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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

WİLLİAMSİA MARİANENSİS KAYNAKLI 

KOLESTEROL OKSİDAZIN E. COLİ'DE  

HETEROLOG İFADESİ 

ALAA KADHIM SHAREEF 
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Fen Bilimleri Enstitüsü 

İleri Teknolojiler Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Belgin ERDEM 

II. Danışman: Assist. Prof. Ahmed Jasim NEAMAH

En yaygın tedavi protokollerinin sınırlamaları ve sakıncaları vardır. Bu nedenle, etkili 

tedaviler bulmak birçok araştırmacının amacıdır.Terapötik peptitler, proteinler ve 

antikorlar dahil olmak üzere geleneksel farmasötiklere göre çok sayıda fayda sunan umut 

verici bir ilaç sınıfıdır. Williamsia marianensis'ten üretilen Kolesterol oksidaz'ın terapötik 

faydaları olduğu gösterilmiştir. Yanık ve kulak örnekleri, yara sürüntüleri, balgam ve  idrar 

örnekleri önceden tanımlanmış izolatların geleneksel biyokimyasal tahlillerle 

tanımlandığını doğrulamak için alındı. Bu çalışmada, bir ekspresyon vektörüne (pET28b) 

özgü primerler ile PCR kullanarak kolestrol oksidaz genini klonlayabildik ve IPTG ile 

tanımladıktan sonra bunu E. coli (BL-21/DE3) Rosetta'da eksprese edildi. Gyncholestrol 

oksidaz (~500 bp), bir cox dizisi sağlamak üzere dizilendi ve Genscript Corporation, ABD 

tarafından sentez için gönderildi. Çift kısıtlamalı bir sindirim modeli gösterildi. pET-

28a(+) cox-william elde edilen desen iki şeritten oluşmaktadır: bunlardan biri bir taşıyıcı 

plazmit (4200 bp) idi ve 2800 baz çiftinden oluşan bir iplik, kolesterol oksidaz genini 

taşıyordu. Sonuç olarak, kolesterol oksidaz geni başarıyla klonlandı ve eksprese edildi. 

Williamsia marianensis'ten üretilen kolestrol oksidaz, gelecekteki terapötik sonuçlarda 

kullanılacaktır. 

Aralık 2022,  72 Sayfa  

Anahtar Kelimeler: Kolesterol oksidaz, Moleküler klonlama, Siliko dizi analizi, 

Heterolog ifade, Williamsia marianensis 
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Most common treatment protocols have limitations and drawbacks. Thus, finding effective 

treatments is the goal of many researchers. Therapeutic peptides are a promising class of 

drugs that offer numerous benefits over conventional pharmaceuticals including proteins 

and antibodies. Cholesterol oxidase, produced from Williamson marianensis, has been 

shown to have therapeutic benefits. Burn and ear samples, wound swabs, sputum and urine 

were obtained to confirm the identification of previously identified isolates by 

conventional biochemical assays. In this study, we were able to clone the cholestrol 

oxidase gene using PCR with primers specific to an expression vector (pET28b) and 

express it in E. coli (BL-21/DE3) Rosetta after identification with IPTG. Gyncholestrol 

oxidase (~500 bp) was sequenced to provide a cox sequence and submitted for synthesis by 

Genscript Corporation, USA. A double restriction digestion pattern was demonstrated 

pET-28a(+) cox-william. The obtained pattern consisted of two strands: one of them was a 

carrier plasmid (4200 bp) and a strand of 2800 base pairs carried the cholesterol oxidase 

gene. As a result, the cholesterol oxidase gene was successfully cloned and 

expressed.  Cholestrol oxidase derived from Williamson marianensis will be used in future 

therapeutic outcomes. 

December 2022, 72 Pages 

Keywords: Cholesterol oxidase, Molecular cloning, In silico sequence analysis, 

Heterologous expression, Williamson marianensis 
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1. GİRİŞ

Williamsia  cinsi aerobik Aktinomisetlerdir [ 1,2 ] ve bu cins insanlarda çeşitli 

enfeksiyonlara neden olabilir.  Williamsia cinsindeki DNA G+C içeriği  %64-65 [ 3 ] olup, 

hücre duvarı yapısında mikolik asit bileşenleri içeren, dallanmayan kısa çubuklu, sporsuz, 

hareketli olmayan aerobik organizmalardır. 

Williamsia cinsi, Corynebacterium, Dietzia, Gordonia, Mycobacterium, Nocardia, 

Rhodococcus, Skermania, Tsukamurella ve Turicella cinslerini de içeren 

Corynebacterineae alt takımında yer alan  aktinomisetlerin içinde ayrı bir grup oluşturur. 

Williamsia sp. dokuz türü belirlenmiştir (Williamsia deligens, Williamsia faeni, Williamsia 

limnetica, Williamsia marianensis, Williamsia maris, Williamsia muralis, Williamsia 

phyllosphaerae , Williamsia serinedens  ve Williamsia sterculiae) [3]. 

Williamsia, sazlıklar,  derin deniz çökeltilerinde , çimen, iç mekan yapı malzemelerinden, 

insan kanı ve akciğer enfeksiyonları, petrolle kirlenmiş ve Antarktika topraklarından , 

buzul ve nadir toprak biyosferi dahil olmak üzere çeşitli yerlerden izole edilmiştir. 

Kolesterol oksidaz biyosensörleri, farklı serum ve gıda örneklerinde kolesterol seviyesini 

belirlemek için kullanılmıştır. Mikrobiyal kolesterol oksidazın çok çeşitli endüstriyel ve 

klinik uygulamaları nedeniyle, kolesterol oksidazın yeni bir mikrobiyal 

kaynağının/kaynaklarının izolasyonu ve tanımlanması çok önemlidir. 

Oksido-redüktaz ailesinin FAD'a bağımlı bir enzimi olan kolesterol oksidaz (COX), çok 

sayıda patojen ve apatojen bakteri türleri tarafından üretilir ve aktinomisetler en üretken 

gruptur. Patojenik olmayan bakteriler kolesterol oksidazı, kolesterol ayrışmasından karbon 

kaynakları elde etmek için metabolik bir araç olarak kullanırken, patojenik bakteriler, 

membran kolesterolünün oksidasyonu yoluyla konakçı makrofajları enfekte etmek için 

enzimi kullanma eğilimindedir. 

Ticari değeri yüksek bir enzim olan COX, çeşitli klinik ve gıda numunelerinde kolesterol 

seviyesinin belirlenmesinde kullanılması ve biyosensörlerdeki yeni uygulamaları nedeniyle 

büyük ilgi görmüştür . Ek olarak, COX, bakteriyel patogenezde ve ateroskleroz gibi 

kardiyovasküler hastalıklarda ve diğer kalp hastalıklarında da yer alır. Bu uygulamalar ve 

patolojik süreçler, yeni COX'un taranması ve izole edilmesi ve bunun yapısal ve işlevsel 

yönleri hakkında bilginin arttırılması ihtiyaç duyulmaktadır [4]. Ayrıca kolesterol 

oksidazın Alzheimer hastalığı, HIV ve tüberkülozun belirlenmesinde rol oynadığı 

bildirilmiştir.Son zamanlarda  Bordetella sp.'den elde edilen mikrobiyal kolesterol oksidaz 

https://www.imedpub.com/scholarly/enzyme-mechanisms-journals-articles-ppts-list.php
https://www.imedpub.com/scholarly/biosensors-journals-articles-ppts-list.php
https://www.imedpub.com/scholarly/biosensors-journals-articles-ppts-list.php
https://www.imedpub.com/scholarly/atherosclerosis-journals-articles-ppts-list.php
https://www.imedpub.com/scholarly/atherosclerosis-journals-articles-ppts-list.php
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akciğer kanseri tedavisinde kullanıldığı bildirilmiştir. Bu nedenle, kolesterol oksidaz, yeni 

bir anti-tümör tedavisi için umut verici bir enzim olabilir. 

İnsanlarda Williamsia'nın neden olduğu enfeksiyonlar ve hastalıklar bildirilmiştir. Çevresel 

etkenlere maruz kalmanın bir sonucu olarak enfeksiyon meydana gelebilir [5]. Yaşlı bir 

kadında akciğer enfeksiyonunun nedeni olarak W. muralis'i ilk kez bildirilen bir vakadır 

[6].  

Patojenik bakteriler, konak makrofajın enfeksiyonu için kolesterol oksidaz gerekliydi; 

kolesterol ayrıca bu organizmalarda enzimin ekspresyonunu da düzenlemiştir [7]. Enzimin 

patogenezdeki rolünün, kolesterolü kolest-4-en-3-one'ye dönüştürerek lipid membranın 

fiziksel yapısını değiştirmek olduğu varsayılmıştır [8]. Kolesterol oksidaz, bakteriyel 

enfeksiyonların tedavisi için ilginç bir farmasötikdir. R. equi, konakçının makrofajlarında 

bulunan ve bu enzimi virülans olarak kullanan bir Gram pozitif kokobasil örneğidir [9].  

Birçok bilim adamı, çeşitli mikroorganizmaların düşük üretimi nedeniyle kolesterol 

oksidaz verimini artırmaya çalıştı. Kolesterol oksidaz üretimi, sıcaklık, inkübasyon süresi, 

pH, inokulum boyutu ve ajitasyon hızı dahil olmak üzere ortamın ve kültür koşullarının 

çözünür bileşeninden büyük ölçüde etkilenir [10]. 

1.1. Çalışmanın Amacı 

Bu çalışmanın amacı, E. coli'de Williamsia marianensis'ten kolesterol oksidazı kodlayan 

geni klonlamak ve eksprese etmekti; ve kolesterol oksidazı kodlayan diziyi in silico analiz 

etmektir. 

1.2. Çalışmanın Önemi 

Bu çalışmada W. marianensis’ in kolesterol oksidaz protein dizisinin üç boyutlu yapısını 

ortaya konuldu. Filogenetik ağaç ile W. marianensis 'in kolesterol oksidazı ile diğer 

türlerden gelen diğer kolesterol oksidazları arasındaki genetik ilişkiyi göstererek, bir 

bakteri  olarak  W. marianensis’den  kolesterol oksidaz enziminin çözünür ve aktif olarak 

klonlanması ve ekspresyonu başarıyla sağlayarak üretilebilen Kolesterol oksidaz'ın 

terapötik faydaları  bu araştırmada önem taşımaktadır. 

Çocuklarda lösemide tedavi amaçlı kullanılmak üzere lokal rekombinant kolesterol 

oksidazın enziminin üretimi önem taşımaktadır. Bu nedenle bu enzim şu anda çocuklarda 

lösemi tedavisinde kullanıldığından rutin olarak kullanılması gerekmektedir. 

 Enzimin fiyatı pahalı olduğu için pek çok hasta bunun maliyetini karşılayamamakdadır. 
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Dolayısıyla, kolesterol oksidazın dünya çapındaki enzim pazarı, bu tür enzimlerin 

farmasötik talepleriyle başa çıkmak için yeni kolesterol oksidazın aramaya acil ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

2. GENEL KISIMLAR

2.1.Williamsia spp'nin Karakterizasyonu 

Williamsia, hücre duvarı yapısında mikolik asit bileşenleri içeren, dallanmayan kısa 

çubuklara sahip, sporsuz, hareketli olmayan aerobik organizmalardır. Tindall [11] 

Corynebacteriales adının Mycobacteriales ile değiştirilmesini önermiştir. Williamsia, 

mezo-2,6-diaminoheptandioat (C7H14N2O4), dokuz izopren üniteli hidrojeni giderilmiş 

menakinon [12], difosfatidilgliserol, tüberkülostearik asitler, fosfatidilgliserol, , N-glikolil 

muramik asit, fosfatidilinositol ve mikolik asitleri içermektedir [3]. Sayrıca, 

Williamsia'nın yağ asitleri heksadekenoik asit oleik asit, palmitik asit ve tüberkülostearik 

asittir [3]. Williamsia'da zincir mikolik asitlerdeki bazı karbonlar C50–C56'dır [13]. W. 

marianensis'in büyümesi için sıcaklık aralığı 4 ila 30 °C'dir, Ayrıca, büyüme için pH 

aralığı W. aurantiacus ve W. spongiae için 4.0 ile 10.0 arasındadır [14] ve W. sterculiae 

için 8.0 olarak belirlenmiştir [15].  

2.2.Williamsia'nın Tanımlanması 

Williamsia'nın farklı kültür ortamları tarafından tanımlanması için, Williamsia'nın insan 

klinik örneklerinden izolasyonu için belirlenmiş özel bir ortam yoktur. Williamsia 

izolasyonu için çeşitli kaynaklardan çok sayıda besi ortamı  kullanılmıştır.  Bununla 

birlikte, iyi büyümesi için  veya morfolojik inceleme için  en uygun olan ortamlar  %5 

koyun kanlı agar ilave  edilmiş Columbia agar ve beyin kalp infüzyonu (BHI) agardır. 

Bunlara ek olarak, Sikloheksimid ve nistatin ile desteklenmiş M3 agar [16], glikoz/maya 

özütü agar (GYEA) [17], sikloheksimid ve nistatin ile desteklenmiş rafinoz-histidin agar 

[17], triptik soya agar [14] ve  sikloheksimid ile takviye edilmiş nişasta-kazein agar [18), 

da iolasyon da kullanılabilir. Bu besi yerlerine nalidiksik asit, novobiyosin ve nistatin ilave 

edilmelidir [19]. 

Williamsia'nın fenotipik karakterizasyonlarına göre, Williamsia aurantiacus [14], W. 

deligens [12], Williamsia faeni [19], Williamsia herbipolensis [5], Williamsia limnetica 

[18] ve Williamsia maris [16], Williamsia marianensis [16], Williamsia muralis [2],
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Williamsia phyllosphaerae [3] , Williamsia serinedens [16], Williamsia spongiae [14] ve 

Williamsia sterculiae [15] türleri bulunmaktadır. Bu cinsin türleri farklı ortamlardan izole 

edilmiştir. Bununla birlikte, klinik örneklerden de izole edilmişlerdir [12]. Williamsia 

spp.'de koloni morfolojinin farklı özellikleri ve pigment renkleri sarı ila turuncu veya 

kırmızı olarak belirlenmiştir [20]. Gram boyama (Williamsia cinsi Gram-pozitifti) ve aside 

dayanıklı boyama görülebilir [3, 21]. Williamsia'nın tanımlanması ve  taksonomik 

özelliklerin değerlendirilmesinde doğru yöntem  moleküler dizilemeye  dayalı moleküler 

tanımladır. 16S rRNA gen dizilimi, yeni bakterilerin ve ortaya çıkan patojenlerin cins ve 

tür seviyelerinde doğru bir şekilde tanımlanması için etkili bir standart yöntemdi [22].  

Montoya-Porras ve ark., (2018), Williamsia cinsini, 16S rRNA geninin değişken bölgesi 

için 454 pirosekanslama  ile tanımladı. Bakteri türlerini ayırt etmek için altın standart 

yöntem DNA-DNA hibridizasyonu (DDH) yöntemi olarak belirlenmiştir [23, 24]. Ancak 

bu yöntem klinik laboratuvarlarda bakteri tanımlaması için kullanılmamıştır. Diğer bir 

moleküler yöntem ise, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nde (NCBI) beş Williamsia türü 

için biriktirilmiş olan tüm genom dizilimidir (WGS).  

Williamsia marianensis şu şekilde sınıflandırılmıştır: 

Üst alem: Bakteri 

Şube: Posibakteriler 

Sınıf: aktinobakteriler 

Alt sınıf: Actinobacteridae  

Takım: Corynebacterineae 

Familya: Nocardiaceae 

Cins: Williamsia 

Tür: Williamsia marianensis [16]. 

2.3. Kolesterol Oksidaz 

Kolesterol oksidaz (COX, EC 1.1.3.6), monomerik, iki işlevli FAD içeren (flavoenzim) bir 

enzim, oksidoredüktazlar ailesine aittir, özellikle alıcı olarak oksijenle vericinin CH-OH 

grubu üzerinde etkilidir. COX, 3β-hidroksi-steroidlerin oksidasyonunu ve 3-4-ene- 3β-

ketosteroid (kolest) üretmek için 5-6-en-3β-ketosteroidin (kolest-5-en-3-on) 

izomerizasyonunu katalize eder. 
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Bu enzim sınıfının sistematik adı kolesteroldür: oksijen oksidoredüktazlar ve kullanımda 

olan diğer yaygın isimler kolesterol-O2 oksidoredüktazlar, 3β-hidroksi steroid 

oksidoredüktazlar ve 3β-hidroksisteroid de oksijen oksidoredüktazlardır . COX ilk olarak 

Rhodococcus erythropolis'ten izole edilmiş ve karakterize edilmiştir [ 24]. Daha sonra hem 

Gram-pozitif hem de Gram-negatif birçok bakteri tarafından üretildiği bulundu, ancak 

Aktinomisetler en üretken COX grubu olarak bildirilmiştir. Kolesterol oksidaz, flavin 

adenin dinükleotid (FAD) kofaktörünü bağlayan 55 kDa salgılanan bir bakteriyel enzimdir 

[25]. Form I'de FAD kofaktörü proteine kovalent olmayan bir şekilde bağlanırken, form 

II'de FAD grubu His121'e kovalent olarak bağlanır [26]. 

