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OZET

Glukoz izomeraz, biiylimek igin karbon kaynafi olarak ksilozu kullanabilme
yetenefine sahip ve birgok bakteride bulunan hiicre i¢i bir enzimdir. Glukoz izomeraz,
D-ksilozun D-ksiluloza déniigiimiinii katalizledigi gibi ayn1 zamanda D-glukozun D-fruktoza
doniligtimiinii de katalizlemektedir. Bu ikinci ©zelligi High Fructose Corn Syrup (HFCS;
yiiksek icerikli fruktoz surubu) iiretiminde endiistriyel alanda kullanilmaktadir. HECS biiyiik
oranda mesrubat, firin, geker ve konserve gibi sanayi iirtinlerinde kullanilmaktadir. Glukoz
izomeraz, hiicre i¢i bir enzim olmasi ve glukoza olan diisiik K, degeri kargilamak igin yiiksek
miktarlarda ihtiya¢ duyulmas: sebebiyle pahali bir enzim olarak dikkate alinabilir. Termofilik
bir bakteri olan Anoxybacillus gonensis G2°, glukoz izomeraz aktivitesine ve bu aktiviteyi
saglayan enzimin genine sahiptir.

Bu c¢aligsma; Anoxybacillus gonensis G2” glukoz izomeraz geninin klonlanmasi, gen
{irliniiniin izolasyonu ve karakterizasyonunu icermektedir. Calijmada glukoz izomerazi
kodlayan xylA geninin 530 bp lik bir pargas1 klonland: ve baz dizilimi belirlendi. Maksimum
aktivite 85°C’de pH 6,5’da gézlendi. Hiicre oziitliniin 30 dakika, 85°C’de inkiibe edilmesi
sonucunda, glukoz izomeraz aktivitesi % 50 oraninda azaldi. pH 5-9,5 araliginda 4°C’de 300
dakika bekletilen enzimin bu pH degerlerinde kararliligini korudugu tespit edildi. Glukoz i¢in
olan 15,24 mM K,, degeri ile diger glukoz izomerazlardan daha diisiik bir K,, degerine sahip
oldugu belirlendi. Enzimin 85°C’deki 1s11 kararliligmu Co*”nin artirdigi, Mg nin
degistirmedigi, Mn**nin ise azalth@1 gozlendi. Glukoz izomeraz aktivitesi igin Co*?, Mg*
ya da Mn*? bivalent metal iyonlarindan en az birini gerekli oldugu bulundu ve en yiiksek
aktivitenin Co*> metal katyonu varligmnda oldugu belirlendi. Cd*?, Ca*™, Sn*?, Hg", Ni%,
Zn*?, Fe*? veya Cu*? gibi bivalent metal katyonlar1 ile gergeklestirilen denemeler, bu bivalent
metal katyonlarmin enzim aktivitesini inhibe ettigi gozlendi. Elektroforetik deneyler,
Anoxybacillus gonensis G2" GI’'1nn alt birimlerinin molekiiler agirliklarinin 43 kDa civarinda
oldugunu gosterdi.

Elde edilen veriler; Anoxybacillus gonensis G2" GI'tun 1811 ve pH kararli bir enzim
oldugunu ve pH 6 gibi asidik ortamlarda aktivitesinin yiiksek oldufunu gostermektedir. Bu
sonuglar ve diger biyokimyasal verilerle, Anoxybacillus gonensis G2" G'iun Gnemli bir

endiistriyel izomeraz olabicecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus gonensis, Glukoz Izomeraz, Ksiloz Izomeraz, HFCS
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SUMMARY

Cloning, Isolation and Characterization of D-Glucose ( D-Xylose) Isomerase
Gene from Anoxybacillus gonensis

Glucose isomerase (D-xylose ketol isomerase; EC 5.3.1.5) is an intracellular enzyme
found in a number of bacteria that utilize xylose as carbon substrate for growth. Glucose
isomerase converts D-xylose to D-xylulose in vivo and also catalyzes the conversion of
D-glucose to D-fructose in vitro. The latter activity is used in industry for the production of
high fructose corn syrup (HFCS). The major uses of HFCS are in the beverage, baking,
canning, and confectionery industries. The use of glucose isomerase is expensive, because it
is an intracellular enzyme and large quantities are needed to compensate for the high K, for
glucose. Therefore, it is important to immobilize glucose isomerase for its industrial
applications. Anoxybacillus gonensis G2* has glucose isomerase gene and activity.

This work describes the cloning, isolation, and characterization of the glucose
isomerase (E.C 5.3.1.5) from Anoxybacillus gonensis G2 A 530 bp part of the xylA gene
coding for glucose isomerase from Anoxybacillus gonensis G2 was cloned and sequenced.
The glucose isomerase optimal temperature was 85°C and maximal activity was observed in
pH 6,5.. It was found that the enzyme was stable in the range of pH 5-9,5 at 4°C for 300
hours. After incubation at 4°C and 30°C for 300 hours, the enzyme saved 80 % of its activity.
It was determined that the enzyme had a lower K, (15,24 mM) for glucose than most of the
glucose isomerases. It was observed that the enzyme thermostability at 85°C increased in the
presence of metallic cation Co*” and decreased by the effect of Mn*?, while it was not
affected by Mg*>. It was found that at least one of the divalent metallic cations Co*, Mg* or
Mn*? is essential for glucose isomerase activity Also, it was recorded that the maximum
activiy of the glucose isomerase was in the presence of metallic cation Co*™. The experiment
conducted with the metallic cations Cd*?, Ca*, Sn*?, Hg*?, Ni*?, Zn™, Fe*?, and Cu*? shown
that these divalent metallic cations inhibated the actvity of the enzyme. The weights of
subunits of molecule were calculated as aproximatelly 43.000 Daltons.

In the light of all data it has been suggested that the enzyme’s biocatalytic properties
proved to be one of the important industrial enzymes.

Key Words: Anoxybacillus gonensis, Glucose Isomerase, Xylose Isomerase, HFCS
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1. GENEL BIiLGILER
1.1. GIRiS

Yaygin olarak glukoz izomeraz (GI) olarak bilinen D-glukoz/ Ksiloz izomeraz
(EC 5.3.1.5), amilaz ve proteaz ile birlikte diinyanin en yiiksek tonajli ii¢ enziminden
biridir (Bhosale ve ark,1996). GI; D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza
doniistimlii izomerizasyonunu katalizler (Sekil 1). Ksilozun ksiluloza doniigtiiriilmesi,
Ozellikle giirliyen bitki materyali {izerinde rahatlikla biiyiiylip gogalabilen saprofilik
bakterilerde, beslenmeyle ilgi bir ihtiyactir ve aym zamanda hemiseliilozun etanole
doniisiimde rol oynar. Glukozun fruktoza izomerizasyonu yiiksek fruktoz icerikli hububat
surubu‘ (High Fructose Corn Syrup) tiretiminde ticari bir Gneme sahiptir. Seker kamigi
(%60) ve seker pancarindan (%30) elde edilen sukroz, 1976 yilina kadar yiyeceklerde
tatlandirict ana madde olarak kullanilmaktaydi. Glukoz izomeraz kullanarak HFCS
iiretiminin ilk kez Japonya’da daha sonra da U.S.A’ da gerceklestirilmesi ve 1958
yilindaki Kiiba Devrimi’nden sonra meydana gelen sakkaroz yoklugu sonucu, GI ticari bir
Onem kazanmig ve bu giline kadar Onemini kaybetmeden en Onemli endiistriyel
enzimlerden biri olarak diinya pazarindaki yerini almistir (Bhosale ve ark., 1996).

Fruktoz suruplarinin endiistriyel uygulamalarda bagariyla uygulanabilmesinin
altinda yatan sebep GI'min kesfi olmustur. Ulkemizde ve AB mevzuatinda fruktoz
suruplarmin  tammi yer almamaktadir. A.B.D. Yiyecek ve Ilag Denetim Kurumuna
(FDA,2000) gore fruktoz suruplari; % 42 veya 55 fruktoz iceren tatli, besleyici sakkarit
karigimu olup, misir nigastasi glukozunun glukoz izomeraz enzimi kullanilarak fruktoza
doniistiiriilmesi ile elde edilen bir iiriindiir. Ayrica % 90 fruktoz iceren ficiincii bir tip de
bulunmakta olup, diinyada sinirli kullanima sahiptir (Bucke ve ark., 1983). Fruktoz
suruplar1 tathh (Dahl ve ark., 1994), diisiik viskozite ve daha az kristallenme gibi
Ozellikleri sebebiyle kullaniciya depolama ve tagima islemleri sirasinda avantaj saglayan
(Briggs ve ark., 1984) cok islevli iiriinlerdir.

Bugiin fruktoz suruplarinin endiistriyel alanlarda basariyla kullanilmasinin altinda
yatan en Onemli olay, GI enziminin kesfi olmustur. 1957 yilinda Marshall ve Kooi’nin
Pseudomonas hydrophyla’dan elde ettikleri enzimin GI kapasitesi seker kamig1 gekerinin
yerine HFCS kullaniminda bu enzimin degerlendirilmesinde baslangic noktasini
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Sekil 1. D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza GI aracilifiyla
doniigtimlii izomerizasyonu

olugturmustur. Bu enzimin, biiylime ortaminda ksiloza ihtiya¢ duydugu ve iiretimin
arsenat varligiyla arttirilabildigi gosterilmistir (Chaing ve ark., 1981a). Daha sonralari
ksilozdan bagimsiz olarak, GI aktivitesi Escherichia intermedia’ da bulunmustur (Chen ve
ark., 1979b). Takasaki ve Tanabe, Bacillus megaterium' dan NAD-bagimli ve glukoza
ozgii bir GI'1 (EC 5.3.1.18) izole etmislerdir (duPreez ve ark., 1987; duPreez ve ark.,
1985). Glukoz ve mannozun fruktoza izomerizasyonunu yapan benzer bir GI,
Paracolobacterium aerogenoides’den izole edilmigtir (duPreez ve ark., 1983, Dworschack
ve ark., 1972). Biitiin bu aktiviteleri gésteren GI’lardan EC (5.3.1.5) numarali enzimler,
ticari uygulamalarda kullanidmaya en uygun enzimdir. Enzimatik olarak glukozun
izomerizasyonu ilk kez endiistriyel bir oranda 1957 yilinda Amerika’da Clinton Corn
Processing Co. tarafindan basariimistir. 1974 yilina gelindiginde immobilize edilmis GI
artik ticari olarak elde edilebilir halde gelmistir. Yiyecek endiistrisinde HFCS’ ye olan
talep her gecen giin artmis ve 1980’e kadar bati diinyasindaki biitiin sekerlerle ugrasan
biiyiik sirketler GI teknolojisine bagvurmaya baglamigtir. Bugiin enzim, yiyecek
endiistrisinde en biiyiik marketlerde yerini almigtir (Amore ve ark., 1989). Sahip oldugu
endiistriyel 6nemden dolay1 bugiine kadar bir ¢ok organizmanin GI enzimi incelenmis
(Barker ve ark., 1983; Batt ve ark., 1985; Callens ve ark., 1988a; Drocourt ve ark., 1988)
ve bir ¢ok bakterinin xylA geni genbankasindaki yerini almistir (Albery ve ark., 1976;
Armbruster ve ark., 1973; Barker, 1976; Barker ve ark., 1983; Beck ve ark., 1988;



Bengston ve ark., 1973; Carrell ve ark., 1989; Carrell ve ark., 1994; Carrell ve ark., 1984;
deRaadt ve ark., 1994; Gaikwad ve ark., 1992c¢).

HECS iiretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen GI, immobilize edilmis
bir sekilde 55-65°C’de pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullanilmaktadir (Drazic ve ark., 1980).
Bu sartlar altinda enzim ile %40-42 oraninda fruktoz iiretilebilmektedir. Fakat endiistriyel
uygulamalarda kullanilan HFCS’de % 55 fruktoz icerigi aranmaktadir. Dolayisi ile bu
oran kromatografik olarak %55 seviyelerine getirilir. Fakat bu iglem iiretim maliyetini
arttirmaktadir (Bejar ve ark., 1994). Sicaklifin artmasiyla fruktoz-glukoz dengesi fruktoz
tarafina kaymakta boylece pahali olan kromatografik saflagtirmaya gerek kalmamaktadir
(Amore ve ark., 1989; duPreez ve ark., 1986). Bu sebeple bu uygulamalarda yiiksek
sicakliklarda c¢aligan termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih
edilmektedir (Blacklow ve ark., 1988). Fakat yiiksek pH degerlerinde yiiksek sicaklik
uygulamalari; istenmeyen mannoz, psikoz ve diger asidik yan {irlinlerin olugumuna sebep
verdigi icin diisiik pH degerlerinde calisan bir enzime ihtiya¢ bulunmaktadir (Bartfay,
1960). Bu ihtiyaclardan dolay: bugiine kadar bircok termofilik ve asidik karakterli
bakterilerin GI'1 aragtirilmigtir.

Bunun yani swra mevcut enzimler iizerinde mutasyonlar meydana getirilerek,
enzimin Ozelliklerinin gelistirilmesi igin aragtirmalar yapilmistir. Bu kapsamda, bélge
Ozglin mutasyonlarla cesitli mikroorganizmalara ait bircok GI’1;; 1sil kararhihin
arttirilmasi, optimum pH degerinin diigiirtilmesi, substrat tercihinin degistirilmesi, cesitli
aminoasitlerin molekiil icerisindeki fonksiyonunun belirlenmesi ve alt iiniteler arasindaki
etkilesimlerin ortaya glkanlmém yoniinde bircok endiistriyel ve bilimsel Sneme sahip
caligma gerceklestirilmistir (Amore ve ark., 1989).

1.2. Glukoz izomerazin Onemi

GI, termofilik enzimlerin yapis1 ve iglevleri arasindaki iliskiyi ileri biyokimya ve
genetik miihendisligi teknikleriyle aragtirmak icin bir model olusturmaktadir. Enzim,
akademik Oneminin yam sira, hemiseliilozdan ethanol iiretilmesindeki potansiyel
uygulamalart ve HFCS {iretimindeki kullanim1 agisindan endiistriler tarafindan artan bir
ilgiye sahiptir.



1.2.1. Kimyasal Izomerizasyona Karsi1 Enzimatik izomerizasyon

Glukozun fruktoza kimyasal olarak doniisiimii gecen 100 yildir bilinen bir
reaksiyondur ve Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein transformasyonu olarak bilinen
bir grup reaksiyondan olugmaktadir. Bu reaksiyonlar genellikle ytiksek sicaklik ve pH
degerlerinde gerceklesmektedir. Glukozdan fruktoz tiretme ihtimali Barker ve arkadaslari
tarafindan g¢ahisilmistir (Barker ve ark., 1973). Fakat bu reaksiyon 6zgiin degildir ve
psikoz gibi metabolik olmayan gekerler ve arzu edilmeyen diger bazi renkli tiriinlerin
olugsmasina sebep olur. Bu metodu kullanarak fruktoz icerigini % 40’ tizerinde tutmak
cok zordur. Ustelik kimyasal olarak iiretilen fruktoz lezzet bakimindan diisiik ve az
tatlilifa sahiptir ve bu durum kolay bir gekilde diizeltilemez. Bu durum kimyasal olarak
tiretilen fruktozun ticari olarak kullanilmasina bir engeldir. Diger taraftan fruktozun
glukozdan enzimatik olarak elde edilmesinin bir takim avantajlari vardir ki bunlar:
reaksiyon Ozglinliigli, pH ve sicaklik sartlarim cevreleyen gereksinim ve yan iiriin
olusturmamadir. Bu sebeplerden dolayi, fruktozun glukoza enzimatik izomerizasyonu
kimyasal izomerizasyonuna tercih edilmektedir ve buglin GI't kapsayan islemler
endiistriyel marketlerde hatir1 sayilir bir artiga maruz kalmigtir.

1.2.2. High Fructose Corn Syrup Uretimi

Marketlere HFCS’nin girmesi, soft icecek iireticileri tarafindan sakkaroz yerine
HFCS ve zenginlestirilmis HFCS’nin (% 55 fruktoz icerigine sahip) kullanilmasiyla,
dereceli olarak gerceklestirildi. U.S.A.’da, HFCS iiretiminde en ¢ok kullamilan ham
materyal 1slak 6giitme islemiyle imal edilen musir nigastasidir. Nigastadan HFCS iiretimi
tic ana islemi kapsamaktadir. Bunlar; o-amilaz kullanarak nigastanin sivilagtiriimasi,
amiloglukozidaz ve bir debranching enzim ile nigastanin sekere doniistiiriilmesi ve GI ile
glukozun fruktoza doniistiiriilmesidir. Olusan son {irlin glukoz ve fruktozdan olusan bir
kangim surubudur ve bu sebeple sakkarozdan daha fazla bir tathilifa sahiptir. Bugday,
tapyoka ve piring gibi diger nigasta kaynaklari diinyanin diger kisimlarinda kiigiik bir
oranda kullanilmaktadirlar. 1995 yih itibariyle diinyadaki yillik HFCS kullanimi kuru
agirlik olarak 10 milyon tona ulagmistir (deRaadt ve ark., 1994).



