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Katalazlar antioksidan metalloenzimler sinifina dahil olup baslica islevleri hidrojen peroksidin (H203) su

ve molekiiler oksijene pargalanmasidir. Temel fonksiyonlarinin yaninda disik seviyede peroksidaz
ve(ya) oksidaz aktivitesi gostererek izoniazid (antitiiberklloz ilaci) sentezi gibi tibbi 6neme sahip baz
bilesiklerin sentezini destekledikleri bilinmektedir. Yakin bir ge¢miste Bacillus pumilus tarafindan
Uretilen 'Fe/hem' grubu igeren bir enzimin katalaz, peroksidaz ve penisilin oksidaz aktiviteleri gésterdigi

Anahtar kelimeler yayinlanmistir. Bunun Gzerine bu enzimin hem diger katalaz, peroksidaz ve katalaz-peroksidazlar ile
Katalaz; Peroksidaz; karsilastirilmasi hem de ikincil peroksidaz/oksidaz 6zelliginin ayrintili olarak irdelenebilmesi i¢in enzimi
Oksidaz; Bacillus kodlayan katX2 geninin klonlanmasi ve Escherichia coli’de Uretimi gergeklestirilmistir. Restriksiyon
pumilus enzimlerinden bagimsiz gergeklestirilen klonlama tekniginde ilk olarak B. pumilus Y7'den elde edilen

katX2 geni kimerik primerler (5'katX2; 3'katX2) ile bir araya getirilerek megaprimer olusturulmus ve
sonrasinda bu megaprimer ekspresyon vektoriine basarili bir sekilde aktariimistir. 510 amino asitten
olusan olgun proteini kodlayan katX2 genini tasiyan pET28aTEV vektoru E. coli BL21 (DE3 star)
hiicrelerine transforme edilmistir. Transformantlarda katalaz aktivitesi igin en ylksek deger (8000 umol
mg! dak?l) 30°C’'de, IPTG (0.1 mM) varliginda, 120 rpm calkalama hizinda 24 saat buyutuldugu
ekspresyon kosullarinda ulagiimistir.

Cloning and Expression of Catalase Gene (katX2) from Bacillus pumilus
Y7

Abstract

Catalases belonging to a class of antioxidant metalloenzymes function to decompose hydrogen

peroxide (H,0;) to dioxygen and water. Besides their major activity, they are known to support the
synthesis of certain compounds of medicinal important such as isoniazid (antituberculosis agent) with
their peroxidase and/or oxidase activity at low level. Recently, it has been published that a Fe/heme
Keywords containing enzyme produced by Bacillus pumilus presents catalase, peroxidase and penicillin oxidase
Catalase; Peroxidase; activities. This report led us to investigate the enzyme for comparison with other catalase, peroxidase

Oxidase; Bacillus and catalase peroxidases and for elaboration its secondary peroxidase/oxidase activity. For this

pumilus purpose, catalase encoding gene (katX2) obtained from B. pumilus Y7 was cloned by restriction free
cloning technique and expressed in Escherichia coli. In this technique, the megaprimer was produced
by assembling the katX2 with the chimeric primers (5’katX2; 3’katX2) and followed by its integration
into the expression vector. Then, the pET28aTEV vector carrying the katX2 gene that encodes mature
protein consisting of 510 amino acids was transformed into E. coli BL21 (DE3 Star) cells. Catalase activity
of the transformants reached at their highest level (8000 umole mg™ min-1) when cells were expressed

at 30°C and 120 rpm for 24 hours in the presence of IPTG (0.1 mM).
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1. Giris gruba ayirabiliriz: monofonksiyonel Fe/hem (heme,
haem) grubu iceren katalazlar, Fe/hem grubu iceren

Katalazlar (EC 1.11.1.6), dogada yaygin olarak katalaz-peroksidazlar  (KatG) ve demir/hem

bulunan ve izerinde en cok calislan enzim icermeyip Mn iceren katalazlar (Nicholls, 2012).