COX, aşağıdakileri kullanan yararlı bir biyoteknolojik araçtır: 

1. Serum ve diğer biyolojik numunelerin kolesterol düzeylerinin belirlenmesinde,

2. Farmasötik endüstrisinde endüstriyel steroid ve sterol olmayanlar için değerli ara ürünler

sağlayan biyokatalizör olarak,

3. Coeloptera'ya karşı bir insektisit olarak geliştirilmiş olan larvisidal protein olarak,

4. Ayrıca COX, patojen bakteri Rhodococcus equi'nin ve  Mycobacterium sp neden olduğu

enfeksiyonlarda virülans faktör olarak rol aldığı [34, 35]. Bu enzimatik aktivite

bakterilere özgü olduğundan, antibiyotik keşfi için yeni bir moleküler hedefi temsil

edebilir.

5. COX ayrıca Streptomyces natalensis'te polien makrolid pimarisinin biyosentezi için

sinyal proteini görevini yerine getirmektedir [4, 36, 37].

6. Protein mühendisliği titiz çalışmaları sonucunda önemli bir strateji sağlayarak, 

biyoteknolojik uygulamalar için yeni enzimlerin elde edilmesini ortaya koymuştur [38]. 

Gıdalardaki kolesterol seviyesini düşürmek için pek çok deneme yapılmıştır; enzimatik 

yöntemlerle gıda kolesterol düzeyleri azaltılması da  gerçekleştirilmiştir [39]. 

Kolesterol oksidaz kullanarak süt ve yumurta sarısı kolesterol seviyelerini düşürmek için 

de çok sayıda deney yapılmıştır. Ayrıca, diğer araştırmalar COX'ın haşerilerin  kontrol 

edilmesin de önemli bir rolü olduğunuda bildirmişlerdir [16]. FAD kofaktörü ile apoenzim 

arasındaki bağın doğasına göre iki tip kolesterol oksidaz (CO) vardı. Tip I'de FAD 

https://www.scirp.org/html/1-2270015_19664.htm#ref1
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kofaktörü proteine kovalent olmayan bir bağ yoluyla bağlanırken, tip II'de kofaktör 

apoenzime kovalent olarak bağlanmıştır [25]. Kolesterol oksidaz, klinik laboratuvarlarda 

en yaygın kullanılan ikinci enzimdir [36]. Benzer şekilde, yapılan çalışmalarda ChOA geni 

klonlanmsı ve  gen  dizilimi yapılmıştır [45, 46]. Yapılan diğer bir çalışmada E. coli'deki 

ChOA geni pozitif olarak eksprese edilmişdir. Ayrıca, bu enzimin HIV, Alzheimer 

hastalığı ve tüberkülozun ortaya çıkmasında rol oynadığıda bildirilmiştir [47]. Bu enzime 

kolesterol, hormon ve steroid ilaç ara ürünlerinin sentezi için önemli bir öncü olarak 

ihtiyaç duyulmuştur [48]. Buna ilave olarak, Borodetella sp'den gelen COX enzimi akciğer 

adenokarsinomunda ve meme kanserinde hücre apoptozuna yol açtığı için  yeni bir anti-

tümör tedavisi için umut verici bir aday olarak gösterilmiştir [49]. 

Birçok bakteri patojeniteleri için bu enzime ihtiyaç duyar. Hücre zarını oksidaz ederler ve 

kolesterolü kolest-4-en-3-one'a dönüştürme ve H2O2 üretme yeteneğine sahiptirler [50]. 

Daha önce bahsedildiği gibi, CHO birkaç bakteriden izole edilmiştir. Son zamanlarda 

aşağıdakiler dahil birçok bakteriden CHO geninden daha fazlası izole edilmiştir: 

Brevibacterium sterolicum ATCC21387, Arthrobacter simplex, Streptomyces SA-COO ve 

Rhodococcus sp. PTCC1633 ve uygun konakçılara klonlanmıştır [51]. Steroid substrat 

üzerindeki hidroksil grubunun oksidasyonu, eşzamanlı olarak azaltılan bir FAD kofaktörü 

gerektirir (Şekil 1) [52].  
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Şekil 1. Kolesterol oksidazın oksidasyon ve izomerizasyon reaksiyonları [52] 

Önemli bir dizi homolojisi olmayan farklı protein ailelerine ait olan ve dolayısıyla yapı, 

katlanma ve kinetik ve termodinamik özellikler açısından da farklılık gösteren iki farklı 

COX tipi vardı [53]. 

1. Sınıf I COX

Bu enzime kovalent olmayan bir şekilde bağlı olan ve glukoz-metanol-kolin (GMC) 

oksidoredüktaz ailesine ait olan FAD redoks kofaktörü içermektedir. Çoğunlukla, Sınıf I 

COX, Streptomyces sp. gibi aktinomisetlerde bulunmaktadır (Şekil 2).Aktinomisetlerdeki 

dizi analizi, His447 ve Glu361 kalıntılarının izomerizasyon ve oksidasyon gibi çeşitli 

kimyasal reaksiyonlarla ilişkili olduğunu ortaya çıkarmıştır [54,7]. Streptomyces sp., 

Rhodococcus sp. ve Mycobacterium sp.'den elde edilen sınıf I enzimlerden amino asit 

dizilerinin bir karşılaştırmasını ve Gly-X-Gly-X-X-Gly'nin COX'teki FAD bölgesinin N-

ucunda korunan dizi olduğunu bildirmişlerdir [55]. Kofaktörlerin yanı sıra, GXGXG glisin 

ile korunan kalıntıların bulunduğu N-terminaline yakın ilk a-sarmalda difosfat grupları 

mevcuttudur [25]. 
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Şekil 2. Sınıf I COX [26] 

2. Sınıf II COX

Sınıf II enziminde, FAD kofaktörü enzime kovalent olarak bağlanmıştır [26]. Bu enzim 

Rhodococcus erythropolis ve Brevibacterium sterolicum ve Burkholderia sp., 

Chromobacterium sp. ve Pseudomonas aeruginosa gibi patojenlerde bulunmuştur. X-ışını 

kristalografisi ile B. sterolicum COX yapısının, kovalent bağları nedeniyle en dayanıklı 

olduğu bulunmuştur (Şekil 3) [27]. FAD'ın kovalent bağı, enzimin stabilitesine katkıda 

bulunmakta  ve redoks potansiyelinde önemli bir rol oynamaktadır [28]. 

Şekil 3. Brevibacterium sterolicum kaynaklı Sınıf II kolesterol oksidaz [29] 

2.4. Kolesterol Oksidaz Aktivitesi Üzerine Membran Etkileri 
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Genel olarak, lipit çift katmanları, kolesterol yokluğunda bir jel fazında veya bir sıvı fazda 

bulunur. Erime sıcaklıklarının üzerindeki lipidler, lipid çift tabakası içinde daha fazla yanal 

hareketliliğe sahiptir ve bu nedenle katılardan daha çok sıvılar gibi davranırlar. Doymuş 

açil zincirli lipitlerden oluşan zarlarda, örneğin dipalmitoilfosfatidilkolin, kolesterolün sıvı 

faza katılması, zarda bir artışa neden olarak hala sıvı olan bir faz oluşturur, yani lipitler 

hala yanal hareketliliğe sahiptir, ancak daha yüksek bir düzen derecesi. Bu kolesterol, 

doymuş lipid açil zincirlerini, lipid çift tabakasının merkezindeki düzensizliği sınırlayan 

bir S-trans konformasyonuna sınırlar. Bu sıvı düzenli durum, kolesterol içermeyen sıvı 

düzensiz durumdan ayrılır ve iki faz bir arada bulunabilir [30]. Ek olarak, kritik kolesterol 

mol fraksiyonlarında meydana gelen çok cisimli moleküler etkileşimler nedeniyle, COX 

aktivitesi, tek fazlı bir bölge içindeki mol fraksiyonu ile orantısız olarak azalabilir veya 

artabilir [31]. Bu nedenle, kolesterolün mol fraksiyonunun arttırılması, zarın fiziksel 

durumunu bozabilir ve zarın kolesterol için afinitesini değiştirebilir. Bu nedenle, enzimin 

görünen substrat spesifikliği, enzim aktivitesinin belirlendiği lipid kompozisyonuna ve 

substrat mol fraksiyonuna bağlı olacaktır. Kolesterolün deterjanla etkileşiminin serbest 

enerjisi, enzimin görünen katalitik aktivitesi üzerinde büyük bir etkiye sahip olabilir. 

Örneğin, setiltrimetilamonyum bromür/kolesterol miselleri ile herhangi bir devir tespit 

edilmedi, oysa aynı konsantrasyon, pH ve sıcaklıkta Triton X-100/kolesterol miselleri 

kolaylıkla oksitlenebilmiştir [32].  

2.5. Kolesterol Oksidaz Kaynakları 

COX aktivitesi, farklı ortamlarda bulunan çeşitli mikroorganizmalar tarafından 

üretilmişdir. Arthrobacter, Rhodococcus equi, Nocardia erythropolis, Mycobacterium ve 

Nocardia rhodochrous gibi mikroorganizmalar bir hücre içi-membran COX üretirken, 

Pseudomonas, Schizophyllum commune, Brevibacterium sterolicum, Streptoverticillum 

kolesterolicum ve Streptomyces bir hücre dışı enzim üretirler. Genel bir kural olarak, COX 

enzimleri aktiviteleri için prostetik grup FAD'yi ihtiyaç duymaktadır (hem kovalent hem de 

kovalent olmayan bir şekilde bağlı bir kofaktör olarak). Bunun bir istisnası, kofaktör olarak 

kovalent olarak bağlı FMN içerdiği bildirilen c-Proteobacterium Y-134'ten izole edilen 

COX olabilir [33]. Bu enzim ayrıca bilinen diğer COX'lerle karşılaştırıldığında substrat 

spesifikliği bakımından da farklılık göstermektedir. Bu enzim, choE geninin ürünü olup , 

Streptomyces spp.'de tanımlanan ve  salgılanan COX'lerle homologdur.  
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Bu protein ayrıca Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae  ve Rhodococcus 

erythropolis tarafından kodlanan COX'lerle önemli benzerlikler sergilemektedir. [34].  

2.6. Kolesterol Oksidaz Membran Etkileşimleri 

Genel olarak, lipit çift katmanları, kolesterol yokluğunda bir jel fazında veya bir sıvı 

fazında bulunurlar. Erime sıcaklıklarının üzerindeki lipidler, lipid çift tabakası içinde daha 

fazla lateral hareketliliğe sahiptirler ve bu nedenle katılardan çok sıvılar gibi 

davranırlar. Dipalmitoilfosfatidilkolin gibi doymuş açil zincirlere sahip lipitlerden oluşan 

zarlarda, sıvı faza kolesterol eklenmesi, zar düzeninde bir artışa neden olur, yani lipitler 

lateral hareketliliğe sahiptir. 

Ek olarak, kolesterolde meydana gelen moleküler etkileşimler nedeniyle, COX aktivitesi, 

tek fazlı bir bölge içinde orantısız bir şekilde azalabilir veya artabilir. Bu nedenle, 

kolesterolün mol fraksiyonunun arttırılması, zarın fiziksel durumunu bozabilir ve zarın 

kolesterol için afinitesini de  değiştirebilir [35]. 

Streptomyces ve Rhodococcus equi ‗daki kolesterol oksidaz enzimi, ekspresyon, 

mutagenez ve yüksek çözünürlüklü kristalografiye uygun oldukları için bilimsel 

çalışmaların odak noktası olmuştur. Bu iki bakterideki enzimin mekanizmaları ve yapıları 

hemen hemen aynıdır [26]. Bu nedenle  yüzeylerindeki, substrat bağlama boşluğu, 79-83 

kalıntılarını içeren bir protein halkası ile çözücülerden  korunurlar. Bu protein halkasının 

ucundaki 5 amino asit kalıntısı olan  Ser 79, Phe 80, Leu 81, Trp 82 ve Leu 83  silinerek 

yüzey döngüsünün rolü böylece belirlenmiştir [29] (Şekil 4). 

X ışını ile  kristal yapılar gözden geçirilerek  model membranlara (lipid veziküller) 

bağlanma ve sonraki aktif bölge döngüsünün nerede olacağını tahmin etmek için floresan 

ışık çalışmalarda  kullanılmışdır [36]. Diğer bir çalışmada Sistein aminoasidi, R. equi'nin 

(Brevibacterium sterolicum) COX'nın 81. pozisyonundaki ilmeğine  dahil edildi ve çevreye 

duyarlı  bir floresan probu olan akrilodan ile etiketlenmişdir. Bu çalışma sonucunda 

Akrilodan etiketli sisteinin, halkanın uzatılmış bir zinciri olarak modellenmesi 

gerçekleştirilmiş ve  bu halka omurgasının lipid çift tabakasına nüfuz etmediğini, ancak 

lipit çift tabakasının baş grupları ile etkileşime girdiği yapılan bu çalışma ile  ortaya 

konulmuştur [37]. Ayrıca bu çalışma ile  tetrametilrodamin etiketli COX'ın 

kolesterol/dimiristoilfosfatidilkolin tek tabakası ile ilişkili olduğunu da  göstermiştir. Bu 
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enzimin membran yüzeylerine bağlanmasının membranı bozmadığını gösteren vezikül liziz 

çalışmaları ile  de tutarlı olduğu bildirilmiştir [38]. COX'in lipid çift tabakaları ile birlikte 

kolesterolün aktif bölgesine bölünmesi, çift tabaka da gözenek oluşumuna ve bunun 

sonucunda veziküllerde kapsüllenmiş ve  boya sızıntısına izin  verecek boyutta olamadığı 

da bildirilmiştir. 

Bununla birlikte, kolesterolün kolest-4-en-3-one'ye dönüştürülmesi, lipit çift tabakasının 

genişlemesi (aslında yoğunlaşma) ile zar geçirgenliğini de  artırmaktadır. Floresanla 

işaretlenmiş enzim kullanılarak, çeşitli lipid veziküllerine bağlanma  da izlenmişdir. 

Membrana enzim bağlanması, hidrofobik etkileşimler tarafından yönlendiriliyor olarak 

görünmektedir [36]. Anyonik membranlara bağlanan fosfolipaz A2 ile karşılaştırıldığında, 

COX'in bağlanma afinitesinin çok zayıf olması  membran yüzeyinin enzimle doyurmadan 

yapıldığı anlamına gelir ve substrat preparasyonları arasındaki farklılıklar basitçe 

bağlanma afinitesindeki farklılıkları yansıtabilir.  

Şekil 4. Aktif bölge döngüsünü aydınlatan COX'in üç boyutlu yapısı 

(a) Aktif bölgeye modellenmiş epiandrosteronlu Streptomyces COX (1MXT [35])

görüntüsü. FAD kofaktörü sarı renkle gösterilmiştir. Alt tabaka bağlanmasına izin vermek 
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için hareket etmesi gereken aktif site döngüsü mavi renkte gösterilmiştir. (b) (a)'daki 

Streptomyces COX aktif bölge döngüsünün aynı yönelimde atomik temsili. (c) 

Rhodococcus equi COX (1COY)'den aktif bölgesi [39]. Tüm Rhodococcous COX yapısı, 

Streptomyces COX yapısı ile kaplanmıştır ve (b) ve (c)'deki halkalar aynı enzim 

yönelimlerinde gösterilmiştir. Elektron yoğunluğunun olmadığı yan zincirler alaninler 

olarak modellenmiştir [26, 40]. 

2.7. Enzim Substrat Özgüllüğü 

Enzim membran yüzeyine bağlandıktan sonra sterolün katalize olması için enzimin aktif 

bölgesine bağlanabilir. Aktivite için steroid üzerinde 3β-hidroksi grubunun olması 

gerekmektedir.  Yan zincirsiz 5-androsten-3β-ol'den dallı bir yan zincir olan sitosterol'e 

kadar değişen kolesterol yan zincirinin modifikasyonunda, steroidler tek tabakalı 

olduğunda [41] veya dioleoilfosfatidilkolin/sterol tek lamelli olduğunda veziküller substrat 

üzerinde çok az etkiye sahiptir [42]. Bu eksiklik, deterjan misellerinde, sitosterol ve 

androsten-3p-ol ilgili steroid yapılardaki kolesterol için özgüllük gösteren propan-2-ol 

çözücüsü ile yapılan substrat çalışmalarında  bir zıt durum ortaya konmuştur [43]. 