1.2.3. Tatlandirici1 Olarak HFCS Kullaniminm Avantajlar

Sekerin saflagtirilmasia olan artan talebin yaminda, iiretim maliyetinin yiiksek
olmasi ve sakkarozun insan sagliinin {izerindeki kotii etkilerinin bilinmesi, sakkarozun
yerini alabilecek uygun bir {irliniin bulunmasi i¢in g¢aligmalar yapilmasina gereksinim
oldugunu gostermektedir. Bugiine kadar diigiik kalori degerine sahip ve karbohidrat
yapisinda olmayan bir¢cok yapay tatlandirici bulunmug; Ornegin sakkarin, siklamat,
acesulfame-K, aspartam ve taumatin gibi, fakat bunlar, insan saglif: iizerindeki olumsuz
etkileri ve diger bir takim sebeplerden dolayr gozden g¢ikarilmigtir. HECS fruktoz ve
glukozun bire bir karigimindan olusur ve sakkarozdan 1,3 glukozdan ise 1,7 kat daha
tatlilik veren bir tirlindiir. Glukoz sakkarozun sahip oldugu tatlilifin %70-75’ine sahipken
fruktoz ise sakkaroza gore iki kat daha fazla tatlilifa sahiptir. HFCS tatli olmayan
nigastadan imal edilmektedir. Tatlandirma giicii temel alindifinda HFCS sakkarozdan
%10-20 daha ucuzdur. Aym zamanda HFCS sakkarozda oldugu gibi kristallenme
problemi meydana getirmediginden dolay1 yiyecek endiistrisinde tercih edilmektedir.
Ustelik, D-fruktoz diyabetik bir tatlandiric olarak rol oynamaktadir ¢iinkii sadece fruktoz
midede ¢ok yavag bir sekilde tekrar absorbe edilir ve kandaki glukoz seviyesine bir etki
yapmaz. Fruktoz suruplarinin Onemli oOzellikleri; nemi tutarak kurumay: Onlemeleri
(Pomeranz, 1985), lezzeti gelisﬁrici ozellikleri (CRA. 1994), ozmotik basmglarinin yiiksek
olmas: (Hobbs, 1986) ve fermente edilebilir sekerler agisindan zengin olmalaridir (Henry ,
1976). Bu ozellikleri sebebiyle fruktoz suruplari, siklikla gazli ve gazsiz igecekler, firin
tiriinleri, ¢esitli hububat iiriinleri, siit mamulleri ve islenmis gidalarda kullanilabilmektedir
(Wulff ve ark., 1987). Mayonez ve salata soslari gibi iiriinlerde fruktoz suruplarinin
kullanimi ile emiilsiyon kararlilifn artmakta (Inglett, 1974) ve enerji degeri de
distirtilebilmektedir (Reeder, 1978). Fruktoz suruplarinin su aktivitesini azaltici
Ozelliginden yararlanilmakta ve salamura triinlerde kullanilabilmektedir (Hobbs, 1986).
Ayrica fruktoz suruplarmmin sebze, ¢orba, domates soslari ve meyve gibi konserve
tirtinlerde de kullanimi yayginlagmaktadir (Nabors ve ark., 1991; Hebeda, 1987; Anon,
1993). Dondurma viskozitesi degisimleri {izerinde yapilan caligmalar fruktoz suruplarinin
kullanimiyla bu iiriinlerin viskozitesinin arttifin1  g6stermistir. Fruktoz surubu,
dondurmaya eriyebilirlik, dokuda piirtizsiizliik ve hacim kazandirmaktadir (Anon, 1979).
Fruktoz suruplari; ekmek, biskiivi, kek, kurabiye, tart dolgular: ve j6lelerde kullanilabilir
(Pomeranz, 1985). Ekmekte fruktoz suruplar: fermente edilebilir substrat olup, kabuk



rengine ve lezzete katkida bulunmakta ve raf Omriinti uzatmaktadir (Kulp ve ark., 1991)
Indirgen sekerler igerisinde en iyi biskiivi rengi fruktoz suruplari ile elde edilmigtir
(Manohar ve ark., 1997). Keklerde sakkaroz yerine fruktoz suruplar kullanimi icerdigi
yiiksek indirgen gekerler sebebiyle esmerlesmeyi arttirmakta ve kekin tazelik siiresini
vzatmaktir (Johnson ve ark., 1989). Fruktoz suruplar tatl tat verme 6zelliklerinin yan1 sira
gldalarda lezzetin geligmesinde de rol oynar. Fruktoz suruplant tatli tat verme
Ozelliklerinin yan1 swra gidalarda lezzetin geligmesinde de rol oynar. Fruktozun dil
tizerinde algilanma yogunlugu sakkaroza gore ¢ok daha yiiksektir ve hissedilme siiresi
kisadir. Bu sebeple fruktoz suruplar gidalarda karakteristik lezzet Ozelliklerinin
algilanmasim zenginlestirmede etkilidir (Howling, 1992).

1.2.4. Etanol Uretimi

GI, ksiloz ve glukozun her ikisinin de izomerizasyonunu katalizler. Enzimin bu
Ozelligi ksilozun, en nihayetinde mayalar tarafindan fermente edilebilen ksiluloza
izomerizasyonunda kullamilmaktadir. Yenilenebilir biyolojik artiklarin fermente edilebilen
sekerlere ve etanole biyolojik olarak doniisiimii, fosil yakitlarin lmzh tiiketimi g6z Oniine
alindifinda 6nemlidir. Bu biyolojik artiklar % 40 seliloz ve %30 ligninden olugmaktadir.
Biyolojik artiklarin kullanmiminin ekonomik yapilabilirligi seliiloz ve hemiseliilozun ksiloz
ve glukoza hidrolizine ve takiben mayalarla etanole fermente edilmesine baghidir.
Lignoseliiloz ve tarimsal artiklarin biyodoniistimiiniin etkili bir gekilde ¢aligmasinin temel
olarak biyolojik artik bilegenlerinin etkili kullanimina baglh oldugunun anlasilmasiyla
diinya ¢apinda tiim ilginin birden bire hemiseliilozu fermente etme iizerine degistigi
goriildii. (1,4) baglariyla birbirine bagh ksiloz {initelerinden olusan ksilan hemiseliilozun
en biiylik ana birimini olugturmaktadir. D-ksiloz ¢ok kolay bir sekilde ksilanin asidik veya
enzimatik hidrolizinden elde edilebilir. Saccharomyces cerevisiae gibi endiistriyel maya
suglari, genel olarak heksozlar: etkili bir gekilde fermente edebilirler fakat D-ksilozu
kullanamazlar. Pachysolen tannophilus, Pichiastipitis, Candida utilis ve Candida shehatae
gibi bazi maya tiirleri pentozlar1 oksidorediiktatif bir yolla kullandiklari bilinmektedir
fakat fermentasyon oran oldukga diigiiktiir (duPreez ve ark., 1985; duPreez ve ark., 1983;
Slininger ve ark., 1985; Tomoyeda ve Horitsu, 1964). Bunun yam sira, bu mayalarin
diisiik etanol tolerans1 ve oksijen varlifindaki etanol katabolizmas: ticari uygulamalarda
kullaniimalarim1  sinirlamaktadir (duPreez ve ark., 1983; duPreez ve ark., 1985; Ligthelm



ve ark., 1986, duPreez ve ark., 1987). Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe ve Candida tropicalis gibi ticari mayalar vasitayla ksilozun fermente edilebilmesi
igin GI, ksilozun ksiluloza izomerizasyonunda da kullamilmaktadir (Chaing ve ark., 1981b;
Chan ve ark., 1989; Gong ve ark., 1981; Schneider ve ark., 1981; Wang ve ark., 1980b).
D-ksilozdan etanol tiretiminde diigtik fermentasyon orani gozlenmesine ve diigtik {irlin
verimlilii elde edilmesine ragmen su anda ksilozun izomerizasyonunu ve etanole
fermentasyonunu es zamanda saglamak amaciyla GI geninin mayalara transfer edilmesi

calismalari hizla artmaktadar.

1.3. Mikroorganizma Kaynaklar

GI, prokaryotik mikroorganizmalarda genis bir sekilde bulunmaktadir (Tablo 1).
Pseudomonas hydrophila’ da bulunmasmdan sonra birgok bakteri ve Actinomycetes
tirtinde GI aktivitesi saptanmugtir. Heterolaktik asidik bakteriler arasinda Lactobacillus
brevis’ten elde edilen GI, diisiikk pH degerlerinde aktif haldedir fakat yiiksek sicakliklarda
ise kararli degildir. Bu yiizden de ekonomik olarak bu mikroorganizmadan yararlanmaya
elverigli degildir.

GI'min hiicre disina salgilanmasina ait raporlar yaygin degildir. Streptomyces
glaucescens (Weber, 1976) ve S. flavogriseus (Chen ve ark., 1979aq) tiirlerinde elde edilen
GI’min hiirce dig1 bir enzim oldugu oldugu rapor edilmistir. Burada enzimin hiicre
icerisinden digar1 salinmasinin hiicre duvarmin gegcirgenligindeki bir degisiklik ve
hiicrenin kismi parcalanmasi ile meydana geldigi kabul edilmistir. Chainia sp. ve
(Srinivasan ve ark., 1983; Vartakve ark., 1984.) alkalotermofilik bir tiir olan Bacillus sp
(Chauthaiwale ve Rao, 1994)’den elde edilen hiicre digt GI'lar, jel filtrasyon, iyon
degigsimi kromatografisi ve poliakrilamid jel elektroforezi gibi yaygin saflastirma
teknikleri ile homojen bir sekilde saflagtirilmiglardir. Streptomyces spp. tiirlerinin yani sira
Bacillus tiirleri de iyi  miktarlarda GI tiretmektedirler. Candida utilis (Wang ve ark.,
1980a) ve Candida boidinii (Vongsuvanlert, ve Tani, 1988) gibi birkag¢ mayada da GI
varlig1 tespit edilmigtir. Cimlenmis arpada (Bartfay, 1960) ve bugday tohumunda da
(Pubols ve ark., 1963) GI'min var oldugu gosterilmigtir. GI lireten ve ticari olarak tnemli

olan birka¢ organizmanin isimleri Tablo 2’de verilmistir.



Tablo 1. Glukoz izomeraz iireten mikroorganizmalar

Actinomyces olivocinereus,

A. phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes,

A. cloacae,

A. levanicum
Arthrobacter spp.

Bacillus stearothermophilus,

B. megabacterium,

B. coagulans
Bifidobacterium spp.
Birevibacterium incertum,

B. pentosoaminoacidium
Chainia spp.
Corynebacterium spp.
Cortobacterium helvolum
Escherichia freundi,

E. intermedia,

E. coli
Flavobacterium arborescens,

F. devorans
Lactobacillus brevis,

L. Buchneri,

L. Fermenti,

L. mannitopoeus,

L. gayonii,

L. fermenti,

L. plantarum,

L. lycopersici,

L. Pentosus,
Leuconostoc mesenteroides
Microbispora rosea
Microellobosporia flavea
Micromonospora coerula
Mpycobacterium spp.
Nocardia asteroides,

N. corallia,

Paracolobacterium
aerogenoides

Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.
Staphylococcus bibila,

S. flavovirens,

S. echinatus
Streptococcus acromogenes,

S. phaeocromogenes,

S. fracliae,

S. roseochromogenes,

S. olivaceus,

S. californicos,

S. venuceus,

S. virginial
Streptomyces

olivochromogenes,

S. venezaelie,

S. wedmorensis,

S. griseolus,

S. glaucescens,

S. bikiniensis,

S. rubiginosus,

S. achinatus,

S. cinnamonensis,

S. fradiae,

S. albus,

S. griseus,

S. hivens,

S. matensis.

S. nivens,

S. platensis
Streptosporangium album,

S. oulgare
Thermopolyspora spp.
Thermus spp.

GI'min biiyiik bir ticari 6nemi olmasindan dolayr enzimi ireten bir¢ok yeni
organizma ve bu enzimin kullamminda gelistirilen bircok yontem hakkindaki bilgi
patentlenmistir (Boguslawski ve Rynski, 1982; Hafner, 1985; Hafnerve Jackson, 1985;
Tuzuka ve ark., 1971; Lee, 1976; Miles Laboratories Inc. 1972; Outtrup, 1974; Shieh,
1977; Weber, 1976).



Tablo 2. Ticari 6neme sahip glukoz izomerazlari iireten bazi mikroorganizmalar ve
{irlinlerinin (Glukoz izomeraz) ticari adlari

Organizma Ticari Ad: Uretici
Actinoplanes Maxazyme Gsit Brocades and
missousriensis ym Anheuser-Busch Inc.
Bacillus coagulans Sweetzyme Novo-Nordisk

. Optisweet Miles Kali-Chemie
Streptomyces rubiginosus .
Spezyme Finnsugar
Streptomyces Swetase Nagase
phaeochromogenes
Arthrobacter sp. Reynold tobacco
Streptomyces olivaceus Miles Laboratories Inc.

1.4. Glukoz izomeraz Uretimi

Enzimin endiistriyel uygulamalardaki degerlendirmesinde iiretim maliyeti 6nemli
bir fakt6rii olusturmaktadir. Ekonomik olarak teknolojiye uygulanabilir hale getirmek
amaciyla, GI {iretiminde fermentasyon sartlarin1 kararli hale getirmek icin yogun
caligmalar yapilmistir. Arastirmalar 3 ana ydnde odaklanmugtir. Bunlar; GI enziminin
verimliliginin arttirilmasi, ksilozun yerine kullamilabilecek daha ucuz ve Co™*
gereksinimini azaltacak bir madde ile fermentasyon sartlarinin kararli hale getirilmesi ve

enzimin immobilize edilmesidir.

1.4.1 Verimin Arttirilmasi

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen GI'min verimliligi Tablo 3’te
gosterilmistir. Bu enzimler 1000 U ile 35000 U litre’ arasinda olacak sekilde
siralanmiglardir. Rekombinant DNA teknolojisi ve geleneksel mutasyon yontemleri
kullanilarak suglarin gelistirilmesi ve bdylece enzimin Ozelliklerinin ve veriminin
arttirilmasi saglanmustir.

Enzim seviyesinde yiikselme meydana getirebilmek icin ticari olarak &nem arz
eden birka¢ sus mutasyona maruz birakilmugtir. Streptomyces wedmorensis etilenamin ve
N-metil-N-nitro-N-nitrozguanidin ile birlikte mutasyona ugratilarak enzim seviyesinde
%60’lara varan bir artiy saglanmistir (Bengston ve Lamm, 1973). Streptomyces
olivochromogenes’in UV’ye maruz birakilmasiyla olusturulan mutant sugta %70’lik bir
aktivite artig1 gbzlenmistir (Suekane ve lizuka,1982). Bacillus coagulans’da meydana
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Tablo 3. Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen glukoz izomerazlarin verimliligi

Verim Deneme
Organizma (Ullitre) Szcca;ljhk pH Kaynaklar

. . S Anheuser-Busch
Actinoplanes missousriensis | 2,500-35,200 | 75 7,0 Inc., 1974

. . . . Boguslawski ve
Bacillus licheniformis 10,500 70 - Rynski, 1982
Streptomyces wedmorensis 560-2500 70 7,2 duPreizgs\;e ark.,
St;.'eptomyces 4.800-11,440 | 60 75 Armbruster ve ark.,
olivochromogenes 1973

getirilen bir mutasyonda aktivite 2 kat kadar artmu§ ve mutasyonlu tiirlerin seg¢ilmesi
onlarin 2-deoksiglukoza olan direnclerine gore yapilmigtir. Mutasyonlarla 2 kat daha fazla
verim elde edilen mutanlarin en yiiksek verimi laktozda verdigi ve bunlardan sadece
birinin ksiloza nazaran glukoza daha fazla aktivite gosterdigi Lee tarafindan gosterilmistir
(Lee, 1976). Streptomyces acidodurans’a ¢oklu UV 1sinlarla muamele edilmesiyle yiiksek
GI verimli mutantlar elde edilmistir (Bok ve ark., 1984). Etil metan siilfonat niutasyonu ile
olusturulan mutantlardan birisi yalmizca glukoz ortaminda biiyiitiildiigiinde 1500 U ml”
verim verdigi, oysaki mutasyona ugramamis ana sustaki bu oran benzer kogullar altinda
10 U mloldugu gosterilmistir. (Hafner, 1985; Hafner ve ark., 1985).

1.4.2 Fermentasyon Ortaminin Optimizasyonu

GI iiretimi igin, ekonomik olarak uygun bir fermentasyon ortaminin saglanmasi
izerine bir ¢ok galigma yapilmistir. Bu konu iizerinde yapilan caligmalar; ksiloz yerine
pahali olmayan bagka bir indiikleyicinin kullanilmasi, enzim verimi iizerinde daha ucuz
azot kaynaklarinin etkilerinin degerlendirilmesi, enzim {iiretimi i¢in maksimum pH ve
sicaklifin belirlenmesi ve fermentasyon ortaminda Co** iyonu yerine bagka bir bivalet
metal iyonunun kullamlmasi yoniinde olmustur. Farkli organizmalardaki enzimin
islevinin en iyi gekilde elde edilmesi i¢in somut bir ortam bilesimi bulunmamaktadir. Her
bir organizma veya sug maksimum enzim iiretimi i¢in kendine 6zgii bir bliyime ortami
bilesimine sahiptir (Takasaki ve Tanabe, 1966).
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1.4.2.1. indiikleyici

GI {iireten organizmalarin ¢ogu enzim {iretimini tetiklemek igin ksiloza ihtiyag
duyarlar. Oysaki ksiloz oldukca pahalidir ve ekonomik olarak kullanimi pratik degildir.
Nigasta, glukoz, sorbitol veya gliserol, ksilozun sagladif1 etkinin %75’i bir etkiyle
kullanilabilir (Drazic ve ark., 1980). Streptomyces YT-5 susunun, misir kogani ve bugday
kepegi gibi ksilan yada ksilan ihtiva eden diger materyaller iceren ortamlarda
biiyiiyebildigi, Takasaki ve Tanabe tarafindan gsterilmistir (Takasaki ve Tanabe, 1966).
Bugiin, Actinoplanes, Bacillus coagulans ve Streptomyces olivochromogenes gibi cesitli
suglarin ksiloz yerine glukozu kullanabilme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir.
Mutasyonlarla, temelde indiikleyici olarak ksiloza ihtiyag duymayan GI iiretebilen
bakterilerin elde edilebildigi yaklagimlar da bulunmaktadir. Actinoplanes missouriensis’in
mutant olmayan tiplerinden bir tanesi Gist Brocades tarafindan ticari olarak GI iiretiminde
kullamilmaktadir (Anheuser-Busch Inc. 1974). Diger bir yaklasim ise dogal xylA geninin

giiclii bir Strepotmyces promotoru dniine klonlanmasidir.

1.4.2.2, Azot kaynag

Azot kaynai, her bir enzim icin optimize edilmesi gereken kritik bir faktordiir.
Genel olarak, kompleks azot kaynaklarinin glukoz izomeraz uretiminde kullanilmasma
ragmen azot ilavesi organizmadan organizmaya farklilk gostermektedir. Bacillus
coagulans igin pepton, maya Oziitli ve amonyum tuzlar1 kullamilabildigi; fakat iire ve
nitratin uygun olmadii belirtilmistir (Yoshimura ve ark., 1966). Misir suyu, bazi
arastirmacilar tarafindan ucuz ve uygun bir azot kaynag: olarak kullanilmistir (Anheuser-
Busch Inc. 1974; Bucke, 1981; Hafner ve ark., 1985). Fakat kullamimu sezonluk olmasi
sebebiyle kullanimi kisitlanmigtir. Misir suyu yerine gecebilecek uygun bir azot kaynagi
bulmak icin hala cesitli aragtirmalar yapiimaktadir. Soya fasulyesi unu, misir suyundan
%50 daha yiiksek verim vermektedir (Shieh, 1977). Belli aminoasitlerin ilavesi
Streptomyces violaceoruber’de iiretilen enzim miktarint arttirmaktadir (Vaheri ve
Kauppinen, 1977; Vandamme ve ark., 1981). Streptomyces coelicolor’de meydana
getirilen bir mutasyonla bakterinin musir suyunundan, maya 6ziine oranla daha fazla

yararlanmas: saglanmistir (Hafner ve ark., 1985).
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1.4.2.3. Metal iyon Gereksinimi

Optimum GI iiretiminde, bivalent katyonlar besiyeri igerisinde bulunmalidir.
Bununla birlikte, 6zel metal iyonlarina olan gereksinim enzim kaynagina baglidir. Mn*
veya Mg*?, Streptomyces YT-5 susunda GI {iretmek icin gerekli iken Bacillus
coagulans’da gerekli degildir (Outtrup, 1974; Yoshimura ve ark., 1966). Genel olarak,
Co*? tuzlar1 mezofilik Streptomyces tiirlerinde bivalent katyon olarak kullanilabilir. Fakat
bu durum termofilik Streptomyces tiirleri igin gecerli degildir. Arthrobacter spp.,
Streptomyces olivaceus (Reynolds, 1973) ve Streptomyces olivochromogenes (Anheuser-
Busch Inc. 1974) tiirleri gibi bazi mikroorganizmalar optimum enzim iiretimi igin Co*
ilavesine ihtiya¢ duymazlar. HFCS’nin insanlar tarafindan tiiketilecegi ve cgevresel
kirlenme problemleri gz oniine alindiginda Co™ ilavesinin azaltilmasi son derece Snem

arz etmektedir.

