lipaz enziminin metallere ve 

surfaktanlara karĢı aktivitelerinin ve stabilitelerinin incelenmesi ve korunması bu 

açıdan büyük önem arzetmektedir.  

 

Bu çalıĢmada, metallerin ve surfaktanların termofilik özellik gösteren 

rekombinant G. kaustophilus lipaz aktivitesine ve yapısal kararlılığına etkisi 

incelenmiĢtir. G. kaustophilus lipaz geni daha önce bu laboratuarda pET28a(+) 

ekpresyon vektörüne klonlanmıĢ ve E. coli‟de ekspresyonu ve kısmi 

karakterizasyonu yapılmıĢtı [12]. Ancak, elde edilen rekombinant lipazın spesifik 

aktivitesi literatürde rapor edilen aynı sınıftaki lipaz aktivitelerine göre oldukça 

düĢüktü ve ayrıca metallerle yapılan deneylerde EDTA varlığında yapılmadığı için 

elde edilen sonuçlar metallerin gerçek etkisini yansıtmamaktaydı  [12].  

 

Bu çalıĢmada bazı metallarin ve surfaktanların lipaz aktivitesine ve yapısal 

stabilitesine etkisini incelendi. Ġlk olarak His6-lipaz ekspresyonu yapıldı ve protein 

saflaĢtırmasında PMSF (proteaz inhibitörü) kullanıldığında enzim aktivitesinin düĢük 

olmasından dolayı, daha önce kullanılan yöntemden farklı olarak PMSF 
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kullanılmadan protein saflaĢtırması yapıldı. pET28(+) vektöründen kaynaklanan His-

tag‟ın lipaz aktivitesine ve yapı stabilitesine etkisini görmek için, ilk olarak Trombin 

ile histidin kuyruğu kesilmeye çalıĢıldı. Teorik olarak beklenmeyen kesimler 

olduğundan dolayı çok düĢük aktivite ölçüldü. Bunun üzerine, lipaz genini pET22b 

vektör sistemine klonlandı ve His-tag‟sız ekspresyon gerçekleĢtirildi. Metallerin, 

surfaktanların ve tuzların lipaz aktivitesine etkisi spektrofotometrik yöntemle; 

yapısına etkisi ise Sirküler Dikroizm (CD) ve Floresans Spektroskopisi kullanarak 

incelendi. 

 

 

2. MATERYAL VE METOT 

2.1 MATERYAL  

 

2.1.1 Kullanılan Cihazlar 

 

Heidolph Promax 2020 GFL 1080 su banyosu,  Excella E25 çalkalamalı 

inkübatör, Indesit TN5 (TK) -20
o
C soğutucu, F1 Multy Channel Finnpipette 

(Thermo), Ġnolab WTW Series pH ölçer, Heidolph MR 3004 safety manyetik 

karıĢtırıcı, Varioklav Type 300 Otoklav,  Sartoriusn Basic tartı, Mikro 120 Hettich 

Zentrifugen santrifüj, New Brunswick Scientific Ultra Low Temprature Freezer 

U410 premium -80
o
C dondurucu, Moleculer Devices kuvars plate, Spectromax Plus 

384 (Moleculer Devices) Spektrofotometre, Shimadzu UV-Visible Spektrofotometre, 

NUVE NF 1200R Santrifüj, JASCO-815 Circular Dichroism Spektrometre, Varian 

Cary Eclipse Floresans Spektrofotometresi 

2.1.2 Kullanılan Kimyasallar ve Kitler 

 

Sodium dodeciyl sulfate (Sigma/L4509), TEMED (Merck/1.10732), Tris-HCl 

(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/I-0125), IPTG 

(Qiagen/12992), Kanamycin sulphate (Fluka/60615), Etidyum bromid, Peptone 

(Merck/1.07213.1000), Taq DNA Polimeraz (Fermantas), 10X Taq DNA Polimeraz 
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PCR tamponu (Fermantas), T4 DNA Ligaz (Ġnvitrogen), 10X Ligaz Tamponu 

(Ġnvitrogen), NdeI Restriksiyon Endonükleaz, Tampon R, HindIII Restriksiyon 

Endonükleaz, dNTP (Fermantas), Potassium chloride (Sigma/P3911), Sodium 

chloride (Merck/1.06404), Ampisilin (AppliChem/9F001696), CaCl2 (Sigma 

Aldrich/449709), ZnCl2 (Sigma Aldrich/229997), MgCl2 (Sigma Aldrich/M8266), 

CoCl2 (Sigma Aldrich/232696 ), MnCl2 (Sigma Aldrich/328146) , NiCl2 (Sigma 

Aldrich/339350), EDTA (Merck/324503), Tween 20 (Merck/655204), Tween 40 

(Merck/822185), Tween 60 (Merck/817076), Tween 80 (Merck/822187). Protein 

saflaĢtırması için Ni-NTA (Qiagen) ve DEAE-Selüloz (Sigma/D3764) kolon 

rezinleri kullanılmıĢtır. Mini plazmit DNA izolasyon kiti (Sigma-Aldrich), Jelden 

DNA saflaĢtırma kiti (Qiagen), PCR saflaĢtırma kiti (Qiagen). Bu tez çalıĢmasında 

hazırlanan çözelti ve besiyerler Ek 1‟de verilmiĢtir. 

  

2.2 METOT 
 

2.2.1  His6-Lipaz Ekspresyonu ve SaflaĢtırılması 

 

His6-lipaz ekspresyonu ve saflaĢtırılması daha önce laboratuarımızda kullanılan 

ekspresyon ve saflaĢtırma yöntemleri kullanılarak gerçekleĢtirildi [12].  

 

2.2.2 Lipaz Geninin pET22b Vektörüne Klonlanması, Ekspresyonu ve 

Hücre Özütlerinin Hazırlanması 

 

Lipaz geni Davut ERDOĞAN‟ın tez çalıĢmasındaki klonlama metotları 

kullanılarak, pET28a(+)-lip vektör sisteminden PCR ile çoğaltılıp pET22b vektör 

sistemine klonlanmıĢtır [12]. 

 

Steril 5 mL LB besiyerine 80 µg/mL ampisilin ve pET22b lipaz vektörü içeren 

%50 gliserol stok E.coli BL21(DE3) hücresinden 5 µL eklenip 37 
o
C 180 rpm‟de 

gece boyu büyümeye bırakıldı. 16 saat boyunca büyümeye bırakılan küçük kültür 80 

µg/mL ampisilin içeren 500 mL LB besiyerine aktarıldı. OD600 0.6 oluncaya kadar 

inkübasyona bırakıldı. OD600 0.6‟ya ulaĢınca, son konsantrasyon 0.25 mM olacak 

Ģekilde IPTG ile uyarıldı. LB besiyerinden saat baĢı 1 mL örnek alındı ve alınan 
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örneklerin ekspresyon kontrolü SDS-PAGE ile yapıldı. 4. saatin sonunda büyüyen 

hücreler +4
o
C ve 4000 rpm‟de 15 dk süre ile santrifüjlenerek çöktürüldü. 

 

Hücre peletleri hacminin 10 katı kadar liziz tamponunda çözüldü. Elde edilen 

karıĢım buz içerisinde 40 saniye süre ile 10 kez sonikasyon iĢlemi yapılarak 

parçalandı. Homojenat +4
o
C‟de ve 4000 rpm‟de 20 dk santrifüjlenerek hücre 

kalıntılarından uzaklaĢtırıldı, süpernatant DEAE-selüloz kolona yüklendi.  

2.2.3 Lipaz SaflaĢtırılması 

 

DEAE-selüloz kolonu ile iki basamakta saflaĢtırma yapıldı. DEAE-selüloz kolon 

20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl pH 8.0 tamponu ile dengelendi. Kolon rezini, 30 mL 

hücre özütü ile 1 saat manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırıldı. KarıĢım kolona tekrar 

yüklendi. 100, 200, 300 ve 500 mM NaCl içeren 20 mM Tris-HCl tamponu ile 5‟er 

mL  fraksiyonlar toplandı. SDS-PAGE ile saflık kontrolü yapıldı. Yeterli saflıkta 

olmadığı için seçilen fraksiyonlar ilk olarak diyaliz yapılarak tuzdan uzaklaĢtırıldı, 

sonra DEAE-selüloz kolona yüklendi. 10, 30, 50 ve 100 mM NaCl içeren 20 mM 

Tris-HCl tamponu ile yıkama yapılarak fraksiyonlar toplandı. Saflık kontrolü için 

%10‟luk SDS-PAGE yapıldı. 

 

2.2.4  SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

Protein saflık kontrolünde SDS (Sodyum dodesil sülfat)-poliakrilamid jel 

elektroforezi % 0.1 anyonik deterjan varlığında, %10‟luk ayırma jeli ve %5‟lik 

yükleme jeli kullanıldı [63]. 15 µL enzim örneği, 5µL 6X‟lik Laemmli tamponu ile 

karıĢtırdı ve 5 dakika örnekler kaynatıldı. Protein örnekleri marker ile birlikte jele 

yüklenerek, 25 mA‟de yürütüldü. Elektroforezden sonra jel, SDS jel boyama 

çözeltisi ile boyandı. Fazla boya saf su ile uzaklaĢtırıldı. Proteinlerin molekül 

ağırlıkları, molekül ağırlık belirtecindeki, ağırlığı bilinen protein bantları ile 

karĢılaĢtırılarak hesaplandı. 
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Tablo 2.1 SDS-PAG bileĢenleri (Laemmli, 1970). 

BileĢenler Ayırma Jeli Yükleme Jeli 

dH2O 3.3 mL 1.4 mL 

%30 Akrilamid çözeltisi 4.0 mL 0.33 mL 

1.5 M Tris-HCl pH 8.0 2.5 mL - 

1 M Tris-HCl pH 7.0 - 0.25 mL 

%10 SDS çözeltisi 0.1 mL 0.02 mL 

%10 APS çözeltisi 0.1 mL 0.02 mL 

TEMED 0.004 mL 0.002 mL 

2.2.5 Protein Miktar Tayini 

 

Protein miktar tayini için 2 farklı metot kullanıldı. Ġlk olarak, yüksek saflıktaki 

protein örneklerinin 280 nm‟de absorbans ölçümü yapıldı. Lipaz gen dizi analizi 

sonucunda hesaplanan “extinction coefficient” değeri olan 1,844 kullanıldı [12]. 

Ölçülen absorbans (A), “extinction coefficient” (ε) değerleri ve spektrofotometredeki 

ıĢın yolu; (b) “A= ε.b.C” Beer-Lambert formülünde yerine yazılarak protein 

konsantrasyonu hesaplandı.  

 

Ġkinci olarak ise, Bradford metotu ile Bio-Rad kiti kullanılarak protein miktarı 

belirlendi. Bu metotta, proteinlerin fosforik asitli ortamda “Coomassie Blue” ile 

kompleks yapma esasına dayanır. Bu boya negatif yüklüdür ve pozitif yüklü 

proteinleri bağlayarak boya kırmızı formdan mavi forma dönüĢür. Protein 

standartları kullanılarak, 595 nm‟de absorbans ölçümü ile standart grafiği çizilir. Bu 

grafikte, protein örneğinin absorbansına karĢılık gelen konsantrasyon değeri o 

proteinin konsantrasyonunu göstermektedir. 

2.2.6 Lipaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

His6-lipaz ve lipaz enzimlerinin aktivitesi, in vitro ortam koĢullarında substrat 

olarak p-nitrofenil palmitat (pNPP veya 4-nitrofenil palmitat) kullanılarak ölçüldü. 

pNPP‟nin hidrolizinin lipaz enzimi tarafından katalizlenmesi sonucunda oluĢan p-

nitrofenol‟ün (pNP) oluĢum hızı 405 nm‟de zamana karĢı ölçüldü [60, 61]. 0.4 mM 

pNPP konsantrasyonunda, 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponu kullanılarak 50 
o
C‟de 

ölçümler yapıldı [12]. Spesifik aktivite (unit/mg) hesaplandı.  