2.8. Biyokatalizde Kolesterol Oksidaz Kullanımı 

Çok sayıda Aktinobakteri, D5 fi D4 izomerizasyonuna bağlı D5-hidroksisteroidlerin 3-OH 

grubunu oksitlemede oldukça etkili olmuştur. Böylece endüstriyel steroid ilaç üretimi için 

değerli ara ürünler sağlanmışdır. Örneğin, R. equi DSM 89-133, kolesterol ve diğer 

sterolleri androst-4-en-3,17-dion ve androsta-1,4-diene-3,17-dion'a dönüştürmek için 

kullanılmışdır [44]. Büyüme ortamı asetat ile desteklendiğinde kolesterol %82'ye kadar 

dönüştürülmüştür [56]. Benzer şekilde, kolesterolün safra asitlerine biyolojik 

dönüşümünde, 3b,7a-kolest-5-en-3‘nin  7-diol'ü 7a-hidroksikolest-4-en-3-one'ye 

dönüştürmek için ReCOX kullanılarak  %90'dan daha yüksek bir verim elde edilmişdir 

[57]. R. erythropolis COX, siklik alilik, bisiklik (ör. 10b-metil-D1(9)-2b-oktalol)'un 

hazırlayıcı oksidasyonu için kullanıldı ve trisiklik alkollerin yanı sıra birkaç ergot 

alkaloidini de sentezlemişdir [58].  

2.9. Kolesterol Oksidazın Klinik Kullanımları 

COX, çeşitli numunelerde kolesterolü belirlemek için yararlı bir analitik araçtır: 
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(a) Toplam ve esterlenmiş serum; (b) Düşük yoğunluklu lipoproteinlerden yüksek 

yoğunluklu lipoproteinlere; (c) Eritrositlerin (ve diğer hücrelerin ve hücresel bölmelerin) 

hücre zarı üzerinde; ve (d) Safra taşlarında ve insan safrasında kullanımıştır. Normal insan 

kan serumu 5,2 mm'den (200 mg.dL
-1

) daha az kolesterol içerir; plazmada lip Ateroskleroz 

ve diğer lipid bozuklukları gibi bir dizi hastalığın değerlendirilmesi ve ayrıca tromboz, 

miyokard enfarktüsü vb. riskinin tahmini, serum kolesterol içeriğinin bilinmesine bağlıdır. 

Oksidatif stres, hiperkolesterolemi ve Alzheimer hastalığı riskini içeren mekanizmalar 

aracılığıyla bağlantılıdır. Alzheimer hastalığı, beyinde oksidatif hasarla bağlantılı olan 39-

43 amino asitlerinin bir peptidi olan amiloid  β-peptidin birikmesiyle tanımlanır. 

oproteinler kolesterol içerir ve yaklaşık %70'i yağ asitleri tarafından esterleştirilir [4]. 

Amiloid β-peptid, Cu2
+
 iyonları ile kompleksler oluşturarak, kolesterolü kolest-4-en-3-

one'a oksitleyerek COX'un işlevini taklit eder. Aslında, Alzheimer hastalarının beyin 

dokularındaki kolest-4-en-3-one seviyeleri, kontrol grubuna göre iki kat daha fazladır [59]. 

Richmond [60], 1973'te serum kolesterolü belirlemeye yönelik kimyasal yöntemleri 

(örneğin, Liebermann-Burchard reaksiyonları) ortadan kaldırdı: Nocardia'dan COX'in, 

üretilen hidrojen peroksit miktarını ölçerek serum kolesterolünü ölçmek için 

kullanılabileceğini göstermişdir. Hidrojen peroksit, 550 nm dalga boyuna sahip renkli bir 

ürün üretmek için dört değerlikli titanyum ve ksilenol turuncu ile reaksiyona sokuldu . Bu 

yöntemde kolesterol esterlerinin enzimatik olmayan hidrolizi (alkali sabunlaştırma) 

kullanılmıştır. 

Aynı enzim daha sonra, 2 saatlik uzun bir inkübasyon periyodunu takiben ürün 

ekstraksiyonundan sonra kolest-4-en-3-on ürününün absorbansının 240 nm'de doğrudan 

ölçülmesiyle serum kolesterol testi için kullanıldı [61]. Toplam kolesterol, kolesterol 

esterlerini hidrolize etmek için kolesterol hidrolazın (EC 3.1.1.13) kullanıldığı tamamen 

enzimatik bir yöntem kullanılarak serumda da (esterler dahil) belirlenebilir [62]. 

Serbest kolesterolün COX tarafından oksidasyonunun ardından hidrojen peroksit 

oluşturulur. Bu daha sonra, 4-aminoantipirinin fenol ile oksidatif bağlanmasıyla enzimatik 

olarak yabanturpu peroksidazı ile ölçülür, bu da bir kinonimin rengi verir (maksimum 500 

nm'de absorpsiyon ile). Bu teknik, klinik laboratuvarlarda hala sıklıkla kullanılmaktadır ve 

basitlik, minimum müdahale ve büyük tekrarlanabilirlik faydaları ile karakterize edilir. 

Safra kolesterolü, pigmentlerden kaynaklanan girişim nedeniyle kolorimetrik yaklaşım 
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kullanılarak düzgün bir şekilde ölçülebilse de, COX reaksiyonunun oksijen tüketimine 

dayalı bir elektrokimyasal yöntem tercih edilmektedir [63]. 

2.10.Virülansta Kolesterol Oksidaz 

Bakteriyel enfeksiyonların tedavisi için ilginç bir farmakolojik hedef COX'tir. Konağın 

makrofajları, Gram-pozitif kokobasil R. equi'ye ev sahipliği yapar. En yaygın semptom, 

apse oluşumu ve kaviter pnömoni ile seyreden kronik süpüratif bronkopnömonidir ve genç 

atları sıklıkla enfekte eden yaygın bir toprak organizmasıdır [9]. 1967'den beri bu 

bakterinin insanlara bulaşabileceği belgelenmiştir. Genellikle, %70'i HIV pozitif olan 

bağışıklığı baskılanmış hastalarda fırsatçı bir enfeksiyon olarak tanımlanır [64]. 

R. equi enfeksiyonlarının çeşitli klinik belirtileri vardır: Şiddetli pirogranülomatöz hastalık 

pnömonisi en yaygın tiptir. Konak hücrenin R. equi enfeksiyonu sırasında ekstraselüler 

oksidazın indüklenmesinin membran lizizini kolaylaştırdığı ileri sürülmüştür [55]. 

Mutasyon analizine göre COX, Listeria ivanovii, Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus 

gibi sfingomiyelinaz üreten bakterilerin varlığında R. equi tarafından ortaya çıkarılan 

sinerjistik hemolitik reaksiyondan sorumlu olan zara zarar veren faktördür [55]. Bakteriyel 

sfingomiyelinaz C'nin varlığı, R. equi'nin zara zarar veren etkinliği için gereklidir [7]. 

2.11. Antifungal Sensör Olarak Kolesterol Oksidaz 

Streptomyces natalensis ChOx, polien makrolid pimarisinin biyosentezi için gereklidir 

[57]. Bu 26 üyeli tetraenemakrolid antifungal antibiyotik, gıda endüstrisinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (peynir kontaminasyonunu ve mantar keratitini önlemek için), çünkü 

membran sterolleri ile etkileşime girerek (ergosterol, mantar zarlarında bulunan en bol 

steroldür), zar yapısının değişmesine ve hücre sızıntısına neden olur.  Varsayılan ChOx 

kodlayan genler, filipin (pteG) ve CE-108 (rimD) dahil olmak üzere antifungal 

poliketitlerin diğer bilinen biyosentetik gen kümelerinde bulunur. Bu poliketitlerin tümü, 

zarları ergosterol içeren mantar rakiplerine yanıt olarak toprak bakterileri tarafından üretilir 

ve bu da üretici bakteriler için seçici bir avantaj sağlar [65]. 

2.12. Moleküler Klonlama 

Klonlama çoğunlukla tüm genleri içeren DNA parçalarını çoğaltmak için kullanıldı, ancak 

promotörler, kodlamayan diziler ve rastgele parçalanmış DNA gibi herhangi bir DNA 
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dizisini çoğaltmak için de kullanılabilir. Genetik parmak izinden büyük ölçekli protein 

üretimine kadar birçok pratik uygulamada ve biyolojik çalışmada kullanılabilir [66]. 

Klonlama vektörü, bir organizmada stabil olarak depolanabilen ve klonlama amacıyla ona 

eklenebilen küçük bir DNA parçasıdır [67]. Az sayıda vektör doğal olarak meydana 

gelirken, diğerleri uygun modifikasyonla bu doğal olarak meydana gelen yollardan elde 

edilmiştir [68]. Pek çok klonlama vektörü türü vardı, ancak en yaygın olarak kullanılanları 

genetik olarak tasarlanmış plazmitlerdir. Plazmitler, farklı koşullara adaptasyonu 

kolaylaştıran yeni genler üreterek bakterilerin oluşumunda büyük rol oynayan genetik 

unsurlardır [69]. Bu vektörlerdeki klonlanmış genlerin kendilerini transkripsiyon veya 

translasyon düzeyinde ifade etmeleri pek olası değildir. Bu vektörler, genetik mühendisliği 

deneylerinde, genomik kütüphaneler oluşturmak veya probları veya diğer temel çalışmaları 

hazırlamak için kullanılmışdır. Klonlama vektörlerinin seçimi, klonlama deneyine, vektör 

bilgisine, çalışma kolaylığına, uygunluğuna ve güvenilirliğine bağlıdır [70].  

Çok sayıda klonlama vektörün seçilmesi aşağıdakiler gibi çeşitli faktörlere bağlı olabilir: 

ek üzerindeki boyut, kopya sayısı ve klonlama işlemi. Büyük ekler, özellikle çok sayıda 

kopyaya sahip olanlar için genel bir klonlama vektöründe kararlı bir şekilde muhafaza 

edilemez [71]. 

Tipik olarak klonlama, ilk olarak E. coli kullanılarak gerçekleştirilir ve E. coli'deki vektör 

klonlama, plazmit, kozmitler, bakteriyofajlar (örneğin faj y) ve bakteriyel yapay 

kromozomları (BAC'ler) içerir. Bununla birlikte, birkaç DNA E. coli'de sağlam bir şekilde 

korunamaz, örneğin çok büyük DNA fragmanlarında kullanılabilir ve maya gibi diğer 

organizmalar kullanılabilir [72]. E. coli'nin konukçu mikroorganizma olarak kullanılması, 

hızlı büyüme kinetiği, hızlı yüksek yoğunluklu yetiştirme dahil olmak üzere birçok 

avantaja sahipti ve  genetik manipülasyon kolaylığı, nispeten ucuz yetiştirme, heterolog 

DNA ile kolay ve hızlı plazmit transformasyonu [73], hızlı ekspresyon, bir günlük bir süre 

boyunca rekombinant protein üretimi, bilinen metabolik yollar ve fermantasyon 

yöntemlerinin ve koşullarının geliştirilmesi oldukça başarı sağlanmıştır [74, 75].  

B suşları ve K12 arasındaki farklar, BL21'de (DE3) kamçılı bileşen genlerinin, DNA 

sitozin metilaz dcm'nin ve ompT'nin olmamasını içerir. B suşları, K12'de bulunmayan ek 

bir tip II salgı sistemine sahip olabilir. 
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BL21 (DE3) dahil olmak üzere laboratuvarda yaygın olarak bulunan suşlar olan protein 

ekspresyonu için en yaygın E. coli konakçı suşlarından biri. BL21, minimal ortamda hızla 

büyüyebildi [78]. BL21 (DE3), T7 RNA polimerazın kontrolü altında rekombinant protein 

üretimi için yaygın olarak kullanılan bir türdür [79]. OmpT ve Lon proteazlarını kodlayan 

genlerdeki eksik BL21. OmpT, saflaştırma sırasında proteinleri bozabileceğinden, 

rekombinant proteinlerin üretimi için iyi bir sonuca sahipti [80]. Shuffle T7 Yetkili E. coli, 

katlanmaları ve aktiviteleri için E. coli sitoplazmasında disülfid bağlarının oluşumunu 

katalize etmek üzere tasarlanmıştır [81]; bu, aktif sitoplazmik DsbC'yi ifade eden gor ve 

trxB'nin kromozomal kopyalarının genetik olarak silinmesiyle sağlandı [82]. XL-1 Blue, 

klonlama ve protein ekspresyonunda kullanılan K suşlarıdır ve plazmit veya lambda 

vektörleri kullanan rutin klonlama uygulamaları için harika konakçılardır ve mavi-beyaz 

tarama için en popüler suştur [83]. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ürünlerinin E. coli 

plazmitlerine klonlanması moleküler teknikler için çok önemliydi [84]. Çok sayıda sistem 

önerildi ve birçoğu PCR ürünlerinin plazmitlere dahil edilmesine izin verecek şekilde 

ticarileştirildi. Çoğu PCR klonlama vektörü üç temel özelliği paylaşır:  

1. PCR ürününün dairesel bir plazmit DNA'sına dahil edilmesi; 

2. Plazmidi dahil eden E. coli klonlarının seçimi; ve 

3. İlgilenilen PCR ürününü içeren klonların seçimi [85]. 

2.13. Plazmider 

Plazmidler, Bakteriler, Arkealar ve Ökaryotikler alanlarındaki birçok mikroorganizmada 

bulunan dairesel veya lineer kromozom dışı replikonlardır [86]. Plazmidler konjugasyon 

yoluyla bulaşabilirler [87]. Smillie ve diğerleri [87], tam dizili plazmitlerin yaklaşık 

%14'ünün konjugatif olduğunun tahmin edildiğini bildirmişdir. Konjugasyon, genetik 

elementleri bakteriler arasında yaymak için en etkili mekanizmalardan biridir [88]. Bu 

nedenle, bakterilerde görülen hızlı evrim ve adaptasyon yeteneklerini kolaylaştıran, genetik 

bilginin bakteriyel iletişimi için en önemli ―araçlardan‖ biridir [89]. Nükleotid dizileme 

teknolojisindeki son devrimle birlikte yeni plazmitler rapor edilmiştir; NCBI Plazmit 

Genom veritabanında 4602 tam plazmit dizisi vardır: 4418'i bakterilerden, 137'si 

Arkea‘dan ve kalan 47'si NCBI veri tabanına dayalı olarak Ökaryot‘lardandır . 
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Plazmidler çoğu bakteri türünde her yerde bulunur. Onlar gen akışının önemli ajanlarıydı. 

Paradigmatik bir örnek olarak, insan tıbbında giderek daha fazla tanınan bir tehdit olan 

çoklu antibiyotik direncinin ortaya çıkmasından ve yayılmasından sorumludurlar [90]. 

Yeni DNA dizilerini birleştirmek için çok sayıda yöntem tanıtılmışdır [91], şimdiye kadar 

kısıtlama endonükleaz enzimlerinin kullanımı moleküler klonlamada en yaygın olarak 

kullanılan tekniktir. Hem ekleme hem de vektör DNA dizileri üzerinde uyumlu kısıtlama 

enzim bölgeleri mevcut olduğunda, klonlama basittir; bununla birlikte, kısıtlama bölgeleri 

uyumsuzsa veya yerleştirme kasetinin yakınında herhangi bir kısıtlama bölgesi bile yoksa, 

klonlama daha karmaşık hale gelebilir. Uyumlu kısıtlama enzim sitelerinin gömülü olduğu 

PCR primerlerinin kullanımı, bu sorunu etkili bir şekilde çözebilir ve çok aşamalı 

klonlama prosedürlerini kolaylaştırabilir. PCR klonlama biyolojik mühendislikte büyük 

ölçüde kullanılmasına rağmen, gerekli tüm adımları ve ipuçlarını ardışık bir sırayla 

açıklayan pratik kılavuzlar az bulunmaktadır [92]. 

2.14. pET-28a (+) Vektörü 

E. coli, iyi çalışılmış özellikleri ve ticari olarak temin edilebilen çok çeşitli vektörlere ve 

konakçı suşlara erişilebilirliği nedeniyle rekombinant proteinlerin üretimi için yaygın 

olarak kullanıldı. En popüler ekspresyon sistemlerinden biri, E. coli B suşları (örn., 

BL32(DE3)) ile kombinasyon halinde kullanılan pET vektör sistemidir [93].  