1.5. Glukoz izomerazin Saflastiriimasi

Ticari kullamimda enzimin ucuz ve etkili oldugu immobilize edilmis hali kullanilir
ki bu durumda enzimin yogunlastirlmasina ve saflastirilmasina gerek kalmaz. Bu sebeple
GI'nin saflagtiriimasi, kimyasal modifikasyon tizerindeki ¢aligmalara ve yapi-islev iligkisi
gibi konulara aciklik kazandirabilmesi yoniiyle akademik agidan 6nem arz etmektedir.
Enzim tretiminin hiicre dis1 oldugu birka¢ durum haricinde GI hiicre ici {iretilen bir
enzimdir. Enzim hiicreden, hiicrenin mekanik olarak pargalanmasiyla (Ornegin;
sonifikasyon, Ogilitme yada homojenizasyon gibi) veya hiicrenin toluen, katyonik
deterjanlar veya lizozim ile lizisi sonucunda cikarilabilir. Mikrobiyal kaynaklardan
enzimin saflagtinlmasi sicakhk muamelesi, amonyum siilfat - aseton - Mg*> ve Mn*? ile
¢oktiirme, iyon degisimi kromotografisi veya jel filtrasyon gibi klasik saflagtirma islemleri
ile saflastinlabilir (Chen, 1980b). Benzer kromotografik metotlar ile enzimin
saflagtirilmasi literatiirde mevcuttur (Bhosale ve ark., 1996).
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1.6. Glukoz Izomerazin Ozellikleri

Cesitli mikroorganizmalardan izole edilen GI’larin enzimatik ve biyokimyasal
ozelikleri yogun bir sekilde caligilmustir. Enzimin pH ve 1s1l karalilii, metal iyon
gereksinimi, substrat Ozgiinliigii gibi o6zellikleri hakkindaki bilgiler enzimin inhibe
olmasim1 engellemek icin ve HFCS iiretiminde ticari olarak uygulanabilirliini

degerlendirmek acisindan 6nemlidir.

1.6.1. Substrat Ozgiinliigii

GI'min pentoz, heksoz, gseker alkolleri ve seker fosfatlar1 gibi genis cesitteki
substratlar1 izomerize etme yetenegi bircok aragtirmaci tarafindan incelenmigtir. Farkli
organizmalardan elde edilen enzimlerin substrat 6zgiinliigii organizmadan organizmaya
degisiklik gostermektedir. GI'nin en yaygin substratlan ksiloz ve glukozdur. D-riboz,
L-arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi sekerlerin de GI’nin birer subastratt
olduklar: tespit edilmistir. Glukoz ve ksilozda oldugu gibi ekvatoral pozisyondaki 3. ve 4.
karbon atomlarinda hidroksil grubu bulunduran substratlarla maksimum izomerlesme
gbzlenmigtir. Ister immoblize edilmis olsun ister olmasin, gesitli mikroorganizmalardan
elde edilen GI';n katalizledigi D-glukozun D-fruktoza doniisiimii %29 ile %59 arasinda
degisiklik gostermektedir. D-glukoz ve D-ksiloz igin K, degeri ise sirasiyla 0.086 ile
0,920 M ve 0,005 ile 0,093 M arasinda degisiklik gostermektedir. (Chen, 1980a).

1.6.2. Metal iyonu Gereksinimi ve inhibitorler

GI maksimum aktivite icin Co*?, Mg ve Mn*? gibi bivalent katyonlara veya
bunlarin kombinasyonuna ihtiyac duymaktadir. Co*> ve Mg aktivite icin gerekli
olmasina ragmen, her ikisi de farkli bir gérevde rol oynarlar. Mg*?, Co*?’ye nazaran daha
etkin bir aktivator iken, Co** istenilen konformasyonu saglayarak (Ozellikle quarterner
yapinin saglanmasinda) enzimin kararli hale gelmesinden sorumludur (Callens ve ark.,
1988b; Callens ve ark., 1986; Gaikwad ve ark., 1992a). Bacillus coagulans’dan elde
edilen GI tlizerinde direkt metal iyonunun baglanma caligmalari Danno tarafindan
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gerceklestirilmigtir (Danno, 1971). Kasumu ve arkadaglari ise her bir tetramer icin 4
Co**nin varligini tespit etmislerdir (Kasumi ve ark., 1982).

GI'in katalitik aktivitesi; Ag*, Hg'?, Cu*?, Zn*2Ni** ve belli bir oranda da Ca*? ile
inhibe olmaktadir. GI’1n baz1 diger inhibitérleri; ksilitol, arabitol, sorbitol, mannitol, liksoz
ve TRIS’tir (Bucke, 1983; Smith ve ark., 1991).

1.6.3. Alt Unite Yapist

GI'in sedimentasyon sabitleri ve molekiiler agirhklan sirastyla 7,55 ile 11,45
arasimnda ve 52.000 ile 191.000 arasinda degisiklik gostermektedir (Chen, 1980a). GI'1n
altlinite ve aminoasit yapisina bakildiginda, molekiil birbirine benzer veya ayni 4 yada 2
alt iiniteden meydana gelmektedir. Alt initeler birbirlerine kovalent olmayan
etkilesimlerle baglidir ve alt iiniteler arasinda disiilfiir baglart bulunmamaktadir. Bacillus
sp.’den elde edilen ekstrasellular GI {ii¢ alt birimden meydana gelmektedir (Chauthaiwale
ve Rao, 1994). Basuki ve arkadaglarinin Streptomyces phaechromogenes’te varlifini
gosterdikleri GI'mn izoenziminin birbirinin aym olmayan 4 alt birimden meydana geldigi
gosterilmigtir. Arthrobacter ve Streptomyces tiirlerinde yapilan caligmalarda molekiiliin
biyolojik aktivitesinde rol oynayan birimin dimer yada tetramerler oldugu ve monomer
tinitelerin tek baslarina herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip olmadiklar1 gosterilmigtir.
(Gaikwad ve ark., 1992a; Rangarajan ve ark., 1992b).

1.6.4. Optimum Sicaklik ve pH

GI'm optimum sicaklif1 gesitli organizmalarda 60°C ile 80°C arasinda degisiklik
gostermektedir ve bu degerler Co** varhig: ile artig gostermektedir. Optimum pH degerleri
ise genel olarak 7.0 ile 9.0 arasinda degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte endiistriyel
olarak arzu edilen diisiik pH degerlerinde ¢alisabilen enzimler de bulunmaktadir. Ornegin
Lactobacillus brevis ‘ten elde edilen GI, pH 6 ile 7 arasinda optimum aktivite
gostermektedir. Streptomyces spp., Bacillus spp., Actinoplanes missouriensis ve Thermus
thermosulfurogenes’e ait GI'lar yiiksek sicakliklarda kararlt enzimler olduklari halde
Lactobacillus ve Escherichia spp.’ye ait GI'lar yiiksek sicakliklara az kararlidirlar.
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1.6.5. Aktif Bolge Caliymalar:

GI'in aktif bolgesi ve bu bolgeye yakin kisimlardaki aminoasit icerigini belirlemek
maksadiyla X-151m1 kristallografisi gibi bir takim ¢aligmalar gerceklestirilmis ve 6zellikle
histidin ve karboksilat gruplarinin bu bélgedeki gerekliligi ortaya konmugtur (Callens ve
ark., 1988a; Gaikwad ve ark., 1988; Ghatge ve Deshpande, 1993). GI, ksiloz ve glukozun
izomerizasyonunu gergeklestirmektedir. GI'in ksiloz ve glukoz igin tek bir aktif bolgeye
sahip oldugu Keleti ve arkadaglan tarafindan gosterilmis olmasina ragmen (Keleti ve ark.,
1987) bu substratlar i¢cin enzimin iki farklh aktif bolgeye sahip olup olmadigt hakkinda
kesin bir bilgi bulunmamaktadir.

1.7. Rekombinant DNA Teknolojisi ve Glukoz izomeraz

Genin izolasyonunun yapilmasi ve arzu edilen proteinin saglanmasinda
rekombinant DNA teknolojisi biiylik imkanlar saglamaktadir. Endiistriyel olarak
kullanilan enzimlerin % 50’sinden fazlasinin geni modifikasyona ugratilmigtir (Hodgson,
1994). GI't yiiksek miktarlarda {iiretme yollarindan birisi de onu kodlayan geni ‘
belirleyerek lac, tac, veya pL promotorlart gibi giiclii promotorlar igeren ¢ok kopyali
ekspresyon vektorlerine klonlamaktir. Bugiine kadar bir ¢cok mikroorganizmaya ait XylA
geni; enzimin fazla tiretilmesini saglamak, mayalar vasitastyla ksilozun etanole dogrudan
doniisiimiint saglamak ve enzime endiistriyel olarak arzu edilen &zellikleri kazandirmak
amaciyla modifikasyona ugratilmistir. GI’1n molekiiler olarak klonlanmasi ve ekspresyonu
homolog, heterelog birgok konak mikroorganizmada ve mayalarda gerceklestirilmistir
(Bhosale ve ark., 1996).

1.8. Cesitli Glukoz Izomerazlarin Baz Dizilimi Benzerligi

GI'm yapist ve iglevi arasindaki iligkiyi agiklamak i¢in bir ¢ok organizmanin XylA
geni aragtinlip baz dizilimleri birbirleriyle kargilagtirilmistir. Birgok mikroorganizmadan
elde edilen GI'1n baz dizilimi ve aminoasit dizilimi belirlenmis ve gen bankasindaki yerini
almigtir. GI'lar aminoasit  dizilimlerine gore iki grup altinda suflandirilirlar
(Vangrysperre ve ark., 1988). Birinci grupta bulunan GI’larin, bu grup enzimlere B.subtilis
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ve E.coli GI’lann Ornek verilebilir, N-ucunda 30 ila 40 aminoasitlik bir fazlalik
bulunmaktadir ve bu enzimler birbirlerine aminoasit dizilimi bakimindan oldukca
benzerlerdir. Actinoplanes, Ampullariella ve Streptomyces enzimlerini de kapsayan ikinci
grup GI'lar boyle bir aminoasit eklentisine sahip degillerdir ve bu gruba dahil enzimlerin
aminoasit dizilimleri birbirlerine az benzerler. Clostridium thermosulfurogenes,
Lactobacillus pentosus ve B. subtilis GI'lar1 baz dizilimi bakimindan birbirlerine oldukca
benzerdir ve yaklagik olarak 440 aminoasitten meydana gelirler. S. violaceoniger, S.
griseofuscus, A. missouriensis ve Ampullariella spp. GI'lar1 birbirlerine aminoasit ve baz
dizilimi bakimindan benzerdir ve yaklagik 390 aminoasitten meydana gelmislerdir
(Bhosale ve ark., 1996). Genel olarak 1siya duyarlhi ve direngli olmak iizere iki tip GI
bulunmaktadir. B.subtilis ve E.coli GI’lar 1s1l olarak kararsiz iken Streptomyces tiirlerine
ait GI'lar ise kararlidirlar (Lee ve ark., 1990a). Mezofilik ve termofilik organizmalardan
elde edilen GI'larin aminoasit igerikleri incelendiginde, aktif bolgede genel olarak D —
E, Q — H ve G — P aminoasit degigikliklerinin bulundugu goriilmiistiir (Volkin ve
Klibanov, 1989; Volkin ve Klibanov, 1983) . DNA’nin G+C igerigi ve fizikokimyasal
Ozellikleri bakimindan GI’lar iki grup altinda toplanirlar. Dort Streptomyces tiirii, Thermus
thermophilus, Actinoplanes missouriensis, Ampullariella spp ve Arthrobacter spp’den
elde edilen GI'ler yiiksek G+C icerigine sahipken, {i¢ Bacillus tiirli, Staphylococcus
xylosus, iki Lactobacillus tiirii, E.coli ve Klebsiella pneumoniae’ye ait GI'lar diisik G+C
icerigine sahiptirler. Streptomyces, Bacillus ve E.coli’ye ait GI'lar diisilk aminoasit
benzerligine sahip olmasina ragmen, enzimin substrata baglanmasinda ve metal iyonlarina
baglanmasinda rol oynayan aminoasitler olduk¢a korunmugtur. Caligilan biitiin GI’larda,
enzimin aktif bolgesinde kararl1 bir yapinin olugmasinda rol oynayan bitigik glutamik asit
ve prolin aminoasitleri arasinda gergeklesen cis peptid bag1 olduk¢a korunmustur. Bu
acidan biitiin GI'larin aktif bolgesindeki yap1 benzerdir (Bhosale ve ark., 1996).

1.9. Glukoz izomerazin Caliyma Mekanizmasi

Biiyiik bir ticari ¢neme sahip olmasina ragmen GI'in yapisal ozellikleri ve
katalizledigi reaksiyonun mekanizmas: hakkinda ¢ok az bir bilgi bulunmaktadir. Enzimin
katalitik mekanizmasi aragtirmacilar igin biiyiik bir ilgi uyandirmaktadir. Ilk zamanlar,
GI'nmin geker fosfat isomerazlara benzer bir gekilde en-diol mekanizmasi ile iglev

gordiikleri samilmaktayd: (Rose ve ark., 1969). Fakat yapilan son caligmalarla enzim
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Sekil 2. GI’'min caligma mekanizmast. a) cis-enediol. b) Proton transfer. ¢) Hidrid-
shift. Kutular stereospefisik olarak transfer edilen hidrojen atomlarini
gostermektedir.

hidrit-kaymas1 mekanizmas: ile ¢aligtif1 anlagilmigtir. Enzimin yapisi ve islevi arasindaki
iligkiyi agiklayabilmek icin onun aktif kisminin konformasyonunu bilmek son derece
Onemlidir. Enzimin aktif kismim ¢aligmak ve islev mekanizmasim anlamak i¢in kimyasal
modifikasyon, X-151n1 kristallografisi ve izotop degisimi gibi farkli yaklagimlar denemistir.
GP'nin katalitik mekanizmas1 substrat halkasinin agilmasi, hidritin C-1’den C-2’ye
kaydiriimasi ve halkanin kapanmasi gseklinde cereyan etmektedir.



2.YAPILAN CALISMALAR
2.1. Anoxybacillus gonensis G2"°de Glukoz izomeraz Aktivitesinin Tespiti
2.1.1. Petri Deneyi

Genel olarak izomeraz sinifi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar doniigtimliidiir.
Anoxybacillus gonensis G2"’nin GI aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (Belduz, 2002). Bu
bakterinin GI enzimini iirettigi ve dolayisi ile fruktoz izomeraz aktivitesine sahip oldugu
yapilan petri deneyi ile gosterildi. Petri deneyi Lee ve arkadaglarmin  (1990b)
gelistirdikleri yonteme gore gerceklestirildi. A. gonensis G2* ve GI mutant1 E.coli HB101
bakterisi % 1’lik ksiloz iceren LB agar tizerine bir gece inkiibe edilerek biiytitiildii. % 2’lik
fruktoz, 5 mM MgSO4, 0,5 mM CoCl,, 20 U/ml glukoz oksidaz, 4 U/ml peroksidaz, 0,4
mg/ml benzidin icerecek sekilde 100 mM MOPS (pH: 7) igerisinde bir reaksiyon karigimi
cOzeltisi hazirlandi ve 50°C’ye kadar sofutulmus (%0,7’lik) yumusak agar ile
karigtirlarak Snceden biiyiitiilen bakterilerin iizerini tamamen kaplayacak sekilde dokiildii
ve 5-6 giin E.coli HB101 37°C’de, A. gomensis G2" ise 55°Cde inkiibe edildi. Fruktoz

izomeraz aktivitesi bakteri iizerinde olugan kararma ile belirlendi.

2.1.2. Aktivite Deneyi

A. gonensis G2", E.coli HB101 susu ve Saccharococcus caldoxylolyticus % 0,5
ksiloz iceren LB besiyerinde bir gece biiyiitiildiikten sonra 13.000 rpm’de 5 dak.
santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriildii. Coktiirtilen hiicreler mililitresinde 0,2 mg lizozim,
5 pg DNaz ve %0,1 oraninda Triton X-100 ihtiva eden 25 mM fosfat tamponu (pH 7)
icerisinde c¢oziildiikten sonra 3-4 saat bir sallayici lizerinde bekletilerek patlatild.
Ardindan + 4°C’de 15.000 rpm’de 30 dak. santrifiijlenerek siipernatant alindi. Elde
edilen hiicre oziitleri GI aktivitesini belirlemek lizere kullanildi. GI aktivitesi, Lee ve
arkadaslarinin (1990b) gelistirdigi yonteme gore gerceklestirildi.

0,5 M glukoz, 10 mM MgSO,, 1 mM CoCl, ve 10 ug hiicre 6ziitii pH’st 7 olan 100
mM MOPS tamponu igerisinde, son hacim 1ml olacak sekilde, 55°C’de 30 dak. inkiibe
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edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi sonunda, 0,5 M perklorik asit ilavesi ile sonlandirildi.
Olusan fruktoz miktart Dische ve arkadaglarinin (1951) gelistirdikleri sistein-karbozol-
stlfirik asit metoduyla belirlendi. Reaksiyon cozeltisi 10 kat sulandirildiktan sonra bu
karigimin 100 pl’si tizerine 100 pl %1,5°lik sistein hidrokloriir ve hemen ardindan 100 pl
etil alkolde ¢oziilmiis %0,12’lik karbozol ilave edildi. Karisim vortekslendikten sonra
tizerine 1,8 ml %70’1ik siilfurik asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 10 dakika 60°C’de
inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda Olglimler
gerceklestirildi. Fruktoz miktar1 hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.
Bu yontemi ile A. gonensis G2%, E.coli HB101 susu ve Saccharococcus caldoxylolyticus
bakterilerinde glukoz izomeraz aktivitesinin varlif tespit edilmeye calisildi. Enzimin
kinetik ozellikleri ve biyokimyasal ozelliklerinin incelendifi denemelerde deney sartlar:
degistirilmis ve kullanilan bu yontem Boliim 2.3.1°de belirtilmigtir.

2.2. Molekiiler Calismalar
2.2.1. Glukoz izomerazGeninin PCR Yéntemi ile Belirlenmesi
2.2.1.1. Dejenere Primer Sentezi

Aminoasit ve niikleotid dizilimi 6nceden belirlenmis ve gen bankasindaki yerini
almis olan 10 adet tip I ve 9 tip II olmak tizere 19 adet bakterinin (6zellikle Bacillus
tiirlerinin) glukoz izomeraz geni Clustal W Multiple Sequence Alignment programi
yardimyla aminoasit ve niikleotid sirasi bakimindan karsilastirildi. Aminoasit ve
niikleotid dizilimi agisindan korunmus olan bolgeler tespit edilerek 2 adet forward 3 adet

reverse dejenere primer dizayn edildi (Tablo 4).