gruplarindan biridir. Katalazlari filogenetik olarak ti¢ Oksijenli  solunum yapan  bircok  prokaryotik
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organizma, bu katalaz gruplarindan en az birini
Uretebilme yetenegine sahiptir; ancak sentezlenen
katalaz enziminin sayisi ve c¢esidi organizmalar
arasinda biyik farkhlk géstermektedir. Ornegin,
Mycobacterium cinsi bakterilerin sadece katalaz-
peroksidaz enzimi Urettigi gozlenirken, Escherichia
coli'de katalaz enzimi (HPII, Hidrojenperoksidaz Il)
(HPI,
Hidrojenperoksidaz I) de Uretilebilmektedir (Diaz et

yaninda katalaz-peroksidaz enzimi
al. 2012). Buna karsin Bacillus subtilis bakterisinden
Ug¢ farklh Fe/hem grubu igeren monofonksiyonel
katalaz enzimini kodlayan gen izole edilmistir.
Okaryotik organizmalardan memeliler (tek tip
bitkiler (dort farkli Fe/hem-
ve mantarlarda (Fe/hem-katalazi ve

katalaz-peroksidaz) da farkh sayida ve tipte katalaz

Fe/hem-katalazi),
katalazi)

enziminin varhg literatiirde yer almaktadir (Nicholls
et al. 2001). Buradan katalazlarin tiim aerobik
yaygin  olarak

organizmalarda bulunabildigi

anlasiimaktadir.

Katalaz enzimi, hidrojen peroksiti (H.02) molekiler
oksijen ve suya dondstlrerek, hiicreleri hidrojen
peroksidin olumsuz etkilerinden korumaktadir (1).
katalitik
reaksiyon iki basamaktan meydana gelmektedir
(Chelikani et al. 2004). ilk basamakta bir hidrojen
ferrik enzimi (Fe/hem
(Cpd 1, Bilesik 1)
cevirmesiyle ortaya su (H,0) ¢ikmaktadir (2). ikinci

Katalazlar tarafindan gerceklestirilen

peroksit molekillinin

grubunu) oksiferril formuna

basamakta ise baska bir H,0, molekiliiniin Bilesik Ii
tekrar ilk
donltsmektedir (3). Alternatif olarak, diistik hidrojen

indirgemesiyle enzim haline
peroksit kosullari altinda, Bilesik | diisiik molekil
agirhkli alkolleri okside ederek Bilesik Il (Cpd Il)'ye
donusebilir (4). Bilesik 1l ise baska bir H,0; ile
reaksiyona girerek enzimin inaktif formu olan Bilesik
[l (Cpd Ill) olusumuna sebep olabilir (5). NAD(P)H
(Nikotinamid adenin dinikleotit fosfat) baglayici
katalazlarda kofaktoriin enzimi Bilesik Il veya Il
olusumuna engel olarak korudugu 6ne sirilmustir
(Sevinc et al. 1999, Putnam et al. 2000, Nicholls,
2012).

2H202 —» 2H20 + 0 (1)

Enzim (Por-Fe") + H202 — Bilesik I (Por*+*-Fe!V=0) + H.0 (2)

Bilesik I (Por+*-Fe!V=0) + H202 — Enzim (Por-Fe') + Hz20 + O2 (3)
Bilesik I (Por+*-FeV=0) + AHz — Bilesik II (Por-FeV-OH) + AHe (4)

Bilesik II (Por-FelV-OH) + H20 — Bilesik III (Por-Fell-O0H) + H-0 (5)