2. 15. BL21 (DE3) Rosetta Dönüşümü 

Moleküler klonlamadaki çoğu bilimsel araştırma E. coli'ye bağlıdır çünkü bu bakteri 

rekombinant protein üretimi için yaygın olarak kullanılan en profesyonel konaktır. Bu 

bakteri aynı zamanda genetiği, yüksek transformasyon kapasitesi, basit kültür durumu, hızı 

ve ucuzluğu ile tanınırdı. E. coli'de farklı genler üretebilir ve bu genler farklı proteinlerin 

ifadesinden sorumludur [94]. Rosetta (DE3) konakçı suşları, bu bakterilerde kullanılan 

nadir kodonları içeren yüksek frekanslarda ökaryotik proteinlerin ekspresyonunu arttırmak 

için pRARE plazmitini barındıran mühendislik BL21 türevleriydi. Yaygın olarak 

kullanılan ek E. coli K-12 laboratuvar suşu, rutin klonlama için kritik bir platform sağlayan 

DH5α idi. Yüksek verimli transformasyon ve spesifik olmayan endonükleaz I (endA1) 

eksikliği, yüksek kaliteli plazmit DNA'ya yol açmıştır [95, 96]. Gen, RNA polimeraz 

ekspresyonu gibi verimli bir şekilde inaktive edebilir, ancak indüksiyonun ardından 

ekspresyonun derecesi üzerinde doğrudan bir kontrolü yoktur. Kültür ortamı formu, 
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indükleyici konsantrasyonu, indüksiyon sonrası sıcaklık ve süre gibi indüksiyon 

koşullarının E. coli'de protein ekspresyonunu etkilediği gösterilmiştir [97]. IPTG, 100 uM 

ile 3.0 mM arasında bir konsantrasyon aralığına sahip etkili bir protein ekspresyonu 

indükleyiciydi. Kullanılan konsantrasyon, kullanılan hücreler veya plazmit genotipi ile 

birlikte uygun indüksiyonun yoğunluğuna bağlıdır. IPTG, yapısal bir laktoz analoğuydu; 

ancak hücre içinde E. coli metabolik yolunun bir parçası değildi. Metabolik olmayan 

özellikleri, parçalanmaması nedeniyle laboratuvar deneyleri için ideal olmasını sağlar. 

Laboratuvar ortamında IPTG'nin birincil kullanımları, mavi/beyaz koloninin taranması ve 

rekombinant proteinlerin uyarılmasıdır [98]. IPTG, E. coli'de lac operon ekspresyonunu 

indükleyen ve lac represörünün bağlanmasında ve konformasyonunun değiştirilmesinde 

işlev gören, metabolize edilemeyen bir galaktoz analoğuydu. Bu inaktivasyon, β-

galaktosidaz için lac kodlayan genin baskılanmasını önlemektedir [99].  

Füzyon yöntemi, bağımsız ligasyon klonlamasıydı ve DNA Polimerazın 3'–5' eksonükleaz 

aktivitesinin benzersiz özelliklerine bağlıydı [100]. Bu şema, Mg
2+

 ve düşük dNTP 

konsantrasyonlarının varlığında homolog uçlarla inkübe edilen lineer dubleks DNA'lar için 

gerekliydi. Tek iplikli uçlar oluşturmak için 3 uçtan nükleotitleri kaldıran poksvirüsten 

DNA polimerazın 3′–5′ düzeltme okuması işlemidir. Tamamlayıcı bölgeler, çentikli bir 

hibrit bölge, 1-5 nükleotit boşlukları veya kısa çıkıntılar içeren birleştirilmiş bir molekül 

oluşturmak için baz eşleşmesi sırasında kendiliğinden bağlandı. Dubleks uçlara kıyasla 

DNA polimerazın çentikli veya boşluklu DNA uçlarına düşük afinitesi, meta-kararlı 

yapıların yapılandırılmasına izin vermektedir. Son olarak, transformasyondan sonra E. coli, 

verildiğinde herhangi bir tek iplikli boşlukları onarabilir ve sonuçta , DNA'nın uçlarındaki 

bir rekombinasyon olayına eşdeğerdir. Bu nedenle In-Fusion klonlama yöntemi, genomdan 

seçilen kodlama bölgelerini pTriEx1.1 vektörüne klonlamak için en uygun yöntem olarak 

seçilmiştir [101].  

2. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Ekipman ve Cihazlar 

Bu çalışmanın prosedüründe kullanılan tüm araç ve gereçler kaynaklarla birlikte aşağıda 

Tablo 3'de gösterilmiştir. 
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Table 1. Bu Çalışmada Kullanılan Araç- Gereçler, Şirketler ve Ülke 

No. Ekipman ve Cihazlar Şirket Ülke 

1 

2 

3 

4 

5 

5 

6 

7 

8 

9 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

Denge 

Kuluçka Makinesi 

Su banyosu 

Pastör Fırını 

hassas terazi 

Mikro-spin Santrifüj 

Mikropipetler (10-1000µl) 

Termik-manyetik karıştırıcı 

Girdap 

Nanodrp 

Otoklav 

Mikroskop 

Spektrofotometre U-VIS 

Dijital kamera 

Santrifüj 

Jel elektroforez sistemi 

Diyaliz Torbaları 

Termal döngü cihazı 

Çalkalayıcı-İnkübatör 

Eppendorf tezgah santrifüjü 

NanoDrop2000 

Mikrodalga 

Dondurucu (-20
0
C) 

Derin dondurucu (-80
0
C) 

Su damıtma cihazı 

Ultraviyole ışık 

Transillüminatör 

Brülör 

Buzdolabı 

Sonikatör 

Laminer akış başlığı 

Nano damla 

Tek kullanımlık Petri 

Ultrasonik işlemci UP50H 

HisTrapTM HP 

 

Kernp 

Memmert 

Memmert 

Memmert 

Sartorius 

biyosan 

İnsan 

Ika-Werk 

Digsistemi 

ThermoScientific® 

Tomy Seiko 

Olimpos 

Shimadzu 

kanon 

Hettich 

Aparat 

Sigma 

Uygulamalı 

Biyosistem 

Esnaf Bilimsel 

Hettich 

Termo balıkçı 

Gosonik 

Haier 

Haier 

Jrad 

Vilberlourmat 

Amal 

TEKA 

Soniprep 

Gallenkamp 

biyoner 

biyoner 

Hielscher Ultrasonik 

GMBH© 

SLS Uluslararası 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Almanya 

Japonya 

Japonya 

Japonya 

Japonya 

ABD 

ABD 

ABD 

ABD 

ABD 

ABD 

ABD 

Çin 

Çin 

Çin 

Çin 

Italya 

Türkiye 

İspanya 

UK 

İngiltere 

South 

Korea 

Güney 

Kore 

Almanya 

 İngiltere 
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Şekil 5. Thermal Cycler cihazı 

 

 

Şekil 6. Thermal Cycler cihazı 

 

3.1.2. Kimyasal Malzemeler 

Bu çalışmada deneyimlerde kullanılan kimyasallar aşağıda Tablo 2'de gösterilmiştir. 
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Table 2. Bu Çalışmada Kullanılan Kimyasallar, Şirketler ve Ülke 

No. Kimyasallar Şirket Ülke 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

 

MgCl2 

Nükleaz içermeyen su 

Etidyum bromür 

Etilen-diamin tetraasetik asit (EDTA) 

Agaroz 

DNA yükleme boyası 

DNA marker (100 bp) 

Primerler 

Bisakrilamid 

Akrilamid (BDH 

Sodyum dodesil sülfat 

Metanol 

Buzul asetik asit, Amonyum Persülfat 

TEMED 

NaHCO3 

Bromofenol mavisi 

 Etanol 

NaOH 

Gliserol 20% 

Sodyum klorür (NaCl) 

İzopropanol 

Sefakril S-1000 

Kanamisin 

IPTG 

Protein işaretleyici 

Agar agar 

TBE (10X) 

Alkali Fosfataz (SAP) 

Tris-Asetat-TAE10X 

Sığır serum albümini (BSA) 

Coomassie-blue G250 

Tris-baz rCutSmart®Tampon (10X) 

Triton X100 

PMSF 

 abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

Promega 

IDT 

abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

abm 

BDH 

BDH 

BDH 

BDH 

ROMIL pure 

Chemistry 

Sigma 

Aldrich 

Interon 

Interon 

Santacruz 

Himedia 

Promega 

Thermo 

Fisher 

Promega 

Promega 

 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

ABD 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

Kanada 

İngiltere 

İngiltere 

İngiltere 

İngiltere 

UK 

UK 

Kore 

Kore 

Almanya 

Hindistan 

ABD 

ABD  

ABD 

ABD 

ABD 

ABD  

ABD  

 

3.1.3. Kitler 

Bu çalışmada deneyimlerde kullanılan kitler aşağıda Tablo 3'da gösterilmiştir. 

Table 3. Bu Çalışmada Kullanılan Kitler 

No. Kit Şirket Ülke 

1 Genomik DNA saflaştırma Promega ABD 

2 GeneJET PCR saflaştırma Thermo Fisher  ABD 
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3  

dNTP  

 

Scientific GE 

Healthcare 

ABD 

 

 

3.1.4. Besiyerleri 

Bu çalışmadaki deneylerde kullanılan besi yerleri aşağıda Tablo 4'te gösterilmiştir.  

Table 4. Bu Çalışmada Kullanılan Besiyerleri 

No. Besiyeri Şirket Ülke 

1 

2 

Laura Bertani Agar 

Laura Bertani Broth 

Difco  

Difco  

Hindistan 

Hindistan 

     3 Modifiye edilmiş 

Ezapelc'in dox suyu 

interon Kore 

 

3.1.5. Bakteriyel Şuşlar ve Vektörler 

E.coli (BL21) DE3 Rosetta suşu, rekombinant proteinler için ekspresyon konakçıları olarak 

kullanıldı. pET-28a (+) vektörü, ekspresyon vektörü olarak kullanıldı. Tüm bakteri suşları, 

%50 (h/h) gliserol stoklarında uzun süreli koruma için muhafaza edildi ve -80oC'de 

saklandı.  

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Kolesterol Oksidaz Deneyi 

A. Deney Prensibi 

Kolesterol oksidaz aktivitesi, daha önce belirtilen prosedüre göre spektrofotometrik olarak 

değerlendirildi [102]. 

Bu yöntemde, substrat olarak kolesterolün kolesterol oksidaz tarafından enzimatik 

sindirimi nedeniyle serbest kalan hidrojen peroksit, yaban turpu peroksidaz tarafından 

katalize edilen fenol 4-aminoantipirinin oksidatif bağlanmasıyla saptanabilmektedir. 
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İkinci reaksiyon, 500 nm'de spektrofotometrik olarak ölçülebilen kinonimin kırmızı 

boyasının oluşumu ile sonuçlanacaktır (Şekil 3).  

 

Şekil 7. Kolesterol oksidazın  substrat olarak kolesterol üzerindeki etki mekanizması[103] 

B. Test Prosedürü 

1 mL %1 Triton X-100 içinde 3 µM kolesterol, 100 µL enzim solüsyonu, 300 µM 

potasyum fosfat tamponu pH 7.0, 1,2 µM 4-aminoantipirin, 21 µM fenol ve 20 U yaban 

turpu peroksidazından oluşan reaksiyon karışımı son hacmi 3 mL olacak şekilde hazırlandı. 

Enzim reaksiyonu, inkübasyon periyodu sırasında hafif çalkalama ile 37 °C'de 10 dakika 

boyunca gerçekleştirildi. Reaksiyon, 100 
o
C'de 3 dakika kaynatılarak durduruldu. 

Reaksiyon tüplerinin oda sıcaklığına soğutuldu.Daha sonra gelişen renk spektrofotometrik 

olarak 500 mn'de ölçüldü. Bir birim enzimatik aktivite (U): belirtilen test koşulları altında 

37 °C'de dakikada bir mikromol H2O2 serbest bırakan enzim miktarı olarak tanımlandı. 

3.2.2. Sterilizasyon Yöntemleri 

Laboratuvarda Tercih Edilen Proses İçi Sterilizasyon Yöntemi 

• Otoklav: Sterilize edilecek eşyaları ısıtmak için basınçlı buhar kullanılması, suyun 

varlığında yoğun ısı ile verimli bir şekilde elde edilen kültür sterilizasyonu için çok 
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etkili bir yöntemdir. Sıkıştırılmış buharın yüksek bir gizli ısısı vardır; 121
o
C'de 15 

dakikada sterilizasyon gerçekleştirilir. 

• Kuru Isı: Cam eşyaların kuru ısı ile etkin bir şekilde sterilizasyonu için daha yüksek 

sıcaklıklar gerektirir, bu da genellikle 180
o
C'lik bir sıcaklık gerektirir. 

3.2.3. Kimyasal Çözeltiler  

Bu çalışmada kullanılan tüm çözeltiler üretici firmanın protokolüne göre aşağıdaki gibi 

hazırlandı:  

1. Normal Tuzlu Su (NaCl) (%0,85); (0.85 gm) NaCl (10 ml) distile su içinde çözülürek 

son hacim distile su ile (100 ml)'ye tamamlandı.  Elde edilen çözelti otoklavlanarak 

sterilize edilmiştir. 

2. Etidyum Bromür; (0.25 gr) Ethidium bromür boyasını (50 ml) distile su içinde çözüldü 

ve  son konsantrasyonda (5 mg/ml) çözelti elde edildi ve 4
◦
C'de saklandı. 

3. Sodyum Hidroksit (NaOH)/(10N); 40 gr NaOH 60 ml distile suda çözülerek hacmi saf 

su ile 100 ml ye tamamlanarak oda sıcaklığında muhafaza edilmiştir. 

4. Etilen Diamin Tetraasetik Asit (EDTA)/(50 mm); (1.86 gm) Na2-EDTA'nın (10 ml) 

Distile su içinde çözülmesi, ardından hacmi (100 ml) Distile su ile tamamlandı, 

ardından pH (8.0)'a ayarlandı ve otoklavlanarak sterilize edildi. 

3.2.4. Kimyasal Tamponlar 

Bu çalışmada kullanılan tüm tamponlar (IDT) Kanada 'dan temin edilmiş ve üreticilerin 

talimat protokolüne göre aşağıdaki şekilde hazırlanmıştır: 

1. Tris Borat EDTA Tamponu 1X (TBE 1X); 1000 ml TBE (1X) elde etmek için (900 

ml) distile su eklenerek bir litreye kadar stok TBE solüsyonunun (10X) seyreltilmesi 

(100 ml) yapılmıştır. 

3.2.5. Primer Hazırlama ve  Saklama 

Liyofize primerler (IDT/DNA Company) nükleaz içermeyen su ile stok çözelti olarak 100 

picomol/µl olacak şekilde hazırlandı. 10 pikol/μl'lik primer solüsyonu, 90 μl nükleaz 

içermeyen suya 10 μl stok solüsyonu eklenerek hazırlandı ve sonrasında dondurucuda -20 

0
C'de saklandı. 

3.2.6. Protein Saflaştırma Tamponları ve Çözümleri 
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•  Lizis Tamponu: 25 mM Tris HC1 ve 2 mM EDTA (pH 7,6 )ile hazırlanmıştır. 

• ElutionTamponu: 300 mM NaCl, %5 lik Gliserolve400 mM İmidazol'den pH 8'de 50 mM 

Tris ile hazırlanmışdır. 

• Yıkama Tamponu: (NaCl'den 300 mM'de pH 8'de 50 mM Tris, İmidazol'den %5 Gliserol 

ve 20 mM) ile hazırlanmışdır. 

• Tris-HCl Tamponu (0,05M, pH=8,0): Bu çözelti, 6.057g Tris-HCl'nin 900 ml distile suda 

çözülmesi, pH'ı 8'e ayarlanması ve ardından tam hacmi distile su ile 10000 ml'ye 

tamamlanarak hazırlanmışdır. 

• Bradford Solüsyonu: 0,1 g Commasie Brilliant Blue G250'nin 50 ml %95 etanol içinde 

çözülmesi, ardından 100 ml fosforik asit (%85) solüsyonunun soğutularak ve 

karıştırılarak ilave edilmesi ve ardından distile su ile altlık hacmine tamamlanması ile 

hazırlanmıştır. Leke whatman filtre kağıdından iki kez süzüldü ve kullanılana kadar 

koyu renkli şişede 4
o
C'de saklandı. 

3.2.7. Besiyerlerinin Hazırlanması 

Laurie-Bertani (LB) broth ve LB agar, bu çalışmada kullanılan E. coli (BL21) DE3 Rosetta 

suşu yetiştirmek için kullanıldı [104].  

• 10 g Tripton ve …….NaCl ve 5g Maya ekstraktı 1 litre Distile suda çözdürüldü. 

• LB Agar için %1,5 son konsantrasyona agar eklenmiştir. 

• Karışımı kaynatarak agar ve diğer bileşenler çözdürülmüştür. 

• Sterilizasyon, 121°C'de 15 dakika otoklav kullanılarak yapılmıştır. 

• Son olarak sterilizasyonu kontrol etmek için kültür ortamını 37 ºC'de 24 saat inkübe ettik. 

3.2.8. E. coli BL21’ nin Çeşitli Metal İyon Ortamlarında Üretilmesi 

E. coli BL21 (DE3) Rosetta suşu bakteri suşu, MgCl2 (0,1 M) ve CaCl2 (0,1 M) tuzlu 

çözeltileri ile strese sokularak kimyasal işleme tabi tutulmuştur. 