2.2.1.2. Genomik DNA izolasyonu

A. gonensis G2"ye ait genomik DNA’s1 bakterinin LB besiyerinde bir gece
55°C’de inkiibe edilmesinden sonra Jones ve Barnet’in gelistirmis olduklar yonteme gore
izole edildi (Maldy, 1990). Cogaltilan hiicreler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktariid
ve hiicreler 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek coktiiriildii. Siipernatant atilarak
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pellet iizerine 467 pl TE tamponu ilave edildi ve hiicreler pipetleme yontemiyle ¢oziildii.
Uzerine 30 ul %10°lik SDS ve 3 pl proteinaz K (20 mg/ml) ilave edilerek kargtirild: ve 1
saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 iizerlerine 500 ul fenol/kloroform (1:1)
karigimi ilave edildi ve tek bir faz olusuncaya kadar tiipler alt iist edildi. Hemen sonrasinda
13.000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi. Olugan iist faz pipet yardimiyla yeni bir
mikrosantrifiij tlipine alindi ve fenol/kloroform ile temizleme iglemi bir kez daha
tekrarlandi. Yeni bir tiipe alinan iist faz tizerine 1/10 hacimde sodyum asetat ilave edildi.
Uzerine 600 ul izopropanol ilave edilerek tiipler DNA iplik yumap: gibi gozle
goriiliinceye kadar nazik bir sekilde alt iist edildi. Sonrasinda ttipler 13.000 rpm’de 5
dakika santrifiijlenerek DNA coktiiriildii. Uzerine 500 pl %70’lik etanol ilavesi ile DNA
temizlendi ve 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Supernantant dokilerek pellet
37°C’de 15 dakika kurutulduktan sonra 100 pl TE tamponunda ¢oziildii. DNA miktar
spektrofotometrede 260 nm’de yapilan Olglimler ile hesaplandi. DNA’lar %0,7 lik 0,5
pg/ml etidyum bromiir iceren agaroz jelde yiiriitiildii ve BioDocAnalyze sistemi
kullanilarak goriintiilendi.

2.2.1.3. PCR Reaksiyonu ile GI Gen Parcasimin Cogaltilmasi ve Klonlanmasi

Tablo 2’de gosterilen F2, F3, R1, R2 ve R3 dejenere primerleri kullanilarak
gerceklestirilen PCR reaksiyonu, 200 pl’lik ince duvarli PCR tiipleri igerisinde 50 pl’lik
son hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi 1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2.5
mM MgCly, her bir primerden 25 pmol, 10-40 ng kalip genomik DNA ve 1 U Taqg DNA
polimeraz igerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon Biometra Personal Cycler PCR cihazi
kullanilarak; 95°C’de 1 dakikalik ilk denatiirasyon basamagi ardindan 37 dongii 94°C’de
30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye baglanma (annealing) ve 72°C’de 1 dakika
uzama (extention) ve son olarak da 72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi
tutularak gerceklestirildi. PCR sonucunda olugan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum
bromiir ihtiva eden % 1,4’liik agaroz jelde yiiriitiilerek, BioDocAnalyze jel goriintiileme
sistemi ile goriintiilendi.

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan pargalar, pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak
pGEM-T Easy klonlama vektoriine, firmamn ©6ngordiigli konsantrasyonlar ve sartlar

gerceklestirilerek klonlandi. Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant
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plazmitler, Maniatis ve ark. (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gbre izole

Daha sonra izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen parcay: tagidig: belirlendi.

Tablo 4. Tasarlanan dejenere primerler (M: A ve C,R: Ave G, W: A ve T, S:C
veG,YCveT,V:AveCveG,H:AveCveT,D:AveGveT,B:C
veGveT,N:AveCveGveT)

Pirmer
F2 (Forward) | 5-GTVYTBTGGGGYGGVMGHGARGG -3’
F3 (Forward) | 5-ATHGARCCNAARCCNAWRGARCC -3’
R1 (Reverse) | 5~ GGRAAYTCRTCBGTRTCCCAKCC -3°
R2 (Reverse) | 5~ NGCRTCRAARTTBANNCCDCC -3
R3 (Reverse) | 5'- SYRTCCATBSMDSCDAYRTG -3’

Aktarilan fragmentlerin baz diziliminin belirlenmesinden sonra, VecScreen
programu kullanilarak bu siralarda vektdr kontaminasyonunun olup olmadigi kontrol
edildi. Baz siralarimin kontroliinden sonra, Genebank kullanilarak diger GI genleri ile
kargilagtirilmasi yapildi ve dogru parcanin klonlanip klonlanmadig: beliriendi.

2.2.1.4. Ters PCR (Inverse PCR) Ile Genin Kalan Kisimlarmm Yakalanmasi
ve Klonlanmasi

Gen bankasindaki kargilastirmalar sonucunda tespit edilen 530 baz ciftlik gen
pargasinin diger kisimlarinmn da yakalanmasi igin ters PCR (Inverse PCR) calismasi
gerceklestirildi. Bu sebeple, elde edilen bu gen pargasina ait baz dizilimi kullanilarak ug
kisimlarindan dig taraflara dogru olacak sekilde, 2 adet primer dizayn edildi. Daha sonra
A. gonensis G2* ait genomik DNA; EcoRI, BamHI, Hinfl, Hindlll, Bgll, BgIll, Sacl, Pstl,
Sau3Al, Bcll, Narl, Sall, Xhol ve Xbal restriksiyon endoniikleazlariyla bir gece boyunca
kesilerek her bir kesimin kendi lizerine yapigmas: (self-ligasyon) saglandi ve DNA
fragmentleri halkalastirildi. Self ligasyon reaksiyonu, 2,5 pg kesilmis DNA, 40 ul 10X
tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi igerecek sekilde 400 pl son hacimde 16°C’de bir gece
boyunca gergeklestirildi. Ligasyon sonras1 DNA’lar etanol ¢oktiirmesi ile ¢oktiiriilerek 20
ul TE tamponu igerisinde ¢oziildiikten sonra PCR reaksiyonlarinda kullanildi.
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Dizayn edilen IF1 (5°-AGACGCGGTTCGTTTGAACC-3’) ve IR1 (5’-GCATA
GTCAACCGCCATATGC-3") primerleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu 200 pl’lik
ince duvarli PCR tiipleri icerisinde, 50 pl’lik son hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon
karisimi 1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, her bir primerden 25 pmol,
10-40 ng kalip genomik DNA ve 1 U Tag DNA polimeraz igerecek sekilde hazirlandi.
Reaksiyon sartlari, 95°C’de 1 dakika On denatiirasyon sonrasinda, 35 dongii olacak
sekilde; 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 56°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1,5
dakika uzama ve dongii sonunda 72°C’de 5 dakika son uzama safhasi seklinde
gerceklegtirildi. Sonuglar % 1,4’16k agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek sonuglar
goriintiilendi. Elde edilen parcgalar, baz dizilimini belirlenmek iizere, pGEM-T Easy
klonlama vektoriine daha 6nce belirtilen sekilde klonlanda.

2.3. Biyokimyasal Caliymalar

2.3.1. Protein Tayini

Boliim 2.1.1’de anlatilan gsekilde elde edilen ham hiicre 6ziitlerindeki protein
miktarinin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore gerceklestirildi. 100
ml boya ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Commasie Brillant Blue G-250, 5 ml %95°lik
etanol igerisinde iyice c¢oziilerek iizerine 10 ml %85°lik fosforik asit ilave edildi ve 100
ml’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile siiziilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak sifir serum albumini (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi icin; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA iceren ¢ozeltiler
0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 5 ml yukarida anlatildig:
gibi hazirlanan boya coOzeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda
sicakhiginda beklemeye birakildi. Ornekler igin BSA yerine 10 pl hiicre 6ziitii kullanilarak
aym iglemler gerceklestirildi. Siire sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy
System cihazi kullanilarak 595 nm’de 6lgilimler yapildi ve protein miktar pg/ul cinsinden
hesapland.
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2.3.2. Biyokimyasal Incelemelerde Kullamilan GI Aktivite Deneyi

Biyokimyasal incelemelerde kullanilan GI aktivitesi tayini metodu Belfaquih ve
arkadaglar1 (2000) tarafindan gelistirilmistir. 50 mM glukoz, 10 mM MgSO4, 1 mM CoCl,
ve 5 pug enzim Oziitii, pH’s1 7 olan 100 mM MOPS tamponu icerisinde, son hacim 100 pl
olacak gekilde, 55°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi sonunda,
buz iizerine alinarak sonlandirildi. Olugan fruktoz miktar: Dische ve arkadaglarinin (1951)
gelistirdikleri sistein-karbozol-siilfirik asit metoduyla belirlendi. Reaksiyon ¢ozeltisi
tizerine 40 pl %1,5’1ik sistein hidrokloriir ve hemen ardindan 40 pl etil alkolde ¢6ziilmiis
%0,12’lik karbozol ilave edildi. Karisim vortekslendikten sonra iizerine 1,2 ml %70’lik
siilfurik asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 15-20 dakika oda sicaklifinda inkiibe
edildikten sonra, spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda Olgtimler gergeklestirildi.
Fruktoz miktar1 hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gére hesaplandi. Enzim aktivitesi
reaksiyon sonrasi olugan fruktoz miktarina gore pumol/dakika cinsinden hesaplandi.
Reaksiyonda kullanilan sartlar (kullanilan hiicre 6ziitli miktari, reaksiyonun gerceklestigi
sicaklik ve pH, substrat konsantrasyonu v.s.) enzimin biyokimyasal o6zellikleri

belirlendikc¢e yeniden diizenlenmistir.

2.3.3. Reaksiyonlarda Kullamlacak Hiicre Oziitii Miktarmm Belirlenmesi

Reaksiyonlarda kullanilacak enzim miktari, yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda, 1, 2,
3, 5, 7,5 ve 10 pg protein iceren hiicre oziitii ile gerceklestirilen bir dizi reaksiyon serisi
sonucunda Dbelirlendi. Reaksiyonlar yukarida belirtilen sartlarda gerceklestirildi.
Olusturulan protein miktar: - aktivite grafigi yardimu ile ileriki ¢aligmalarda (optimum pH,
optimum sicaklik v.s) kullanilacak olan enzim miktar belirlendi.

2.3.4. Optimum Sicakhk

A . gonensis G2¥ GI'mimn en iyi ¢alistig1 optimum sicaklik degeri, 50 mM substrat
konsantrasyonu ve pH’s1 7 olan MOPS tamponunda 2,5 pg protein iceren hiicre 6ziitii ile
40, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ve 100°C’ye ayarlanmig su banyolarmnda 30 dakika

boyunca gergeklestirilen bir seri reaksiyon ile belirlendi. Bu reaksiyon serisinde enzimin
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en iyi caligtif1 sicaklik degeri daha sonraki caligmalarda kullanidacak olan reaksiyon
sicakligt olarak belirlendi.

2.3.5. Optimum pH

GI aktivitesine pH’nin etkisi, 50 mM asetat tamponunda pH 4 - 5; 50 mM fosfat
tamponunda pH 5,5 - 7,5 ve Tris-HCL tamponunda pH 8 - 9,5 degerlerinde, 50 mM
glukoz konsantrasyonunda, 85°C’de 30 dakikalik reaksiyon sartlarinda incelendi.
Gozlenen optimum pH degeri daha sonra yapilacak olan pH ve 1sil kararhligi, inhibitdr
ve aktivatdr maddelerin etkisi ve kinetik parametrelerin belirlenmesi gibi galigmalarda

reaksiyon pH’s1 olarak belirlenmigtir.

2.3.6. Enzim Kinetigi

A. gonensis G2¥ GI’'min glukoz icin olan kinetik verileri, yapilan 6n caligmalar
sonucunda belirlenen, 2 ve 50 mM arasindaki substrat konsantrasyonlar: ile
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile belirlendi. GI aktivitesi, 2,5 ug protein iceren hiicre
oziitii ile 85°C’de, pH’s1 6,5 olan 50 mM MOPS tamponu igerisinde 30 dakikalik
reaksiyon siiresi sonunda olusan fruktoz miktarindaki artisa gore belirlendi. Michaelis-
Menten sabiti (K,) ve maksimum hiz (V) degerleri hazirlanan Lineweaver—-Burk
egrisinde X ve y eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi
(Lineweaver ve Burk, 1934). Michaelis-Menten grafigi cizilerek elde edilen 25 mM
substrat konsantrasyonu daha sonra yapilacak olan caligmalarda kullanilacak substrat

konsantrasyonu olarak belirlendi.

2.3.7. pH Kararhhg:

GI'min pH kararlilig: belirlemek igin enzimi igeren hiicre 6ziitii, pH’s1 5 olan 50
mM asetat tamponunda; pH’s1 6 ve 7 olan 50 mM fosfat tamponlarinda ve pH’s1 8 ve 9
olan Tris-HCI tamponlarinda , +4°C’de inkiibe edildi. 50, 100, 200, 300 saat inkiibasyon
sonrasinda kalan aktivite; 25 mM substrat konsantrasyonu, optimum pH ve sicaklikta 30
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dakikalik bir reaksiyon sonucunda olusan fruktoz miktar1 Olgiilerek enzimin en kararli
_ oldugu pH degeri belirlendi.

2.3.8. Isil Kararliligs ve Co*?, Mn*? ve Mg*? nin Isil Kararhhga Etkisi

GI’nin optimum ¢alisma sicaklig: olan 85°C’deki kararliligi ve bu kararliiga Co*2,
Mn*? ve Mg** bivalet katyonlarmin etkisi belirlendi. Bunun i¢in herhangi bir metal iyonu
icermeyen hiicre oziitii, 1 mM Co*> igeren hiicre dziitii, 2 mM Mg* iceren hiicre Oziitii,
1mM Mn*? igeren hiicre oziitii ve 1 mM Co*? ile 2 mM Mg™ igeren hiicre 6ziitii bir su
banyosunda 85°C’de yaklagik 5 saat inkiibe edildi. Cesitli zamanlarda bu hiicre
oziitlerinden gerekli miktarlar alinarak optimum sartlarda GI aktivitesi belirlendi.

Ayrica +4 ve 30°C’de enzimin gostermis oldugu 1sil kararhilifi da, metal
iyonlarimin etkisine bakilmaksizin, bu sicakliklarda inkiibe edilen hiicre Oziitlerinden
belirli zaman araliklarinda yapilan GI aktivitesi dlctimieriyle belirlendi.

2.3.9. Aktivator Etkisi

Genel olarak, Co*?, Mn*? ve Mg*? bivalent metal iyonlarmin GT’lar igin aktivator
olduklar1 bilinmektedir (Bhosale ve ark.,1996). Cesitli konsantrasyonlardaki bu metal
iyonlarnin GI aktivitesi tizerine olan etkisi optimum reaksiyon sartlarinda (25 mM
substrat konsantrasyonu, pH 6,5, 85°C’de 30 dakika) incelendi. Her bir metal iyonu
reaksiyon karigiminda 0; 0,1; 0,5; 1; 2; 4; 10; 20; 50; 100 mM olacak sekilde kullanilarak

en etkin olduklar1 konsantrasyon belirlendi.

2.3.10. Inhibitor Etkisi

GI aktivitesi tizerine metal iyonlarmm inhibitdr etkisi; Cd*%, Ca*2, Sn*2, Hg'%, Nit2,
Zn*?, Fe** ve Cu*? bivalent metal iyonlarinin kloriir ve siilfat tuzlar ile gerceklestirildi.
Reaksiyonlar, enzimin ¢aligtifi optimum sartlarda, 0,1; 1; 5 ve 10 mM inhibitér metal
iyonu icerecek sekilde gergeklestirildi.
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2.3.11. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri, Hoeffer SE 600 marka elektroforezde % 12’lik jel
kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirildi.

A .gonensis G2¥ GI'mn molekiiler agirhgim hesaplamak amaciyla; A. gonensis
G2" ve Saccharococcus caldoxylolyticus hiicre oziitleri ile saflastirilan A. gonensis G2T
GI'1, molekiiler agirligi belli olan bir protein markin ile SDS poliakrilamid jel
elektroforezi yontemi ile her bir Srnekten 100 pg protein kullanilarak yiiriitildii. Her bir
ornek iizerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; % 4 SDS; %20
Gliserol; % 6 B-merkaptoetanol), tamponu ilave edildi ve sonrasinda 99°C’de 4 dakika
bekletilerek ve Maniatis ve arkadaglari (1982) tarafindan tamimlanan %12’lik sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve 15 mA akim altinda, yiiriitme
boyasi jelden ¢ikana kadar yiiriitiildii. Yiriitme iglemi sonrasinda jel, Commasie Brillant
Blue (% 0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyas ile
2- 4 saat boyand1 ve hemen ardindan yikama ¢ozeltisinde (%36 Metanol, %9 Asetik asit)
3-4 saat yikanarak bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflanda.

GI enzimin saflastirilmas1 amaciyla; A. gonensis G2"’den elde edilen hiicre 6ziiti,
1000 nug protein igerecek sekilde preparatif taraklara yiiklenerek % 12°lik 1 mm
kalinhigindaki dogal poliakrilamid jelinde 15 mA akimda +4°C’de yiiriitiildii ve GI’nin
olusturdugu bant jelden izole edildi.

2.3.12. Glukoz izomerazin Saflastiriimasi

GI enzimi, yukanida anlatildig: gibi yiiriitiildiigti dogal poliakrilamid jelden Mini
Whole Gel Eluter cihazi kullanilarak saflagtirildi. Jel, 15 dakika kadar eluter tamponunda
(43 mM imidazol, 35 mM HEPES pH 7.4 ) bekletildi. Jel icerisindeki bantlarin jel
yiizeyinden cihazin 14 ayr ayurma kuyucugunda bulunan eluter tamponuna gegmesi,
dogal poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan akim y6niine 90 derecelik bir agida, 30
dakika boyunca 75 mM akim verilerek gergeklestirildi. Elde edilen 14 fraksiyonda GI
aktivitesi incelendi. Enzimi iceren ve dolayis1 ile aktivite gosteren fraksiyon dogal ve

SDS poliakrilamid jel elektroforezinde tekrar yiirtitiildii.



3. BULGULAR
3.1. Anoxybacillus gonensis G2"de Glukoz Izomeraz Aktivitesinin Tespiti
3.1.1. Petri Deneyi

A. gonensis G2"nin GI aktivitesine sahip oldugu yapilan petri deneyi ile
gosterildi. Genel olarak izomeraz smufi enzimlerin Kkatalizledifi reaksiyonlarinin
doniigiimlii olma 6zelliginden faydalamilarak, bakterinin fruktozu glukoza doniistiirme
aktivitesine sahip olup olmadif aragtinildi. Deneyde kontrol olarak glukoz izomeraz
negatif E.coli HB101 susu kullamldi. 5-6 giinliik bir inkiibasyon siiresi sonunda E.coli
HB101 susunun fruktoz izomeraz aktivitesi gostermedigi, A. gonensis G2"in ise fruktozu
glukoza doniistiirdiigii gozlendi. Fruktoz-glukoz doniisiimii bakteri iizerinde olusan
kararma ile belirlendi (Sekil3) .

E

E.coli HB101 A.gonensis

Sekil 3. E.coli HB101 ve A. gonensis G2 de fruktoz izomereaz aktivitesinin
tespiti

3.1.2. Glukoz izomeraz Aktivitesi

A. gonensis G2%, Saccharococcus caldoxylolyticus, ve E.coli HB101 susunda GI
aktivitesi, Lee ve arkadaslarimn gelistirmis (1990b) olduklar: yonteme goére incelendi. GI
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aktivitesi reaksiyon sonucunda olusan fruktoz miktarinin umol/dak cinsinden
spektrofotometrik olarak &lgiilmesiyle belirlendi. Incelemeler sonucunda, A. gonensis
G2" ve Saccharococcus caldoxylolyticus’nin GI aktivitesine sahip oldugu, GI mutant:
olan E.coli HB101 susunun GI aktivitesi gostermedigi tespit edildi (Tablo 5).