Katalazlarla yaklasik yuzyildir calisiimasina ragmen
bu enzimlerle ilgili glinimizde yeni bulgular elde
edilmektedir. Yakin bir ge¢miste yayinlanan bir
bulguda mezofilik bir toprak bakterisi olan B.
pumilus tarafindan (retilen katalazin B-laktam
oksidaz aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Sangar et
al. 2012). Katalazlarda gozlenen bu ikincil aktivetinin
2005),
Scytalidium thermophilum (Yuzugullu et al. 2013),

varligi memeli hicresi (Vetrano et al.
Thermobifida fusca (Loncar and Fraaije, 2015) ve
Amaranthus cruentus’dan (Chen et al. 2017, Teng et
al. 2016) izole edilen katalazlarda da tanimlanmistir.
ikincil sahip katalaz tir
hatta

Buradan, aktiviteye
enzimlerin ¢ok daha yaygin olabilecegi,

insanda da olabilecegi anlasiimaktadir.

(Sertel, 2016)
katalazinin ikincil (peroksidaz/oksidaz) aktivitesi
hakkinda
yonlendirilmis

Bu ¢alismada, B. pumilus Y7

detayli  bilgiye ulasabilmek icin

mutasyon ¢alismalarini
gerceklestirmek (izere enzimi kodlayan genin

klonlanmasi hedeflenmistir. Klonlama sirasinda
genomik DNA konsantrasyonu, primer baglanma
sicakhk tipi,

vektdr:megaprimer orani, reaksiyon déngii sayisi ve

arahgi, polimeraz enzim
kosulu basta olmak Uzere bircok parametre test

edilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Plazmid ve mikroorganizmalar

Katalaz geninin (katX2) klonlanmasi ve ekspresyonu
Histidin etiketli pET28TEVCATPO vektori
(Yuzugullu et al. 2013) kullanilmistir. Calismada
kullanilan B. pumilus Y7 izolati (Sertel, 2006), LB
(Luria Bertani) besiyerinde (%1 w/v tripton, %0.5
w/v maya ekstrakti, %1 w/v NaCl) 37°C’'de 18 saat
boyunca inklibe edilerek Gretilmistir. E. coli XL-1

icin

Blue ve BL21 (DE3 star) suslarinin {iretimi igin ayni
besiyerine 50 pg mlt kanamisin ilave edilmistir
(Yuzugullu et al. 2013).
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2.2 Molekiiler klonlama

B. pumilus Y7'den kromozomal DNA eldesi ticari
izolasyon kiti (peqGOLDBacterial DNA Mini Kit)
kullanilarak yapilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) igin 10X KOD Hot Start DNA Polimeraz
Tamponu, 2 mM dNTP, 25 mM MgS0O,, 10 uM
kimerik primer ¢ifti, 1 U pl? KOD Hot Start DNA
polimeraz ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
DNA (6-12 ng pl) konularak son reaksiyon hacmi 50
ul olacak sekilde steril distile su ile tamamlanmistir.
Kullanilan kimerik (hibrit) primerler, katX2 geni ve
pPET28TEVCATPO plazmidinden toplamda yaklasik
50 bazlk bir
tasarlanmistir (Cizelge 1). Megaprimer sentezi igin
kullanilan PZR kosullari; 94°C'de 2 dak siiren
baslangi¢c denatirasyonunu takiben 94°C’de 35 sn
hizh 55-60°C'de 30
baglama ve 68°C’'de 90 sn uzama basamaklarini

kisma sahip olacak sekilde

denatirasyon, sn primer
iceren 30 dongi ile ardindan 68°C’'de 10 dak son

uzama basamagi ile gerceklestirilmistir.
Megaprimerin PZR ortamindan saflastiriimasinda
cam ylnG teknigi kullanilmistir (Sun et al. 2012).
Saflastirilan megaprimer, baslangi¢c denatiirasyonu
94°C’'de 2 dak olacak sekilde 94°C’de 35 sn, 55-
60°C’'de 1 dak, 68°C’de ve 7 dak’da 15 dongi olmak
Uzere 68°C’'de 10 dak son uzama basamagindan
olusan polimeraz zincir reaksiyonu ile hedef vektore
entegre edilmistir. Bu asamada kullanilan reaksiyon
karisiminda  megaprimer:vektér oraninin  1:6
olmasina dikkat edilmistir. PZR Grinleri %1’lik (w/v)
agaroz jelde 100 V’da 60 dakika yuratilmis ve UV

cihazi altinda goruntiilenmistir.