• İzole kolonilerden suşun ön aşıları, antibiyotik içermeyen Luria Bertani Broth (LB) 

ortamında, 5 mL'lik hacimlerde hazırlandı ve gece boyunca 37°C'de (200 rpm) altında 

inkübe edildi. 

• 300 mL antibiyotik içermeyen LB'ye 5 mL ön inokulum eklendi ve 37°C ve 200 rpm'de 

600 µm 0,4'te optik yoğunluğa (OD) ulaşana kadar (yaklaşık 3 saat) inkübe edildi. 
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• Bir kez O.D. ulaşıldığında, bakteri kültürü hacmi 4°C'de 10 dakika boyunca 5000 x g'de 

santrifüjlendi ve 40 mL soğuk MgCl2 ile hücre yeniden süspansiyonu için sadece hücre 

peleti (pellet) saklı tutuldu. 

• Bunu 4°C'de 3000 x g'de 10 dakika boyunca yeni bir santrifüj izledi ve ardından 

süpernatant atıldı. 

• Pelet, bu sefer 2 mL soğuk CaCl2 ile yeniden süspanse edildi, bakteriler 20 dakika buz 

üzerinde dinlenmeye bırakıldı, ardından 1 mL %50 gliserol ilave edildi. 

• MgCl2 ve CaCl2 ortamında üreyen   E. coli hücrelerinin gliserol stokunu içeren eppendorf 

tüplerine 100 μL'lik  yerleştirildi ve -80 °C'de saklandı. 

Yukarıda bahsedilen E.coli suşunun yetkin hücreleri, CaCl2 kullanılarak daha önce 

anlatıldığı gibi [105] hazırlandı. Kısaca, 250 mL'lik bir Erlenmeyer şişesi içinde 100 mL 

LB'yi aşılamak için 1 mL E.coli kültürü kullanıldı. Aşılanmış LB, 600 nm'de 0.4'lük bir 

optik yoğunluğa ulaşana kadar 37°C'de 200 rpm'lik bir çalkalama hızı ile 2-3 saat süreyle 

inkübe edildi. Daha sonra bakteri üremesi buz üzerinde 30 dakika durduruldu. Hücreler 

4,500 rpm'de 4
o
C'de 20 dakika santrifüj edilerek toplandı. Süpernatantın 

uzaklaştırlmasından sonra bakteri peleti 20 mL soğuk 0,1 M CaCl2 içinde süspanse edildi 

ve 30 dakika buz üzerinde tutuldu. Hücrelerin toplanması 4,500 rpm'de 4
o
C'de 20 dakika 

santrifüj edilerek elde edildi. Bakteri peleti 2 mL soğuk 0,1 M CaCl2 içinde süspanse edildi 

ve bu bakteri süspansiyonu eppendorf tüplerine dağıtıldı, Her tüp 100 uL bakteri 

süspansiyonu ve 100 µL %100 (h/h) gliserol içermektedir. E.coli hücrelerinin gliserol 

stoğunu içeren eppendorf tüpler -80°C'de saklanmıştır. 

Eppendorf tüpteki (100 uL) kimyasal ortamda üreyen E.coli hücreleri, 2-3 uL (50 ng) 

vektör (plazmit) ile karıştırıldı. Karışım buz üzerinde 40 dakika tutuldu. Daha sonra 

hücreler su banyosunda 42
o
C'de 45 saniye ısı şokuna tabi tutuldu ve ardından eppendorf 

tüp 5 dakika buza daldırıldı. Daha sonra eppendorf tüpe 900 µL LB broth ilave edildi ve 

37
o
C'de 180 rpm çalkalama hızı ile 1,5 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresinin sonunda, 

bu 1 mL'lik kültür, kanamisin içeren LB agar plakalarının yüzeyine yayıldı. Daha sonra 

aşılanmış agar plakaları 37°C'de 24 saat inkübe edildi. 

3.2.9. Williamsia marianensis Suşu DSM 44944'ten Kolesterol Oksidaz Kodlayan 

Genin Klonlanması 

W. marianensis suşu DSM 44944'ten kolesterol oksidaz genini kodlayan açık okuma 

çerçevesi GenBank'tan alındı. Bu açık okuma çerçevesi, QEOM01000003.1 erişim 
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numarası ile W. marianensis suşu DSM 44944'ün genomundaki c248375-246561 

nükleotidlerinden oluşmaktadır. Kolesterol oksidaz lokusu için protein kimliği 

PVY31399.1‘dir. Kolesterol oksidaz geninin (PVY31399.1) elde edilen nükleotid dizisinin 

uzunluğu 1834 bp'dir. Kolesterol oksidaz geninin bu nükleotid dizisi, Genscript Co., ABD 

tarafından sentezlendi. Daha sonra, ligasyondan bağımsız klonlama (LIC) olarak 

adlandırılan EZ Clone yöntemiyle pET-28a(+) ekspresyon vektörü üzerinde klonlandı. 

Şekil (2-4), W. marianensis suşu DSM 44944'ten kolesterol oksidaz genini taşımak için 

GenScript tarafından sentezlenen pET-28a(+)'nın vektör haritasını temsil ediyordu. Yapı, 

pET-28a (+)/Cox-william olarak adlandırıldı. 

Şekil 8. W. marianensis suşu DSM 44944'ün kolesterol oksidaz geninin sokulma yöntemini 

gösteren pET-28a (+) haritası. 

pET-28a (+)/Cox-william yapısı, yukarıda bahsedildiği gibi E. coli BL21 (DE3) 

Rosetta'nın MgCl2 ve CaCl2 ortamlarında da üretilmiştir.  

3.3.0. pET-28a (+)/Cox-william'ın E. coli BL21 (DE3) Rosetta Hücrelerine 

Dönüştürülmesi 
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pET-28a (+)/Cox-william yapısını taşıdığı varsayılarak transformant hücrelerden rastgele 

seçilen beş tek koloni, 50  mL falkon tüplerde ayrı ayrı 15 mL LB/kanamisin'e aktarıldı. 

İnoküle edilen broth'lar 16 saat 37
o
C'de inkübe edildi. Ertesi gün, GeneJET plazmit 

miniprep kiti (Thermo Fisher Co., ABD) kullanılarak on kültürden plazmit mini hazırlık 

yapıldı. İzole edilen plazmitler, pET-28a (+) vektörü üzerinde kolesterol oksidaz geninin 

varlığını kanıtlamak için PCR şablonları olarak kullanıldı. Tek bir koloniden kaynaklanan 

saf bir kültürden izole edilen her plazmit, MluI ve XhoI restriksiyon enzimi kullanılarak 

restriksiyon endonükleaz ektivitesine tabi tutuldu.  

Reaksiyon aşağıdaki gibi gerçekleştirildi: 

1 µg plazmit, 4 U MluI, 4 U XhoI, 1 µL (10X kısıtlama sindirim tamponu), 3µL nükleaz 

içermeyen su karışımı, gece boyunca 37°C'de inkübe edildi.Ertesi gün rekstrikson 

endonükleaz aktivitesi agaroz jel kullanılarak gözlemlendi.  

Table 5.PCR Reaksiyon Karışımı Hacimlerinin Protokolü 

PCR Reaksiyon Karışımı Son Hacim (25 µl) 

2X Taq PCR MasterMix/boya ile 5 

İleri Primer 1.5 

Geri Primer 1.5 

 Plazmit DNA şablonu 4 

Nükleaz içermeyen H2O 13 

3.3.1. PCR Termo Döngü Koşulları 

PCR tüpleri termocycle içine yerleştirildi ve Tablolar 6'da belirtilen koşullarda reaksiyon 

gerçekleştirldi. 

Table 6. Kolesterol Oksidaz Geninin Tespiti için PCR Isıl Döngü Koşulları Programları 

Genler Adım Sıcaklık Zaman Döngü 

Kolesterol 

oksidaz 

İlk denatürasyon 95.0 C
0 

5 dk 1 

Denatürasyon 95.0 C
0 

30 sn 

35 Primerlerin 

Bağlanması 

63.0 C
0 

1 dk 

Primerlerin Uzaması 72.0 C
0 

1 dk 
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Bu çalışmada kullanılan COX -Willimansia primeri Tablo 7'de listelenmiştir. 

Tablo 7. COX Willimansia genlerinin amplifikasyonu için kullanılan primer dizileri 

Gen Primer Dizileri (5´- 3´) Ürün 

Boyutu 

COX- Willimansia F*: ATGTACGATGGCGTGGTGTCTGTA 

R*: GCTCACACCGTCGGTCTTGGT 

1809bp 

3.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz jel elektroforezi daha önce bahsedildiği gibi gerçekleştirilmiştir [105]. Kısaca, 100 

mL TAE tamponuna (1X) 1,0 g agaroz ilave edildi (bakınız Ek I). Karışım, agaroz 

karışımını tamamen eritmek için ısıtıldı. Daha sonra, 0,5 ug/mL'lik bir nihai 

konsantrasyonda erimiş agaroza etidyum bromür ilave edildi. Erimiş agaroz, jel 

elektroforez ünitesinin (Cleaver Scientific Co., UK) döküm tepsisine döküldü, ardından 

katılaştırılmış jelde kuyucuklar oluşturmak için tarak sokuldu. Jel katılaşmasından sonra 

döküm tepsisi elektroforez tankına daldırıldı. TAE tamponu (1X), jel tamamen tampon 

yüzeyinin altına daldırılana kadar ilave edildi. Her DNA numunesi, jele yüklenmeden önce 

1X jel yükleme boyası (bakınız Ek I) ile karıştırılmıştır. Elektroforez işlemi, anot ile katot 

arasında 5-8 Voltaj/cm'de 45 dakika süreyle gerçekleştirildi. Elektroforezin sona 

ermesinden sonra, agaroz jel, bir UV transillüminatör (Cleaver Scientific Co., UK) 

kullanılarak ultraviyole (UV) ışık altında görüntülendi.  

3.3.3. Hücre Hasadı ve Bozulması 

Hücre lizizi, Hielscher Ultrasonics GMBH©'den bir ultrasonik işlemci UP50H kullanılarak 

sonikasyon yoluyla (genlik %50, döngü 1) mekanik olarak gerçekleştirildi. Pellete yaklaşık 

Son Uzatma 72.0C
0 

10 dk 1 

Tutmak 4.0 C
0

   Daima 
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10 ml lizis tamponu (20 mM İmidazol (pH 7,6) içeren 50 mM Tris ve 300 mM NaCl), 20 

ul Triton X100 ve 100 ul PMSF (0,03 mM) ilave edildi. E. coli, nazikçe yeniden süspanse 

edilen ve prosedür boyunca bir buz banyosunda dinlendirilen pET-28a (+)/Cox-william ile 

dönüştürülmüştür. Örnek, homojen bir hücre karışımı elde edilene kadar 30 saniyelik 

döngüler ve 20 tekrar ile sonikasyon aşamasına geçti. Hücre lizatı, hücre kalıntılarını 

ayırmak ve protein ekstraktını (çözünür fraksiyon) kurtarmak için 4 °C'de 30 dakika 

boyunca 10,000 xg'de santrifüjlendi ve lizatan 100 µL alınarak ayrı olarak santrifüjlendi, 

sonra -20°C'de saklanana kadar saklandı. Çözünürlüğü değerlendirmek için elektroforezde 

(SDS-PAGE) kullanılır.  

3.3.4. Cox-william Proteininin Saflaştırılması 

A. Metaller için Afinite Kromatografisi (IMAC) 

Rekombinant Cox-william'ın saflaştırma işlemi için 3 yıkama tamponu (25, 50, 100 mM 

imidazol içeren 300 mM NaCl ve 50 mM Tris) ve elüsyon tamponu (300 mM NaCl, 50 

mM Tris) hazırlandı. Tris ve 250 mM imidazol), her ikisi de pH 8.0'da.Nikel iyonu (Ni+) 

ile konjuge edilmiş agarozdan oluşan HisTrapTM HP kolonunun yaklaşık 2 mL'si, içinde 

saklandığı kalıntı alkolü çıkarmak için 5 mL Milli Q su ile yıkandı ve daha sonra lizis 

tamponu ile dengelendi ve yaklaşık 10 mL protein özü ile 1 saat, bir buz banyosunda ve 

yörüngesel çalkalama altında 100 rpm'de inkübe edildi. 

Daha sonra bu hacim plastik bir desteğe yerleştirilerek kromatografik işlem başlatıldı, ilk 

olarak, 25, 50 ve 100 mM imidazol yaklaşık 35 mL yıkama tamponu ve 250 mM imidazol 

ile elüsyon, burada yaklaşık 7 mL saflaştırılmış fraksiyon kurtarıldı ve denatüre edici 

poliakrilamid jelde uygulamaya kadar 4 °C'de saklandı. 300 mM imidazol içeren tampon 

içindeki elüsyon fraksiyonu, 50 mM Tris tamponu ve 300 mM NaCl (pH 8.0) içinde 

diyalize edildi ve yaklaşık 5 mL'de konsantre edildi, 10 kDa membranlı Vivaspin (GE 

Healthcare®) yardımıyla -80°C'de saklanmaktadır. 

B. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE analizi) 

SDS-Polyacrylamide Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) [106]: 

• %30 Akrilamid-bisakrilamid solüsyonu; 29,2 gr akrilamidin (BDH) 70 ml dist.H2O 

içinde 0,8 gr bisakrilamid ile çözülmesiyle hazırlanmış ve hacim distile H2O ile 100 

ml'ye tamamlanmıştır, ardından Millipore filtre (0,45 mm) ile süzülmüştür ve steril opak 
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kapta 1 gün süreyle saklanmıştır, en az 30 gün ve kullanımdan 15 dakika önce 

kabarcıklar vakumlandı. 

• Alt tampon (Tris –HCl tamponu 1,5 M), pH =8,8; 17,15 g Tris-baz 80 ml distal suda 

çözülerek hazırlandı, pH 8,8'e ayarlandı, ardından hacim 100 ml distal suya tamamlandı 

ve süzme ile sterilize edildi ve 4°C'de saklandı. 

• Üst tampon (Tris –HCl tamponu 0,5 M), pH =6,8; 0,7 g Tris-baz 60 ml distal suda 

çözülerek hazırlandı. pH 6,8'e ayarlandı ve hacim dist., H2O yoluyla 100 ml'ye 

tamamlandı, daha sonra süzüldü ve 4°C'de saklandı. 

• %10 Sodyum –dodesil sülfat (SDS); 10 gr SDS (BDH) distal suda çözülerek hazırlandı 

ve kuvvetlice karıştırılarak hacmi distile H2O ile 100 ml'ye tamamlandı. 

• %10 Amonyum persülfonat (APS); 10 gm APS distile H2O içinde çözülerek hazırlandı ve 

kuvvetlice karıştırıldı ve dist., H2O ile hacmi 100 ml'ye tamamlandı. 

• SAB; (%1 SDS+%10 β-markapto etanol + %10 gliserol + 0,6 Tris, pH 6,8 içinde %0,05 

Bromofenol mavisi). 

• 10X Çalışan tampon elektrot, 6 gm Tris-baz 28,8 gm Glisin ve 2 g SDS ile 200 ml distile 

su ile çözülerek hazırlanır, sonra her 25 ml çalışan tampondan Elektrot ünitesi ile 

çalışmak için 250 ml distal suya tamamlanır, 4°C'de saklandı. (Çökelti görülürse, 

kullanmadan önce tampon ısıtılabilir). 

•  Coomassie Blue Boyama Solüsyonu; (Metanol, 300 ml; Glasiyel asetik asit, 100 ml; 

Distile su, 600 ml) karıştırılarak hazırlanır. 

• Yürütme Tamponu; 10 ml %12 çözücü jel ilk olarak aşağıdaki bileşenler kullanılarak 

hazırlandı: (3,3 ml damıtılmış su; 4,0 ml Akrilamid/bisakrilamid (%30); 2,5 ml Tris-

HCl tamponu (1,5 M, pH 8,8); 0,1 ml Sodyum dodesil sülfat (SDS %10);0,1 ml 

Amonyum persülfonat (APS) %10;0,006 ml Tetrametiletilendiamin (TEMED). 

• Toplama (Staking) jeli aşağıdaki bileşenleri içeriyordu; (2,1 ml damıtılmış su; 0,5 ml 

Akrilamid/ bisakrilamid (%30); 0,38 ml Tris-HCl tamponu (1M, pH 6,8); 0,03 ml 

Sodyum dodesil sülfat (SDS %10); 0,03 ml APS (%10); 0,005 ml TEMED). 