12 

 

 

Unit, bir mikromol pNPP‟ı birim zamanda ve optimal koĢullarda ürüne çeviren 

enzim miktarıdır. Spesifik aktivite ise, bir miligram enzim baĢına düĢen unit sayısı 

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

 

2.2.6.1 PMSF’nin Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

PMSF‟nin His6-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine etkisi, 50 mM Tris-HCl pH 

8.0 tamponunda, sadece 1 mM EDTA veya serbest 3 mM Ca
2+ 

(1 mM EDTA+4 mM 

Ca
2+

) iyonu varlığında 1 mM PMSF (izopropil alkolde) ile inkübe edilerek, zamana 

karĢı aktivite ölçümleri 405 nm‟de yapıldı. Ġnkübasyon sıcaklıkları 20 ve 50 
o
C olup, 

0.4 mM pNPP ve 5 µL (0.05 µg) enzim kullanıldı.  

2.2.6.2  Metallerin Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

His6-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine Ca
2+

, Mg
2+

, Co
2+

, Zn
2+

, Mn
2+

 ve Ni
2+

 metal 

iyonlarının etkisi incelendi. Reaksiyon tamponu 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.4 mM 

pNPP ve 5 µL (0.05 µg) enzim kullanılarak, 50 
o
C 405 nm‟de enzim aktivitesi 

ölçüldü. Toplam reaksiyon hacmi 1 mL olarak belirlendi. Kontrol grubu olarak 1 

mM EDTA varlığında aktivite ölçümü yapıldı. Metallerin aktiviteye etkisi 2 farklı 

konsantrasyonda çalıĢıldı. Reaksiyon ortamında kontrollü metal konsantrasyonunda 

çalıĢmak için reaksiyon ortamına, 1 mM EDTA varlığında 2 mM veya 6 mM metal 

ilave edilerek, serbest 1 mM veya 5 mM metal konsantrasyonunda enzim aktiviteleri 

ölçüldü. Farklı olarak, reaksiyon ortamında serbest 2 mM‟dan fazla Zn
2+ 

iyonunun 

bulunması bulanıklığa sebep olduğundan dolayı çinko metalinin aktiviteye etkisi 

serbest 1 mM ve 2 mM Zn
2+

 iyonu varlığında ölçüldü.  

 

2.2.6.3 Ca
2+

 Ġyonu Varlığında Sıcaklığın Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Aktivite ölçümleri sadece 1 mM EDTA veya serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında 50 

mM Tris- HCl (pH 8.0) tamponunda 5 µL (0.05 µg) enzim ve substrat olarak pNPP 

(0.4 mM) kullanılarak gerçekleĢtirildi. Spektrofotometrik ölçüm 10 ve 90 
o
C 

arasında, pNPP‟ın lipaz enzimi ile tepkimesi sonrası açığa çıkan p-nitrofenol‟ün 

(pNP) 405 nm‟de absorbans ölçümüyle yapıldı. Spesifik aktivite (unit/mg) 

hesaplanarak artan sıcaklığa karĢı aktivite grafiği çizildi.  
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Aynı zamanda, sıcaklık stabilite deneyleri; 50, 60 ve 70 
o
C‟de sadece 1 mM 

EDTA veya serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında 50 mM Tris- HCl (pH 8.0) tamponunda 

enzim (0.01 mg/mL) inkübe edilerek, zamana karĢı aktiviteleri Bölüm 2.2.6‟de 

belirtildiği Ģekilde ölçüldü.  

2.2.6.4 NaCl ve KCl Tuzlarının Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

His6-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine NaCl ve KCl tuzlarının etkisi, 50 mM Tris-

HCl (pH 8.0) tamponunda, 0.4 mM pNPP, 5 µL (0.05 µg) enzim kullanılarak, 50 
o
C 

405 nm‟de ölçüldü. 50, 150, 250, 500, 750, 1000 mM tuz konsantrasyonlarında 

aktivite ölçümü yapıldı. NaCl ve KCl tuzlarının enzim aktivitesine etkisi, reaksiyon 

ortamına sadece 1 mM EDTA veya serbest 2 mM Ca
2+

 metal iyonu varlığında, artan 

tuz konsantrasyonuna karĢı spesifik aktivite grafiği çizildi. 

 

2.2.6.5 Non-iyonik Deterjanların Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Triton X-100 ve Tween deterjanlarının enzim aktivitesine etkisi serbest 2 mM 

Ca
2+

 varlığında 50 
o
C 405 nm‟de ölçüldü. Reaksiyon 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

tamponunda 5 µL (0.05 µg) enzim ilave edilerek baĢlatıldı. Artan Triton X-100 

deterjan konsantrasyona karĢı spesifik aktivite grafiği çizildi. Tween deterjanlarından 

ise; Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 kullanıldı. Aktivite ölçümleri, serbest 

2 mM Ca
2+

 varlığında 1 mM Tween deterjanı varlığında gerçekleĢtirildi. 

 

2.2.7  Lipaz Enziminin Ġkincil (Sekonder) Yapısının CD ile Ġncelenmesi 

 

His6-lipaz ve lipaz enzimlerinin CD Spektra analizleri JASCO-815 CD 

spektrofotometre cihazı ile yapıldı. Ölçümler için 0.1 cm kalınlığında küvet ve 

Peltier (Jasco PTC-423L Peltier Controller) sıcaklık kontrol cihazı kullanıldı.  

 

2.2.7.1 Kalsiyum Ġyonunun Lipazın Ġkincil (Sekonder) Yapısına Etkisi 

 

CD Spektra ölçümleri farklı sıcaklıklarda 200-250 nm arasında dalgaboyu 

taranarak yapıldı. Ölçümler kapaklı 0.1 cm kalınlığındaki kuvars küvette, 20 ve 80 

o
C arasında onar derecelik artıĢlarla, 3 kez tekrarlanarak alındı. Küvetin son hacmi 

200 µL olarak belirlendi. 0.1 mg/mL enzim kullanılarak 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
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tamponunda 1 mM EDTA ve serbest 5 mM Ca
2+

 metali varlığında, [mdeg] cinsinden 

spektrum ölçümleri kaydedildi. Bu ölçümlerden tampon çözeltisinin CD spektrumu 

çıkarılarak, spektrum grafiği oluĢturuldu. Aynı deneyler 10 mM HEPES-KOH 

tamponuna uygulanarak da çalıĢıldı. 

 

CD spektrumları ölçülürken, aynı anda termal denatürasyon ölçümleri de yapıldı. 

222 nm‟de 30 ile 80 
o
C arasında birer derecelik artıĢlarla, 3 kez tekrarlanarak 

spektrumlar alındı. Tm değeri, ortamda bulunan enzimlerin, %50‟sinin doğal, 

%50‟sinin ise denatüre halde bulunduğu sıcaklıktır. Denatüresyon oranı (u) = ([222] 

- [N]) / ([U] - [N]) formülüyle hesaplanır. N, doğal halin molar eliptisitisi; U, ise 

denatüre halin eliptisitidir. 

 

2.2.7.2 NaCl ve KCl Tuzlarının Lipazın Ġkincil Yapısına Etkisi 

 

CD Spektra ölçümleri 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) tamponunda 0.1 mg/mL lipaz 

enzim kullanılarak alındı. NaCl (150 mM) veya KCl (150 mM) tuzlarının ilavesiyle 

lipazın sekonder yapısında meydana gelen değiĢiklik, farklı sıcaklıklarda 1 mM 

EDTA ve serbest 2 mM Ca
2+

 metal iyonu varlığında incelendi. 200-250 nm arasında 

dalgaboyu taranarak, ölçümler 30 ve 90
o
C arasında onar derecelik artıĢlarla alındı. 

3‟er kez tekrarlanarak tampon sisteminden spektrumlar çıkarılıp spektrum grafikleri 

çizildi. Aynı anda termal denatürasyon ölçümleride yapılarak Tm değerleri 

karĢılaĢtırıldı. 

 

2.2.7.3 Triton X-100 Deterjanının Lipazın Termal Denatürasyonuna 

Etkisi 

 

Lipaz enziminin termal denatürasyonuna Triton X-100 deterjanının etkisi, 222 

nm‟de 30 ile 80
o
C arasında birer derecelik artıĢlarla 3‟er kez tekrarlanarak ölçüldü. 

Küvetin son hacmi 200 µL olacak Ģekilde, ölçümler kapaklı 0.1 cm kalınlığındaki 

kuvars küvette yapıldı. 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) tamponuna 0.07 mg/mL lipaz 

enzim konsantrasyonunda serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında 0.0171, 0.171 ve 2 mM 

Triton X-100 deterjan ilave edilerek Tm değerleri ölçüldü.  
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2.2.8 Ca
2+

- ve Zn
2+

- Lipaz EtkileĢimlerinin Floresans Spektroskopi ile 

Ġncelenmesi 

 

His6-lipaz ve lipaz enzimlerinin floresans spektrumları Varian Cary Eclipse 

Floresans Spektrofotometresi cihazı ile ölçüldü. Ölçümler 3 mL‟lik kuvarz küvette 

20 
o
C‟de yapıldı. 0.038 mg/mL enzim kullanılarak 50 mM Tris-HCl pH 8.0 

tamponunda 1 mM EDTA, Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonları varlığında ölçümler alındı. Uyarma 

dalgaboyu 295 nm olarak ayarlandı ve emisyon 310 ile 400 nm arasında tarandı.  

 

Floresans probu olarak kullanılan ANS (8-anilinonaftalin-1-sülfonik asit) çözeltisi 

saf suda hazırlandı. Uyarma dalgaboyu 350 nm olarak ayarlandı ve ANS emisyonu 

400 ile 650 nm arasında tarandı. 

 

2.2.9 Lipaz Enziminin Tripsin ile Kesiminin MALDI-TOF/ Kütle 

Spektrometre (MS) ile Analizi 

 

His6-lipaz (0.6 mg/mL) ve lipaz enzimlerinden (0.6 mg/mL) 30‟ar µL örnek 

alınarak %10‟luk SDS-PAGE yapıldı. Jel boyama iĢleminin ardından, jelde görülen 

protein bantları jilet yardımıyla kesildi. Boyanın uzaklaĢtırılması için 200 µL %40 

asetonitril içerisindeki 200 mM amonyum bikarbonat çözeltisi eklenerek 30 dakika 

boyunca 37 
o
C‟de inkübe edildi. Bu iĢlem bütün boya uzaklaĢana kadar tekrarlandı. 

Jel parçaları vakum ile kurutulduktan sonra, 20‟Ģer µL (0.4 µg/mL) Tripsin (Sigma 

proteomics grade) enzimi ilave edildi. Üzerlerine 50‟Ģer µL %9 asetonitril içerisinde 

40 mM amonyum bikarbonat çözeltisi eklenerek 4 saat boyunca 30 
o
C‟de inkübe 

edildi. KarıĢımın 10 µL ile 10 µL 0.03 M -siyano-4-hidroksisinamik asit (%50 

asetonitril içerisinde %0.1 TFA çözeltisinde çözülmüĢ) çözeltisi karıĢtırıldı. 5 µL‟si 

MALDI-TOF/MS plakasına damlatılarak kurutuldu [69]. 

 



16 

 

 

3. SONUÇLAR 
 

3.1 His6-Lipaz SaflaĢtırılması 

 

pET28a(+)-lip plazmitini taĢıyan E.coli BL21 (DE3) hücresinde His6-lipaz 

ekspresyonu daha önce laboratuarımızda kullanılan ekspresyon yöntemi kullanılarak 

gerçekleĢtirildi [12]. Ni-NTA afinite kolonu ile saflaĢtırılan His6-lipaz enziminin 

saflık kontrolü SDS-PAGE ile yapıldı. Yüksek saflıkta (>%80) His6-lipaz enzimi 

elde edildi (ġekil 3.1). 

 

SaflaĢtırma sırasında kullanılan PMSF enzimin aktif bölgesindeki serin 

rezidüsüyle kovalent bağ oluĢturarak enzimin spesifik aktivitesinin düĢük olmasına 

neden olmaktadır (bkz Bölüm 3.3). Fakat hücre özütlerinin hazırlanması sırasında 

PMSF kullanılmadığında beklenmedik bir Ģekilde, saflaĢtırılan lipazın (teorik olarak 

45 kDa olması beklenen) moleküler ağırlığının 43 kDa‟dan daha düĢük olduğu 

görüldü. Buna rağmen spesifik akitivitesi oldukça yüksek bulundu (Ca
2+

 varlığında 

4000-5000 Unit/mg). His-tag‟ı uzaklaĢtırmak için yapılan trombin kesimleri 

sonucunda aktivitesi düĢük ve beklenenden küçük bir protein elde edildi (sonuç 

gösterilmedi). Her ne kadar yeni trombin ısmarlanıp kesimler tekrar edildiyse de 

benzer sonuçlar elde edildi. Ticari trombinin kontamine proteaz içeriyor olabileceği 

tahmin edilmektedir.     