Cizelge 1. Megaprimer olusturulmasinda kullanilan
primerler
Primer  Nukleotit Dizisi*
5'katX2 5'-GCGGCGAGAACCTGTACTTCCAGGGC
ACAAATTCAAATCATAAAAATTTGACAACG-3
3'katX2 3'-GCTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGGG

TTATTTCATGTTTCCTTGAAGGTATGAGC-5
*Vektor sekansina ait niikleotitler koyu olarak gosterilmistir

20 U Dpnl (Biolab, ingiltere) enzimi ile muamele
edilen 50 pl’lik PZR Urini, kompetan yetenegine
sahip E. coli XL-1 Blue hicrelerine transforme
edilmistir.  Hucrelerin  olusturdugu kolonilerin
kontroli, pozitif (0ET28TEVCATPO igeren) ve negatif

(ddH,0 iceren)
gerceklestirilmistir. Kolonilerin katX2 genini icerip

transformasyon yapilarak
icermediklerinin kontrolii ise restriksiyon enzimleri
(EcoRIl, Pstl ve Hindlll (Thermo Fisher Scientific,
Amerika)) kesim sablonlarina gore yapilmistir.
Niikleotid dizilimi NCBI gen
bankasina kayith katX2 gen bolgesi (GenBank Erisim
WP_058014433)
karsilastirilarak degerlendirilmistir.

analiz sonuglari

Numarasi: sekans dizileri ile

2.3 Ekspresyon optimizasyonu

Rekombinant protein ifadesini optimize etmek igin,
basta sicaklik olmak Uzere, inkGibasyon siresi, IPTG
(izopropil ~ R-D-1-tiyogalaktopiranozit)  miktari,
calkalama hizi ve havalandirma (oksijen seviyesi)

gibi parametreler test edilmistir.

2.4 Enzim aktivite tayini

Katalaz aktivitesi spektrofotometrik yontemle
Olcilmistar  (Cary 60, Agilent). Reaksiyon
karisiminda 10 mM H,0,, 100 mM (pH 7.0) sodyum
fosfat tamponu ve toplam hacim 1 ml olacak sekilde
seyreltilen 6rnekler kullaniimistir. 37°C’ye ayarlanan
sicak su banyosunda, substrat sollisyonu (tampon
H.0,) 1 dak

edilmistir. Hidrojen peroksidin kaybolma hizi 240

¢Ozeltisinde hazirlanan inkiibe
nm’de olgllerek hesaplanmistir. Enzim aktivitesi
baslangic reaksiyon hizi ve hidrojen peroksitin yok
olma katsayr degeri (39.4 M cm?) kullanilarak
belirlenmistir (Merle et al. 2007). Bir enzim (initesi,
dakikada 1 umol H,0;’in ayrismasini katalize eden

enzim miktaridir.

2.5 Elektroforez

Rekombinant protein Uretiminden elde edilen Ust
faz ornekleri, SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile analiz edilmistir.
Buna gére %5 (v/v) yikleme jeli (125 mM Tris-HCl
[pH 6,8], %0,1 w/v SDS, %5 v/v Akrilamid ve TEMED)
ve %15 (v/v) ayirma jeli (375 mM Tris-HCI [pH 8,8],
%0,1 w/v SDS, %15 v/v Akrilamid ve TEMED)
hazirlandi (Laemmli, 1970). Bio-Rad Mini Protean
(Amerika) sistemine ylklenen 6rnekler, 150 V'da 60
dak yuratildd. Sonrasinda jel sistemden cgikartilarak,
Coomassie Brillant Blue (CBB) boyasi ile boyanmasi
gerceklestirildi.
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3. Bulgular ve Tartisma