Havuzlanmış sonikasyonlu plazmit pET-28a (+)/Cox_william yaklaşık (5 mg/ml), 3X 

numune uygulama tamponu (SAB) ile karıştırıldı, ardından 3 dakika kaynatıldı ve oyuklara 

yüklendi. Çalışma, boya sabitleme jelini geçene kadar 15 mA'da başlatıldı, daha sonra 

akım, çözücü jelin dibine hazır olana kadar 30 mA ve 120 volt'a yükseltildi. Jel daha sonra 

çıkarıldı ve commassie parlak mavi solüsyonu kullanılarak gece boyunca boyandı, 

ardından boya giderme solüsyonu kullanılarak boya giderme yapıldı. 
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3.3.5. Elde Edilen Agaroz Jelden Gen Örneğinin Saflaştırılması 

Elde  edilen %1'lik bir agaroz jelinde veya bir amplifikasyon sonrası solüsyonda bulunan 

gen fraksiyonunun saflaştırılması, GeneJET PCR saflaştırma (ThermoScientific®), DNA 

Temizleme ve Konsantrasyon Sisteminin ticari kitinin üreticisinin talimatlarına göre 

yapıldı. Saflaştırılmış numuneler, Nanodrop ekipmanı (ThermoScientific®) kullanılarak 

spektrofotometri ile ölçülmüştür. 

 

3.3.6. Rekombinant Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Bradford yöntemine göre protein konsantrasyonu, standart protein olarak Coomassie-

brilliant blue G250 ve bovin serum albümini (BSA) kullanılarak 0,5µg/mL 

konsantrasyonda standart olarak BSA kullanılarak belirlendi [107].  
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Şekil 9. Sığır Serumu Albümin Konsantrasyonunun Standart Eğrisi 

 

3.3.7. Cox-William Aktivitesinin Belirlenmesi ve Protein Tayini 

A. Modifiye edilmiş ezapelc'in Dox suyu 

Cox-william enzimi üreten bakterilerin zenginleştirilmesi için kullanılan modifiye 

ezapelc'in dox broth yolu. Ortam, substrat olarak 0,01 M Cox-william ve bir gösterge 

olarak fenol kırmızısı (etanol içinde 2,5y) ile desteklenmiştir / Cox-william L-asparagin 

üzerinde etki gösterdiğinde, amonyak açığa çıkar ve alkalide fenol kırmızısındaki sarı 

rengin pembeye dönüşümüne yol açar şart. Ezapelc'in dox ortamı, aşağıdaki bileşiğin (g/L) 

;( di-potasyum1; Potasyum dihidrojen fosfat 0,5; Magnezyum Sülfat heptahidrat 0,5; 

Sodyum klorür 5; Cox-william 3; Glikoz 10), pH 6,8, 25oC fenol kırmızısı 0,0094. ve 

121C'de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.  

B. Silico Dizi ve Filogenetik Analizi 

y = 8190001900rmlx + 0190001900rml 

R² = 381900231900rml 

0190001900rml

24190021900rml

48190041900rml

12190071900rml

36190091900rml

01900121900rml

241900141900rml

0190001900rml0190001900rml0190001900rml0190001900rml0190001900rml0190001900rml
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BSA Konsantrasyon (μg/ml) 
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Nükleotidin sekansları, NCBI (//www.ncbi.nlm.nih.gov) tarafından elde edilen BLAST 

kullanılarak sekans veritabanı ile analiz edilmek ve karşılaştırılmak üzere elde edildi ve 

ClustalW, Jalview kullanılarak hizalandı ve kümelendi, BioEdit ve DNAStar programları.  

W. marianensis Cox-william amino asidi dizisi, nükleotid dizisinin ExPASy 

sunucusundaki (http://web.expasy.org/translate/) çeviri aracı kullanılarak çevrilmesiyle 

elde edildi. Bu nedenle, Phylogeny.fr Yazılımı (http://www.Phylogeny.fr) kullanılarak ve 

[107] Liolios ve diğerleri'e göre, Williamsia marianensis Cox-william geninin 

Phylogenetic ağacı oluşturulmuştur. 

İkincil yapının tahmini, SAS çevrimiçi programına (yapıya göre açıklamalı dizi) göre 

yapıldı (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/sas/). Daha sonra, verileri elde 

etmek için proteinin sekansı İsviçre model sunucusuna gönderilerek boyutsal yapı 

beklentisi yapılmış ve 3 boyutlu yapısal tahmin, PDB görüntüleyici programı kullanılarak 

analiz edilmiştir.  

Son olarak, protein 3D yapısının modellenmesi, TASSER ve LOMET yinelemeli montaj 

simülasyonu kullanılarak çoklu iş parçacığı hizalamalarına göre tasarlandı ve Williamsia 

marianensis Cox-william'ın moleküler kütle ve teorik (pI) değerleri, ProtParam aracı 

kullanılarak belirlendi [107]. 

4. BULGULAR  

4.1. Kolesterol Oksidaz Deneyi 

Testten sonra elde edilen enzim birimleri 4,5 U/mL dir. Şekil 10, yaklaşık olarak 1809bp 

olan COX -Willimansia geninin boyutunu göstermektedir. 

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/sas/
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Şekil 10. COX- Willimansia gen amplifikasyonunun agaroz jel elektroforezi, M: Marker,  

2-4: pozitif sonuçlar; 1: olumsuz sonuç 

4.2. pET-28a (+)/CoxWilliam Yapısının Dizisi 

pET-28a (+)/Cox-william yapısının tam dizisi aşağıda fasta formatında Şekil 11 

gösterilmiştir. Ayrıca vektör yapısı, Şekil 11'de gösterildiği gibi SnapGene programı ile 

görselleştirildi.  

> pET-28a (+)/Cox-william 

tggcgaatgggacgcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcagcgtgaccgctacacttgcca

gcgccctagcgcccgctcctttcgctttcttcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaatcgggggctc

cctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccccaaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccct

gatagacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtggactcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctc

ggtctattcttttgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagctgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaa

caaaatattaacgtttacaatttcaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatttgtttatttttctaaatacattcaaatat

gtatccgctcatgaattaattcttagaaaaactcatcgagcatcaaatgaaactgcaatttattcatatcaggattatcaataccatattttt

gaaaaagccgtttctgtaatgaaggagaaaactcaccgaggcagttccataggatggcaagatcctggtatcggtctgcgattccg

actcgtccaacatcaatacaacctattaatttcccctcgtcaaaaataaggttatcaagtgagaaatcaccatgagtgacgactgaatc

cggtgagaatggcaaaagtttatgcatttctttccagacttgttcaacaggccagccattacgctcgtcatcaaaatcactcgcatcaa

ccaaaccgttattcattcgtgattgcgcctgagcgagacgaaatacgcgatcgctgttaaaaggacaattacaaacaggaatcgaat

gcaaccggcgcaggaacactgccagcgcatcaacaatattttcacctgaatcaggatattcttctaatacctggaatgctgttttccc

ggggatcgcagtggtgagtaaccatgcatcatcaggagtacggataaaatgcttgatggtcggaagaggcataaattccgtcagc
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cagtttagtctgaccatctcatctgtaacatcattggcaacgctacctttgccatgtttcagaaacaactctggcgcatcgggcttccca

tacaatcgatagattgtcgcacctgattgcccgacattatcgcgagcccatttatacccatataaatcagcatccatgttggaatttaat

cgcggcctagagcaagacgtttcccgttgaatatggctcataacaccccttgtattactgtttatgtaagcagacagttttattgttcatg

accaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctg

cgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccga

aggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtag

caccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaag

acgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctaca

ccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagc

ggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccac

ctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttc

ctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgat

accgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgcggtattttctcct

tacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactc

cgctatcgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctccc

ggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagg

cagctgcggtaaagctcatcagcgtggtcgtgaagcgattcacagatgtctgcctgttcatccgcgtccagctcgttgagtttctcca

gaagcgttaatgtctggcttctgataaagcgggccatgttaagggcggttttttcctgtttggtcactgatgcctccgtgtaaggggga

tttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactg

gaacgttgtgagggtaaacaactggcggtatggatgcggcgggaccagagaaaaatcactcagggtcaatgccagcgcttcgtt

aatacagatgtaggtgttccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggcgctgacttcc

gcgtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagcagtcgcttca

cgttcgctcgcgtatcggtgattcattctgctaaccagtaaggcaaccccgccagcctagccgggtcctcaacgacaggagcacg

atcatgcgcacccgtggggccgccatgccggcgataatggcctgcttctcgccgaaacgtttggtggcgggaccagtgacgaag

gcttgagcgagggcgtgcaagattccgaataccgcaagcgacaggccgatcatcgtcgcgctccagcgaaagcggtcctcgcc

gaaaatgacccagagcgctgccggcacctgtcctacgagttgcatgataaagaagacagtcataagtgcggcgacgatagtcatg

ccccgcgcccaccggaaggagctgactgggttgaaggctctcaagggcatcggtcgagatcccggtgcctaatgagtgagctaa

cttacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcg

gggagaggcggtttgcgtattgggcgccagggtggtttttcttttcaccagtgagacgggcaacagctgattgcccttcaccgcctg

gccctgagagagttgcagcaagcggtccacgctggtttgccccagcaggcgaaaatcctgtttgatggtggttaacggcgggata

taacatgagctgtcttcggtatcgtcgtatcccactaccgagatatccgcaccaacgcgcagcccggactcggtaatggcgcgcat

tgcgcccagcgccatctgatcgttggcaaccagcatcgcagtgggaacgatgccctcattcagcatttgcatggtttgttgaaaacc

ggacatggcactccagtcgccttcccgttccgctatcggctgaatttgattgcgagtgagatatttatgccagccagccagacgcag

acgcgccgagacagaacttaatgggcccgctaacagcgcgatttgctggtgacccaatgcgaccagatgctccacgcccagtcg
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cgtaccgtcttcatgggagaaaataatactgttgatgggtgtctggtcagagacatcaagaaataacgccggaacattagtgcagg

cagcttccacagcaatggcatcctggtcatccagcggatagttaatgatcagcccactg 

acgcgttgcgcgagaagattgtgcaccgccgctttacaggcttcgacgccgcttcgttctaccatcgacaccaccacgctggcacc

cagttgatcggcgcgagatttaatcgccgcgacaatttgcgacggcgcgtgcagggccagactggaggtggcaacgccaatcag

caacgactgtttgcccgccagttgttgtgccacgcggttgggaatgtaattcagctccgccatcgccgcttccactttttcccgcgtttt

cgcagaaacgtggctggcctggttcaccacgcgggaaacggtctgataagagacaccggcatactctgcgacatcgtataacgtt

actggtttcacattcaccaccctgaattgactctcttccgggcgctatcatgccataccgcgaaaggttttgcgccattcgatggtgtc

cgggatctcgacgctctcccttatgcgactcctgcattaggaagcagcccagtagtaggttgaggccgttgagcaccgccgccgc

aaggaatggtgcatgcaaggagatggcgcccaacagtcccccggccacggggcctgccaccatacccacgccgaaacaagcg

ctcatgagcccgaagtggcgagcccgatcttccccatcggtgatgtcggcgatataggcgccagcaaccgcacctgtggcgccg

gtgatgccggccacgatgcgtccggcgtagaggatcgagatctcgatcccgcgaaattaatacgactcactataggggaattgtg

agcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatataccATGTACGATGGCGTGGT

GTCTGTATCACGCGGTAACAGCTACTCCCAGCCCGAGCAGCCGGCCACTC

GCGAGAAGCACGATTACGACGTATTGATCGTCGGATCGGGCTTCGGTGGG

AGTGTCAGCGCCTTACGGCTGGTCGAGAAGGGCTACAAGGTCGGTGTCGT

CGAAGCGGGCCGACGGTACGCCGACGACCAGTTCGCCAAAACCAGTTGG

CGACTGCACAAGTGGCTGTGGGCTCCCAAGCTCGGGATGTTCGGCATCCA

ACGCATCCATCTGCTCAAAGACGTGATGGTGATGGCCGGTGCGGGCGTCG

GCGGCGGGTCACTGAACTATGCCAACACTCTCTACAAACCGCCGACACCG

TTCTTCCGAGATCCACAGTGGGAGCACATCACCGACTGGGAGAGCGAGCT

GTCGCCGTACTACGACCAGGCCAGCCGCATGCTGGGTGTGGTCAGCACCC

CGATCGTCACCCACGCCGACCGCGTCATGCGGCAGGTGGCCGACGAGAT

GGGGGTGGGTGACACCTTCGGGCCGACCCCCGTGGGCGTCTTCTTCGGT

GAGAAGTCCGGTGGCACAGGAACTCCGGGCGAGCGGGTGGCCGATCCGT

ACTTCGGGGGCGCAGGCCCCGACCGGACGGTGTGTGTCGAGTGTGGCGC

CTGCATGACCGGATGCCGGTACGGCGCGAAGAACACCCTGCTGAAGAACT

ACCTTGGTCTGGCCGAATCACGCGGGGCGACGATTCTCGACCGCACCACG

GTCACCGGGCTGGATCCGCAGGCAGACGGCAGCTGGAAGGTGCACACGG

CTCGGTCGGCGGCCTGGGGCCGGATCGGTGCCCGCCGCCGGACCCTGAC

CGCGGGTCAGGTGATCGTCGCCGCCGGTACGTTCAACACCCAGAAGATCA

TGCATCTGGCCAAGGACAGGGGTTCGCTGCCGGAACTTTCCGAGACGTTG

GGTGTGCTGACCCGCACCAACTCCGAATCGATCTTGGGTGCGATGCGCCG

TTCCTACGATCCGGCACAGGATTTCTCCGAGGGCATCGCGATCACCTCGT

CCTTCCACCCGTCGCCCGACACGCACATCGAACCAGTCCGATATGGCAAG



 
 

38 

 

GGATCCAACGCCATTGCGGCGCTGCAGACATTCCTCACCGACGACAAGCC

GGGTCGGTCGAGGCGGCTCAAGCTGCTCGACAAGGCCCGTGAAGAGGGC

TGGCGGGGCGTTCTGCAGCTGATCTGGTTGCGGCATTGGAGTCAGCGCAC

GGTGATCCTGCTGGTGATGCAGAACCGGAACAATTCGCTCACCACCTTCG

TGAAGAAGTTCGGGCCGTGGCGTCTGGTCACCACCAAACAGGGCCATGG

GGAGCCCAACCCCACGTGGATCCCTGCGGGTAACGAAGCCACCGAGCGT

GCGGCGAAACAGTTCGACGGTCTGCCCGGCGGAACCTGGGGAGATGTGT

TCAACATGCCGCTCACCGCTCACTACCTCGGCGGGTGTGTGATCTCCGAC

AGTCCCGACACCGGTGTGATCGACCCCTACCACCGGGTGTGGAATTACCC

GACCCTGCACATCACCGATGGTGCGGCCATCTCGGCGAACCTTGGTGTCA

ATCCCTCGCTGTCGATCTGTGCCCAGGCCGAGCGCGCAATTGCGTTGTGG

CCCAACAAGGGTGAGCGCGACATCCGGCCGCCGCAAGGCGAACCCTACG

AGCGGATCTCGCCGACGCCGCCCAAGGCGCCGGTGGTTCCGGCGGATGC

GCCCGGTGCGCTTCGGCTGCCACTGACGGTGATCACCAAGACCGACGGT

GTGAGCGCCctcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagctgagttggc

tgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactat

atccggat 

Şekil 12: Fasta formatında pET-28a (+)/Cox-william'ın tam dizisi. Küçük harflerle dizi: 

pET-28a (+) vektörü. Büyük harflerle yazılan kalın harflerle dizilim: kolesterol oksidaz 

geni. Kırmızıyla vurgulanan dizi: kolesterol oksidaz geninin başlangıç kodonu. Soluk 

maviyle vurgulanan dizi: 6-His etiketleri. Menekşe rengiyle vurgulanan dizi: durdurma 

kodonu. Sarı ve yeşille vurgulanan diziler: sırasıyla MluI ve XhoI için tanıma bölgeleri.  
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Şekil 11. SnapGene yazılımı tarafından oluşturulan, GenScript Co. tarafından sentezlenen 

rekombinant yapı pET-28a (+)/Cox_william'ın haritası. Kolesterol oksidaz geninin 

eklenmesinden sonra rekombinant plazmitin tam uzunluğu 7045 bp'dir 

Gösterildiği gibi, tam uzunluk 7045 bp'dir. Şekil 13'de gösterildiği gibi, beklenen 

rekombinant protein kolesterol oksidaz, nükleotid seviyesi ve protein seviyesi açısından 

sırasıyla 1821bp ve 69,3 kDa moleküler ağırlığa sahip olmalıdır. Kolesterol oksidaz 

geninin uzunluğu 1821bp idi. 6-His etiketi, rekombinant kolesterol oksidaz proteinine 18 

ekstra amino asit katacaktır. Ayrıca, XhoI'nin tanıma bölgesi iki ekstra amino asit 

ekleyecektir. Ayrıca, XhoI'nin tanıma bölgesi iki ekstra amino asit ekleyecektir. Böylece, 

rekombinant kolesterol oksidaz proteinine 23 ekstra amino asit eklenecek ve bu da 630 

amino asitli bir rekombinant kolesterol oksidaz proteininin ekspresyonu ile 

sonuçlanacaktır. Durdurma kodonunun çıkarılmasından sonra, nihai rekombinant protein 

629 amino asitten oluşacaktı. Rekombinant proteinin beklenen moleküler ağırlığı 69,3 

kDa'dır.  
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4.3. MluI ve XhoI ile pET-28a (+)/Cox-william Yapısının Çift Kısıtlamalı Sindirim 

Modeli 

pET-28a (+)/Cox-william'ın çift kısıtlamalı sindirim modeli Şekil 12'te gösterildi. Elde 

edilen model iki banttı: biri plazmit vektörü için (~4200 bp) ve kolesterol oksidaz genini 

taşıyan 2800 bp bandı. 