Tablo 5. A. gonensis G2T, Saccharococcus caldoxylolyticus ve E.coli HB101
susunda glukoz izomeraz aktivitesi

Bakteri Aktivite (nmol/dak)
A. gonensis G2" 0,004479
Saccharococcus caldoxylolyticus 0,00152
E.coli HB101 0

3.2. Molekiiler Cahiymalar

3.2.1. Glukoz izomeraz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi
3.2.1.1. Dejenere Primer Sentezi

Bacillus tiirlerini de igerisine alan 10 bakteriye ait (Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus halodurans, Bacillus licheniformis,
Thermotoga maritima, Bradyrhizobium japonicum, Xanthomonas axonopodis,
Bifidobacterium longum, Pirellula sp) yaklasik 1320 baz ciftlik olusan GI'larin baz
dizilimleri ve aminoasit dizilimleri genbankasindan alinarak Clustal W Multiple Sequence
Alignment programi vasitasiyla birbirleriyle karsilastirildi ve korunmus  bdolgeler
belirlenerek Tablo 2°de gosterilen 2 adet forward ve 3 adet reverse dejenere primer

tasarlandi. Baz dizilimlerine ait Clustal W analiz sonuglar1 Ek 1°de g6sterilmigtir.

3.2.1.2. PCR Reaksiyonu ile GI Gen Parc¢asimin Cogaltilmasi ve Klonlanmasi

A. gonensis G2" GI genini yakalamak amaciyla, bu bakterinin genomik DNA’s1
kalip olarak kullanilarak tasarlanan primerlerden F2-R1, F2-R2, F2-R3, F3-R1, F3-R2 ve
F3-R3 kombinasyonlar: ile PCR yapildi. Pozitif kontrol olarak, GI genine sahip oldugu
bilinen Saccharococcus caldoxylolyticus genomik DNA’s:1 kullamilarak ayni primer
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kombinasyonlari ile PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Primer ciftlerinden beklenen DNA
parcalarinin  uzunluklari Sekil 4’de gosterilmigtir. PCR sonuglari 0,5mg/ml etidyum
bromiir iceren %1,4’liikk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve sonuglar BioDocAnalyze jel

goriintiileme sistemi ile goriintiilenmigtir (Sekil 5).

F2-R3 (534nt)

.- —o
F2-R2 (469nt)
. —e
F2-R1 (370nt)
- —9
F3-R3 (399nt)
o . J

F3-R2 (334nt)
.,

o F3-R1 (245n0)

23nt 112nt 23 nt 199 nt 23nt 68 nt 21nt 45nt 20 nt

s~ rmpa— safEme — >+ — =

F2 F3 R1 R2 R3

Sekil 4. Dejenere primer kombinasyonlarindan beklenen DNA parcalar

Sekil 5. Dejenere primer kombinasyonlart ile A. gonensis G2T  ve
Saccharococcus caldoxylolyticus genomik DNA’larindan PCR yoluyla

gogaltilan GI genine ait DNA parcalari
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A. gonensis G2 genomik DNA’sindan elde edilen en biiyiikk DNA pargas1 F2-R3
‘primerleri kullamlarak gergeklestirildi. Cogaltilan DNA parcalarinin GI genine ait
oldugunu teyit etmek amaciyla; yaklastk 530 bp olmasi beklenen en biiyilkk DNA
pargasinin  kalip olarak kullanildig1 ve dier primer kombinasyonlarinin denendigi PCR
sonucunda internal parcalarin hepsi tekrar elde edildi. F2-R3 primerleri kullanilarak elde
edilen DNA pargasi p-GEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi ve klonlanan parganin
baz dizilimi, dogru klonun agaroz jelde incelenerek teyit edilmesinden sonra, Davis
Sequencing LLC (A.B.D.) araciliiyla belirlendi. Baz dizilimi Sekil 4 ‘te gosterilen 530
baz c¢iftlik DNA pargasi, genbank’ta bulunan diger bakterilere ait GI genleriyle
kargilastirilarak klonlanan parcamin GI genine ait oldugu teyit edildi. Yapilan bu
karsilagtirma sonucunda klonlanan parganin; B. stearothermophilus GI'1 ile % 81,
B. megaterium GI'1 ile % 79, B. licheniformis GI'1 ile % 82 ve B. subtilis GI'1 ile %81
benzerlik gosterdigi ve ayrica Thermoanaerobacter yonseii, Tetragenococcus halophilus,
S.  xylosus, Thermoanaerobacter  ethanolicus, Thermoanaerobacterium  sp,
Clostridium  thermohydrosulfuricum,  Thermoanaerobacterium  saccharolyticum,
C. thermosaccharolyticum ve C. thermosulfurogenes GI'lar ile bazi bolgelerde %70’in

iizerinde benzerlik gosterdigi belirlendi.

GTA CTT TGG GGC GGG CGT GAA GGC TAT GAA ACG TTG TTA AAT
ACA AAT ATG AAG CTC GAA CTG GAC AAT TTA GCC CGC TTT TTG
CAT ATG GCG GTIT GAC TAT GCG AAA GAA ATT GGC TTT GAC GGG
CAA TTT TTA ATT GAG CCA AAA CCA AAA GAA CCA ACG AAG CAT
CAA TAC GAC TTT GAT GTT GCA ACA GCA TTA GCG TTT CTA CAG
ACG TAT GGA CTA AAA GAT TAT TTC AAA TTC AAC ATT GAA GCA
AAC CAT GCG ACA TTG GCA GGT CAT ACA TTT GAA CAT GAA CTT
CGC GTA GCG CGC ATT CAC GGA ATG CTC GGT TCG GTC GAT GCC
AAC CAA GGC GAC CCG TTG CTT GGC TGG GAT ACC GAC GAA TTC
CCA ACA GAC TTG TAT TCT ACT ACT CTT GCG ATG TAC GAA ATT
TTA CAA AAT GGC GGA CTC GGA AAA GGC GGA TTG AAC TTT GAT
GCG AAA GTA AGA CGC GGT TCG TTT GAA CCA GAA GAC TTA TTC
TAC GCC CAT ATA GCA GCC ATG GAC AG

Sekil 6. F2-R3 dejenere primerleri kullanilarak PCR yontemi ile g¢ogaltilan A.
gonensis G2"ye ait 530 niikleotidlik GI gen parcasmin baz dizilimi
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3.2.1.3. Ters PCR (Inverse PCR)

Klonlanan ve baz dizilimi belirlenen 530 bazlik DNA parcasinin ug¢ kisimlarindan
IF1 (5’-AGACGCGGTTCGTTTGAACC-3’) ve IRl (5’-GCATAGTCAACCGCCAT
ATGC-3’) primerleri dizayn edildi. Yapilan ters PCR sonucu Sa3Al ve Hinfl
kesimlerinden sirasiyla yaklasik olarak 400 ve 500 baz ciftlik DNA pargalan elde edildi
ve pargalar pGEM-T Easy klonlama vekt6riine klonlandi.

3.3. Biyokimyasal Calismalar

A. gonensis G2"de, GI geninin ve bu gene ait aktivitenin var oldugu yapilan petri
ve aktivite deneyleri ile ispatlanmis ve ayrica bu gene ait 530 bazlik bir parga klonlaranak
baz dizilimi belirlenmistir. Daha sonrasinda bu enzimin biyokimyasal 6zellikleri (optimum
pH ve sicaklik, inhibitor aktivator etkisi, kinetik parametreleri v.s.) belirlendi. Bu boliim
altinda yapilan tiim ¢alismalar ii¢ tekrarh olarak gerceklestirildi.

3.3.1. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Bulundugu hiicre 6ziitlinden Mini Whole Gel Eluter cihazi yardimiyla saflagtirilan
A. gonensis G2' GI'1 dogal ve SDS-poliakrilamid jelinde tek bant olarak gosterildi (Sekil
7-8). Enzimi olusturan alt iinitelerin molekiiler agirliklar1 43.000 dalton olarak hesaplandi.

Sekil 7. Dogal  poliakrilamid jel elektroforezi. L1  Saccharococcus
caldoxylolyticus , I: A. gonensis G2", IIL: Saflastinlan A. gonensis GI't
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Sekil 8. SDS poliakrilamid jel elektroforezi. , I: Protein markir, II: A. gonensis,
IIL: Saccharococcus caldoxylolyticus , IV: Saflastirilan A. gonensis GI'1

3.3.2. Reaksiyonlarda Kullamlacak Hiicre Oziitii Miktarimin Belirlenmesi

Yapilan ¢alismalar sonucunda reaksiyonlarda kullamlacak enzim miktari, 2,5 pg
protein oziitii olarak belirlendi. Sekil 9’da da goriildiigii gibi 2,5 pg protein igeren hiicre
oziitii miktarinin, toplam hiicre protein miktari-aktivite grafiginde logaritmik artisin
oldugu bolgeye denk geldigi ve boylece bu miktanin  GI aktivite deneylerinde
kullanilabilecek uygunlukta oldugu belirlendi.

2,5 1
g I
g . 1 -
]
2 1,5
£
2 0.5+
2
<
0 T T T T d
0 5 10 15 20 25
Protein (ug)

Sekil 9. Toplam hiicre proteini miktar1 — GI aktivite grafigi
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3.3.3. Optimum Sicakhk

GI aktivitesine sicakligin etkisi 40, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ve 100°C’lerde
incelendi. Sonuglar Sekil 10°da gosterilmigtir. Bulunan bu sonuclara gore GI enzimi en
yiiksek aktiviteyi 85°C’de gostermektedir. Enzim; 100°C gibi yiiksek sicaklikta bile %
66,4 + 3,9 aktivite gosterirken, A. gonensis G2"nin optimum biiyiime sicaklii olan
55°C’de ise %10’luk bir aktivite gostermektedir. 40°C ve agag1 sicakliklarda ise herhangi
bir GI aktivitesi gdzlenmemistir. Yapilan bu calisma ile A. gonensis G2 GI'nimin ¢alistigi
optimum sicaklik 85°C olarak belirlenmistir. Deney ii¢ kez tekrarlanmis ve tekrarlanan

sonuglarin birbiri ile hemen hemen ayn1 oldugu goriilmiigtiir.
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Sekil 10. Sicaklik- GI aktivite grafigi
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3.3.4. Optimum pH

pH’nin GI aktivitesi iizerine etkisi pH 4 - 9,5 araligindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. $ekil 11°de de goriildiigii iizere GI
aktivitesi en yiiksek 6,5 pH’ya sahip tamponda gozlenmistir. pH 6,5’tan asagi ve yukari
pH degerlerine gidildik¢e GI aktivitesinde bir diisiis gozlenirken pH 7,5 ile 8,5 degerleri

120 4

100 A

80 A

60 A

Aktivite (%)

40

20 A

0 e T T T T T T T T T u |
3 85 4 45 5 55 61658 7 75 8 85 9 95 10

pH

Sekil 11. pH - GI aktivite grafigi

arasinda aktivite % 20-30’luk bir etkiyle korunmustur. pH 4,5’ten daha asagi ve pH
9,5’ten daha asagi pH’larda gergeklestirilen reaksiyonlarda ise her hangi bir aktivite

gzlenmemistir.

3.3.5. Kinetik incelemeler

A. gonensis G2" GI'siun substrat olarak glukoz varhiginda substrat-aktivite
grafigi gizilerek enzimin basit Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespit edildi (Sekil
12). Substrat olan glukoz i¢in gizilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun
x-eksenini kestigi nokta -1/ K,,’ye esitlenerek K, degeri 15,24 mM, y-eksenini kestigi
nokta ise 1/ V. a esitlenerek V., degeri 0,04807 pM/dak olarak hesaplandi (Sekil 13).
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Sekil 12. Glukoz i¢in Michaelis- Menten egrisi
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Sekil 13. Glukoz i¢in Lineweaver-Burk egrisi

3.3.6. Glukoz izomerazin pH ve Isil Kararliig

A. gonensis G2" GI'sinin pH kararliligi, enzimin; pH 5, 6, 7, 8 ve 9 olan
tamponlarda, 11l kararliligi ise + 4 ve 30°C’de inkiibe edilmesiyle belirlendi (Sekil 14)
Enzimin, 4°C’de 300 saat bekletilmesi sonunda aktivitesinde herhangi bir azalmanin
olmadig1 gozlendi. 30°C’de 100 saat bekletilen enzimin aktivitesini kaybetmedigi, fakat

100 saat sonrasinda enzim aktivitesinde hafif bir azalmanin oldugu belirlendi. Degisik pH
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Sekil 14. GI'nin pH ve 1s1l kararlilik- zaman grafigi

degerlerine 300 saat maruz birakilmig enzimin, siire sonunda % 5 ila 20 aktivite kaybettigi

belirlendi. Enzimin 85°C’de olan 1s1l karalilig1 Sekil 14’da gosterilmistir.

3.3.7. Aktivator Etkisi

Co*?, Mg ve Mn* bivalent katyon iyonlarinin GI aktivitesi iizerine olan etkisi, 0;
0,1; 0,5; 15 2; 4; 10; 20; 50; 100 mM konsantrasyonlarda metal iyonu varliginda bir dizi
reaksiyon ile belirlendi ($ekil 15). Hicbir metal iyonunun kullamilmadigi apoenzimle
yapilan reaksiyonlarda herhangi bir GI aktivitesi goriilmedi. En yiiksek aktivite 1 mM
CoCl, varhiginda gozlenirken, 1 mM’dan daha yiiksek konsantrasyonlardaki CoCl,
kullaniminin aktivite kaybina sebep oldugu belirlendi. Diger metal iyonlariyla yapilan
¢aligmalarda, CoCl,’nin saglamis oldugu etkiye kiyasla, olduk¢a az miktarlarda aktivite
oldugu tespit edildi.
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Sekil 15. Co™, Mg** ve Mn*? bivalent katyon iyonlarinin GI aktivitesi iizerine olan
aktivator etkisi

3.3.8. inhibitor Etkisi

GI aktivitesi iizerine metal iyonlarinin inhibitor etkisi; Cd*?, Ca*?, Sn*?, Hg*z, Ni*,
Zn*’, Fe'? ve Cu*? bivalent metal iyonlarinmn kloriir ve siilfat tuzlarinin 0,15 13 5 ve 10
mM konsantrasyonlarinda gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile belirlendi (Sekil 16).
Etkisi incelenen metal iyonlarmdan Sn** haricindeki diger metal iyonlarinin GI aktivitesi
iizerinde inhibitér etkisinin oldugu belirlendi. 1 mM Sn** metal iyonu GI aktivitesi
iizerinde %5’lik bir artiy meydana getirirken 10 mM konsantrasyonda inhibitér etkide
bulundugu belirlendi. Cu*?, Zn*? ve Cd*?, metal iyonlarinin diisiik konsantrasyonlarda
dahi yiiksek inhibitor dzellikleri gosterdigi tespit edildi. En yiiksek inhibitor etkiyi; 0,1
mM’lik diisiik konsantrasyonda %99, daha yiiksek konsantrasyonlarda %100 etki ile Hg+2
metal iyonu sagladi. 10 mM konsantrasyonda gerceklestirilen inhibitér metal iyonu
uygulamalarindan sadece Ni*?, Sn*> ve Ca'™ ile GI aktivitesi gozlenirken difer metal

iyonlar1 bu konsantrasyonda GI aktivitesini tamamen durdurdugu saptandi.
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Sekil 16. Cd*, Ca*?, Sn*?, Hg'?, Ni*?, Zn*?, Fe*? ve Cu*? bivalent metal
iyonlarinin  GI aktivitesi tizerine olan inhibitdr etkisi

3.3.9. Metal iyonlarinin Enzimin Isil Kararhihgi Uzerine Etkisi

GI'nin optimum galigma sicaklig1 olan 85°C’deki kararlilig1 ve bu kararliliga Co*?,
Mn*? ve Mg+2 bivalet metal iyonlarinin etkisi belirlendi (Sekil 17). GI aktivitesinin;
enzimin higbir metal iyonu ilave edilmeden 85°C’de bekletilmesiyle; 30 dakika sonunda
%50, 60 dakika sonunda %63, 150 dakika sonunda %83 ve 300 dakika sonunda ise
tamamen kaybedildigi goriildii. Mg+2 katyonunun enzimin 85°C’deki 1sil kararlilig
iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadii goriiliirken, Mn*? katyonunun enzimi bu
sicakliktaki 1s1] karaliligini oldukga diisiirdiigii goriildii. Oyle ki 30 dakika sonunda yapilan
ilk olgiimde enzimin tiim aktivitesini kaybetti tespit edildi. Co*™ katyonunun ise enzimin
bu sicaklikta olan kararliligini oldukga arttirdigi goriildii. Co* katyonu varliginda GI
aktivitesinin, 150 dakika sonunda, % 50’nin iizerinde korundu belirlendi. Enzimin 1si1l
kararlilig1 iizerine Co*” ve Mg katyonlarinin ortak etkisine bakildiginda; yalniz Co**nin
kullanildig1 incelemelere gore daha az olmasina ragmen, bu katyonlarin ortak kullaniminin
enzimin 1sil kararliliini arttirdigs goriildii. Inkiibasyon ortaminda metal iyonu ihtiva etsin
ya da etmesin, 85°C’de 300 dakika inkiibe edilen enzimin, biitiin aktivitesini yitirdigi

belirlendi.
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Sekil 17. Metal iyonlarinin enzimin 85°C’deki 1sil kararlilig1 iizerine etkisi




4. TARTISMA

Bu calismada Gonen kaplicalarindan izole edilen A.gonensis G2"ye ait GI enzimi
kodlayan genin klonlanmasina ve enzimin biyokimyasal &zelliklerinin ve kinetik
parametrelerinin ortaya konulmasina ¢aligilmustir.

Bakteride GI aktivitesinin  varlig1 yapilan petri deneyi ve aktivite deneyi ile
gostertilmigtir. Lee ve arkadaslarinin (1990b) gelistirdikleri yonteme gore yapilan petri
deneyi sonucu glukozun, glukoz oksidaz ve peroksidaz enzimleri muamelesi sonucu
ortaya ¢ikan bakteri lizerindeki kararma, belirtilenin (1 giin) aksine 5 giin sonra ortaya
cikmustir. Bu farkliligin sebebi reaksiyonun A. gonensis G2"nin biiyiime sicaklii olan
55°C’de gergeklestirilmis olmasidir. Daha sonradan yapilan ¢aligmalarda, GI enziminin
optimum ¢alisma sicakliinin 85°C oldugu ve 55°C’de enzimin %10’luk bir aktivite
gosterdigi bulunmustur. %10’luk bir aktivite ile reaksiyon siiresinin bu derecede uzamasi
olagandir. Deney sonucunda A. gonensis G2" hiicrelerinin iizerinde meydan gelmesi
iiretilen bakterinin, fruktoz izomeraz dolayist ile GI ativitesine sahip oldugunu
gostermektedir. A. gonensis G2" hiicre 6ziitiinde GI aktivitesi Lee ve arkadagslarini (1990b)
gelistirdii yOnteme gore yapilmis ve deneyde E.coli HB101 susu negatif kontrol,
Saccharococcus caldoxylolyticus bakterisi ise pozitif kontrol olarak kullanilmustir. E.coli
HB101 susunda higbir aktivite gozlenmezken A. gonensis G2T ve Saccharococcus
caldoxylolyticus bakterisinde GI aktivitesi gozlenmistir. Gozlenen bu aktiviteler arasinda
yapilan karsilastirmada A. gonensis G2" GI'sinin Saccharococcus caldoxylolyticus GI’sina
gore % 66 daha fazla aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Fakat Lee ve arkadaslarinin
(1990b) gelistirdigi bu metotda kullanilan 0,5 M glukoz konsantrasyonu, reaksiyon
sonucunda iiretilen fruktoz miktarinin, Dische ve arkadaglarinin (1951) gelistirdigi sistein-
karbozol-siilfirik asit metoduyla spektrofotometrik olarak belirlenmesinde sorun
olugturmaktadir. Metotda belirtildigi tizere; reaksiyon sonunda 1 pg fruktozun vermis
oldugu pembe renk 100 pg glukozun verdigi renkten fazladir ve glukoz konsantrasyonu
100 pg fazla oldugunda 6nemli derecede pembe renk olusumuna sebep olmaktadir. Bu
problem agmak i¢in enzimatik reaksiyonun sonlandirilmasindan sonra érneklerin 10 ila 50
kat sulandirilmasi gerekmektedir. Bu durum ise olgtimlerdeki hassasiyeti azaltmaktadir.
Ayrica siilfirik asit ilavesinden sonra Orneklerin 60°C’de 10 dakika bekletilmesi

renklenme reaksiyonunu olduk¢a hizlandirmakta ve fazla renk olusumuna sebep
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olusumuna sebep olmaktadir. Bu problemlerden otiirii hassas incelemeler gerektiren
biyokimyasal caligmalarda, Gl aktivite deneyleri, Belfaquih ve arkadaglarinin (2000)
gelistirmis olduklart metoda gore gergeklestirilmistir.