3.1 Megaprimerin amplifikasyonu
B. pumilus katalazini kodlayan katX2 geninin,
5’katX2 ve 3’katX2 kimerik primerleri ile bir araya
getirilmesiyle meydana getirilen megaprimerin
cogaltilmasi icin kurulan reaksiyondan elde edilen
(1.5 kbg),

gorintilenmistir (Sekil 1). Stevenson ve digerleri

Griin agaroz jel elektroforezinde
(2013) tarafindan yapilan calismalarda, megaprimer
bir
megaprimerin amplifikasyonunda gerceklesebilecek

ve  vektor araya getirilmeden 06nce,
primer dimerlerin olusmasi ya da spesifik olmayan
bolgelerin de ¢ogaltilmasi gibi kirlilige sebep olacak
ihtimallere karsi, bu reaksiyon sonucunda elde
edilen megaprimerin saflastiriimasi gerektigi rapor
edilmistir. PZR ile

teknigi ile

Buna gore, megaprimer

¢ogaltildiktan sonra cam yini
saflastirilmistir (Sekil 1). Saflastirma sonrasi yaklasik

12 ng It megaprimer elde edilmistir.

Baz Cifti Markor 1 2

1000

500

Sekil
elektroforezi gorintisti. Ok, 1500 b¢ uzunlugundaki

1. Megaprimer amplifikasyonunun agaroz jel

megaprimere ait bandi géstermektedir. Markor: 10 kbg,
Biolab (ingiltere); 1: Megaprimerin cogaltildigi PZR Uriini;
2: Cam yinda teknigi ile saflastirilan megaprimer

3.2 Megaprimerin hedef vektére entegrasyonu

Megaprimer olarak elde edilen katX2 geni, yaklasik
7.4 kbg olan pET28TEVCATPO (Yuzugullu et al. 2013)
plazmidindeki catpo geninin bulundugu bdlgeye
basariyla yerlestirilmistir. 6.7 kbg¢ buyukligiindeki

plazmid pET28TEVKATX2 olarak adlandiriimigtir

(Sekil 2).

Baz cifti Markor 1 2

10000
8000
6000
5000
4000

3000

2000

1500

1000

Sekil 2. Vektoriin
elektroforezinde gosterilmesi. Markor: 10 kbg, Biolab,

katX2 geni icerdiginin agaroz jel

ingiltere; 1: megaprimer olarak elde edilen katX2 genini
iceren vektdér DNA’si (6.7 kbg); 2: pET28TEVCATPO
vektoriine ait DNA (7.4 kbg)

Rekombinant vektorin katX2 genini igerdiginin
dogrulanmasi amaciyla transformasyon sonrasi elde
edilen rekombinant klonlar restriksiyon enzimleri ile
muamele edilmistir. Buna gore, eger vektor katX2
genini iceriyorsa EcoRl enzimi tarafindan bir yerden,
Pstl ve EcoRl enzimleri tarafindan bir yerden, Hindlll
ve EcoRl enzimleri tarafindan ise iki yerden
kesilmelidir. Ayrica, Pstl enziminin rekombinant
plazmidi kesmemesi beklenmektedir. Diger yandan
geniicermiyorsa EcoRl enzimi tarafindan tek yerden,
Pstl enzimi tarafindan iki yerden, Pst/ ve EcoRl
enzimleri tarafindan Ug¢ yerden, Hindlll ve EcoRl
enzimleri tarafindan ise tek yerden kesilmesi
Sekil  3'te
transformasyon sonrasi elde edilen koloniye ait
plazmid DNA (125 ng ul) EcoRl ile kesildiginde 6.7
kbc; Hindlll ile 6.7 kbg; EcoR! ve Pstl ile kesildiginde
yaklasik 6.7 kbg biylkliklerinde DNA bantlari
vermistir. Ayni 0Ornek, EcoRl ve Hindlll ile
kesildiginde ise 5804 ve 923 kbg¢'lik iki farkh bant

gozlenmistir (Sekil 3). Elde edilen bulgular, katX2

beklenmistir. gozlendigi  lzere

geninin basarili bir sekilde klonlandigina isaret
etmektedir.
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Sekil 3.
enzimleri ile dogrulanmasi. Markor: 10 kbg, Biolab