 

Şekil 12. pET-28a (+)/Cox-william'ın MluI ve XhoI ile kısıtlama sindirimi modelini gösteren 

agaroz jel elektroforezi (%1). Üst bant: plazmit vektörünün 4200 bp'si. Alt bant: 2800 bp: 

ek kolesterol oksidaz dahil. M: 1kbp DNA markerı 

4.4. Cox Protein Dizisinde Sinyal Peptidinin Varlığının Tespiti 

W. marianensis 'ten kolesterol oksidazı kodlayan PVY31316.1 protein kimliği için hiçbir 

sinyal peptidi saptanamadı.  
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Şekil 13. Protein dizisi ID: PVY31316.1'de sinyal peptidi varlığının tespiti için sinyal sunucusu 

6.0'dan çıktının diyagramı.  

 

Şekil 14. W. marianensis'in kolesterol oksidaz protein dizisinin tahmini üç boyutlu yapısı (Protein 

ID: PVY31316.1) 
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Üç boyutlu yapı, SWISS-Model çevrimiçi sunucusu tarafından tahmin edildi. Kullanılan 

şablon 6a2u.1.B'dir (Burkholderia cepacia FAD glikoz dehidrojenazdan gama-alfa alt 

birim kompleksinin kristal yapısı). PVY31316.1 ve 6a2u.1.B arasındaki dizi özdeşliği 

%23.09'dur. Öngörülen üç boyutlu yapı PyMOL programı ile görselleştirilmiştir. Sorgu 

protein dizisinde herhangi bir transmembran bölgesi tespit edilemedi. 

 

Şekil 15. PVY31316.1'in (W. marianensis 'ten oksidaz) transmembran bölgesinin varlığının 

saptanması için TMHHH-2.0 programından çıktı diyagramı 
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Şekil 16. W. marianensis'in kolesterol oksidazı (Protein ID: PVY31316.1) ve diğer türlerden diğer 

kolesterol oksidazlar arasındaki genetik ilişkiyi gösteren CLC Dizisi tarafından 

oluşturulan komşu birleşen Filogenetik ağaç. 

MNDYDVVVVGSGFGGSVAALRLVEKGYKVAVLEAGRRFTDDQLPKTSWRLRKY

LWAPWLGCYGLQRIHLL 

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDPQWGHITDWQDELNPYYDQAR

RMLGVVDNPLVTAADKV 

MREVADDMGVGDTFTTTPVGVFFGNGTEREADPFFGGVGPERTACTECGSCMTG

CRVGAKNTLVKNYLHL 

AENAGVTVLPLTTVRAVRPAAEGYELVTRRTGAKLRRKDRSIFAGQVVFAAGTY

GTQKLLLAMKETGELP 

ELSDQLGSVVRTNSEAVLAATARDREVDYTQGIAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKGS

NAIGLLQTVLSDGG 

GPVPRVFKTIGVALRHPAAFFRSLSVRHWSEKTVIALVMQTDDNSLELGSKRTIFG

RQLTSRRGAGDPPP 
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SWIPQGHKAIRLLADKIDGDPGGSIAEVVNIPMTAHFLGGCVIGADADHGVVDPY

HRIYGHPGLHVVDGS 

AVSANLGVNPSLTITAQAERAIAMWPNKGEQDKRPGLGEPYRRVAATAPRSPVVP

ESAPGALRLPLFVTM 

PESAKGAC 

>WP_030171304.1 GMC family oxidoreductase [Kitasatospora arboriphila] 

MNDYDVVVVGSGFGGSVAALRLAEKGYKVAVLEAGRRFTDDQLPKTSWRLRKY

LWAPWLGCYGLQRIHLL 

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDPQWGHITDWQDELNPYYDQAR

RMLGVVDNPLVTAADKV 

MREVADDMGVGDTFTTTPVGVFFGNGTERESDPFFGGVGPERTACTECGSCMTG

CRVGAKNTLVKNYLHL 

AENAGVTVLPLTTVRAVRPSADGYEVVTRRTGAKLRRKDTSIFAGQVIFAAGTYG

TQKLLLAMKETGELP 

ELSDQLGSVVRTNSEAVLAATARDRKVDYTQGIAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKGS

NAIGLLQTVLSDGG 

GPVPRVFKTIGVALRHPAAFIRSLSVRHWSEKTVIALVMQTDDNSLELGSKRTIFG

RQLTSRRGAGDPPP 

SWIPQGHEAIRLLADKIDGDPGGSIAEVVNIPMTAHFLGGCVIGADADHGVVDPYH

RIYGHPGLHVVDGS 

AVSANLGVNPSLTITAQAERAIAMWPNKGEQDKRPGLGEPYRRVPATAPRSPVVP

ESAPGALRLPLFVTM 

PESAKGAC 

>WP_110471332.1 GMC family oxidoreductase [Williamsia limnetica] 

MNDYDVVIVGSGFGGSVAALRLAEKGYKVAVLEAGRRFADDELPKTSWRLRKYL

WAPWMGCYGVQRIHLL 
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PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYKPPTRFFEDPQWGHITDWHDELTPYYDQARR

MLGVVDNPSVTPADKV 

MREVADDMGVGSTFTTTPVGVLFGNPGEQVADPFFGGAGPERTACTECGSCMTG

CRVGAKNTLVKNYLHL 

AEEAGVTVLPLTTVRAVRPAGDDYEIVTRRTGAKIRRREKSIFAGQVVFAAGTYGT

QKLLLAMKETGQLP 

HLSDPLGSVVRTNSEAVLAATARDRKTDYTQGIAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKGS

NAIGLLQTVLSDGG 

GKVPRILKTAGVAVRKPGAFMRSLSVRHWSEKTVIALVMQTDDNSLELGSKRGIF

GRQLTSRAGAGDPPP 

AWIPQGHEAIRLLADKIGGDPGGSMAEIVNIPMTAHFIGGCVIGADPGEGVVDPYH

RMFGHPGLHVVDGS 

AVSANLGVNPSLTIAAQAERAIAFWPNKGEIDERPDLGADYRRISPIRPLAPAVPEQ

APGALRLPLFVRD 

RPNP 

>WP_089244125.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus kyotonensis] 

MSDFDVLVIGSGFGGSVAALRATEKGYRVGVLESGRRFADDELPKTSWRLRKYL

WAPALGCYGVQRIHLL 

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDPQWGHITDWHRELAPYYDQAK

RMLGVETNPTITPSDKV 

MKEVADDMGVGETFTSTPVGVFFGEAGKTSPDPFFGGVGPARTGCTECGSCMTG

CRVGAKNTLVKNYLYL 

AEQAGAEVFPLTTVTAVRPAEGGGYQVVTRRTGGKVRRAETVMTADQVVFAAG

TYGTQKLMLAMKETGQL 

PGLSDRIGSLVRTNSEAVLAATARGREVDYTEGVAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKG

SNAIGLLQTVLSDG 
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GGRTPRILKTLGVALRHPGAAMRSLSVRRWSERTVIALVMQTDDNSLELGSKKGL

FGRTLTSRPGAGDPP 

PEWIPQGHTAIRLLADKIGGDAGGSIADVVDIPMTAHFLGGCAIGDSAERGVVDAY

HRVFGYDGLHVVDG 

SAVSANLGVNPSLTITAQAERAMALWPNKGEKDARPGVGEPYRETTPTQPSRPVV

PAAAPGALKLPLLQR 

GSSCGA 

>WP_072802887.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus yunnanensis] 

MSDYDVLVIGSGFGGSVAALRATEKGYRVGVLESGRRFADDELPKTSWRLRKYL

WAPAIGCYGVQRIHLL 

PDVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFDDPQWGNITDWHRELGPYYDQAK

RMLGVEKNPTITQSDKV 

MKEVADDMGVGETFTSTPVGVFFGTAGEKSPDPFFGGVGPSRTGCTECGSCMTGC

RVGAKNTLVKNYLYL 

AEHAGAQVFPLTTVTAVRPATGGGYEVVTRRTGGKLRRTETVMTADQVVFAAGT

YGTQKLLLAMKETGRL 

PALSERIGSLVRTNSEAVLAATARGRDVDYTQGVAITSSFHPDDHTHIEPVRYGKG

SNAIGLLQTVLSDG 

GGRTPRLLKTVGVALRHPGAALRSLSVRRWSERTVIALVMQTDDNSLELGSTKGL

FGRHLTSRPGPGDPP 

PQWIPQGHEAIRLLADKIGGDPGGSIAEIVNIPMTAHFLGGCAIGDSARTGVVDAY

HRVYGYEGLHVVDG 

SAVSANLGVNPSLTITAQAERAMALWPNKGELDARPALGSEYREIVPTHPARPVV

PVAAPGALRLPLTAL 

GGSTCGA 

>WP_188546282.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus trifolii] 
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MSFDYDVLVVGSGFGGSVSALRLTEKGYRVGVLEAGRRFEDDELPKTSWRLRKY

LWAPALGCYGIQRIHL 

LPDVLVMGGAGVGGGSLNYANTLYQPPSSVFEDDQWADITDWEEELTPYYDQAR

RMLGVEDNPTITPADK 

VMSDIANEMGVGDTFTTTPVGVFFGEGQRGKDIADPYFGGAGPGRTACTECGSC

MTGCRVGAKNTLVKNY 

LYLAEKAGAQVLPLTTVRTVRPRPGGGYDVVTRRTGAKLRRKETVLTAEQVIFAA

GTYGTQKLMLHAKAI 

GDLPKLSDKLGSVVRTNSEAVLAATAHNRDIDYTEGVAITSSFHPDDHTHVEPVR

YGKGSNAIGLLQTVL 

SDGGGRVPRPLKTLGVAVRHPVAAFRSLSVRNWSERTVIALVMQTDDNSLELGTK

RGRLTSRKGPGDPPP 

SWIPQGHTVVRKAAEKIGGDPGGSFADVVNIPMTAHFLGGCVIGSSSERGVIDGYQ

RAYGYEGLHVVDGS 

SVSANLGVNPSLTITAQAERAMALWPNKGEVDSRPPVGAGYRPTKAVKPDRPVV

PEHASGALRLPLFVVN 

K 

 

>WP_219110666.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus globerulus] 

MTATHYDVVVIGSGFGGSVAALRLTEKGYRVGVLESGRRFADDELPETSWRLRK

YLWAPWIGCYGVQRIH 

LLPDVLVMAGSGVGGGSLNYANTLYQPPKRFFEDRQWEHITDWHDELAPYYDQA

KRMLGVRTNPSFTPAD 

AVMKEVAEEMGVGETFTSTPVGVFFGDAGVSVPDPFFGGKGPERTGCTECGGCM

TGCRVGAKNTLVKNYL 

HLAEHAGARVHPLTTVRELRPRKGGGYQLLARRTDGIRKREQIFTADQVVVAAGT

YGTARLLLGMKESGA 
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LPHLSNALGTVVRTNSEAVLAATSKSRRRDFTQGVAITSSFHPDDHTHIEPVRYGK

GSNAIGLLQTVLSD 

GGGKVPRVLKTLAVAARHPSAFARSLSVRNWSERTVIALVMQTDDNSLELSKNTR

RFGRSLTSRPGPGDP 

PPTWIPQGHTAIRKVAQKIDGDPGGSIAEIVNIPMTAHFLGGCAIGDSPSTGVVDPY

LRAYGHNGLHVMD 

GSVVSANLGVNPSLTITAQAERACALWPNAGRDDARPAVGDPYVRLVPTPPSNPV

VPEHASGALRLPLIF 

PTEKVPDVERP 

>WP_068148931.1 GMC family oxidoreductase [Rhodococcus corynebacterioides] 

MKDTYDVIVIGSGFGGSVAALRATEKGYRVGVLESGRRFEDHELPKTSWRLRKYL

WAPLIGCYGLQRIHL 

LPNVLVMAGAGVGGGSLNYANTLYQPPTPFFRDPQWGDITDWEKEMAPYYDQA

KRMLGVEDNPTITPADK 

IMRDIAEEMGVGDTFGTTPVGVFFGAPGQKGKDVPDPYFGGVGPTRTGCTECGSC

MTGCRVGAKNTLVKN 

YLHLAERAGATVHPLTTVTSVRPRAGGGYEVRVRRTGAKLRRRETVMTASQVVF

AAGTYGTQKLMLAMKE 

SGELPRLSDKLGSVVRTNSEAVLAATARDRQIDFTEGVAITSSFHPNDHTHIEPVRY

GKGSNAIGLLQTV 

LSDGGGRLPRPLKTLGVAVRHPAATLRSLSVRNWSERTVIALVMQTDDNSLELGS

KKGRFGRRLTSRPGG 

GTPPPKWIPEGHVAIRKAADKIGGDPGGSFADVFDIPMTAHFLGGCVIGATPERGVI

DPYHRVYGYEGLH 

VVDGSAVSANLGVNPSLTITAQAERALALWPNKGEEDRRPPMQGEYVALPPQSPA

APVVPVHAPGALRLP 

LTVVGQDR 
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>pdb|1COY|A Chain A, CHOLESTEROL OXIDASE 

APSRTLADGDRVPALVIGSGYGGAVAALRLTQAGIPTQIVEMGRSWDTPGSDGKIF

CGMLNPDKRSMWLA 

DKTDQPVSNFMGFGINKSIDRYVGVLDSERFSGIKVYQGRGVGGGSLVNGGMAV

TPKRNYFEEILPSVDS 

NEMYNKYFPRANTGLGVNNIDQAWFESTEWYKFARTGRKTAQRSGFTTAFVPNV

YDFEYMKKEAAGQVTK 

SGLGGEVIYGNNAGKKSLDKTYLAQAAATGKLTITTLHRVTKVAPATGSGYSVT

MEQIDEQGNVVATKVV 

TADRVFFAAGSVGTSKLLVSMKAQGHLPNLSSQVGEGWGNNGNIMVGRANHMW

DATGSKQATIPTMGIDN 

WADPTAPIFAEIAPLPAGLETYVSLYLAITKNPERARFQFNSGTGKVDLTWAQSQN

QKGIDMAKKVFDKI 

NQKEGTIYRTDLFGVYYKTWGDDFTYHPLGGVLLNKATDNFGRLPEYPGLYVVD

GSLVPGNVGVNPFVTI 

TALAERNMDKIISSDIQ 

>pdb|1B8S|A Chain A, Protein (cholesterol Oxidase),Streptomyces sp. 