GI’lar aminoasit dizilimlerine gore iki grup altinda simiflandirilirlar (Bhosale ve
ark.,1996). Tipl GP'lar N-Terminal ucunda 30 ila 40 aminoasitlik bir fazlalik parca
bulunmaktadir ve bu enzimler birbirlerine aminoasit dizilimi bakimindan oldukga
benzerdir. A. gonensis G2 ye yakin tiirlerin GI genlerinin Tip! GI sinifina girmesinden
dolay1 A. gonensis G2" GI'simi yakalamak igin tasarlanan dejenere primerler Tipl GI
genine sahip bakterilerde yapilan kargilagtirmalar sonucu belirlenmistir. A. gonensis
G2"den, bu primerler kullanilarak gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucu elde edilen
parganin baz diziliminin diger organizmalara ait GI'lar ile karsilastirilmasi ile bu parganin
Tipl Gllara yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen parganin, B.
stearothermophilus GU1 ile % 81, B. megaterium GT'1 ile % 79, B.licheniformis Gl ile %
82 ve B.subtilis GI'1 ile %81 benzerlik gosterdigi goz oniine alindiginda A. gonensis G2"
GI'sinin Tipl GI sinifina girdigi anlasiimaktadir.

F2-F3 primer kombinasyonundan elde edilen gen pargasi kalip olarak kullanilarak
diger primerler ile PCR reaksiyonu gerceklestirilmis ve A. gonensis G2" genomik
DNA’siin  kullamldign PCR reaksiyonu ile iiretilen kiigiik parcalarin tekrar elde
edilmesine ¢aligilmistir. En biiyiik parcadan kiigiik pargalarin basarili bir sekilde elde
edilmesi, primer kombinasyonlarindan elde edilen biitiin pargalarin ayni gene ait oldugunu
gostermektedir.

Boliim 2.2.1.4.’de anlatildif1 gibi gergeklestirilen ters PCR reaksiyonu sonucunda
Sau3Al ve Hinfl kesimlerinden sirasiyla yaklagik olarak 400 ve 500 baz ciftlik DNA
parcalari elde edilmistir. Deney ¢ok sayida restriksiyon enzimleriyle denenmis olmasina
ragmen bu denemelerden sonug alinamamustir. Bu durum, 6’li tanima bolgeleri ile kesim
yapan bu enzimlerin olugturdugu pargalarin uzun olmast ve Tag DNA polimerazin bu
uzunluktaki pargalart PCR reaksiyonda sentezleyememesinden veya ligasyon sartlarindan
olabilir.

GI, ksilozdan etanol iiretiminde endiistriyel olarak kullanilmaktadir. D-ksilozdan
etanol iiretiminde diisiik fermentasyon orami gozlenmesine ve diisiik iiriin verimliligi elde
edilmesine ragmen, su anda ksilozun izomerizasyonunu ve etanole fermentasyonunu es
zamanda saflamak amaciyla GI geninin mayalara transfer edilmesi g¢aligmalari hizla

artmaktadir (Chaing ve ark., 1981; Chan ve ark., 1989; Gong ve ark., 1981; Schneider ve
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ark., 1981; Wang ve ark., 1980b). Fakat boylesi bir calisma, mayalarin biiyiime
sicakliklari diistiniildiigiinde, optimum caligma sicakligi 85°C olan A. gonensis G2" GI'st
icin uygun degildir.

Yapilan kinetik incelemelerde, A. gonensis G27 GI'min glukoz igin diisik K,
degerine sahip oldugu, dolayist ile enzimin glukoza olan ilgisinin oldukca yiiksek oldugu
belirlenmistir. Tablo 6’da da goriildiigii tizere, A. gonensis G2" GI’sinin K,, degerinin

bir¢ok mikroorganizmanin K, degerine gore diisiik oldugu belirlendi.

Tablo 6. Cesitli mikroorganizmalarin glukoz i¢in K,, degerleri

Mikroorganizma K, (mM) Kaynaklar
A. gonensis G2" 15,24 -
Streptomyces flavogriseus 0.24 Chen ve Anderson, 1979h
Streptomyces albus 86 Sanchez ve Smiley, 1975
Arthrobacter sp. 86 Smith ve ark., 1991
Bacillus coagulans 90 Danno, 1970
Thermoanaerobacterium 120 Liu ve ark., 1996
saccharolyticum
Clostridium thermosulfurogenes 130 Lee ve ark, 1990a
Bacillus sp. 142 Chauthaiwale ve Rao,1994
Streptomyces olivochromogenes 250 Suekane ve ark., 1978
Actinoplanes missouriensis 290 Jenkins ve ark., 1992
Bifidobacterium adolescentis 298 Kawai ve ark., 1994
Streptomyces sp. 400 Inyang ve ark.,1995
Lactobacillus brevis 920 Yamanaka, 1975

GI'nin optimum sicakligi, genel olarak cesitli organizmalarda 60°C ile 80°C
arasinda degisiklik gostermektedir (Bhosale ve ark.,1996). A. gonensis G2" GI'si
optimum 85°C’de aktivite gosterdigi bulunmustur. Benzer sekilde Streptomyces sp.
(Inyang ve ark., 1995) ve Bacillus sp.( Chauthaiwale ve ark., 1994) tiirlerine ait GI'in
optimum ¢aligsma sicakliklarinin da 85°C oldugu gosterilmistir. Thermotoga neapolitana
GI’sinin ise optimum 95°C’de galistifi gosterilmistir (Hess ve ark., 1998). Bu GI'lar
haricindeki diger GI'lar genel olarak optimum 60°C ile 80°C arasinda aktivite
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gostermektedirler. Bu verilere dayamilarak , 85°C’lik optimum galigma sicaklif ile A.
gonensis G2" GI'sinmn oldukga termofilik bir enzim oldugu soylenebilir. A. gonensis G2"
GU’sinin,  bakterinin optimum biiyiime sicakligi olan 55°C’de %10’luk bir aktivite
gostermesi oldukga ilgingtir.

Thermoanaerobacterium sp.(Liu ve ark., 1996), Actinoplanes missouriensis (Van
Tillbeurgh ve ark., 1992), Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975) ve Thermus aquaticus
(Lehmbacher, 1990a) GI’lari haricindeki diger GI'larin optimum pH degeri 6,5’ten
yukaridir. A. gonensis G2" GI'sinmn optimum pH degeri 6,5 olarak bulunmustur. Bu
ozelligi ile enzim ozellikle endiistriyel olarak arzu edilen asidik pH degerlerine, birgok
mikroorganizmanin GI’sina gore, daha yakindir.

A. gonensis G2" GI'siun pH ve 1sil kararliigma bakildiginda enzimin oldukca
kararli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. +4 °C’de 300 saat bekletilen enzimin
aktivitesinde bir azalma olmadig1 gozlenmistir. Ozellikle enzimin saklanma kosullarinin
belirlenmesi agisindan bu olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir. 85°C’de enzimin yarim saat
icerisinde aktivitesini % 50 oraminda kaybettigi goriilmektedir. Ayrica Co*?, Mn** ve Mg*
bivalent metal iyonlarinin enzimin 1si1l kararlilifina etkisi arastirilmistir. Co™nin

+25

molekiiliin 1s1l kararlihigini oldukga arttirdigr, Mg™’nin ise 1s1l kararliliga az miktarda etki

ettigi gosterilmistir. Mn*®

nin, molekiiliin 1s1l kararliligini azalttig tespit edilmistir. Bu
durum bivalent katyon iyonlarimin molekiiliin kararli haldeki ii¢ boyutlu yapisini
olusturmada rol oynadigini1 gostermektedir.

Co*?, Mn* ve Mg* bivalent katyonlarinn, GI icin birer aktivatér olduklari
bilinmektedir. Higbir metal iyonu igermeyen reaksiyonlarda GI aktivitesine
rastlanilmamigtir. Bu durumdan, GI aktivitesi igin, en az bir bivalent metal iyonunun
gerekli oldugu sonucu ortaya gikmaktadir. A. gonensis G2" GI'st en iyi sekilde CoF
varhiginda ¢alistigi belirlenmistir. Benzer olarak Bacillus coagulans (Danno, 1970; Danno,
1971), Bacillus sp. (Kwon, 1987; Chauthaiwale ve ark., 1994), Thermus aquaticus
(Lehmbacher ve ark., 1990b), Streptomyces violaceoruber GI'lari Co* ile yiiksek
seviyede aktive olduklari gosterilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda, A. gonensis G27
GI'na, Co*?, Mn*? ve Mg** bivalent katyonlarmimn etkisi, Vieille (2001) ve arkadaslarinin
Bacillus licheniformis GI’sinda yapmis oldugu incelemelerde ¢ikan sonuglarla hemen
hemen aynidir.

Cd*™, Ca™, Sn*?, Hg', Ni*?, Zn*?, Fe> ve Cu'? bivalent metal iyonlarinin, A.

gonensis G2" GI aktivitesi iizerinde inhibitor etkisi gosterdigi belirlenmistir. Benzer



olarak; Ca*”nin inhibitdr etkisi Thermus aquaticus (Lehmbacher ve ark., 1990a) ve
Arthrobacter sp. (Rangarajan ve ark., 1992a; Smith ve ark., 1991) GI'larinda, Sn**nin
inhibitér etkisi  Geobacillus stearothermophilus (Suekane ve ark., 1978) GI’sinda,
Hg™?’nin inhibitor etkisi Streptomyces flavogriseus (Chen ve ark., 1979b) GI’sinda, Fe*
ve Ni*%’nin inhibitor etkisi Thermus aquaticus (Lehmbacher ve ark., 1990a) GI’'sinda,
Zn*”nin inhibitor etkisi Bacillus sp.(Kwon ve ark., 1987) GI'sinda ve Cu**’nin inhibitor
etkisi Streptomyces olivochromogenes (Suekane ve ark., 1978) GI'sinda gosterilmistir.
Sn*? bivalent metal iyonunun diisiik konsantrasyonlarda Gl'iizerine zayif bir sekilde
aktivator rolii oynadig1 tespit edilmistir.

Yapilan incelemeler sonucunda A. gonensis G2" GI'siin alt birimlerinin
molekiiler agirligi 43.000 olarak hesaplandi.

Glukoz izomeraz kullanimi olduk¢a pahalidir. Ciinkii bu enzim hiicre igi bir
enzimdir ve glukoza ilgisinin diisiik olmas1 sebebiyle (yiiksek K,), reaksiyonlarda ¢ok
yiiksek miktarlarda enzim kullanimina ihtiyag vardir. HFCS iiretiminde mezofilik
organizmalardan elde edilen glukoz izomeraz, immobilize edilmis bir sekilde 55-65°C’de
pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullanilmaktadir (Schenck, 2000). Bu sartlar altinda enzim ile
%40-42 oraninda fruktoz iiretilebilmektedir. Fakat endiistriyel uygulamalarda kullanilan
HFCS’de % 55 fruktoz icerigi aranmaktadir. Dolayist ile bu oran kromatografik olarak
%55 seviyelerine getirilir. Fakat bu iglem iiretim maliyetini arttirmaktadir (Douglas ve Jay,
1999). Sicakligin artmasiyla fruktoz-glukoz dengesi fruktoz tarafina kaymakta boylece
pahali olan kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir (Tewari ve Goldberg,
1984). Bu yiizden bu uygulamalarda yiiksek sicakliklarda calisan termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih edilmektedir (Hartley ve ark., 2000).
Fakat yiiksek pH degerlerinde yiiksek sicaklik uygulamalari, istenmeyen mannoz, psikoz
ve diger asidik yan iiriinlerin olusumuna sebep verdigi i¢in diisiik pH degerlerinde galisan
bir enzime ihtiya¢ bulunmaktadir (Bucke, 1983). Bu ihtiyaglardan dolay1 bugiine kadar
bir¢ok termofilik ve asidik karakterli bakterilerin glukoz izomerazi arastirilmistir
(Bhosale ve ark., 1996). Termofilik bir bakteri olan A. gonensis G2" GI'st iizerinde
yapilan bu arastirmada enzimin endiistriyel uygulamalarda arzu edilen; glukoz i¢in diisiik
K, degerine sahip olma , diisiik pH degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda yiiksek aktivite
ile galisabilme ve yiiksek 1s1l ve pH kararlilif1 gibi biyokimyasal 6zelliklere sahip oldugu
tespit edildi. Bu ozellikler géz oniine alindiginda, A. gonensis G2" GI'sinin endiistriyel

kullanim i¢in ideal bir enzim oldugu sonucu agiga ¢ikmaktadir.



5.SONUCLAR

Bu calismada A. gonensis G2" ye ait GI geninin bir parcast klonlandi ve bu genin
kodladigi GI'in optimum pH, optimum sicaklik, pH ve 1sil kararhligi, inhibitor ve
aktivitorleri ve kinetik parametreleri gibi biyokimyasal 6zellikleri arastirildi.

Bakterinin GI genine ve bu genin kodladigi GI sahip oldugu petri ve aktivite
deneyleri ile gosterildi. Bakterinin oldukga yiiksek glukoz izomeraz aktivitesi sergiledigi
saptandi.

Bakterinin GI genine ait 530 baz ¢iftlik DNA pargasi tasarlanan dejenere primerler
yardimiyla ¢o@altildi ve p-GEMT Easy klonlama vektoriine klonlanarak baz dizilimi
belirlendi.Yakalanan parcadan tasarlanan primerler kullanilarak ters PCR reaksiyonu ile
400 ve 500 baz ¢iftlik parcalar elde edildi. Elde edilen parcalar p-GEMT Easy klonlama
vektoriine klonlandi.

A. gonensis G2 hiicre 6ziitii kullanilarak yapilan incelemelerde, GI’'nin optimum
pH degerinin 6,5, optimum g¢alisma sicakliginin ise 85°C oldugu tespit edildi. Enzimin
substrati olarak glukoz ile ilgili kinetik parametreleri incelendi ve bu substrat igin K,
degeri 15,24 mM ve V,,, degeri 0,04807 pM/dak olarak belirlendi. Enzimin O ve
30°C’deki 1s1l kararhliginin oldukga yiiksek oldugu, 85°C’de ise yarim saat sonunda
aktivitenin yariya diistiigii tespit edildi. Ayrica degisik pH’larda bekletilen GI'nin pH
kararliliginin oldukga yiiksek oldugu belirlendi.

Co*™?, Mn*? ve Mg" bivalent katyonlarinin en az birinin GI aktivitesi igin gerekli
oldugu ve en yiiksek aktivitor etkisinin Co*? bivalent katyonu ile gergeklestigi belirlendi.
Co**nin Gl iizerinde aktivator etkisinin yani sira molekiiliin 1s1] kararliligini da arttirdig
tespit edildi. Cd*2, Ca*?, Sn*?, Hg'?, Ni*?, Zn*?, Fe*? ve Cu*? bivalent metal iyonlarmin GI
aktivitesini inhibe ettigi belirlendi.

A. gonensis G2" GI bulundufu hiicre oziitii saflastirildi ve sahip oldugu alt

iinitelerin molekiiler agirliklar1 43.000 dalton olarak hesapland:



6.ONERILER

Bu calismada A. gonensis G2" GI'simn biyokimyasal ozellikleri ve kinetik
parametreleri hiicre 6ziitiinde incelenmigtir. Biyokimyasal 6zilliklerin daha hassas bir
sekilde ortaya koyulabilmesi igin enzimi kodlayan genin tamaminin bir ekspresyon
vektoriine klonlanarak uygun bir konak icerisinde agir1 derecede iiretilmesi ve iiretilen
enzimin saflastirilmasi  gerekmektedir. Bu sekilde saflastirlan enzimle yapilan
biyokimyasal ve kinetik incelemeler daha kesin sonuglar verecektir. Ayrica bu ¢alismada
hiicre 6ziitiinde galigilmasindan dolay1 detayh bir sekilde incelenmemis olan aktivator ve
inhibitorlerin etkisinin; zaman, konsantrasyon, sicaklik ve pH gibi parametrelerle iligkili
olarak, saf enzim ile detayli olarak incelenmesin gerekli oldugu goriisiindeyiz.

Enzim endiistriyel agidan arzu edilen; yiiksek optimum sicaklik, diisiik pH, glukoz
i¢in diisiik K, deeri gibi ozellikler tasimaktadir. Enzimi kodlayan gen iizerinde gesitli
mutasyonlar gergeklestirmek suretiyle; bu biyokimyasal dzelliklerinin daha gelistirilmesi
ve endiistriyel uygulamalarda daha kullamish ve arzu edilen bir enzimin olugturulmasina
gereksinim bulunmaktadir.