Vektorlin katX2 geni igerdiginin restriksiyon

(ingiltere); 1: Rekombinant plazmidin EcoRl ile kesim
sonucu; 2: Rekombinant plazmidin Pst/ ile kesim sonucu;
3: Rekombinant plazmidin Hindlll ile kesim sonucu; 4:
Rekombinant plazmidin EcoRl ve Pstl ile kesim sonucu; 5:
Rekombinant plazmidin EcoRl ve Hindlll ile kesim sonucu

3.3 Rekombinant katalaz iiretimi

Restriksiyon kesim ile katX2 genini icerdigi

gosterilen plazmid 0Ornegi sekans analizi ile
klonlamanin gergeklestigi dogrulandiktan sonra E.
BL21

Rekombinant B. pumilus Y7 katalazinin ifadesinin

coli (DE3 star) hicrelerine aktariimistir.

optimizasyonu icin gerceklestirilen denemelerin
sonucu Cizelge 2’de gosterilmektedir. Buna gore,
yiksek bagil katalaz aktivite (8000 pmol mg? dak?)
indukleyici  ajan  (IPTG) varhginda, distk
havalandirmali (2.5X), 30°C, 120 rpm calkalama
hizinda 24 saat blyutilen hicrelerin (st faz
orneginden elde edilmistir. Genel olarak IPTG
varliginin, rekombinant katalaz tiretimini indikledigi
Sicakhgin  30°C ve 37°C oldugu
sicakhgin  20°C
oldugu kosullardan alinan o6rneklere gbre daha

gozlenmistir.
kosullardan alinan 6rneklerde,

ylksek bagil katalaz aktivitesi elde edilmistir. Benzer
sekilde farkl kosullarda uretilen 6rnekler SDS-PAGE
ile analiz edildiginde, indiikleyici ajanin kullanildigi
kosullarda 58.9 kDa civarinda beklenen protein
bantlari daha yogun olarak gozlenmistir (Sekil 4).

Bu calismada katalaz enziminin Giretimi rekombinant
ekspresyon sistemi kullanarak B. pumilus Y7'nin
kendi Urettigi enzime gore yaklasik 20 kat artmistir

(Cizelge 3).
rekombinant

Literatirde B. pumilus katalazinin

ekspresyon sistemi  kullanilarak
Uretilmesine dair tek bir yayin mevcuttur (Philibert
et al. 2016). Bu yayinda Cin’de topraktan izole edilen
B. pumilus ML413’e ait katX2 geni B. subtilis 168
susuna aktarilmis ve aktivitede 14 kat artis
gbzlenmistir (Philibert et al. 2016). Bu ¢alismada ise
katalaz dretiminde daha vyiksek verim elde
edilmistir. B. subtilis katalazi ile yapilan benzer bir
¢alismada

ise katA geninin ayni organizmada

rekombinant olarak Uretildiginde enzim
aktivitesinde 20 kat artisin gézlendigi vurgulanmistir

(Xu et al. 2014).

