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OZET

Bu c¢alismada, Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1  susundan  o-L-
Arabinofuranosidaz geninin elde edilmesi, klonlanmasi, ekspresyonu ve enziminin
karakterizasyonu yapilmistir.

Klonlanip ekspres edilen bu enzimin molekiil agirligt 57 kDa olup amino asit
benzerligine gore glikosil hidrolaz familya 51 simifi bir enzim oldugu belirlendi. Ekpresyon
vektoriine (pET28a+) his taq kuyruk igerecek sekilde klonlanan arabinofuranosidaz (Abf)
geni Escherichia coli BL21 hiicresine aktarilarak enziminin ekspresyonu gerceklestirildi.
MagneHis™ Protein Purification System (Promega) kiti kullanilarak enzim saflasgtirildi ve
karakterizasyonu yapildi. Enzimin ¢esitli pH araliklarinda (pH 4.0 - 10.0) ve sicakliklarda
(40-90°C) gergeklestirilen caligmalar sonucu optimum aktivite gosterdigi pH’in 6.5 ve
optimum aktivite gosterdigi sicakligin 65°C oldugunu belirlendi. Substrat olarak p-
nitrophenyl o-L-arabinofuranozid ve sugar beet arabinan kullanilarak yapilan kinetik
calismalar sonucunda Ky, degerleri sirastyla 0.139 mM ve 5.21 mg/ml, Vpnax degerleri ise
sirastyla 1019 U/mg protein ve 156.25 pumol olarak belirlendi. Metal iyonlarinin ve ¢esitli
kimyasallarin enzime olan etkileri degisik konsantrasyonlarda gerceklestirilen c¢alismalar
sonucunda belirlendi ve 1 mM konsantrasyonda Cu*" ve Hg*" bivalent metal iyonlarinimn
enzim aktivitesini neredeyse tamamen inhibe ettigi goriildii. Saflastirilan enzim sugar beet
arabinan, rye arabinoxylan, oat spelt xylan ve arabinooligosakkaritleri (arabinobiose,
arabinotriose, arabinotetraose ve arabinopentaose) hidroliz ederek arabiboz sekeri aciga
cikardig1 gbzlendi ve bu agiga ¢ikan arabinoz sekeri ince tabaka kromotografisi (TLC) ile
tespit edildi. A. kestanbolensis AC26Sar1 susuna ait arabinofuranosidaz enziminin endo
arabinanaz aktivitesi substrat olarak Red Debranched Arabinan ( RDA) kullanilarak
arastirildi ve yapilan deneyler sonucunda enzimin endoarabinanaz aktivitesine sahip olmadigi
goriildii. Yapilan calismalar sonucunda enzimin bir ekzo-arabinofuranosidaz olduguna karar

verildi.

Anahtar Kelimeler: a-L-Arabinofuranosidaz, Anoxybacillus kestanbolensis, Arabinan,
Ryearabinoxylan, Arabinooligosakkarit
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SUMMARY

Cloning, Expression and Characterization of Thermophilic Arabinofuranosidase
from Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sari

The gene, AbfAC26Sari, encoding an a-L-arabinofuranosidase from Anoxybacillus
kestanbolensis AC26Sari, was isolated, cloned, expressed, and characterizated.

On the basis of amino acid sequence similarities, this 57 kDa enzyme could be
assigned to family 51 of the glycosyl hydrolase classification system. Characterization of the
purified recombinant o-L-arabinofuranosidase produced in Escherichia coli BL21 revealed
that it is active at a broad pH range (pH 4.0 to 10.0) and at a broad temperature range (40-
90°C), and it has an optimum pH of 5.5 and an optimum temperature of 65°C. Abf gen,
includes his taq tail, cloned in expression vector (Pet28 a +) was transformed into E. coli cell
BL21 and enzyme expression was done. The enzyme was purufied by MagneHis™ Protein
Purification System (Promega) and characterized. Kinetic experiment at 65°C with p-
nitrophenyl a-L-arabinofuranoside and arabinan as substrate gave a V. of values 1019
U/mg and 156.25 pmol , and K, values of 0.139 mM ve 5,21 mg/ml, respectively. Effects of
metal ions and chemicals on the enzyme was determined by the studies that were conducted
with different concnetrations. Cu™ and Hg™ (IMm) almost compeletely inhibited the
enzyme activity. The recombinant arabinofuranosidase released L-arabinose from arabinan,
arabinoxylan, oat spelt xylan, arabinobiose, arabinotriose, arabinotetraose, and
arabinopentaose and the sugars were seperated by thin layer chromatographi. Endoarabinase
activity of ABf from Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1 was studied by using RDA as
susbtrate. Endoarabinanase activity was not detected. These findings suggest that

ABfAC26Sari is an exo-acting enzyme.