Glukoz izomeraz kullanimi oldukca pahalidir. Ciinkii bu enzim hiicre i¢i bir
enzimdir ve glukoza ilgisinin diisiik olmasi sebebiyle (yiiksek K,,), reaksiyonlarda gok
yiiksek miktarlarda enzim kullanimina ihtiya¢ vardir. Glukoz izomeraz iiretiminin
maliyetini azaltma yollarindan birisi de, enzimi kullanimdan sonra yeniden kullanilmaya
uygun hale getirip, tekrar tekrar kullanmaktir. Bu amag dogrultusunda 6zellikleri iyice

belirlendikten ve gelistirildikten sonra enzimin immobilize edilmesi gerekmektedir.
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8.1 Bazi Tip 1 GD’larin Baz Dizilimlerinin Clustal W ile Karsilagtirilmasi
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-ATGGTCCAAACTAGTACTAATAAAAT
-ATGGCTCAATCTCATTCCAGTTCAAT

--GTGAACGTGTCAGC
GTGTACATCGGCGCGAARAGA
——————————————————————————————————————— ATGGGTCTGT
TTGACTTGCCCTTTTCACCTCGCAGCCACACACGGAATCCGTTTGATGAC

TAATCATTTTGAAAGCGCAARACAAAGTTTTATACGAAGGTAAAGAT-TCT
CAACTATTTTGGAAGCGCAAACAAAGTGGTTTACGAAGGGARAGAT -TCG
GCCTTATTTTGACAACATCAGCACCATCGCCTATGAAGGACCGGCG-TCT
GACATTTTTTAATGATGTAGAAAAGGTACAATATGAAGGACCGAGA-TCG
-ATGTTTTTTAGAAATATCGGAATGATTGAGTATGAAGGGGCCGAT -TCG
AGAATTTTTCCCAGAAATCCCAAAGATTCAGTTTGAAGGTAAGGAA-AGC
CAAATTCTTCGAGGAAAGCACGCCTGTCGCCTTCGCCGGCCAAGATGCCG
ATATTTCCCCGGCATCGGCAAG- - -ATCGGTTTCGAAGGCCGCGAT-TCG
GGGAT - -GTTGACAAGATCGAGTACGTCGGCCGCG- - - -CCAARGGACCG
CGCTTTCCCCGATGTTCCCGTC- - -ATTCAGTACGAAGGCCCTCAG-TCC
* *

AAAAATCCTTTAGCTTTTAAATACTATAACCCTGAAGAAGTAGTAGGCGG
ACTAATCCTTTAGCATTTAAATATTATAATCCTCAAGAAGTAATCGGCGG
AAAAATCCGCTTGCGTTTAAGTTTTACAATCCGGAAGAAAAAGTCGGCGA
ACCAATCCATATGCATTCARATATTACAACCCTH TTGTCGCAGG
GAAAATCCTTACGCATTTAAATATTACAACCCTGATGAATTTGTCGGCGG
ACGAACCCGCTGGCGTTCAGGTTCTACGATCCGAACGAGGTGATCGATGG
GACCAGC-GCCCGCCTTCCGCTGGTACGACAAGGACCGCCTCGTCCATGG
GACAACCCGCTCGCGTTCAAGGTCTACGACGCCAACAAGACCATCGGCGA
AAGGAAGACTTCGCCTTCCATTACTACGATGCCGACAAGGTCGTTGCCGG
GACAATCCGCTTGCCTTCCGCTGGTACAACCCCGACGAAGTCATCGAAGG
*

*h ok ok x * * *

5-'GCDTTYAARTWYTAYAAYCCKS-3' (F1)

TAAAACGATGAAAGATCAGCTGCGTTTTTCTGTTGCTTACTGGCACCAGT
AAAAACGCTGAAAGAGCATTTGCGATTTTCTATTGCCTATTGGCATACAT
TAAAACAATGGAAGAGCATTTGCGTTTTTCGGTTGCGTATTGGCATACGT
CAAAACAATGGCCGAACACCTTCGCTTTTCCATCGCTTATTGGCATACGT
CAAAACGATGAAGGAACACCTTCGCTTCGCTGTTGCGTATTGGCATACCT
GAAGCCCCTCAAGGATCATCTGAAGTTTTCCGTCGCCTTCTGGCACACTT
CCGCCGGCTCGAGGATCACCTGCGCTTTGCGGTCTGCTACTGGCACTCCC
CAAGACCATGGCCGAGCATCTGCGCTTTGCCGTGGCCTACTGGCACAGCT
CAAGAAGATGAAGGATTGGCTGCGCTTCGGCGTTGCTTGGTGGCACACCT
AAAAACGATGAAGGACCACATGCGGTTCAGCATCGTCTACTGGCACACGT

* ok * ok * * kkkAk

TTACAGCAGATGGTACGGATCCTTTTGGCGCAGCTACTATGCARAGATCT
TTACTGCTGATGGTACAGACGTTTTTGGAGCAGCTACGATGCAAAGACCA
TTACAGGAGATGGATCAGATCCGTTTGGGGCTGGCAATATGATCCGTCCA
TTGTCGGTGATGGCTCAGACCCATTTGGTGTTGGAACGATGCAGCGTCCA
TTGATGCGGACGGGAAAGACCCTTTCGGCGACGGGACGATGTTCCGGGCG
TCGTGAACGAGGGAAGAGATCCGTTTGGAGATCCAACCGCTGARCGCCCA
TCTGCTGGCCGGGCGGCGATCCCTTCGGCGGCGAGACGTTCCTGCGACCC
TCTGCGGCAATGGCGCCGATCCGTTCGGCCCGGGCACGCGTGCGTATCCG
TCAACCAGGAACTGGTTGATCCGTTCGGCACCGGCACCGCGCACCGCCCG
TCCGAGGAACCGGTGCAGACCCATTCGGCCCCGGAACGGCGGTTCGGCCT
*

*ok *k xRk * *
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TGGGATAGATATGATGGAA - - - TGGATTTAGCAAAAGCGAGAGTTGAGGC
TGGGATCACTATAAAGGCA TGGATCTAGCGAAGATGAGAGTAGAAGC
TGGAACAAATACAGCGGAA TGGATTTGGCCAAAGCGCGTGTTGAAGC
TGGGATCAATATTCGGGTA - - -TGGATTTAGCGAAAGCTCGAGTGGAAGC
TGGAACCGGCTGACACATCCTTTGGATAAAGCGAAAGCCAGGGCGGAAGC
TGGAACAGGTTCTCCGATCCCATGGACAAAGCTTTTGCAAGGGTGGACGC
TGGCATCACGGCACCGATGCGATGGCGCAGGCACGGGCCAARGGCTGATGT
TGGGATGTGGGCGATACCGCGTTGAACCGTGCCGARGCCARGGCCGATGC
TACTACAAGTACACCGATCCGATGGACCAGGCTCTGGCCAAGGTCGACTA
TGGGACAACGGATCTGAAAGCGTCGAAAACGCACAARAGCGTGCCGTCGT
*

* * * * % *

AGCTTTTCAACTTTTTGAAACATTAAATGTGCCATTCTTCGCATTTCATG
AGCATTTGAGATGTTTGAAAAACTAGATGCACCATTCTTTGCTTTTCATG
TGCTTTTGAGTTTTTTGAAAAATTAAATATTCCATTTTTCTGTTTCCATG
AGCTTTTGAATTTTTTGAGAAGTTAAACGTTCCGTACTTCTGCTTTCATG
GGCTTTTGAATTTTTTGAAAAGCTCGGCGTGCCCTATTTCTGTTTTCATG
TCTCTTCGAGTTCTGCGAAAAGCTCAACATCGAGTACTTCTGTTTCCACG
CGCTTTCGAGCTGTTCCGGCTGCTGGACGTACCCTTCTTCACCTTCCACG
GGCGTTCGAGTTCTTCACCAAGCTCGGCGTGCCGTACTACTGCTTTCACG
CGCCTTCGAGCTGTTCCAGAAGCTGGGTGTTGAGTACTTCTGCTTCCACG
TGCTTTTGAGTTGTTCACCAAACTGCAGGCTCCTTACTACGCGTGGCACG

*k kK x * * % * o kk ok

ATCGAGACATTGCTCCGGAGGGCAGTACGTTACAAGAAACAAATARARAT
ACCGGGATATTGCACCAGAAGGCAGTACGCTAAAAGAGACAAACCAARAT
ATGTGGATATTGCCCCAGAAGGAGAAACATTAAAAGAAACATATAAAAAT
ATGTAGATGTGGCACCTGAAGGGGAGACGTTGGCAGACACTTATAAARAC
ATGTTGATATTGTCGATGAAGGAGCAACATTGCGTGAAACTTTCACGTAT
ACAGAGACATCGCTCCCGAAGGARAGACGCTCAGAGAGACAAACARGATA
ACGTCGATGCGGCGCCGGAGGGGGCTTCGCTCGCGGAGTCGGTCGCCARL
ACATCGACCTGTCGCCGGATGCCGATGACATCACTGAGTACGAGAGCAAC
ATCGTGACATCGCCCCCGAAGGCGACACCCTGCGCGAGACCAACGCCAAC
ACCGCGATGTGGCCCCCGAAGGAGCCAACTTGCGAGAAACCCACGCGAAT

CTTGATGTTATCGTCACTATGATCAAAGAATACATGCARACAAGTAACGT
TTAGATATGATCATGGGCATGATTAARAGATTACATGAGAAATAGCGGCGT
TTAGATATTATCGTAGACATGATTGAGGAATATATGAARACAAGCAAAAC
CTAGACGAAATCGTGTTAATGATCAAGGATTATATGAAAACGAGTAAGAC
TTGGATCAAATGTCGTCTTTTCTCAAAGARATGATGGAGACAAGCCATGT
CTGGACAAAGTGGTGGAAAGAATTAAGGAAAGAATGAAGGACAGCAACGT
CTCAACGCGATCGCCGACCTGTTCGAAGCGAAGATGGCCTCGGCCARAGT
CTCAAGCACATGGTGGGCGTTGCCAGGCAGCGCCAGGCCGACACCGGCAT
CTCGACAAGGTCGTCGACAAGATCGAGGAGAACATGAAGTCCACCGGCGT
CTCGACGCGGTTGCCGATGTGCTGGAAGAACAGCAAAAAGCGACCGGCGT

* *

ABAGTTATTATGGAACACAGCGAATATGTTTACAAATCCCCGGTTCGTTC
TAAGCTATTATGGAATACAGCAAACATGTTTACGAATCCCCGTTTCGTCC
GAAGCTGCTTTGGAATACGGCGAACTTATTTACCCATCCTCGCTTTGTCC
GAAATTGCTATGGAATACGGCAAACATGTTTACCCATCCGCGTTGGATCC
TCAGCTGCTTTGGAATACAGCCAATATGTTTACGCATCCGAGATATGTCC
GAAACTCCTCTGGGGAACGGCGAATCTGTTCTCCCACCCGAGGTACATGC
CCGGCTGCTCTGGGGCACCGCCAATCTGTTCACGCATCGCCGCTACATGG
CAAGCTGCTGTGGGGCACGGCCAACCTGTTCTCGCATCCGCGCTACATGA
CAAGCTGCTGTGGAACACCTCCTCCCTGTTTACCAACCCGCGCTTCGTGT
GAAATTGCTGTGGGGCACCGCCAACATGTTCAGCAACCCACGCTTCATGC

ok KRk *x ok kK Eol * x *

ATGGTGCAGCTACTTCTTGTAATGCAGATGTATTTCGTTATGCGGCGGCT
ATGGTGCCGCGACTTCTTGCAATGCAGATGTGTTTGCGTATGCTGCAGCA
ATGGCGCCGCCACTTCTTGCAACGCCGATGTTTTTGCCTATGCAGCGGCC
ATGGTGCTGCGACGTCACCAAATGCTGATGTGTACGCGTATGCAGCAGCG
ACGGGGCCGCAACTTCTTGCAATGCAGACGTCTATGCCTATGCAGCTGCA
ACGGCGCCGCGACGACATGCAGTGCGGATGTCTTTGCCTACGCGGCGGCC
CGGGCGCCGCGACCAATCCGGACCCTGACATCTTCACTTATGCCGCCGGC
ATGGTGCCTCGACCAACCCGGACTTCAATGTCGTGGCGCGTGCGGCGGTG
CCGGCGCCGCCACCTCCCCGTTCGCCGACATCTACGCCTACGCCGGCGGL
ACGGTGCCGCGACGAGCTGCAACGCGGACGTGTTCGCTTACGCCGGTGCT

Kk Kk K kK * *k ok k
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CAAGTAAAAAAGGGGCTTGAAACAGCAAAAGAACTAGGCGCAGAAAATTA
CAAGTGAAAAAAGGGTTAGAARACAGCAAAAGAGCTTGGCGCTGAGAACTA
AAAGTAAAAAAAGGGTTGGAAATTGCGAAGCGGCTAGGAGCGGAAAACTA
ARAGTGAAARAAGGGTTGGAGATTGGGAAAGAGCTTGGCGCAGAAAACTA
AAAGTGAAAAAAGGCCTGGACATCGCCAAAGAGCTTGGAGCGGAAAACTA
CAGGTGAAGAAGGCCCTCGAGATCACAAAAGAACTAGGAGGAGAAGGCTA
CAGGTCCGCGCCGCGCTGGAGGTGACACACCGGCTCGGCGGCCAGAACTA
CAGGTCAAGGCCGCGATCGATGCCACGGTGGCGCTGGGCGGCGARAACTA
CAGCTCAAGAAGAGCCTGGAGATCGGCAAGCGCCTGGGCGCCGAGAACTA
CAAGTCAAAAAGGCTTTGGAAGTCACCAAGCGTCTGGGCGGCGAARACTA

* * k% ko kk ok * ok

TGTATTCTGGGGCGGCCGTGAGGGATATGAAACACTGCTTAACACARATT
TGTATTTTGGGGCGGCCGTGAAGGATATGAAACATTGTTAAATACCGATT
CGTATTTTGGGGCGGACGAGAAGGGTATGAAACACTATTAAATACCGATA
CGTATTTTGGGGCGGACGCGAAGGATATGAAACGCTACTAAACACGAACA
TGTGTTCTGGGGCGGAAGAGAAGGTTATGAAACATTGCTGAATACAGATA
CGTCTTCTGGGGTGGAAGAGAAGGCTATGAAACACTCCTCAACACAGATC
CGTGCTGTGGGGCGGCCGCGAGGGCTACGAGACGCTGCTCAACACCGATC
CGTGTTCTGGGGCGGGCGCGAAGGCTATGCCTGCCTGCACAACACGCAGA
CGTGTTCTGGGGTGGCCGCGAAGGCTACGAGAACCTGTGGAACACCGAGA
TGTGTTCTGGGGCGGCCGCGAAGGTTACCAAAACCTTTACAACACCGACA
kk ok kkkkk kk ok Kk Rk kk * *k kk K

GTACTTTGGGGCGGGCGTGAAGGCTATGAAACGTTGTTAAATACAAATA

5' -GTVYTBTGGGGYGGVMGHGARGG-3' (F2)

TACAGTTAGAGTTAGATAACTTAGCCAGATTTATGCATATGGCTGTAGAT
TAAAATTTGAGCTTGATGATTTGGCTAGATTTATGCATATGGCAGTGGAT
TGAAACTTGAGCTGGACAACTTGGCCCGCTTCTTGCATATGGCGGTGGAT
TGAAGCTAGAGTTAGATAACCTTGCCCGCTTTTTCCATATGGCTGTTGAT
TGAAGCTTGAGCTCGAAAACTTGTCTTCATTTTATAGAATGGCAGTTGAG
TCGGGCTGGAACTCGAAAATCTCGCGAGATTTCTCAGAATGGCAGTGGAG
TCAAGCGCGAGCTCGACCAGCTCGGCCGCTTCGTCTCGCTCGTCGTCGAG
TGAAGCGCGAGCAGGACAACATGGCGCGCTTCCTCACCCTGGCGCGCGAC
TGAAGCGCGAGACCGACCACATCGCCAAGTTCTTCCACATGTGCGCAGAT
TGAAACGAGAACTGGACCATTTGGCCAAGTTCTTCCACATGGCAGTCGAC
* *x %k k ok *k * *x

TGAAGCTCGAACTGGACAATTTAGCCCGCTTTTTGCATATGGCGGTTGAC

TACGCAACCGAAATTGGATATACGGGGCAGTTTTTAATTGAGCCTAAACC
TATGCGAAGGAAATCGGGTACACAGGGCAGTTTTTGATTGAGCCAAAACC
TATGCGAAAGAAATCGGGTTTGACGGGCAATTTTTAATTGAGCCGARGCC
TATGCGAAGGAGATTGGATTCGACGCCCAATTTTTAATCGAACCAAAACC
TATGCGCGTGAAATCGGTTTTGACGGCCAATTTTTAATCGAGCCGAAGCC
TACGCAAAGAAGATCGGCTTCACCGGACAGTTCCTCATAGAACCCAAGCC
CACAAGCACAAGATCGGCTTCAACGGCCCGATCCTGATCGAGCCGAAGCC
TACGGCCGCAGCATCGGCTTCAAAGGCAACTTCCTGATCGAGCCGAAACC
TACGCCAAGGAAATCGGCTTTGAGGCCCAGTTCCTGATCGAGCCGAAGCC
TACGCCAAGTCGATCGGATTCGACGGTCAGTTCTTGATCGAGCCCARACC
* ek Kk ok * * oAk kK Kk Rk Ak
TATGCGAAAGAARATTGGCTTTGACGGGCAATTTTTAATTGAGCCAAAACC
5’ -ATHGARCCNAARCC

TAAAGAGCCTACGACACATCAGTATGATACCGATGCAGCAACAACTATTT
AAAAGAGCCGACCGCCCATCAATACGATACAGATGCAGCAACAACCATTG
GAAAGAGCCGACGAAACACCAATATGACTTTGATGTTGCGACACGATTGG
GAAAGAGCCAACAAAACATCAATACGACTTCGATGTGGCAACCGGGATCG
GAAGGAGCCGACGAAGCACCAATACGATTTTGATGCAGCCACAACGATCG
GAAAGAACCCACCAAGCACCAGTACGATTTCGATGTGGCAACGGCCTACG
GAAGGAGCCGACCAAGCATCAATATGATTTCGACGTCGCCACCTGCTACG
CATGGAGCCGATGAAGCACCAGTACGATTTTGATAGCGCCACCGTGATCG
GAAGGAGCCGACGCTGCACCAGTACGACTTCGATGCCGCCACCGCCATCG
GAAAGAGCCTACCAAGCACCAGTACGACAGCGACGCGGCCGCGTGCATGA
* kK kK dk kk kk Kk *% *x x
AAAAGAACCAACGAAGCATCAATACGACTTTGATGTTGCAACAGCATTAG
NAWRGARCC-3' (F3)

572
572
548
548
548
554
563
566
554
596

622
622
598
598
598
604
613
616
604
646

672
672
648
648
648
654
663
666
654
696

T22
722
698
698
698
704
713
716
704
746

772
772
748
748
748
754
763
766
754
796



Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.
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CATTTTTAAGACAATACGGATTAGATAAATACTTCAAACTTAATCTAGAA
CCTTTTTGAAGCAATATGGCTTAGACAATCATTTTAAATTAAATCTTGAA
CATTTTTGCAAACATACGGACTGAAAGATTACTTTAAGTTCAATATTGAA
CATTCCTAAAAACGCATGGACTCGATGAACATTTCAAATTCAACATTGAA
CTTTTTTAGAAACTTACGGTTTAAAAGACCATTTTAAACTTAATCTTGAG
CTTTCCTGAAGAACCACGGCCTTGATGAGTACTTCAAGTTCAACATTGAA
GCTTCCTCGCGCGCTACGACCTCCTCAAGGACGTCAAGCTCAACATCGAG
GCTTCCTGCGTCAGCATGGCCTGGACCAGGACTTCAAGCTCAACATCGAG
AGTTCCTGCGCAACCACGACCTGACCGACGTCTTCAAGCTGAACTTGGAA
ACTTCCTGCGAGCCTACGATCTGGATTCGCACTTCAAGCTCAACATCGAA
*x x * o ® K okk ok Kk K k%