 
ġekil 3.1. His6-Lipaz enziminin saflaĢtırma fraksiyonlarının SDS-PAGE (%10) görüntüsü. 

1, Kolon öncesi süpernatant; 2, Kolona bağlanmayan proteinler; 3, 10 mM imidazol içeren 

tampon ile yıkama; 4, 300 mM imidazol içeren tampon ile yıkama 1; 5, Marker; 6-11, 300 

mM imidazol içeren tampon ile yıkama 2-7.  
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3.2 Lipaz Geninin pET22b Vektörüne Klonlanması, E.coli’de 

Ekspresyonu ve SaflaĢtırılması  

 

Yukarıda belirtildiği gibi pET28a(+) vektöründen gelen His-tag trombin ile 

kesildiğinde beklenenden daha küçük bir protein elde edildi ve spesifik aktivitesi de 

oldukça düĢük bulundu. Bundan dolayı ikinci bir yol olarak, His-tag‟sız ekspresyon 

için G. kaustophilus lipaz geni pET22b vektörüne klonlandı. Bu amaçla ilk önce, G. 

kaustophilus lipaz geni pET28a(+)-lip vektöründen PCR ile çoğaltıldı (ġekil 3.2).  

 

 

ġekil 3.2. PCR ile çoğaltılan lipaz geninin agaroz jel (%1) görüntüsü. 1, PCR ürünü (lipaz 

geni); 2, DNA belirteci. 

 

G. kaustophilus lipaz geni ve pET22b vektörü NdeI ve HindIII enzimleri ile 

yapıĢkan uç oluĢturacak Ģekilde kesilerek, lineer DNA fragmenti haline getirildi. 

Restriksiyon enzimleri ile kesilen pET22b klonlama vektörü ve lipaz geni, kontrol 

amaçlı agaroz jel elektroforezi yapılarak DNA saflaĢtırma kiti ile saflaĢtırıldı (ġekil 

3.3). 

 

      1          2 
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ġekil 3.3. pET22b vektörü ve lipaz geninin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda 

oluĢan DNA fragmentlerinin agaroz jel (%1) görüntüsü. 1, Lipaz geni; 2, pET22b vektörü; 3, 

DNA Belirteci. 

 

5‟ ve 3‟ uçlarında sırasıyla NdeI ve HindIII kesim bölgeleri içeren yaklaĢık 

1200 bp uzunluğundaki lipaz gen fragmenti, yine aynı kesim uçlarına sahip klonlama 

vektörü olan pET22b vektörüne (5400 bp) ligasyon ile bağlandı. Bağlanmanın 

sonucunda yaklaĢık olarak 6600 bp uzunluğunda bir ürün oluĢtu (ġekil 3.4).  

 

ġekil 3.4. Ligasyon sonucunda elde edilen pET22b-lip rekombinant vektörün agaroz jel (%1) 

görüntüsü. 1, pET22b-lip; 2, DNA belirteci. 

 

1            2           3 

  1              2 
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pET22b-lip vektörü ekspresyon için E.coli BL21 (DE3) hücresine aktarıldı. 

37
o
C‟de IPTG ile 4 saat indüklendi (ġekil 3.5).  

 

 

 

 

ġekil 3.5. Lipaz enziminin zamana karĢı ekpresyon fraksiyonlarının SDS-PAGE (%10) 

görüntüsü. 1, marker; 2, IPTG öncesi; 3, IPTG sonrası 1. saat; 4, IPTG sonrası 2. saat; 5, 

IPTG sonrası 3. saat; 6, IPTG sonrası 4. saat. 

 

 

Lipaz‟ın saflaĢtırılmasında Ni-NTA rezin yerine anyon değiĢtirici rezin olan 

DEAE-Selüloz kullanıldı. Lipaz enzimi bu rezin kullanılarak yüksek saflıkta (>%80) 

elde edildi (ġekil 3.6). 

 

 

       1          2              3           4            5             6 

55 kDa 

 

43 kDa 

 

 

34 kDa 

 

 

26 kDa 
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ġekil 3.6. Lipaz enziminin saflaĢtırma fraksiyonlarının SDS-PAGE görüntüsü. 1, kolon 

öncesi; 2, Marker; 3, Kolona bağlanmayan proteinler; 4, 10 mM NaCl içeren tampon ile 

yıkama; 5-6, 30 mM NaCl içeren tampon ile yıkama 1-2; 7-8, 50 mM NaCl içeren tampon 

ile yıkama 1-2; 9-10, 100 mM NaCl içeren tampon ile yıkama 1-2.  

 

 

 

SaflaĢtırılan rekombinant His6-lipaz ve lipaz‟ın molekül ağırlıkları ilk önce 

SDS-PAGE ile analiz edildi (ġekil 3.7). Bu sonuçlara göre, His6-lipaz‟ın molekül 

ağırlığı 42 kDa, lipaz‟ın molekül ağırlığı ise 41 kDa hesaplandı. 

 

 

ġekil 3.7. SaflaĢtırılan His6-lipaz ve lipaz enzimlerinin SDS-PAGE (10%) görüntüsü. 1, 

His6-lipaz (pET28a(+)-lip vektöründen); 2, marker; 3, lipaz (pET22b-lip vektöründen).  

 

1         2         3 
 

kDa 
170 

130 
 

95 

 
72 

 

55 
 

43 

 

34 

 

26 



21 

 

 

3.3 PMSF’nin Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Fenil metil sülfonil florit (PMSF), serin proteazların aktif bölgesindeki serin 

rezidüsüne kovalent olarak bağlanabilmesinden dolayı, bu enzimler için dönüĢümsüz 

(irreversible) bir inhibitördür [70]. Bundan dolayı, protein saflaĢtırma sırasında 

ortamdaki proteazları inhibe etmek için kullanılmaktadır. 

 

His6-lipaz ve lipaz enzimlerinin saflaĢtırılması sırasında ortama ilave edilen 

PMSF, proteaz inhibitörü görevinin yanı sıra, serin proteaz sınıfından olan lipazın 

aktif bölgesine kovalent bağlanarak enzim aktivitesini düĢürebilmektedir. Bu 

doğrultuda daha önce yapılan çalıĢmalarda [12], düĢük lipaz aktivitesi görülmesinin 

sebebinin saflaĢtırma sırasında kullanılan PMSF olduğunu düĢünüldü ve saflaĢtırma 

sırasında PMSF kullanılmadı. 

 

Bu bölümde, PMSF kullanılmadan saflaĢtırılan His6-lipaz ve lipaz‟ın 

aktivitesine PMSF‟nin etkisi incelendi. PMSF‟nin aktiviteye etkisinin olup 

olmadığını görmek amacıyla, sadece EDTA veya Ca
2+

 varlığında aktivite ölçümleri 

yapıldı. Sadece 1 mM EDTA ve serbest 3 mM Ca
2+

 (1 mM EDTA+4 mM Ca
2+

) 

varlığında PMSF (1 mM) ilave edilerek, 20 ve 50 
o
C‟de inkübe edilerek zamana 

karĢı aktivite ölçümleri yapıldı. His6-lipaz 50 
o
C‟de, 1 mM PMSF ve 1 mM EDTA 

ile 1 saat boyunca inkübe edildiğinde aktivitesinin %86‟sını, 1 mM PMSF ve serbest 

3 mM Ca
2+

 ile muamele edildiğinde ise %89‟unu kaybetmektedir. 20 
o
C‟de de aynı 

aktivite ölçümleri tekrarlandığında, enzim 1 mM EDTA varlığında %62, serbest 3 

mM Ca
2+

 varlığında ise %75 oranında aktivitesini kaybetmektedir (ġekil 3.8). 

 

Lipaz enzimiyle de aynı deney yapıldığında, 50 
o
C‟de 1 mM PMSF ve 1 mM 

EDTA ile 1 saat boyunca inkübe edildiğinde, enzim aktivitesinin %75‟ini, 1 mM 

PMSF ve serbest 3 mM Ca
2+

 ile muamele edildiğinde ise % 82‟sini kaybetmektedir. 

20 
o
C‟de de benzer sonuçlar elde edilmiĢ olup, 1 mM PMSF ve 1 mM EDTA 

varlığında aktivite %76, 1 mM PMSF ve serbest 3 mM Ca
2+ 

 varlığında ise %80 

azalmaktadır (ġekil 3.9). 
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ġekil.3.8 PMSF‟nin His6-lipaz enzim aktivitesine etkisi. Aktivite ölçümleri 50 
o
C (A) ve 20 

o
C (B)‟de, 1 mM EDTA () ve serbest 3 mM Ca

2+
 (1 mM EDTA+4 mM Ca

2+
) () 

varlığında, 1 mM PMSF içeren 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponunda yapılmıĢtır. Diğer 

deney Ģartları Bölüm 2.2.6.1‟de belirtildiği gibidir.  
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ġekil 3.9. PMSF‟nin lipaz enzim aktivitesine etkisi. Aktivite ölçümleri 50 

o
C (A) ve 20 

o
C 

(B)‟de, 1 mM EDTA () ve serbest 3 mM Ca
2+

 (1 mM EDTA+4 mM Ca
2+

) () varlığında, 

1 mM PMSF içeren 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponunda yapılmıĢtır. Diğer deney Ģartları 

Bölüm 2.2.6.1‟de belirtildiği gibidir. 
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3.4 Metal Ġyonlarının Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

I.5 sınıfına ait lipazlara Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonları bağlanmaktadır [7, 34].  X-ray 

yapısı 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 çinko iyonlarına bağlandığı bölgeler aydınlatılmıĢtır. Fakat her ne kadar 

Zn
2+

 iyonu yapısal kararlılık için gerekliliği belirtilmiĢ olsa bile bazı yayınlarda Zn
2+

 

iyonunun aktiviteyi inhibe ettiği de rapor edilmiĢtir [64].  

 

Bu çalıĢmada, klonladığımız lipaz için farklı metallerin etkisini görmek 

amacıyla aktivite ölçümlerinde, kontrol grubu olarak sadece 1 mM EDTA içeren 

tampon çözeltisi, metal etkisini incelemek için de 1 mM EDTA+2 mM veya 6 mM 

metal içeren tampon çözeltisi kullanıldı. 1 mM EDTA ile 1 mM metalin kompleks 

oluĢturduğu “quadratic equation” ile hesaplandı (Çünkü, EDTA-Ca ve EDTA-Zn 

komplekslerinin denge sabitleri oldukça düĢük olup, sırasıyla, 10
-10.7

 M ve 10
-16.5 

M‟dır [72]) ve kompleks oluĢturmadan ortamda bulunan metal iyonlarını tanımlamak 

için serbest metal iyonu kavramını kullanıldı. Bu doğrultuda, serbest 1 mM metal (1 

mM EDTA+ 2 mM metal) veya serbest 5 mM metal (1 mM EDTA+6 mM metal) 

varlığında aktivite ölçümlerini yapıldı.  

 

His6-lipaz enzimi için, serbest 1 mM Ca
2+

, Mg
2+

, Co
2+

, Ni
2+

, Mn
2+

 metal 

iyonları sırasıyla %173, %100, %99, %113, %200 oranında enzim aktivitesini 

arttırırken, 1 mM Zn
2+

 enzimi %53 oranında inaktive etti. Serbest metal iyonu 

konsantrasyonu 5 mM olduğunda ise, Ca
2+

, Mg
2+

 ve Mn
2+ 

metalleri sırasıyla %220, 

%133 ve %210 oranında enzim aktivitesini arttırken, Co
2+

, Ni
2+

 metalleri enzim 

aktivitesini sırasıyla %33 ve %86 oranında arttırdı. Yüksek Zn
2+

 konsantrasyonunda 

reaksiyon ortamında meydana gelen bulanıklık nedeniyle maksimum serbest 2 mM 

Zn
2+

 metal iyonu konsantrasyonunda çalıĢıldı. Diğer metallerin aksine çinko metali 

%83 oranında enzim aktivitesini düĢürdü (ġekil 3.10A). 