DNGGYVPAVVIGTGYGAAVSALRLGEAGVQTLMLEMGQLWNQPGPDGNIFCGM

LNPDKRSSWFKNRTEAP 

LGSFLWLDVVNRNIDPYAGVLDRVNYDQMSVYVGRGVGGGSLVNGGMAVEPKR

SYFEEILPRVDSSEMYD 

RYFPRANSMLRVNHIDTKWFEDTEWYKFARVSREQAGKAGLGTVFVPNVYDFGY

MQREAAGEVPKSALAT 

EVIYGNNHGKQSLDKTYLAAALGTGKVTIQTLHQVKTIRQTKDGGYALTVEQKD

TDGKLLATKEISCRYL 

FLGAGSLGSTELLVRARDTGTLPNLNSEVGAGWGPNGNIMTARANHMWNPTGAH

QSSIPALGIDAWDNSD 
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SSVFAQIAPMPAGLETWVSLYLAITKNPQRGTFVYDAATDRAKLNWTRDQNAPA

VNAAKALFDRINKANG 

TIYRYDLFGTQLKAFADDFCYHPLGGCVLGKATDDYGRVAGYKNLYVTDGSLIPG

SVGVNPFVTITALAE 

RNVERIIKQDVTAS 

>pdb|1KDG|A Chain A, cellobiose dehydrogenase, Phanerodontia chrysosporium 

PTVSATPYDYIIVGAGPGGIIAADRLSEAGKKVLLLERGGPSTKQTGGTYVAPWAT

SSGLTKFDIPGLFE 

SLFTDSNPFWWCKDITVFAGCLVGGGTSVNGALYWYPNDGDFSSSVGWPSSWTN

HAPYTSKLSSRLPSTD 

HPSTDGQRYLEQSFNVVSQLLKGQGYNQATINDNPNYKDHVFGYSAFDFLNGKR

AGPVATYLQTALARPN 

FTFKTNVMVSNVVRNGSQILGVQTNDPTLGPNGFIPVTPKGRVILSAGAFGTSRILF

QSGIGPTDMIQTV 

QSNPTAAAALPPQNQWINLPVGMNAQDNPSINLVFTHPSIDAYENWADVWSNPRP

ADAAQYLANQSGVFA 

GASPKLNFWRAYSGSDGFTRYAQGTVRPGAASVNSSLPYNASQIFTITVYLSTGIQ

SRGRIGIDAALRGT 

VLTPPWLVNPVDKTVLLQALHDVVSNIGSIPGLTMITPDVTQTLEEYVDAYDPAT

MNSNHWVSSTTIGSS 

PQSAVVDSNVKVFGTNNLFIVDAGIIPHLPTGNPQGTLMSAAEQAAAKILALAGGP 

>sp|P22637.2|CHOD_BREST RecName: Full=Cholesterol oxidase; Short=CHOD; 

AltName: Full=Cholesterol isomerase; Flags: Precursor, Brevibacterium sterolicum 

MTDSRANRADATRGVASVSRRRFLAGAGLTAGAIALSSMSTSASAAPSRTLADGD

RVPALVIGSGYGGAV 

AALRLTQAGIPTQIVEMGRSWDTPGSDGKIFCGMLNPDKRSMWLADKTDQPVSN

FMGFGINKSIDRYVGV 
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LDSERFSGIKVYQGRGVGGGSLVNGGMAVTPKRNYFEEILPSVDSNEMYNKYFPR

ANTGLGVNNIDQAWF 

ESTEWYKFARTGRKTAQRSGFTTAFVPNVYDFEYMKKEAAGQVTKSGLGGEVIY

GNNAGKKSLDKTYLAQ 

AAATGKLTITTLHRVTKVAPATGSGYSVTMEQIDEQGNVVATKVVTADRVFFAA

GSVGTSKLLVSMKAQG 

HLPNLSSQVGEGWGNNGNIMVGRANHMWDATGSKQATIPTMGIDNWADPTAPIF

AEIAPLPAGLETYVSL 

YLAITKNPERARFQFNSGTGKVDLTWAQSQNQKGIDMAKKVFDKINQKEGTIYRT

DLFGVYFKTWGDDFT 

YHPLGGVLLNKATDNFGRLPEYPGLYVVDGSLVPGNVGVNPFVTITRLAERNMD

KIISSDIQ 

>sp|P9WMV8.1|CHOD_MYCTO RecName: Full=Cholesterol oxidase; AltName: 

Full=Cholesterol isomerase 

MKPDYDVLIIGSGFGGSVTALRLTEKGYRVGVLEAGRRFSDEEFAKTSWDLRKFL

WAPRLGCYGIQRIHP 

LRNVMILAGAGVGGGSLNYANTLYVPPEPFFADQQWSHITDWRGELMPHYQQAQ

RMLGVVQNPTFTDADR 

IVKEVADEMGFGDTWVPTPVGVFFGPDGTKTPGKTVPDPYFGGAGPARTGCLEC

GCCMTGCRHGAKNTLV 

KNYLGLAESAGAQVIPMTTVKGFERRSDGLWEVRTVRTGSWLRRDRRTFTATQL

VLAAGTWGTQHLLFKM 

RDRGRLPGLSKRLGVLTRTNSESIVGAATLKVNPDLDLTHGVAITSSIHPTADTHIE

PVRYGKGSNAMGL 

LQTLMTDGSGPQGTDVPRWRQLLQTASQDPRGTIRMLNPRQWSERTVIALVMQH

LDNSITTFTKRGKLGI 
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RWYSSKQGHGEPNPTWIPIGNQVTRRIAAKIDGVAGGTWGELFNIPLTAHFLGGA

VIGDDPEHGVIDPYH 

RVYGYPTLYVVDGAAISANLGVNPSLSIAAQAERAASLWPNKGETDRRPPQGEPY

RRLAPIQPAHPVVPA 

DAPGALRWLPIDPVSNAG  

4.5. SDS-PAGE Prokaryotik Sistemde Heterolog İfadenin Analizi ve pET-28a 

(+)/Cox-william Yapısının Saflaştırılması 

Cox-william geninin rekombinant W. marianensis suşu, E. coli BL21 (DE3) Rosetta 

Suşunda eksprese edildi; konakçı suşu, Şekil 17'da gösterildiği gibi 30°C'de 18 saat 

boyunca (bir mM IPTG) ile indükleme üzerine elde edilen uygun bir gen ekspresyonu 

seviyesini tespit eder; daha sonra hücre lizizinden sonra rekombinant proteinin protein 

özütü (çözünür fraksiyon) IMAC Kromatografisi ile saflaştırıldı, daha sonra proteinin 

çözünürlüğünü değerlendirmek ve ayrıca rekombinantın moleküler ağırlığını (M.W) 

belirlemek için SDS-PAGE ile analiz edildi.  
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Şekil 17. M: protein Markerı Gösteren SDS-PAGE (%10) 

Bandlar (16, 17) 1 mM IPTG kullanılarak Cox-william barındıran indüklenmiş E. coli 

BL21 (DE3) Rosetta'nın rekombinant Cox-william çözünür fraksiyon proteinlerinin 

ifadesidir. ve şeritler (1;2;3), indüklenmemiş E. coli BL21 (DE3) Rosetta / Cox-william'ın 

çözünmeyen fraksiyon proteinlerini temsil etmektedir.  

Cox-william enzimi proteininin tahmin edilebilir M.W'si 69.3 kDa'dır. burada SDS analizi, 

protein bandının boyutunun 61,0 kDa'da olduğunu ortaya koymaktadır.  

Şekil 4.1'de gösterildiği gibi, sonuç, W. marianensis Cox-william'ın sitozolde yerleşik 

Cox-william için belirgin bir şekilde spesifik olan ve çözelti içinde homodimer olarak 

hareket eden Cox-william tipine oldukça benzer olduğunu gösterir. Bu homodimer, etki 

alanı formülasyonu için oldukça gereklidir ve sırayla kataliz için gereklidir.  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ  

Kolesterol oksidaz tamamen prokaryotik mikroorganizmalar (patojenik ve patojenik 

olmayan bakteriler) tarafından üretilmiştir. Patojenik bakteriler, bu enzimi, membran 

kolesterolünün oksidasyonu ile konakçı makrofajların enfeksiyonu için kullanırken, 

patojenik olmayan bakteriler, kolesterol ayrışmasından karbon kaynakları elde etmek için 

ChO'yu metabolik bir araç olarak kullanma eğilimindedir [4]. Şimdiye kadar orijinal 

mikroorganizmalardan ChO elde etmek için birçok çaba sarf edildi. Bununla birlikte, bu 

yaklaşım, zor büyüme koşulları ve orijinal mikroorganizmaların düşük üretkenliği gibi bazı 

zorluklardan muzdariptir [108, 27]. Farklı bakteri kaynaklarından elde edilen ChO genleri 

klonlanmış ve enzim üretiminin ticari uygulaması için etkili olabilecek ifade edilmiştir 

[109]. Moleküler klonlama, genomik DNA'dan spesifik DNA dizilerinin hızlı 

amplifikasyonu ve izolasyonu için tercih edilen yöntemdi [119]. Bununla birlikte, karmaşık 

PCR ürün karışımları, örneğin prob olarak kullanım için belirli ürünlerin izolasyonu için 

hala klonlamayı gerektirir [120]. 

Bu "rekombinant" formlar, E. coli'yi çok verimli bir şekilde dönüştürmek için kullanıldı; 

Prosedür, %100 rekombinant klonlarla sonuçlanıyor gibi görünüyor. Başka bir LIC 

prosedürü [121] tarafından geliştirilmiştir. Bu yöntem, PCR ürününün ve vektörün 

denatürasyonunu ve heterolog bağlanmada kullanır ve kontrol edilmesi zordur.  

Mevcut çalışmanın sonuçları, pET-28a (+)/Cox-william'ın çift kısıtlamalı sindirim 

modelinin kullanılmasının; elde edilen bu desen iki banttı: biri plazmit vektörü (~4200 bp) 

ve kolesterol oksidaz genini taşıyan 2800bp bandı  bulunmaktadır.  

Tam uzunluk 7045 bp idi, beklenen rekombinant protein kolesterol oksidaz, nükleotid 

seviyesi ve protein seviyesi açısından sırasıyla 1821 bp ve 69.3 kDa'lık bir moleküler 

ağırlığa sahip olmalıdır. Kolesterol oksidaz geninin uzunluğu 1821 bp'dir. 

Bu enzimler genellikle 4-8 baz çiftinden oluşan DNA dizilerini tanır ve DNA'yı çift 

sarmallı, tek bir yapışkan uç bırakarak veya her bir zincirde aynı pozisyonda kör bir ucu 

keserek şaşırtabilir [122]. Bakteri üremesi için kullanılan besiyerinin içeriği çok önemliydi 

ve etkisi büyüktür; Luria Bertani, bakteri üremesinin ifade amaçları için kullanıldı, ayrıca 

bu ortam, IPTG ilavesiyle ifadenin indüklendiği basit bir ortamdır [123].  

Arıtmanın kolaylaştırılması için füzyon etiket(ler)i başka bir anahtar faktördür. Polihistidin 

(His) etiketi, protein saflaştırma amacıyla kullanılan en yaygın etikettir. Bu etiket nispeten 
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küçüktür, genel yapı üzerinde küçük bir etkiye sahiptir ve çoğu durumda protein yapısına 

müdahale etmezler [124]. 

Bu çalışmanın sonuçları, W. marianensis’ in kolesterol oksidaz protein dizisinin üç boyutlu 

yapısını göstermiştir. Yapı ve fonksiyon ilişkilerine dayalı tasarım, enzimatik performansı 

iyileştirmede önemli başarılar elde etmişti [126].  

Toyama ve diğerleri (2002) tarafından gerçekleştirilen çalışmanın sonuçları, substrat 

spesifikliğini ve afinitesini araştırmak için bölgeye yönelik mutajenez ve yapısal 

karşılaştırmalar kullanarak Streptomyces kolesterol oksidazına amino asit  dahil etmiştir 

[127].  

R. equi enziminden Q145E  mutantı, gelişmiş bir termal stabilite göstermişdir [116]. 

Brevibacterium sp. kolesterol oksidaz, yapısal analize dayalı olarak termal stabiliteyi ve 

aktiviteyi geliştirmek için tasarlandı, oysa Q153E/F128L mutantı, vahşi tip enzimden daha 

üstün termal stabilite ve enzimatik aktivite göstermişdir [128, 129]. Toplam serum 

kolesterolünü ölçmek için bir enzim elektrotu olarak potansiyel endüstriyel uygulaması 

için kolesterol oksidaz varyantlarının rasyonel tasarımı zordur.  

Pimelobacter simplex (Arthrobacter simplex olarak da adlandırılır), organik çözücülere 

karşı yüksek toleransı nedeniyle steroid transformasyonunda yaygın olarak 

kullanılmaktadır [130] ve Pimelobacter simplex'ten yeni bir varsayılan kolesterol oksidaz 

geni, PsChO tanımlanmıştır [120]. Mevcut sonuçlar, mevcut protein (PVY31316.1) ve 

6a2u.1.B arasındaki sekans özdeşliğinin %23,09 olduğunu kaydetti.  

Brevibacterium sterolicum'dan elde edilen kolesterol oksidazın kristal yapısı (PDB ID: 

1COY, 1.8Â), α-sarmallar arasına sıkıştırılmış bir β-kıvrımlı tabakadan oluşan 

karakteristik nükleotid bağlayıcı kata (Rossmann kıvrımı) sahiptir ve %66 sekans 

özdeşliğine sahiptir. Hedef protein PsChO, şablon olarak seçilmişdir. Daha sonra, her 

model ilk önce eşlenik gradyanlarla değişken hedef fonksiyon yöntemiyle optimize 

edilmişdir[131].  

Filogenetik ağaç, gözlemlenen nükleik asit varyasyonlarına dayanan bu çalışmada 

oluşturulmuştur. Bu ağaç, W. marianensis 'in kolesterol oksidazı ile diğer türlerden gelen 

diğer kolesterol oksidazları arasındaki genetik ilişkiyi gösterdi. Filogenetik ağacın 

sonuçları, ağaç içinde ana birleşik PVY31316.1'i temsil edilen olarak gösterildi. 
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Kitasatospora abroriphilia'yı temsil etmek üzere mevcut kapsayıcı ağaca diğer yüksek 

düzeyde ilişkili organizmalar da dahil edildi ve incelenen örnek %99 özdeşliğe sahipti ve 

Kitasatospora abrorifilia dizileri içinde yalnızca bir dalda kümelendi (Şekil 3.7).  

W. marianensis ve Kitasatospora abroriphilia arasında bağlanan dal, WP110471332.1 

Williamsia limnetica ile tek dalda %91 oranında bağlanır. Mevcut sonuçlara göre, son dalın 

Pdp 1B8S Streptomyces ile %40 özdeşliği olduğu kaydedilmiştir.  

WP-188546282.1 Rhodococcus trifolii, WP-06814893.1 ile %70 özdeşliğe sahipti. 

Rhodococcus corynebacterioides; bu suşlar, Pdp 1B8S Streptomyces ile %40 özdeşliğe 

sahipti.  

16S rRNA gen dizilerine dayanan filogenetik analiz, Rhodococcus kyotonensis sp. suşu, en 

yakın filogenetik komşuları olarak Rhodococcus yunnanensis YIM 70056(T) ve 

Rhodococcus fascians DSM 20669(T) ile Rhodococcus cinsi içinde yeni bir alt çizgi 

oluşturur (sırasıyla %98,2 ve %97,8 dizi benzerliği) [132].  

İzolatı MT8T, yalnızca Williamsia cinsi tarafından işgal edilen evrimsel radyasyon bölgesi 

içinde yer almakla kalmaz, aynı zamanda W. muralis türü suşu ile birlikte ayrı bir fıletik 

çizgi oluşturur. Tüm ağaç yapma algoritmaları ve komşu birleştirme analizindeki %100 

önyükleme değeri tarafından desteklenen bir ilişkilendirme. İki organizma, 16S rRNA gen 

benzerliğinin %99'unu paylaşır. Hizalama için mevcut 1450 konum üzerinden 7 nt farka 

karşılık gelen bir değer [16].  

E. coli BL21 (DE3) Rosetta suşunda ifade edilen rekombinant Cox-william yapısının 

başlangıç seviyesi; pET-28a (+)/Cox-william yapısını barındıran 4,5 U/mL idi. Uygulanan 

optimize edilmiş strateji, LB büyüme ortamının ikame edilmesi üzerine rekombinant 

Rosetta suşunun hücre lizatında izlenen Cox-william yapı aktivitesini başarılı bir şekilde 

geliştirmiştir. Daha sonra (IMAC) Kromatografisi ile protein saflaştırması, çözünürlüğü 

değerlendirmek ve aynı zamanda rekombinant proteinin moleküler ağırlığını (M.W) 

belirlemek için SDS-PAGE ile analiz edildi.  

W. marianensis 'in Cox-william yapı enziminin beklenen M.W'si 69.3kd idi, burada SDS 

analizi, protein bandının boyutunu ortaya çıkardı. Bu nedenle, W. marianensis 'in 

rekombinant proteini, çözünür fraksiyonda eksprese edildi ve enzimatik aktivitesini 

korudu. Kolesterol oksidaz, 501.05 U/ml toplam aktiviteye sahip DEAE Sepharose CL-6B 
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ve 31,15 mg protein içeren iyon değiştirme kolonu ayrımından sonra homojenliğe 

saflaştırıldı. Enzim, 16.08 U/mg proteinin spesifik aktivitesi ile saflaştırıldı [133].  

Kolesterol oksidazların moleküler ağırlıkları 47-61 kDa aralığında rapor edilmiştir [39]. 

Fiksasyonla ilgili öneriler değişkenlik gösterir, ancak iyi sonuçlar alınabilir. Elektroforez 

jelinin çoğu SDS'yi boya çözeltisinden çıkarmak için suda yıkandıktan sonra basit bir 

prosedürle elde edilir [134].  

Sonuç olarak, bu çalışma, yeni bir bakteri W. marianensis klonlamasından ve kolestrol 

oksidazın E. coli'deki heterolog ekspresyonundan ilk kez Kolestrol oksidazını başarıyla 

üretti, gelecekte tedavi edici özelliklerini incelemeye hazır hale gelmiştir.  

Ayrıca bu çalışmanın bulgusu, sitozolde yer alan ve çözeltide homodimer olarak hareket 

eden kolesterol oksidaza belirgin şekilde spesifik olan E. coli'nin tip kolesterol oksidazına 

oldukça benzemektedir.  

Son olarak, bir Novel-bakteriyel W. marianensis kolesterol oksidaz enziminin çözünür ve 

aktif olarak klonlanması ve ekspresyonu başarıyla sağlanmıştır. 
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