Cizelge 2. Farkh ekspresyon kosullarinda Uretilen katalaz
enziminin aktivite sonuglari

Bagil Katalaz Bagil Katalaz
Kogul* Aktivite (%) Kogul* Aktivite (%)
Kontrol (XL1- 0 IPTG (-); 30°C; 15
Blue) 200 rpm; 16. saat
IPTG (-); 20°C; 2 IPTG (+); 30°C; 25
120 rpm; 16. saat 200 rpm; 16. saat
IPTG (+); 20°C; IPTG (-); 30°C; 18
120 rpm; 16. saat 200 rpm; 24. saat
IPTG (-); 20°C; IPTG (+); 30°C; 64
120 rpm; 24. saat 200 rpm; 24. saat
IPTG (+); 20°C; 8 IPTG (-); 37°C; 24
120 rpm; 24. saat 120 rpm; 16. saat
IPTG (-); 20°C; 0.7 IPTG (+); 37°C; 8
200 rpm; 16. saat 120 rpm; 16. saat
IPTG (+); 20°C; 12 IPTG (-); 37°C; 26
200 rpm; 16. saat 120 rpm; 24. saat
IPTG (-); 20°C; 10 IPTG (+); 37°C; 64
200 rpm; 24. saat 120 rpm; 24. saat
IPTG (+); 20°C; 35 IPTG (-); 37°C; 20
200 rpm; 24. saat 200 rpm; 16. saat
IPTG (-); 30°C; 8 IPTG (+); 37°C; 67
120 rpm; 16. saat 200 rpm; 16. saat
IPTG (+); 30°C; 58 IPTG (-); 37°C; 21
120 rpm; 16. saat 200 rpm; 24. saat
IPTG (-); 30°C; 13 IPTG (+); 37°C; 93
120 rpm; 24. saat 200 rpm; 24. saat
IPTG (+); 30°C; 100

120 rpm; 24. saat

*Ekspresyon optimizasyonu igin gergeklestirilen bliyitme denemelerde
indUkleyici ajan olarak IPTG kullaniimistir. Tercih edilen buylitme
sicakhklari 20, 30 ve 37°C'dir. Galkalama hizi olarak 120 ve 200 rpm
segilmistir. Farkl havalandirma kosullari saglamak tizere 6érnekler 2.5 ve
5 kat tepe bosluguna sahip erlenlerde biyiitiilmistir. inkiibasyon
suiresinin etkisini analiz etmek amaciyla 16 ve 24 saat siiren biylitme
denemeleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 3. B. pumilus Y7 katalazinin rekombinant

ekspresyon sistemi ile ifadesi sonrasi katalitik aktivitedeki

degisim
Spesifik aktivite
Kaynak Konak hiicre P
(umol mg ! dak-1)
B. pumilus Y7 B. pumilus Y7 400
B. pumilus Y7 E. coli BL21(DE3)star 8000
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kDa

Markér 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
LA .

Sekil 4. Rekombinant protein ifadesinde belirlenen
optimizasyon kosullarinin SDS-PAGE sonucu. Markor
(Biorad Low Range, Amerika); 1: IPTG (+), 20°C, 200 rpm;
2: IPTG (-), 20°C, 200 rpm; 3: IPTG (+), 20°C, 120 rpm; 4:
IPTG (-), 20°C, 120 rpm; 5: IPTG (+), 30°C, 200 rpm; 6: IPTG
(-), 30°C, 200 rpm 7: IPTG (+), 30°C, 120 rpm; 8: IPTG (-),
30°C, 120 rpm; 9: IPTG (+), 37°C, 200 rpm, 10: IPTG (-),
37°C, 200 rpm; 11: IPTG (+), 37°C, 120 rpm; 12: IPTG (-),
37°C, 120 rpm, (Hedef bant ok ile gosterilmistir).

4. Sonug

Restriksiyon enzimlerinden bagimsiz klonlama

teknigi ile B. pumilus Y7'den katalaz geni basaril bir
sekilde klonlanmis ve E. coli'de 20 kat verimle
Uretilmistir. Calismada kullanilan teknik, geleneksel

klonlama yontemlerine gore bircok avantaj

saglamaktadir. Bu avantajlarin basinda zaman

tasarrufu, maliyet duslklGgu ve glvenilir bir teknik
olmasi gibi 6zellikler gelmektedir.
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