 

 Aynı çalıĢma, lipaz (pET22b vektörüne klonlanan ve His-tag‟sız olan) enzim 

aktivitesi için de yapıldı. Serbest 1 mM Ca
2+

, Mg
2+

, Co
2+

 ve Mn
2+

 iyonları sırasıyla 

%150, %50, %17 ve %108 oranlarında enzim aktivitesini arttırırken, Ni
2+

 ve Zn
2+

 

sırasıyla enzimi %42 ve %75 oranında inaktive etti. Serbest metal iyonu 
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konsantrasyonu 5 mM olduğunda ise, Ca
2+

, Mg
2+

, Mn
2+ 

iyonları sırasıyla %233, %84 

ve %133 oranında enzim aktivitesini arttırırken, Co
2+ 

ve Ni
2+

 iyonları enzim 

aktivitesini sırasıyla %38 ve %59 arttırdı. Serbest 2 mM Zn
2+

 iyonu ise %91 

oranında enzimin aktivitesini azalttı (ġekil 3.10B). 
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ġekil 3.10. Metallerin His6-lipaz (A) ve lipaz (B) aktivitesine etkisi. Aktivite ölçümlerinde 

50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. Kontrol sadece 1 mM EDTA 

içeren tampon çözeltisini, metallerle yapılan ölçümler ise 1 mM EDTA+2 mM metal veya 6 

mM metal içermektedir. (*), Diğer iyonlardan farklı olarak, Zn
+2  

iyonu için 1 mM EDTA 

üzerine 3 mM Zn
2+

 iyonu eklenerek, serbest 2 mM Zn
2+

 iyonu varlığında çalıĢılmıĢtır. 
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3.5 Ca
2+

 Ġyonu Varlığında Sıcaklığın Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Literatürde, kalsiyum iyonunun lipaz enzimine bağlandığında enzimin 

optimum sıcaklığını ve aktivitesini arttırdığı bilinmektedir [8]. Tezin bu bölümünde 

His6-lipaz ve lipaz ile kalsiyum varlığında ve yokluğunda aktivite ölçümleri yapıldı. 

Aynı zamanda, literatürdeki aktivite çalıĢmalarında HEPES-KOH tamponu kullanan 

makaleler de olduğu için, Tris-HCl tamponuyla birlikte HEPES-KOH tamponuyla da 

aktivite ölçümleri yapıldı.  

 

 His6-lipaz için 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) tamponunda yapılan aktivite 

ölçümlerinde, sadece 1 mM EDTA varlığında optimum sıcaklık 40-60 
o
C aralığında 

olup, 70 
o
C‟de enzim aktivitesinin tamamen kaybolduğu gözlendi (ġekil 3.11A). 

Serbest 2 mM Ca
2+

 durumunda ise optimum sıcaklık yine 40-60 
o
C aralığı olarak 

belirlenerek enzim aktivitesinde 3 kat artıĢ meydana geldi. Enzim aktivitesini 80 

o
C‟nin üzerindeki sıcaklıklarda kaybetti. Yapılan bu çalıĢma 10 mM HEPES-KOH 

(pH 8.0) tamponunda tekrarlandı. Potasyum His6-lipazı inhibe ettiği için, Tris-HCl 

tamponundan farklı olarak, HEPES-KOH tamponunda bulunan potasyum nedeniyle 

düĢük aktivite ölçüldü (bkz Bölüm 3.7). 1 mM EDTA varlığında 70 
o
C‟ye kadar 

enzim aktivite göstermesine karĢı, serbest 2 mM Ca
2+

 iyonu varlığında 80 
o
C‟ye 

kadar aktivite gösterdi (ġekil 3.11A).  

 

 His6-lipaz aktivite ölçümü için uygulanan deney koĢulları lipaz enzimi içinde 

uygulandı. Hem HEPES-KOH tamponu için optimum sıcaklık 30-40 
o
C, Tris-HCl 

tamponu için 50-60 
o
C aralığındadır. Tris-HCl tamponunda 1 mM EDTA varlığında 

enzim aktivitesini 60 
o
C‟ye kadar korurken, serbest 2 mM Ca

2+
 ilavesi sonucunda 70 

o
C‟ye kadar aktivite gösterdi. His6-lipaz da olduğu gibi lipazda da, HEPES-KOH 

tamponunda düĢük aktivite gösterdi. Lipaz‟ı potasyum inhibe etmediğinden dolayı, 

HEPES‟in yapısında bulunan sülfat grubunun, ara yüzey aktivasyonuyla iliĢkili 

pozitif yüklü rezidülerle etkileĢerek aktiviteyi düĢürdüğü tahmin edilmektedir. 

HEPES-KOH tamponunda ise farklı olarak, 1 mM EDTA ve serbest 2 mM Ca
2+

 

varlığında enzim 60 
o
C‟ye kadar aktivite göstermiĢtir (ġekil 3.11B).  
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ġekil 3.11. Sıcaklığın Ca
2+

 iyonu varlığında ve yokluğunda His6-lipaz (A) ve lipaz (B) 

aktivitesine etkisi. Aktivite ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 ve 50 mM HEPES-KOH 

pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. Tris-HCl (pH 8.0)+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+ 

(); 

HEPES-KOH (pH 8.0)+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+ 

(); HEPES-KOH (pH 8.0)+1 mM 

EDTA (); Tris-HCl (pH 8.0)+1 mM EDTA ().  
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Ayrıca, lipazın termal stabilitesini görmek için 60, 70 ve 80 
o
C‟de zamana 

karĢı aktiviteleri ölçüldü. Sadece EDTA varlığında His6-lipaz ve lipazın termal 

stabilitesini artan sıcaklıkla koruyamadığı görülmüĢtür. 50, 60, ve 70 
o
C‟de yapılan 

ölçümlerde, His6-lipaz ve lipazın, 50 
o
C‟den sonra stabilitesini koruyamamıĢ ve 70 

o
C‟de de 10 dakika sonunda aktivitesini tamamen kaybetmiĢtir. Benzer sonuç lipaz 

içinde elde edilmiĢtir. 50 
o
C‟de stabilitesini korumuĢ, 60 

o
C için 60 dakika, 70 

o
C için 

10 dakika sonrasında aktivitesini tamamen kaybetmiĢtir (ġekil 3.12). Ca
2+

 varlığında 

yapılan aktivite ölçümleri, sadece EDTA varlığında yapılan ölçümlerle 

karĢılaĢtırıldığında, Ca
2+

 için de benzer sonuçlar elde edilmiĢtir (ġekil 3.13). 
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ġekil 3.12.  Sıcaklığın EDTA varlığında His6-lipaz (A) ve lipaz (B) stabilitesine etkisi. 50

o
C 

(); 60
 o

C (); 70
 o

C‟de (), 60 dakika boyunca enzim inkübe edilerek aktivite ölçümleri 

yapılmıĢtır. Aktivite ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi ve 1 mM 

EDTA kullanılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.6.3‟te belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.13. Sıcaklığın Ca

2+
  varlığında His6-lipaz (A) ve lipaz (B) stabilitesine etkisi. 50

o
C 

(); 60
 o

C (); 70
 o

C (), 60 dakika boyunca enzim inkübe edilerek aktivite ölçümleri 

yapılmıĢtır. Aktivite ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi ve serbest 3 

mM Ca
2+

 (1 mM EDTA+4 mM Ca
2+

) kullanılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.6.3‟te 

belirtildiği gibidir. 
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3.6 Farklı Ca
2+

 ve Zn
2+ 

Konsantrasyonlarının Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarının His6-lipaz ve lipaz aktivitesi üzerine Ca
2+

‟un pozitif, 

Zn
2+

„nin ise negatif etki yaptığı sonucuna ulaĢıldı (bkz Bölüm 3.4). Bu bölümde, 

artan Ca
2+

 iyonu konsantrasyonunda yapılan aktivite ölçümlerinde, His6-lipaz ve 

lipaz için maksimum spesifik aktivite serbest 3 mM kalsiyum iyonu varlığında elde 

edildi. Ca
2+

 miktarı daha da arttırıldığında enzim aktivitesinde değiĢim meydana 

gelmedi (ġekil 3.14A). Zn
2+

 iyonu için de aynı çalıĢma yapıldığında, artan çinko 

konsantrasyonuyla doğru orantılı olarak His6-lipaz ve lipaz inhibe olmuĢtur. His6-

lipaz için serbest 3 mM Zn
2+

 iyonu varlığında, lipaz içinse serbest 2 mM Zn
2+ 

iyonu 

ilavesi enzim aktivitesini tamamen kaybetmesi için yeterlidir (ġekil 3.14B). 
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ġekil 3.14. Ca
2+

 (A) ve Zn
2+

 (B) iyonlarının His6-lipaz () ve lipaz () aktivitesine etkisi. 

Aktivite ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. Sıfır (0) mM 

Ca
2+

 ve Zn
2+

 verisi sadece 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisinde yapılmıĢtır. Diğer 

veriler ise 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisine eklenen metalin hesaplanmıĢ serbest iyon 

konsantrasyonlarını göstermektedir.   
 

 

 

 

 



33 

 

 

Yukarıdaki sonuçlar His6-lipaz ve lipaz enzimleri için, reaksiyon ortamında 

Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonları ayrı ayrı bulunduklarında, Ca
2+

 iyonu enzim aktivitesini 

arttırırken, Zn
2+

 iyonu inhibe ettiğini göstermektedir. Bu sonuçlara ek olarak, Ca
2+

 

varlığında Zn
2+

 inhibisyonunun olup olmadığını da incelendi.  

 

1 mM EDTA ve 3 mM Ca
2+

 iyonu varlığında, artan konsantrasyonlarda Zn
2+

 

ilave edilerek, Ca
2+ 

varlığında Zn
2+

‟nin aktiviteye etkisi incelenmiĢtir. Kalsiyum 

iyonu her ne kadar enzim kararlılığını arttırsa da, reaksiyon ortamında çinko 

iyonunun bulunması, artan çinko konsantrasyonunda enzimin inhibe olmasını 

engelleyememiĢtir (ġekil 3.15).  
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ġekil 3.15. Zn
2+

 iyonunun Ca
2+

 varlığında His6-lipaz () ve lipaz () aktivitesine etkisi. 

Aktivite ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisinde serbest 2 mM Ca
2+

 

kullanılmıĢtır. Kontrol (0 mM Zn
2+

) sadece 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisinde 

yapılmıĢtır. Diğer veriler ise 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisine eklenen metalin 

hesaplanmıĢ serbest iyon konsantrasyonlarını göstermektedir.   
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3.7 NaCl ve KCl Tuzlarının Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Katyon-π etkileĢimleri, çoğu zaman elektronca zengin aromatik halkalar ile 

organik veya inorganik (metalik) katyonlar arasında oluĢur. Bu nonkovalent 

etkileĢim küçük molekül kristal yapıların katı hal çalıĢmalarında doğrulandığı gibi 

çok güçlü olabilir. Dahası katyon-π etkileĢimleri proteinlerin dördüncül ve kuarterner 

yapılarının oluĢması için gerekli kuvvetlerden biridir [66, 67]. Na- π etkileĢiminin, 

His6-lipaz ve lipaz ile yüksek aminoasit dizi benzerliğine sahip olan, T1 lipazın aktif 

bölgesinde de etkili olduğu gösterilmiĢtir [68]. K
+
 ve Na

+
 katyonları hidrojen bağları, 

tuz köprüleri ve hidrofobik etkileĢimler gibi çeĢitli nonkovalent etkileĢimlerden 

sorumludur. Bu nedenle enzim aktivitesine ve yapı stabilitesine etkisini araĢtırmak 

istenildi. 

 

Tez çalıĢmasının bu bölümünde tuz etkisi, Ca
2+

 varlığında ve yokluğunda 

incelendi. 1 mM EDTA varlığında artan NaCl tuzu konsantrasyonu, His6-lipaz için 

200 mM NaCl konsantrasyonuna kadar aktive ederken, daha yüksek 

konsantrasyonlarında düĢük oranda inhibisyona, serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında da 

%40 inhibisyona sebep olmaktadır (ġekil 3.16A). KCl, His6-lipaz aktivitesini büyük 

ölçüde inhibe etmektedir. 200 mM KCl miktarının maksimum enzim inhibisyonuna 

neden olmaktadır (ġekil 3.16B). 