CGTTTCTACAGACGTATGGACTAAAAGATTATTTCAAATTCAACATTGAA

GCTAACCACGCAACGTTAGCTGGGCATACATTTGAACACGAATTACGAGT
GCCAATCATGCCACATTAGCCGGGCATACATTCGAACATGAATTACGCAT
GCGAACCATGCAACGCTGGCGGGACATACGTTTGAACATGAATTGCGGGT
GCGAACCATGCGACGCTTGCAGGTCATACGTTTGAACATGAGTTACATCT
GCGAACCATGCGACATTGGCCGGGCATACATTTGAGCATGAACTAAGGGT
GCGAACCACGCGACACTTGCCGGTCACACATTCCAGCACGARCTGAGGAT
CAGAACCACGCCATCCTCGCCGGCCATTCCTTCCATCACGAGGTTGCGCT
GCCAACCACGCCACCTTGTCGGGCCATAGCTTCGAGCACGACCTGCAGGT
GGCAACCACGCCAACCTGGCCGGCCACACCTACCAGCACGAGATCCGCGT
ACCAACCACGCGACGTTGGCGGGTCACACGATGATGCACGAGCTCGATTA
Ak kK Kk * * ok kk A ok Rk ok

GCAAACCATGCGACATTGGCAGGTCATACATTTGAACATGAACTTCGCGT

AGCTAGAGTACAAGGCTTATTAGGCTCAGTGGATGCAAACCAAGGTGACC
GGCAAGAGTACATGGTCTGCTTGGCTCTGTTGACGCAAARCCAGGGTCATC
AGCGCGCATTCATGGCATGTTAGGCTCTGTTGACGCAAACCAAGGAGATA
TGCCCGTATTCATGACATGTTGGGATCGGTGGATGCAAACCAAGGGGATA
GGCTGCCTTGCACGATATGCTGGGTTCCATTGATGCCAACCAGGGCGATT
GGCAAGGATCCTCGGAAAACTTGGAAGCATCGACGCCAACCAGGGAGATC
CGCCGAGGCGCTCGGTGTCTTCGGCTCGCTCGACGTCAACCGCGGCGACG
GGCATCCGATGCCGGCCTGCTCGGCAGCATCGATGCCAACCGCGGTAACG
GGCCCGCGAGTCCGGCTTCCTCGGTTCCCTCGACGCCARCCAGGGCGACA
CGCGGGCATACAAGGTGGACTGGGCAGCATCGACGCCAACACGGGTGATT
ke * * % T s T

AGCGCGCATTCACGGAATGCTCGGTTCGGTCGATGCCAACCAAGGCGACC

CTCTTTTAGGCTGGGATACAGATGAATTCCCAACGGATTTATATTCTACA
CTCTTTTAGGCTGGGACACGGATGAATTTCCGACGGATTTATATTCTACG
TGTTGTTAGGATGGGATACGGACGAATTCCCGACAGACTTATATTCTACG
CATTGCTTGGCTGGGATACCGATGAATTCCCGACAGACCTTTACACAACG
TGCTCTTGGGCTGGGATACCGATGAGTTTCCGACCGATCTGTATTCTGCG
TCCTGCTCGGCTGGGACACCGACCAGTTCCCAACGAACATCTACGACACA
ATCTGCTCGGCTGGGACACCGACCAGTTCGCGATGAACGTGC-CGGAACT
CGCAGAACGGCTGGGACACCGACCAGTTCCCGACCGATCTGTACGACACC
AGCTCATCGGCTGGGATATGGACGAGTTCCCGACCGATCTGTACGAGACC
TGTTGTTGGGTTGGGACACCGACCAATTCCCAACCGATTACTACCTGACC
Kk KkKEE K Kk K KE K Kk *
CGTTGCTTGGCTGGGATACCGACGAATTCCCAACAGACTTGTATTCTACT
3’ -CCKACCCTRTGBCTRCTYAARGG-5’ (R1)

ACGCTAGCAATGTAT -GAAATTCTGCARAATGGAGGGCTGGGCAG- - -CG
ACATTAGCAATGTAC-GAAATCCTGCAAAATGGCGGCCTTGGAAG- - -CG
ACTTTGGCAATGTAT-GAAATTTTGAAAARACGGCGGCCTTGGCCG- - - TG
ACACTTGCCATGTAC-GAAATTTTAAAAAATGATGGCTTAGGGAA- - -GG
GTTCTGGCGATGTAT-GAAATTTTGAAAGCAGGCGGGTTTAAAAC- - -CG
ACACTTGCCATGTAC-GAAGTGATAAAAGCAGGAGGATTCACARA- - -GG
CGCGTTGGTGTTCCACGAGATCCTGAACCGCGGCGGCTTCACGTC---CG
GTCGGCGCCATGCTG-GTGGTGCTGCGGCAGGGCGGGCTGGCACC- - -GG
GTCGCCGTCATGTGG-GAAGTCCTGCAGGCCGGCTCCATCGGACCTCACG
ACCCAAACCATGCTG-ATGATTCTGAAGCACGGCGGGATCGGCAC- - -CG
* * * * *
ACTCTTGCGATGTAC-GAAATTTTACAARATGGCGGACTCGGAAAAGGCG
8r=g;

822
822
798
798
798
804
813
816
804
846

872
872
848
848
848
854
863
866
854
896

922
922
898
898
898
904
913
916
904
946

972
972
948
948
948
954
962
966
954
996

1018
1018
994

994

994

1000
1009
1012
1003
1042



Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_ longum
Pirellula_sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_ longum
Pirellula_sp.
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GAGGATTAAACTTTGATGCTAAAGTACGCAGAGGTTCTTTTGAACAAGAC
GCGGATTAAACTTTGACGCGAAGGTCAGAAGATCTTCTTTCGAGCCTGAT
GCGGTTTGAATTTTGATGCGAAAGTAAGAAGAGGATCGTTTGAGCCGGAA
GCGGTTTGAATTTCGATGCAAAAGTAAGAAGGGGCTCCTTTGAAGCAAAC
GCGGCATCAACTTCGATGCTAAAGTAAGGCGCCCGTCATTTGCCGATGAG
GTGGCCTCAACTTCGACGCGAAGGTGAGGAGGGCTTCCTACAAGGTAGAA
GCGGGCTCAATTTCGACGCCAAGATCCGGCGTCAGTCGATCGACCCCGAC
GCGGCTTGAACTTCGATGCCAAGGTGCGTCGCGAATCGTCCGACCCGCAG
GTGGTCTGAACTTCGACGCCAAGCCGCGCCGTACCTCCTTCTACGAGGAG
GTGGCGTGAACTTCGACGCCAAGGTGCGTCGTGAATCTTTCGAGCCCATC
* kk ok Kk kk kk Ak Kk * ok *k
GGGATTGAACTTTGATGCGAAAGTAAGACGCGGTTCGTTTGAACCAGAA
CDCCNNABTTRAARCTRCGN-5’ (R2)

GATTTACTCTATGCTCATGTAGCAGGAATGGATGCGTTTGCTCGAGGATT
GATCTAATATATGCCCATATTGCAGGGATGGATGCATTTGCAAGAGGATT
GATTTGTTCTATGCCCATATCGCCGGAATGGACAGTTTTGCGGTTGGATT
GACCTTTTCCATGCCCATATTGCTGGGATGGACAGCTTTGCGATTGGATT
GACTTGTTTCACGCTCATATCGCAGGAATGGATACGTATGCAGTCGGCTT
GATCTCTTCATCGGTCACATCGCAGGAATGGACACCTTCGCCCTCGGCTT
GACCTGATCCACGCCCATGTCGGCTCGATGGATGCCTGCGCGCGCGCCTT
GACCTGTTCCTGGCCCACATCGGCGGCATGGACGCGTTCGCCCGCGGGCT
GACCTGTTCCGCTCCCACATCGCCGGCATGGATGCCTACGCCGCCGGCCT
GATTTGTTCCACGCTCACATCGGCGGAATGGACGCGTTCGCGARAGGTTT
ok * %k % Kk ok * Ak * %
GACTTATTCTACGCCCACATATAGCAGCCATGGACAG
3’ -GTRYADCSDMSBTACCTRYS-5'

(R3)

GAAAGTAGCACATAAATTAGTAGAAGATCGTGTTTTCGAAAATGTTATTA
GAAAGTTGCCCACAAATTAATCGAAGATCGTGTGTTTGAAGATGTGATTC
AAAAGTAGCCCATCGGTTAATAGAAGACCGCGTTTTTGATGAGTTTATTG
AAAAGTGGCTAATCAATTGCTTGAAGATCGCGTCCTTGAAGATGTGATTG
GAAAGTCGCCTCCCGTCTGCTTGAAGATAAAGCGCTCGATCAGGTTATCG
CAAGATAGCGTACAAACTCGCGAAAGACGGAGTGTTCGACAAGTTCATCG
CCTTGCCGCTGCCGACATGCTTGATGCCGGCGCCCTCACCGCGCCGCTCG
GGAAGTGGCCAACGCGCTGCTGACCGCCTCGCCGCTGGAACAGTGGCGCE
GCTGGTTGCCGACAAGATGAACCAGGACGGCTTCATCCAGAATCTTCAGG
GAAGATCGCTGCTGCGATTCGTGCCAGCGGCGAATTGGCCGATTTCGTGA

% * *

ACGAGCGCTACAGCAGCTTTAAAGAAGGAATTGGGCTTGAGATTGTGGAA
AACATCGTTACCGCAGCTTTACTGAAGGGATTGGTCTTGAAATTATAGAA
AAGAACGGTACAAAAGTTATACAGAAGGAATTGGCCGGGAAATCGTCGAA
ACAATCGATACAAATCCTATCAATCTGGCATCGGCCAAAAGATTGCAAAC
AAGAACGTTATGAGAGCTATACGAAAGGCATCGGGCTTGAAATCARAGAA
AGGAAAAATACAGAAGCTTCAAAGAAGGTATCGGAAAAGAGATCGTAGAA
ACAAGCGCTACGAAGGATGGGCCGGCCCCGAGGGCCGCGCCATTCTCGGC
CCGAGCGTTACGCCAGCTTCGACAGCGGCGCGGGCGCGGACTTTGCCGCA
CCGAGCGCTACAGCTCCTACGACTCCGGCATCGGCAAGGACATCGACGAG
AGAACCGCTACTCGACTTGGGATTCCGGAATCGGTGCCAAGATCGAAGCC

* ke * *% *

GGAARAGCTAACTTCCATACACTGGAGCAGTACGCGTTTAAAAATCCGAA
GGAAGAGCTAATTTCCACACACTTGAGCAATATGCGCTAAATCATAAATC
GGAACGGCAGATTTCCACAAATTAGAAGCACATGCTTTACAACTAGGGGA
AATGATACGAACTTGAAAGAGCTAGAGGCATACGCTCTATCTCTTGGGGA
GGCCGCACCGATCTGAAAAAGCTCGCCGCTTACGCTCTTGAARACGACCA
GGAAARAACCGATTTCGAAAAACTCGAAGAGTATATAATAGACAAAGAAGA
GGCCAGCGCTCGCTCGCCGATCTCGCCGATCGTGCGCTCGGCC- - CCGG-
GGCAAGACCACATTGGCGGATCTGGCCAAGCATGCGGCCGGCA- -ATGC -
GGCAACGTCACCTTGGCCGACCTCGAAGCCTACAGCCTCGACAAGCCGCA
GGTGAAGTCGGCTTCGCGGAACTGGAAGCTTACATGCTCGAGAAGGGCGA
* x

*

1068
1068
1044
1044
1044
1050
1059
1062
1053
1092

1118
1118
1094
1094
1094
1100
1109
1112
1103
1142

1168
1168
1144
1144
1144
1150
1159
1162
1153
1192

1218
1218
1194
1194
1194
1200
1209
1212
1203
1242

1268
1268
1244
1244
1244
1250
1256
1259
1253
1292



Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bradyrhizobium_japonicum
Xanthomonas_axonopodis
Bifidobacterium_ longum
Pirellula sp.
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CCATTTTAAATCAATATATTTTAGAAG-TTTAA
CGATATTGAACCAATACATTTTAGAAG-TATAA----
CATTGCTTAACCAATATTTGCTTGAAG-TTTGCGCAGCCCGTTAA-
CAACGTTAAATCAATATTTGCTAAGGG-TAAACGAATATTAA
CGACCGTTAACCGTTACTTATTGAACGCTTTGCGCGAAGCGCCGGCAGGA

TTTCGACCCG- - CAGCCACGCTCGGGACG-GCAG
GCCCCAGCAGATCAGCGGCCGCCAGGAAGCGTAT - - -GAARACCTG- -AT
GTCCGAGCTCATCGCCGCCACCAAGTCCGATCACCTCGAGTCCGTCAAGG
CGTCGACGCAAACCARAGCGGCCGCCAAGAGTACCTCGAGCACATGATCA

*

=3

GCCTGCTCAACAGCTACATAGTGAAGACAATAGCAGAACTGAGGTGA- - -

CCCTCGTCAACCGCTATGTC--TGA- -
CAATCAGTATCTGACGCGT - - -TGA- -

CCACCATCAACAACTACATCATTGATGCCCTGGCTGAGGTCGAGTGA:

ATAAGTACATCGATCGCGTT--TGA

1306
1306
1282
1282
1282
1288
1300
1304
1303
1342

1338
1338
1326
1323
1332
1335
1323
1326
1350
1365
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8.2 Baz1 Tip 1 GI’larin Amino Asit Dizilimlerinin Clustal W ile

Karsilastirilmasi

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

——————— MVQTSTNKINHFESANKVLYEG - - KDSKNPLAFKYYNPEEVVG
-MAQSHSSSINYFGSANKVVYEG- -KDSTNPLAFKYYNPQEVIG
MPYFDNISTIAYEG- - PASKNPLAFKFYNPEEKVG
MTFFNDVEKVQYEG--PRSTNPYAFKYYNPEEIVA
-MFFRNIGMIEYEG--ADSENPYAFKYYNPDEFVG
-MAEFFPEIPKIQFEG- -KESTNPLAFRFYDPNEVID
MGLWDVDKIEYVGRAKGPKEDFAFHYYDADKVVA
MTCPFHLAATHGIRLMTAFPDVPVIQYEG- -PQSDNPLAFRWYNPDEVIE
MYIGAKEYFPGIGKIGFEG--RDSDNPLAFKVYDANKTIG
M'NVSAKFFEESTPVAFAG* = QDAGPAPAFRWYDKDRLVH

3 L ko ok

GKTMKDQLRFSVAYWHQFTADGTDPFGAATMQRSWDRYDG-MDLAKARVE
GKTLKEHLRFSIAYWHTFTADGTDVFGAATMQRPWDHYKG-MDLAKMRVE
DKTMEEHLRFSVAYWHTFTGDGSDPFGAGNMIRPWNKYSG-MDLAKARVE
GKTMAEHLRFSIAYWHTFVGDGSDPFGVGTMQRPWDQYSG-MDLAKARVE
GKTMKEHLRFAVAYWHTFDADGKDPFGDGTMFRAWNRLTHPLDKAKARAE
GKPLKDHLKFSVAFWHTFVNEGRDPFGDPTAERPWNRFSDPMDKAFARVD
GKKMKDWLRFGVAWWHTFNQELVDPFGTGTAHRPYYKYTDPMDQALAKVD
GKTMKDHMRFSIVYWHTFRGTGADPFGPGTAVRPWDNGSESVENAQKRAV
DKTMAEHLRFAVAYWHSFCGNGADPFGPGTRAY PWDVGDTALNRAEAKAD
GRRLEDHLRFAVCYWHSLCNPGGDPFGGETFLRPWHHGTDAMAQARAKAD

e oA *kk _ 4

AAFQLFETLNVPFFAFHDRDIAPEGSTLQETNKNLDVIVTMIKEYMQTSN
AAFEMFEKLDAPFFAFHDRDIAPEGSTLKETNQNLDMIMGMIKDYMRNSG
AAFEFFEKLNIPFFCFHDVDIAPEGETLKETYKNLDIIVDMIEEYMKTSK
AAFEFFEKLNVPYFCFHDVDVAPEGETLADTYKNLDEIVLMIKDYMKTSK
AAFEFFEKLGVPYFCFHDVDIVDEGATLRETFTYLDOMSSFLKEMMETSH
ALFEFCEKLNIEYFCFHDRDIAPEGKTLRETNKILDKVVERIKERMKDSN
YAFELFQKLGVEYFCFHDRDIAPEGDTLRETNANLDKVVDKIEENMKSTG
VAFELFTKLQAPYYAWHDRDVAPEGANLRETHANLDAVADVLEEQQKATG
AAFEFFTKLGVPYYCFHDIDLSPDADDITEYESNLKHMVGVARQRQADTG
VAFELFRLLDVPFFTFI'DVDAAPEGASLAESVANLNAIADLFEAKMASAK

*: * 25 akk : *, o .

VKLLWNTANMFTNPRFVHGAATSCNADVFRYAAAQVKKGLETAKELGAEN
VKLLWNTANMFTNPRFVHGAATSCNADVFAYAAAQVKKGLETAKELGAEN
TKLLWNTANLFTHPRFVHGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLETAKRLGAEN
TKLLWNTANMFTHPRWIHGAATSPNADVYAYAAAKVKKGLEIGKELGAEN
VQLLWNTANMFTHPRYVHGAATSCNADVYAYAAAKVKKGLDIAKELGAEN
VKLLWGTANLFSHPRYMHGAATTCSADVFAYAAAQVKKALEITKELGGEG
VKLLWNTSSLFTNPRFVSGAATSPFADIYAYAGGQLKKSLEIGKRLGAEN
VKLLWGTANMFSNPRFMHGAATSCNADVFAYAGAQVKKALEVTKRLGGEN
IKLLWGTANLFSHPRYMNGASTNPDFNVVARAAVQVKAATDATVALGGEN
VRLLWGTANLFTHRRYMAGAATNPDPDI FTYAAGQV'RAALEVTHRLGGQN

Sk kg akgs kg kk gk i: T F
YVFWGGREGYETLLNTNLQLELDNLARFMHMAVDYATEIGYTGQFLIEPK
YVFWGGREGYETLLNTDLKFELDDLARFMHMAVDYAKET GYTGQFLIEPK
YVFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFLIEPK
YVFWGGREGYETLLNTNMKLELDNLARFFHMAVDYAKEIGFDAQFLIEPK
YVFWGGREGYETLLNTDMKLELENLSSFYRMAVEYAREIGFDGQFLIEPK
YVFWGGREGYETLLNTDLGLELENLARFLRMAVEYAKKIGFTGQFLIEPK
YVFWGGREGYENLWNTEMKRETDHIAKFFHMCADYAKEIGFEAQFLIEPK
YVFWGGREGYQNLYNTDMKRELDHLAKFFHMAVDYAKSIGFDGQFLIEPK
YVFWGGREGYACLHNTQMKREQDNMARFLTLARDYGRSIGFKGNFLIEPK
‘IV'LWGGREGYETLLNTDLKRELDQLGRFVS LVVEHKHKIGFNGPILIEPK

T L L T s za ks Skkk kR

VLWGGREGYETLLNTNMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFL IEPK

41
41
33
33
32
34
34
48
38
37

20
90
82
82

84
84
98

87

140
140
132
132
132
134
134
148
138
L3

190
190
182
182
182
184
184
198
188
187

240
240
232
232
232
234
234
248
238
237



Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
Bacillus_stearothermophilus
Bacillus_halodurans
Bacillus_licheniformis
Thermotoga_maritima
Bifidobacterium_longum
Pirellula_sp.
Xanthomonas_axonopodis
Bradyrhizobium_japonicum

Bacillus_megaterium
Bacillus_subtilis
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