 

1 mM EDTA varlığında lipaz enzimi için artan NaCl tuzu konsantrasyonuna 

karĢı yapılan aktivite ölçümünde 150 mM NaCl konsantrasyonuna kadar enzim 

aktivesi artmaktadır. Reaksiyon ortamında serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında enzim 

maksimum aktiviteye 150 mM NaCl tuz konsantrasyonuyla ulaĢmaktadır (ġekil 

3.17A). Aktivite ölçümlerinde NaCl yerine KCl tuzu kullanıldığında, 1 mM EDTA 

varlığında 250 mM KCl konsantrasyonuna kadar düzensiz aktivite artıĢı olmaktadır. 

Serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında, 50 mM KCl tuzu varlığında maksimum enzim 

aktivitesi görülmektedir (ġekil 3.17B). 
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ġekil 3.16. NaCl (A) ve KCl (B) tuzlarının His6-lipaz aktivitesine etkisi. Aktivite 

ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. 1 mM EDTA (); 1 

mM EDTA+3 mM Ca
2+ 

() içeren tampon çözeltisinde yapılmıĢtır. Diğer deney Ģartları 

Bölüm 2.2.6.4‟te belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.17. NaCl (A) ve KCl (B) tuzlarının lipaz enzim aktivitesine etkisi. Aktivite 

ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. 1 mM EDTA (); 1 

mM EDTA+3 mM Ca
2+ 

() içeren tampon çözeltisinde yapılmıĢtır. Diğer deney Ģartları 

Bölüm 2.2.6.4‟te belirtildiği gibidir. 
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3.8 Non-iyonik Deterjanların Lipaz Aktivitesine Etkisi 

 

Surfaktanlar su-yağ arayüzeyini arttırıp, stabiliteyi ve çözünürlüğü 

arttırdıklarından ve agregasyonu önlediklerinden lipaz katalizörlü reaksiyonlarda çok 

fazla kullanılırlar [27]. Bu nedenle His6-lipaz ve lipaz enzim aktivitesine non-iyonik 

deterjan olan Triton X-100‟ün etkisini incelemek için serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında 

aktivite ölçümleri yapıldı. His6-lipaz ve lipaz aktivitesi, 0-0.03 mM arasında Triton 

X-100 varlığında azalmakta, deterjan konsantrasyonu 0.17 mM‟a yükseltildiğinde ise 

aktivitede zayıf bir artıĢ gözlenmektedir. 1.70 mM Triton X-100 varlığında ise enzim 

%75 oranında aktivitesini kaybetmektedir (ġekil 3.18). Enzimin tamamen aktivitesini 

kaybetmesi %1 Triton X-100 (17.1 mM) varlığında olmaktadır (Data gösterilmedi). 
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ġekil 3.18. Triton X-100 deterjanının His6-lipaz () ve lipaz () aktivitesine etkisi. 

Aktivite ölçümlerinde 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. Kontrol 

serbest 2 mM Ca
2+

 (1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

 ) içeren tampon çözeltisinde yapılmıĢtır. 
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Triton X-100 gibi non-iyonik deterjan olan Tween deterjanlarının lipaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisini incelemek amacıyla serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında aktivite 

ölçümü yapılmıĢtır (Bölüm 2.2.6.5). 1 mM Tween deterjanları enzimin tamamen 

aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadır (Tablo 3.1).  

 

 
Tablo 3.1. Tween deterjanlarının His6-lipaz ve lipaz aktivitesine etkisi. Kontrol sadece 

serbest 2 mM Ca
2+

 (1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

 ) içeren tampon çözeltisinde yapılmıĢtır. 

Deney Ģartları Bölüm 2.2.6.5‟te açıklandığı gibidir. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tween Deterjanları 

(1 mM) 

His6-lipaz 

(unit/mg) 

Lipaz 

(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 Ġkincil (Sekonder) Yapısının Sirküler Dikroizm ile 

Ġncelenmesi 

 

Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarının, NaCl ve KCl tuzlarının ve Triton X-100 deterjan 

ilavesinin His6-lipaz ve lipazın yapısal değiĢimine neden olup olmadığını incelemek 

için Sirküler Dikroizm (Circular Dichroizm, CD) Spektroskopisi kullanıldı. 

3.9.1  Kalsiyum Ġyonunun Lipazın Ġkincil Yapısına Etkisi 

3.9.1.1  Kalsiyum Ġyonunun His6-Lipazın Ġkincil Yapısına Etkisi 

 

Farklı sıcaklıklarda Tris-HCl tamponu içerisinde His6-lipaz enziminin CD 

spektrumu ölçülmüĢtür. Tris-HCl tamponunda, 1 mM EDTA ilavesi ile 20-50 
o
C 

arasında alınan CD spektrumları sonucunda enzimin ikincil yapısında bozulma 

olmayarak enzim stabilitesini korumaktadır. 60 
o
C‟de baĢlayan -helikslerdeki 

bozulma 70 ve 80 
o
C‟de tamamen yapının bozulmasıyla sonuçlanmaktadır (ġekil 

3.19). Serbest 5 mM Ca
2+

 ilavesi sonucunda ise sekonder yapı 70 
o
C‟de bozulmaya 

baĢlayarak, 80 
o
C‟de tamamen bozulmaktadır. (ġekil 3.19B). 

 

Aynı deneyler HEPES-KOH tampon çözeltisinde de gerçekleĢtirilmiĢtir. Tris-

HCl tamponunda bulunan lipaz enziminden farklı olarak sadece 1 mM EDTA 

varlığında His6-lipaz enzimi agrege olmamaktadır. 30-60 
o
C arasında sekonder yapı 

değiĢmeyerek, 60
 o

C‟den sonra bozulmaya baĢlamıĢtır. Sıcaklık 100 
o
C‟ye kadar 

arttırıldığında da enzim kısmi sekonder yapısı korumaktadır (ġekil 3.20A). Ortama 

eklenen serbest 5 mM Ca
2+

 varlığında ise enzim 80 
o
C‟nin sonunda tamamen ikincil 

yapısını kaybetmektedir (ġekil 3.20B). 
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ġekil 3.19. Sadece EDTA (A) veya Ca
2+

 (B) varlığında His6-lipazın farklı sıcaklıklarda elde 

edilen CD spektrumları. Ölçümler, sadece 1 mM EDTA veya 1 mM EDTA+6 mM Ca
2+

 

varlığında, 50 mM Tris-HCl pH 8.0 ve 0.1 mg/mL enzim kullanılarak yapılmıĢtır. Diğer 

deney Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir.  
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ġekil 3.20. Sadece EDTA (A) veya Ca
2+

 (B) varlığında His6-lipazın farklı sıcaklıklarda elde 

edilen CD spektrumları. Ölçümler, sadece 1 mM EDTA veya 1 mM EDTA+6 mM Ca
2+

 

varlığında, 10 mM HEPES-KOH pH 8.0 ve 0.1 mg/mL enzim kullanılarak yapılmıĢtır. 

Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir. 
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Ġkincil yapı değiĢikliklerinin belirlenebildiği gibi termal denatürasyon 

sıcaklığıda belirlenmesi içinde sirküler dikroizm (CD) spektroskopisi kullanılarak 

belirlendi. Tris-HCl ve HEPES-KOH tamponunda, 1 mM EDTA ve serbest 2 mM 

veya 5 mM Ca
2+

 varlığında çeĢitli sıcaklıklarda 222 nm‟de CD ölçümleri yapıldı. 

Elde edilen “mdeg” birimindeki değerler denatürasyon oranı (u) birimine çevrilerek 

grafiğe aktarıldı (Bölüm 2.1.11). 

 

His6-lipaz, Tris-HCl tamponu içerisinde 1 mM EDTA varlığında termal 

denatürasyon sıcaklığı Tm= 66.3 
o
C, serbest 5 mM Ca

2+
 varlığında ise 73.2 

o
C‟dir 

(ġekil 3.21). HEPES-KOH tamponunda ise durum sıradıĢıdır. 1 mM EDTA 

varlığında enzim denatürasyona uğramazken, serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında enzim 

denatüre olmakta ve Tm değeri 77.2 
o
C olarak ölçülmektedir (ġekil 3.21).  

 

Birçok protein denatüre olduğunda tersinmez olarak agrege olur ve çöker. 

Fakat bu reaksiyon tersinir ise, denatüre olduktan sonra koĢullar değiĢtiğinde tekrar 

katlanır. 1 mM EDTA varlığında HEPES-KOH tamponunda His6-lipaz 100 
o
C‟ye 

kadar denatürasyona uğramamıĢtır. Ġlk olarak 30 
o
C‟den 100 

o
C‟ye kadar arttırılan 

sıcaklık, sonra 100 
o
C‟den 30 

o
C‟ye soğutuldu ve beklenenin aksine sıcaklık 

arttırıldığında, sekonder yapıda meydana gelen değiĢiklik, soğutulduğunda eski 

haline geri dönmediği görüldü (ġekil 3.22).  
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ġekil 3.21. His6-lipaz‟ın sadece EDTA veya Ca
2+

 varlığında Boltzman termal denatürasyon 

grafiği (222 nm). 50 mM Tris-HCl+1mM EDTA (); 50 mM Tris-HCl+1mM EDTA+6 

mM Ca
2+ 

(); 10 mM HEPES-KOH+1 mM EDTA+3 mM Ca
2 

 (); 10 mM HEPES-

KOH+1 mM EDTA (). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer deney 

Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.22. His6-lipaz‟ın sadece EDTA varlığında Boltzman termal denatürasyon grafiği 

(222 nm). 1 mM EDTA içeren 10 mM HEPES-KOH (pH 8.0) tamponunda, 30
o
C den 100

o
C 

ye ısıtılıp (), 100
o
C'den 30

o
Cye tekrar soğutularak () tekrar kontrolü yapılmıĢtır. 0.1 

mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de 

belirtildiği gibidir. 
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3.9.1.2 Kalsiyum Ġyonunun Lipazın Ġkincil Yapısına Etkisi 

 

Farklı sıcaklıklarda Tris-HCl tamponuna içerisinde His6-lipaz enziminin CD 

spektrumu ölçülmüĢtür. Tris-HCl tamponu 1 mM EDTA ilavesi ile 30 ve 60 
o
C 

arasında alınan CD spektrumları sonucunda enzimin ikincil yapısı bozulmamakta, 

enzim stabilitesini korumaktadır. 70 
o
C‟de enzimin ikincil yapısı tamamen 

bozulmaktadır (ġekil 3.23A). Reaksiyon ortamına eklenen serbest 5 mM Ca
2+

 

enzimin stabilitesini arttırarak 80
 o

C‟ye kadar ikincil yapının korunmasını 

sağlamaktadır (ġekil 3.23B). 

 

Aynı deneyler HEPES-KOH tamponu içinde uygulanmıĢtır. Tris-HCl 

tamponunda bulunan lipaz enziminden farklı olarak 1 mM EDTA varlığında His6-

lipaz enziminde de olduğu gibi agrege olmamaktadır. 100 
o
C‟ye kadar sıcaklığın 

arttırılmasına rağmen enzimin konformasyonu yine de tamamen bozulmamaktadır 

(ġekil 3.24). 
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ġekil 3.23. Sadece EDTA (A) veya Ca

2+
 (B) varlığında lipazın farklı sıcaklıklarda elde 

edilen CD spektrumları. Ölçümlerde, 1 mM EDTA veya 1 mM EDTA+6 mM Ca
2+

 içeren 

50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponunda 0.1 mg/mL enzim kullanılmıĢtır. Diğer deney Ģartları 

Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.24. Sadece EDTA varlığında lipazın farklı sıcaklıklarda elde edilen CD spektrumları. 

Deneylerde, 1 mM EDTA içeren 10 mM HEPES-KOH pH 8.0 ve 0.1 mg/mL enzim 

kullanılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir. 

 

 

Lipaz, Tris-HCl tamponunda 1 mM EDTA varlığında termal denatürasyon 

sıcaklığı Tm= 76.7 
o
C, serbest 5 mM Ca

2+
 varlığında ise 77.1 

o
C‟dir (ġekil 3.25). 

His6-lipaz enzimi için HEPES-KOH tamponunda yüksek sıcaklıkta denatüre olmama 

durumu lipaz enzimi için de mevcuttur. 1 mM EDTA varlığında enzim denatüre 

olmazken, serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında Tm değeri 77.6 
o
C olup, enzim denatüre 

olmaktadır (ġekil 3.25).  
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ġekil 3.25. Lipaz‟ın sadece EDTA veya Ca

2+
 varlığında Boltzman termal denatürasyon 

grafiği (222 nm). 50 mM Tris-HCl+1 mM EDTA (); 50 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+6 

mM Ca
2+ 

(); 10 mM HEPES-KOH+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+ 

(); 10 mM HEPES-

KOH+1 mM EDTA (). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer deney 

Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir.  
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3.9.2 Çinko Ġyonunun Lipazın Ġkincil Yapısına Etkisi 

 

Zn
2+

 iyonunun enzim aktivitesini inhibe ettiği sonucuna ulaĢtıktan sonra, CD 

çalıĢmaları yaparak inhibisyonun enzimin yapısal değiĢikliğinden kaynaklı olup 

olmadığı araĢtırılmak istendi. 

 

 His6-lipaz ve lipaz enzimleriyle artan sıcaklığa karĢı ölçülen CD 

spektrumlarına göre 50 
o
C‟de enzim tamamen denatürasyona uğramaktadır. 20 

o
C‟den 50 

o
C‟ye kadar enzimin basamak basamak ikincil yapısının bozulduğu da 

açık bir Ģekilde görülmektedir (ġekil 3.26).  
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ġekil 3.26.  Zn

2+
 varlığında His6-lipaz (A) ve lipazın (B) farklı sıcaklıklarda elde edilen CD 

spektrumları. Ölçümler, 50 mM Tris-HCl pH 8.0+1 mM EDTA+2 mM ZnCl2 varlığında, 

0.1 mg/mL enzim kullanılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.1‟de belirtildiği gibidir. 
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3.9.3 NaCl ve KCl Tuzlarının Lipazın Ġkincil Yapısına Etkisi  

 

Aktivite ölçümleri sonuçlarına göre, KCl tuzu His6-lipazın aktivitesini inhibe 

ettiği, NaCl ise lipaz aktivitesini arttırdığı için; CD çalıĢmalarında KCl tuzunun His6-

lipaz üzerine, NaCl tuzunun lipaz enzimi üzerine etkisi incelenmiĢtir.  

 

His6-lipaz enzimi için, 1 mM EDTA ve serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında 

reaksiyon ortamına eklenen 150 mM KCl tuzu ile alınan CD spektrum ölçümleri 

karĢılaĢtırıldığında, KCl tuzunun enzimin ikincil yapı değiĢimine sebep olmadığı 

görülmektedir (ġekil 3.27). Aynı zamanda termal denatürasyon sıcaklıkları arasında 

da fark bulunmamaktadır. Sadece 1 mM EDTA varlığında termal denatürasyon 

sıcaklığı 66.8 
o
C, 1 mM EDTA üzerine 150 mM KCl tuzu ilave edildiğinde termal 

denatürasyon sıcaklığı 66.5 
o
C (ġekil 3.28) hesaplanmıĢtır. Aynı ölçümler, kalsiyum 

iyonu varlığında (serbest 2 mM Ca
2+

) tekrarlanmıĢtır. Sadece serbest 2 mM Ca
2+

 

varlığında termal denatürasyon sıcaklığı 73.1 
o
C iken, serbest 2 mM Ca

2+
 üzerine 

150 mM KCl tuzu ilave edildiğinde termal denatürasyon sıcaklığı 70.8 
o
C olarak 

hesaplanmıĢtır (ġekil 3.29). 

 

Aynı deneyler NaCl tuzu için lipaz enzimine de uygulanmıĢtır ve elde edilen 

sonuç His6-lipaz enziminde KCl tuzunun etkisine benzerdir. 1 mM EDTA ve serbest 

2 mM Ca
2+

 varlığında reaksiyon ortamına eklenen 150 mM NaCl tuzu ile alınan CD 

spektrum ölçümleri karĢılaĢtırıldığında, NaCl tuzunun enzimin ikincil yapı 

değiĢimine sebep olmadığı görülmüĢtür (ġekil 3.30). Aynı zamanda termal 

denatürasyon sıcaklıkları arasında fark bulunmaktadır. Sadece 1 mM EDTA 

varlığında termal denatürasyon sıcaklığı 77.1 
o
C iken, 1 mM EDTA üzerine 150 mM 

NaCl tuzu ilave edildiğinde Tm değeri 68.2 
o
C bulunmuĢtur (ġekil 3.31). Aynı 

ölçümler serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında tekrarlanmıĢtır. Sadece serbest 2 mM Ca
2+

 

varlığında Tm 76.7 
o
C, serbest 2 mM Ca

2+
 üzerine 150 mM NaCl tuzu ilave 

edildiğinde ise Tm 73.9 
o
C olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 3.32). 
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ġekil 3.27. Sadece EDTA+KCl (A) veya Ca

2+
+KCl (B) varlığında His6-lipazın farklı 

sıcaklıklarda elde edilen CD spektrumları. Ölçümler, sadece 1 mM EDTA+150 mM KCl veya 

1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

+150 mM KCl içeren 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponu ve 0.1 

mg/mL enzim kullanılarak yapılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.2‟de belirtildiği 

gibidir. 
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ġekil 3.28. His6-lipaz‟ın sadece EDTA ve KCl tuzu varlığında Boltzman termal denatürasyon 

grafiği (222 nm). 10 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+150 mM KCl (); 10 mM Tris-HCl+1 mM 

EDTA (). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 

2.2.7.2‟de belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.29. His6-lipaz‟ın Ca

2+
 ve KCl tuzu varlığında Boltzman termal denatürasyon grafiği 

(222 nm). 10 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca 
2+

+150 mM KCl (); 10 mM Tris-

HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+  

(). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer 

deney Ģartları Bölüm 2.2.7.2‟de belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.30. Sadece EDTA+NaCl (A) veya Ca

2+
+NaCl (B) varlığında lipazın farklı 

sıcaklıklarda elde edilen CD spektrumları. Ölçümler, sadece 1 mM EDTA+150 mM NaCl 

veya 1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

+150 mM NaCl içeren 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tamponu ve 

0.1 mg/mL enzim kullanılarak yapılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.2‟de belirtildiği 

gibidir 
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ġekil 3.31. Lipaz‟ın sadece EDTA ve NaCl tuzu varlığında Boltzman termal denatürasyon 

grafiği (222 nm). 50 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+150 mM NaCl (); 50 mM Tris-HCl+1 

mM EDTA (). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer deney Ģartları 

Bölüm 2.2.7.2‟de belirtildiği gibidir. 

30 40 50 60 70 80 90

0,0

0,5

1,0

 

 

D
e
n
a
tü
ra
s
y
o
n
O‏
ra
n
 ı‏‏

Sıcaklık (
o
C)

Tm=73.9
o

C

76.7
o

C

 
ġekil 3.32. Lipaz ‟ın Ca 

2+
 ve NaCl tuzu varlığında Boltzman termal denatürasyon grafiği 

(222 nm). 50 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

+150 mM NaCl (); 50 mM Tris-

HCl+1 mM EDTA+3mM Ca
2+. 

(). 0.1 mg/mL enzim konsantrasyonunda çalıĢılmıĢtır. Diğer 

deney Ģartları Bölüm 2.2.7.2‟de belirtildiği gibidir. 
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3.9.4 Triton X-100 Deterjanının Lipaz Termal Denatürasyonuna Etkisi  

 

Aktivite ölçümleri sonuçlarına göre, Triton X-100 deterjanı His6-lipaz ve lipaz 

aktivitesini inhibe etmektedir. His6-lipaz enziminin serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında, 

0.0171 mM, 0.171 mM ve 2 mM olmak üzere 3 farklı deterjan konsantrasyonunda 

222 nm‟de CD ölçümleri alınarak Tm değerleri bulunmuĢtur. 0.0171 mM Triton X-

100, 2 mM Triton X-100 ve deterjansız sadece serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında 

hesaplanan Tm değerleri eĢit olup, 74.6 
o
C‟dir. Aktivite ölçümlerinde de, ani aktivite 

artmasına sebep olan 0.171 mM Triton X-100 deterjan ilavesi (bkz Bölüm 3.8), 

enzimin termal denatürasyon sıcaklığını da değiĢtirerek 76.0 
o
C‟ye arttırmıĢtır (ġekil 

3.33A). Lipaz enzimi içinde aynı ölçümler yapıldığında, 0.0171 mM Triton X-100, 2 

mM Triton X-100 ve deterjansız sadece serbest 2 mM Ca
2+

 varlığında hesaplanan Tm 

değerleri birbirine eĢit olup, 74.7 
o
C‟dir. His6-lipazda da olduğu gibi, 0.171 mM 

Triton X-100 deterjanı ilavesi sonucunda termal denatürasyon sıcaklığı 76.1 
o
C‟ye 

yükselmiĢtir (ġekil 3.33B). 
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ġekil 3.33. His6-lipaz (A) ve lipaz‟ın (B) sadece EDTA+Triton X-100 veya Ca
2+

+Triton X-

100 varlığında Boltzman termal denatürasyon grafiği (222 nm). 10 mM Tris-HCl+1 mM 

EDTA+ 3 mM Ca
2+

 (); 10 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

+0.0171 mM Triton 

X-100 (); 10 mM Tris-HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

+0.171 mM Triton X-100 (); 10 

mM Tris-HCl+1 mM EDTA+3 mM Ca
2+

+2 mM Triton X-100 (). 0.07 mg/ mL protein 

kullanılmıĢtır. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.7.3‟de belirtildiği gibidir. 
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3.10 Ca
2+

- ve Zn
2+

-lipaz EtkileĢimlerinin Floresans Spektroskopi ile 

Ġncelenmesi 

 

Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarının His6-lipaz ve lipazın yapısına etkisini Sirküler 

Dikroizm ile incelendi. Kalsiyumun enzim yapı stabilitesini arttırdığı, çinko 

iyonunun enzimin yapısının bozulmasına sebep olduğu sonucuna varıldı (bkz Bölüm 

3.9). Sirküler Dikroizm ile elde edilen bu sonuçlar Floresans Spektroskopisi ile 

desteklendi. 

3.10.1  Ca
2+

 Ġyonunun Lipazın Emisyon Spektrumuna Etkisi 

 

His6-lipaz ve lipaz‟ın yapısına Ca
2+‟

un etkisi, enzimdeki triptofan 

rezidülerinin floresans emisyonu analizi yapılarak incelendi. Ca
2+

 iyonu 

konsantrasyonu arttırılarak enzimin floresans emisyon intensiteleri ölçüldü. His6-

lipaz ve lipaz için, Ca
2+

 iyonu ilavesi triptofan emisyonuna etki etmediği sonucuna 

ulaĢıldı (ġekil 3.35).  

 

 8-anilinonaftalin-1-sülfonik asit (ANS), yapısında hem sülfonik asit hem de 

amin grupları içerir. ANS proteinlerin hidrofobik rezidüleriyle etkileĢime girerek 

floresans spektroskopisinde yapısal değiĢikliği gösteren bir prob olarak 

kullanılmaktadır [69].  

 

 

ġekil 3.34. 8-anilinonaftalin-1-sülfonik asit 

 

 ÇalıĢmamızda aynı zamanda, ANS‟nin floresans spektroskopisindeki prob 

özelliğinden faydalanarak, metal iyonu varlığında enzimin yapısında meydana 

gelebilecek olası bir değiĢimde, enzimin hidrofobik grupları ile ANS arasındaki 

etkileĢim artacağından, ANS emisyonundaki değiĢim incelendi. Ca
2+

 iyonu 

varlığında ANS emisyonunda değiĢim olmadığı için, enzimin yapısında herhangi bir 

değiĢme meydana gelmediği sonucuna varıldı (ġekil 3.36). 
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ġekil 3.35. Ca
2+

 varlığında His6-lipaz (A) ve lipaz (B) enzimlerinin triptofan emisyon 

spektrumu. Floresans ölçümleri için 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi 

kullanılmıĢtır. Kontrol sadece 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisinde ölçülmüĢtür. 

Excitation dalgaboyu 295 nm ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanılmıĢtır. Ġçteki 

grafik; artan kalsiyum konsantrasyonuna (0-4 mM) karĢı 340 nm‟deki emisyon grafiği. 

Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.8‟de belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.36. Farklı Ca
2+

 konsantrasyonlarında His6-lipaz (A) ve lipazla (B) elde edilen ANS 

emisyon spektrumları. Floresans ölçümleri için 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi ve 

50µM ANS kullanılmıĢtır. Kontrol sadece 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisinde 

ölçülmüĢtür. Excitation dalgaboyu 350 nm ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL 

kullanılmıĢtır. Ġçteki grafik; artan kalsiyum konsantrasyonuna (0-4 mM) karĢı 475 nm‟deki 

emisyon grafiği. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.8‟de belirtildiği gibidir. 
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3.10.2 Çinko-Lipaz EtkileĢimin Floresans Spektrofotometre 

Yöntemiyle Ġncelenmesi  

 

His6-lipaz ve lipaz‟ın yapısına artan Zn
2+

 iyonu konsantrasyonunun etkisi, 

Ca
2+

 iyonu için yapılan çalıĢmadaki gibi tekrarlanarak enzimdeki triptofan 

rezidülerinin floresans emisyonu ölçüldü. Zn
2+

 iyonu konsantrasyonu arttırılarak 

enzimin triptofan emisyon intensitesindeki değiĢim incelendi.  

 

His6-lipaz için, 0-1.5 mM konsatrasyonları arasında Zn
2+ 

iyonu ilavesi 

triptofan emisyonuna etki etmemektedir (ġekil 3.37A). Fakat 2 mM Zn
2+

 iyonu 

eklendiğinde, hafif bulanıklık oluĢup, intensitenin azaldığı görülmüĢtür. Bu sonucu 

desteklemek için bir sonraki aĢamada, aynı deneyler ANS emisyonu ile de 

tekrarlanmıĢtır. 1.5 mM‟a kadar Zn
+2

‟nin
 
artan konsantrasyonlarında ilavesi ile aynı 

ANS emisyonları ölçülmüĢtür. 2 mM Zn
2+

 ilave edildikten sonra açık bir Ģekilde 

ANS emisyonu artmaktadır. Aynı zamanda, 1 mM EDTA üzerine 2 mM Zn
2+

 ilave 

edildikten sonraki spektrumların, maksimum intensite değerlerine karĢı gelen 

dalgaboyları kıyaslandığında bariz bir Ģekilde gözlenen kayma, enzimin yapısal bir 

değiĢime uğradığının da ayrı bir kanıtıdır (ġekil 3.37A). 

 

Çinko iyonu varlığında meydana gelen bu yapısal bozulmanın, enzimin yapı 

stabilitesine katkıda bulunan kalsiyum iyonu varlığında da etkisini incelemek 

istenildi. Bu amaçla, ilk olarak ortamda ANS olmaksızın triptofan rezidülerinin 

emisyonu ölçülerek serbest 3 mM Ca
2+

 (1 mM EDTA+4 mM Ca
2+

) varlığında 

yapılan çalıĢmada, 0.5 mM‟lık artıĢlarla Zn
2+

 iyonu konsantrasyonu arttırıldığında, 

1.5 mM Zn
2+

 iyonu enzimin yapısının bozulmasına neden olmuĢtur. ANS varlığında 

aynı deney yapıldığında, yine 1.5 mM Zn
2+

 iyonu ilavesi enzim yapısının 

bozulmasına neden olmaktadır (ġekil 3.38A). 

 

His6-lipaz için yapılan bu floresans spektrofotometre çalıĢmalarının hepsi, 

lipaz enzimi için de tekrarlanmıĢtır. 2 mM Zn
2+

 eklendiğinde His6-lipaz‟daki gibi 

bulanıklaĢma olmuĢtur. Analizi yapıldığında da intensitenin azaldığı görülmüĢtür. 

Ortamda ANS olduğunda da yapılan deneylerde eklenen 2 mM Zn
+2 

iyonu ile 

yapıdaki değiĢim intensite artıĢlarıyla da görülmüĢtür (ġekil 3.37B). Yapı 

stabilitesine katkı sağladığı bilinen kalsiyumun çinko varlığında, enzim yapısında 
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meydana gelen değiĢiklikten dolayı, stabiliteye olan katkısının yok olduğu, serbest 3 

mM Ca
2+

 iyonu varlığında artan Zn
2+

 iyonu konsantrasyonuyla yapılan çalıĢmada da 

açık bir Ģekilde görülmüĢtür. ANS varlığında da tekrarlanan bu çalıĢma sonucunda, 

serbest 3 mM Ca
2+

 üzerine 1.5 mM Zn
2+

 eklendiğinde enzim yapısındaki bozulma 

intensite artıĢıyla görülmüĢtür (ġekil 3.38B).  
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ġekil 3.37. Artan Zn
2+ 

konsantrasyonlarında His6-lipaz (A) ve lipaz (B) enzimlerinin 

triptofan emisyon spektrumu. Floresans ölçümleri için 50 mM Tris-HCl pH 8.0 ve 1 mM 

EDTA tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. “Excitation” dalgaboyu  295 nm ve protein 

konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanılmıĢtır. Ġçteki grafik; artan çinko konsantrasyonuna (0-

4 mM) karĢı 340 nm‟deki emisyon grafiği. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.8‟de belirtildiği 

gibidir.  
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ġekil 3.38. Farklı Zn
2+

 konsantrasyonlarında His6-lipaz (A) ve lipazla (B) elde edilen ANS 

emisyon spektrumları. Floresans ölçümleri için 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi ve 

50µM ANS kullanılmıĢtır. Kontrol sadece 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisinde 

ölçülmüĢtür. Excitation dalgaboyu  350 nm ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL 

kullanılmıĢtır. Ġçteki grafik; artan çinko konsantrasyonuna (0-4 mM) karĢı 475 nm‟deki 

emisyon grafiği.  Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.8‟de belirtildiği gibidir.  
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ġekil 3.39. Ca
2+

 iyonu varlığında farklı Zn
2+ 

konsantrasyonlarında His6-lipaz (A) ve lipaz 

(B) ile elde edilen triptofan emisyon spektrumu. Floresans ölçümleri için serbest 3 mM Ca
2+

 

içeren 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. Kontrol sadece 1 mM 

EDTA içeren tampon çözeltisinde ölçülmüĢtür. “Excitation” dalgaboyu 295 nm ve protein 

konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanılmıĢtır. Ġçteki grafik; artan çinko konsantrasyonuna   

(0-4 mM) karĢı 340 nm‟deki emisyon grafiği. Diğer deney Ģartları Bölüm 2.2.8‟de 

belirtildiği gibidir. 
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ġekil 3.40. Ca
2+

 iyonu varlığında farklı Zn
2+

 konsantrasyonlarında His6-lipaz (A) ve lipaz ile 

(B) elde edilen ANS emisyon spektrumları. Floresans ölçümleri için serbest 3 mM Ca
2+

 

içeren 50 mM Tris-HCl pH 8.0 tampon çözeltisi ve 50µM ANS kullanılmıĢtır. Kontrol 

sadece 1 mM EDTA içeren tampon çözeltisinde ölçülmüĢtür. Excitation dalgaboyu  350 nm  

ve protein konsantrasyonu 0.038 mg/mL kullanılmıĢtır. Ġçteki grafik; artan kalsiyum 

konsantrasyonuna (0-4 mM) karĢı 475 nm‟deki emisyon grafiği. Diğer deney Ģartları Bölüm 

2.2.8‟de belirtildiği gibidir. 
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3.11 Tripsinle Kesilen Lipazın MALDI-TOF/Kütle Spektrometre (MS) ile 

Peptit Analizi  

 

Protein saflaĢtırması sırasında kesilen His6-lipaz ve lipazın nereden kesildiğini 

bulmak amacıyla Tripsin enzimi ile protein peptit parçalarına ayrıldı (Bölüm 2.2.9). 

Elde edilen peptitler MALDI-TOF/Kütle spektrometre (MS) ile analiz edildi (Ek-2 

ve Ek-3). Bu iĢlem 3 defa tekrarlandı ve elde edilen peptitlerin moleküler ağırlığı 

6000 Da‟dan düĢüktü. Bu sonuçlar Tripsin kesiminin etkili olduğunu göstermektedir. 

Parçalar, teorik olarak beklenen parçalarla karĢılaĢtırılarak bulundu (Tablo 3.2 ve 

Tablo 3.4). Bulunan parçaların yerlerini tayin ettikten sonra, hem His6-lipaz hem de 

lipazın C-ucundaki “LAEQLASLQP” aminoasit dizisinin olmadığı sonucuna ulaĢıldı 

(Tablo 3.3 ve Tablo 3.5).  

 
Tablo 3.2. Tripsin ile kesilen His6-lipazın MALDI-TOF/MS ile peptit analiz sonucu.  

 

Kütle 

[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 68-112 
  

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 

5211.5996 159-205 
  

AHNVSLSPLFEGGHHFVLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFF

DLQK 

3354.7116 206-235 
  

AVLEAAAVASNAPYTSEIYDFKLDQWGLRR 
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Tablo 3.2. Devamı 

Kütle 

[M+H]
+ 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 
  

RGSSDRIVPYDGALKKGVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDI

R 

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 
  

GVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIR 

3823.8536 366-398 
  

GVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIRAFYLR 

669.3718 394-398 
  

AFYLR 

* : Sistein rezidülerinde indirgenme olduğunda elde edilen peptit kütlesidir. 
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Tablo 3.3. His6-lipazın MALDI-TOF/MS ile bulunan peptit parçaları. Belirlenen  peptit 

parçaları kırmızı, bulunamayan peptit parçaları ise siyahla gösterilmiĢtir. 

 
  

     10         20         30         40         50         60  

MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH AASRANDAPI VLLHGFTGWG REEMFGFKYW GGVRGDIEQW  

 

        70         80         90        100        110        120  

LNDNGYRTYT LAVGPLSSNW DRACEAYAQL VGGTVDYGAA HAAKHGHARF GRTYPGLLPE  

 

       130        140        150        160        170        180  

LKRGGRIHII AHSQGGQTAR MLVSLLENGS QEEREYAKAH NVSLSPLFEG GHHFVLSVTT  

 

       190        200        210        220        230        240  

IATPHDGTTL VNMVDFTDRF FDLQKAVLEA AAVASNAPYT SEIYDFKLDQ WGLRREPGES  

 

       250        260        270        280        290        300  

FDHYFERLKR SPVWTSTDTA RYDLSVPGAE TLNQWVKASP NTYYLSFSTE RTYRGALTGN  

 

       310        320        330        340        350        360  

YYPELGMNAF SAIVCAPFLG SYRNAALGID SHWLENDGIV NTISMNGPKR GSSDRIVPYD  

 

       370        380        390        400  

GALKKGVWND MGTYNVDHLE IIGVDPNPSF DIRAFYLRLA EQLASLQP  

 
 

 

 

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

 

Kütle 

[M+H]
+ 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 

445.5015 103-106   RGGR 

1557.8357 93-106 
  

TYPGLLPELKRGGR 

1759.9680 104-120   GGRIHIIAHSQGGQTAR 

1605.8029 121-134 
  

MLVSLLENGSQEER 

5214.8638 139-185 
  

AHNVSLSPLFEGGHHFVLSVTTIATPHDGTTLVNMVDFTDRFFD

LQK 

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 

     

     



69 

 

 

Tablo 3.4. Devamı 

Kütle 

[M+H]
+ 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 
  

KGVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIR 

3175.4988 346-373 
  

GVWNDMGTYNVDHLEIIGVDPNPSFDIR 

669.8010 374-378 
  

AFYLR 

* : Sistein rezidülerinde indirgenme olduğunda elde edilen peptit kütlesidir. 

 

 
Tablo 3.5. Lipazın MALDI-TOF/MS ile bulunan peptit parçaları. Belirlenen peptit parçaları 

kırmızı, bulunamayan peptit parçaları ise siyahla gösterilmiĢtir. 

 
     

    10         20         30         40         50         60  

AASRANDAPI VLLHGFTGWG REEMFGFKYW GGVRGDIEQW LNDNGYRTYT LAVGPLSSNW  

 

        70         80         90        100        110        120  

DRACEAYAQL VGGTVDYGAA HAAKHGHARF GRTYPGLLPE LKRGGRIHII AHSQGGQTAR  

 

       130        140        150        160        170        180  

MLVSLLENGS QEEREYAKAH NVSLSPLFEG GHHFVLSVTT IATPHDGTTL VNMVDFTDRF  

 

       190        200        210        220        230        240  

FDLQKAVLEA AAVASNAPYT SEIYDFKLDQ WGLRREPGES FDHYFERLKR SPVWTSTDTA  

 

       250        260        270        280        290        300  

RYDLSVPGAE TLNQWVKASP NTYYLSFSTE RTYRGALTGN YYPELGMNAF SAIVCAPFLG  

 

       310        320        330        340        350        360  

SYRNAALGID SHWLENDGIV NTISMNGPKR GSSDRIVPYD GALKKGVWND MGTYNVDHLE  

 

       370        380  

IIGVDPNPSF DIRAFYLRLA EQLASLQP  
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GENEL SONUÇLAR 

 

Bu çalıĢmada bazı metal iyonların ve surfaktanların termofilik özellik gösteren 

rekombinant G. kaustophilus lipaz aktivitesine ve yapısal stabilitesine etkisi 

incelendi. Daha önce bu laboratuarda klonlanan ve PMSF varlığında saflaĢtırılan G. 

kaustophilus lipazın çok düĢük aktiviteye sahip olduğunu ve bunun PMSF 

inhibisyonundan kaynaklandığı belirlendi (bkz Bölüm 3.3). PMSF, serin proteazların 

aktif bölgesindeki serin rezidüsüne kovalent olarak bağlanabildiğinden dolayı, Ser-

His-Asp katalik üçlü bölgesine sahip lipaz enzimleri dönüĢümsüz (irreversible) 

olarak inhibe etmektedir. Elde ettiğimiz sonuçlar, 1 mM PMSF varlığında G. 

kaustophilus lipaz 30 dakika inkübe edildiğinde, aktivitesinin %50‟sini kaybettiğini 

göstermektedir. G. kaustophilus lipaz ile yüksek dizi benzerliğine sahip olan L1, P1 

ve T1 lipazlar üzerine PMSF kuvvetli inhibitör etkisine sahipken, BTL2 lipaz için 

böyle bir durum söz konusu değildir [40]. 1 mM PMSF varlığında BTL2 lipaz 30 

dakika inkübe edildiğinde aktivitesinde değiĢme olmamıĢtır [41]. L1 lipaz ise 1 mM 

PMSF varlığında 10 ve 30 dakika inkübe edildiğinde sırasıyla %10 ve %23 

inhibisyona uğramıĢtır [40]. P1 lipaz, 1 mM PMSF ile inkübe edildikten 10 dakika 

sonra %89, 30 dakika sonra %98 inhibisyona uğramıĢtır [58]. 5 mM PMSF ile 30 

dakika inkübasyon sonrası ölçülen T1 lipaz ise %89 inhibe olmuĢtur [64]. I.5 sınıfına 

ait bu lipazların PMSF‟ye karĢı farklı etki göstermesinin nedeni tam olarak 

anlaĢılamamaktadır. Proteaz inhibitörü olan PMSF kullanılmadan yapılan 

saflaĢtırmanın bir diğer sonucu olarakta, teorik olarak beklenenden daha kısa, 

moleküler ağırlığı ~41 kDa (teorik ~43 kDa) olan ve lipaz aktivitesi gösteren bir 

protein elde edildi. MALDI-TOF/MS ile yapılan analizlerde C-ucunda bulunan 

“LAEQLASLQP” peptitin (MW: 1069 kDa) eksik olduğu tespit edildi. 

 

Ca
2+

 ve Zn
2+

 Etkisi 

X-ray yapısı bilinen Geobacillus thermocatenulatus (BTL2) [27, 28], Bacillus 

stearothermophilus lipaz (L1 ve P1) [7, 8, 26, 34], Geobacillus stearothermophilus 

lipaz (T1) [65] enzimlerinin, kalsiyum ve çinko iyonlarına bağlandığı bölgeler 

aydınlatılmıĢtır. G. kaustophilus lipaz‟a >%90‟dan fazla dizi benzerliğine sahip olan 

I.5 sınıfına ait bu lipazlara, Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarının bağlanması enzimin yapısal 

kararlılığı için gerekli olduğu belirtilmiĢtir [7, 8, 34]. Zn
2+

 iyonu içinse her ne kadar 
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enzimin yapısal kararlılığı için gerekliliği belirtilmiĢ olsa da [8, 27], bazı yayınlarda 

Zn
2+

 iyonunun enzim aktivitesini inhibe ettiği de rapor edilmiĢtir [64, 58]. G. 

kaustophilus lipaz ile Ca
2+ 

ve Zn
2+

 iyonu varlığında yapılan aktivite ölçümlerinde 

serbest 1 mM Ca
2+

 enzim aktivitesini %150 arttırırken (4100 unit/mg), serbest 1 mM 

Zn
2+

 enzim %75 oranında inhibe etmiĢtir (175 unit/mg) ve artan Zn
2+

 

konsantrasyonlarında da agregasyona uğramaktadır. L1, P1 ve T1 enzimleriyle 

yapılan çalıĢmalarda ise, kontrol olarak EDTA kullanılmadığı için (EDTA ortamdaki 

olası metal iyonlarını tutmaktadır), Ca
2+

„un bu lipaz aktiviteleri üzerine etkisi çok 

düĢük bulunmuĢtur [40, 64]. 1 mM Zn
2+

 iyonu varlığında P1 ve T1 lipazlar, sırasıyla 

%65 ve %78 inhibe olmaktadır [40, 64]. Bunun yanı sıra, T1 lipaz da, G. 

kaustophilus lipaz‟da olduğu gibi Zn
2+

 varlığında agregasyon oluĢumundan söz 

ederek, sebebini Zn
2+

‟nin toksik etkisi olarak açıklamaktadır [64]. 

 

G. kaustophilus lipaz ile yapılan Sirküler Dikroizm çalıĢmaları ile lipazın 

sekonder yapısına Ca
2+

 ve Zn
2+

 iyonlarının etkisi de incelendi. Sadece EDTA 

varlığında (metalsiz) 70 
o
C‟de sekonder yapısını kaybeden enzim, Ca

2+
 varlığında 80 

o
C‟ye kadar yapısını korumaktadır. Ca

2+
‟un yapı stabilitesine olan katkısı termal 

denatürasyon çalıĢmalarıyla da desteklenmiĢtir. Sadece EDTA varlığında 76.7 
o
C 

olan Tm değeri, Ca
2+

 iyonu varlığında 77.1 
o
C‟ye yükselmiĢtir. Zn

2+
 iyonunun aktivite 

üzerine olan negatif etkisi, Sirküler Dikroizm sonuçlarıyla da desteklenmiĢtir. Zn
2+

 

iyonu G. kaustophilus lipaz stabilitesini arttırmamıĢ, aksine azaltmıĢtır. Sadece 

EDTA varlığında 70 
o
C‟de bozulan lipazın sekonder yapısı, serbest 1 mM Zn

2+
 

varlığında 50 
o
C‟de tamamen bozulmaktadır. 

 

Sirküler Dikroizm ölçümlerinin yanısıra, G. kaustophilus lipaz‟ın Ca
2+

 ve Zn
2+

 

varlığında triptofan ve ANS emisyonları da ölçülerek, intensitedeki değiĢim 

incelendiğinde, Ca
2+

 varlığında enzimin triptofan ve ANS emisyonları değiĢmeyerek, 

yapıda bozulma meydana gelmediği görülmüĢtür. Artan Zn
2+

 konsantrasyonlarında 

ise yapı bozulmasıyla triptofan emisyonu azalmakta ve enzim agrege olmaktadır. 

ANS emisyon ölçümlerinde de, Zn
2+

 konsantrasyonu arttırılmasına paralel olarak 

ANS emisyon intensitesi de artmıĢtır. Bütün bu sonuçlar, Zn
2+

‟nin lipazın yapısını 

bozarak denatürasyona neden olduğunu göstermektedir. 
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Surfaktanların Etkisi 

Surfaktanlar su-yağ arayüzeyini arttırıp, stabiliteyi ve çözünürlüğü 

arttırdıklarından dolayı lipaz katalizörlü reaksiyonlarda düĢük konsantrasyonlarda 

sıkça kullanılırlar [27]. Bu çalıĢmada elde edilen sonuçlar, Triton X-100 G. 

kaustophilus lipaz aktivitesi üzerine değiĢken etki göstermektedir. 0-0.03 mM 

aralığında Triton X-100 lipaz aktivitesini %70, 0.03-0.17 mM aralığında ise enzimi 

%75 inhibe etmektedir. Triton X-100 konsantrasyonu daha da arttırıldığında enzim 

tekrar inhibe olmakta ve 17.1 mM‟da ise aktivitesini tamamen kaybetmektedir. 

Aktivite de gözlenen bu düzensizlik, Triton X-100 varlığında yaptığımız Sirküler 

Dikroizm ölçümlerinde de görülmüĢtür. 0.03 ve 0.0171 mM Triton X-100 varlığında 

ölçülen Tm değerleri aynı olup 74.7 C‟dir. Ani aktivite artıĢı gözlenen 0.171 mM 

Triton X-100 varlığında ise Tm değeri 76.1 C‟ye artmıĢtır. G. kaustophilus lipaz ile 

yüksek aminoasit dizi benzerliğine sahip BTL2 ve P1 lipaz, %0.1 (1.71 mM) Triton 

X-100 varlığında yüksek aktivite göstermektedir [41, 58]. Lipazın bir diğer non-

iyonik deterjan olan Tween deterjanlarıyla yapılan aktivite ölçümlerinde de, G. 

kaustophilus lipaz da kuvvetli inhibisyona uğramaktadır. BTL2 ve P1 lipazda aynı 

Ģekilde inhibe olmakta [40, 58], T1 lipaz ise aksine %88 aktive olmaktadır [64].  
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EKLER 

EK 1 

 

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

Tripton      10 g 

Maya Özütü      5 g 

NaCl        10 g  

dH2O ile 1 litreye tamamlanır. 

 

Kanamisin (4 mL, 30 mg/mL) 

0.12 g kanamisin dH2O ile 4 mL‟ye tamamlanır.  

 

Ampisilin (4 mL, 50 mg/mL) 

0.2 g amipisilin dH2O ile 4 mL‟ye tamamlanır.  

 

IPTG (1 M, 2 mL) 

0.567 g IPTG dH2O ile 2 mL‟ye tamamlanır. 

 

Liziz Tamponu 

Tris-HCl      20 mM 

NaCl       500 mM 

Ġmidazol      5 mM 

Lizozim      10 mg/mL 

 

Ni-NTA Kolonu Ġçin Yıkama Tamponu 

Tris-HCl      20 mM 

NaCl       150 mM 

Ġmidazol      10 mM 
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Ni-NTA Kolonu Ġçin Elüsyon Tamponu 

Tris-HCl      20 mM 

NaCl       150 mM 

Ġmidazol      300 mM 

 

50X TAE Tamponu (1 L) 

Tris       242 g 

Glasiyal Asetik Asit     57.1 mL 

0.5 M EDTA (pH 8.0)    100 mL 

 

%1’lik Agaroz Jel (40 mL) 

Agaroz       0.4 g 

EtBr (10µg/µL stok)     3 µL 

1X TAE Tampon     40 mL 

 

4X Örnek Tamponu (SDS Ġçin) 

SDS       %4 

Gliserol      %20 

2-merkaptoetanol     %10 

Bromfenol mavisi     %0.004 g 

Tris       0.125 M 

 

10X SDS Yürütme Tamponu (1 L) 

Tris       151.5 g 

Glisin       72 g 

SDS       50 g 

dH2O ile 1 litreye tamamlanır. 

 

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

Akrilamid      145 g 

N,N‟-metilbisakrilamid    5 g 

dH2O ile 500 mL‟ye tamamlanır. 
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Coomassie Blue Boyama Çözeltisi ( 250 mL) 

Coomassie Blue R-250    0.25 g 

Metanol      112.5 mL 

Glasiyel Asetik Asit     25 mL 

dH2O       112.5 mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

 

 

EK 2 

 

Tripsinle Kesilen His6-Lipazın MALDI-TOF/Kütle Spektrometre ile 

Peptit Analizi 
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EK 3 

 

 Tripsinle Kesilen Lipazın MALDI-TOF/Kütle Spektrometre ile Peptit 

Analizi 
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