Key Words: o-L-Arabinofuranosidase, Anoxybacillus kestanbolensis, Arabinan,
Arabinoxylan, Arabinooligosaccharides
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Abf : Arabinofuranosidaz

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic Acid

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

dNTP : Deoxynucleotide Triphosphate

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

IPTG : Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
DTT : Dithiothreitol

SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Siilfat -poliakrilamid jel
pNP : 4-nitrophenil
RDA : Red Debranced Arabinan


http://www.thefreedictionary.com/Ethylenediaminetetraacetic+Acid
http://encyclopedia.thefreedictionary.com/Deoxynucleotide+Triphosphate
http://encyclopedia.thefreedictionary.com/Dithiothreitol

1. GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Termofilik bakteriler ilk olarak 1966 yilinda Thomas Brock tarafindan kesfedilmis ve
daha sonra diinyanin ¢esitli yerlerindeki sicak su kaynaklarindan ¢ok sayida termofilik
mikroorganizma izole edilmistir. Anoxybacillus cinsi de bu sekilde sicak su kaynaklarindan
izole edilerek sistematige kazandirilmistir. Anoxybacillus cinsi Bacillus cinsinden Pikuta ve
arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda ayrilan bir cinstir. Bu cins 10 tiir icermektedir. Bu tiirler;
Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis,
Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus voinovkiensis,  Anoxybacillus gonensis,
Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis, Anoxybacillus rupiensis ve
Anoxybacillus amylolyticus’tur. Bu tiirlerin bazilarinin degisik enzimler agisindan taramalari
yapilmistir. Ancak simdiye kadar herhangi bir Anoxybacillus tiiriiniin arabinofuranosidaz
enzimi ve geni hakkindaki bir bilgiye rastlanmamaktadir.

Bitki hiicre duvari baslica seliilozlar, hemiseliilozlar ve ligninlerden meydana gelen
karmasik bir yapidir. Hemiseliilozlar seliilozlarla birlikte, dogada en bol bulunan yenilenebilir
biyomas polimerleridir. Seliiloz ve hemiseliilozun tam degredasyonunda bir¢cok enzim goérev
alir. ki seker arasindaki glikosidik bag seliilazlar ve hemiseliilazlar gibi glikosid hidrolazlar
(GH) tarafindan koparilir (Miyanaga vd., 2004). Glikosidik bag dogadaki en kararl
baglardan birisidir. Yar1 6mrii 5 milyon yildan fazladir (Wolfenden vd., 1998). Bu enzimler
glikosidik baglarin hidrolizlerini 10'" kattan daha fazla hizlandirr. Bu da onlar1 en etkili
katalistlerden biri yapar (Shallom vd., 2002). Seliilazlarla birlikte hemiseliilazlarin, bitki
biyomasinin ¢oziinebilir sakkaritlere tam degredasyonundan sorumlu olmalar1 bu enzimlerin
dogada karbon dongiisiinde anahtar rol oynamalarini saglar. Bu ¢d6ziinebilir sakkaritler
mikroorganizmalar ve yiiksek hayvanlar i¢in karbon ya da enerji kaynaklar1 olarak
kullanilabilir (Shallom vd., 2002). «-L-arabinofuranosidazlar (E.C.3.2.1.55) bitkisel hiicre
duvarinda ve diger canli yapilarinda bol miktarda bulunan heteropolisakkaritler olan
hemiseliiloz, pektin ve arabinogalaktonun yapisinda bulunan arabinoksilan, arabinogalaktan,
L-arabinan ve diger L-arabinoz igeren hemiseliilozlardaki « -(1,2)-, «-(1,3)- ve « -(1,5)-L-

arabinofuranosidik baglar1 hidroliz ederler. Yan zincirleri degrede ettikleri igin aksesuar



enzim olarak bilinirler. Bu enzimler ksilanin tamamen degredasyonu igin diger
hemiseliilazlarla birlikte calisirlar (Bezalel vd., 1993 ; Suurnakki vd., 1997).

Glikosid hidrolazlarin ticari kullanimi  son yillarda 06zellikle biyoteknoloji
endiistrisinde oldukca artmistir. Spesifik enzimler, yiyecek islemede dogal sekerin iiretimi

icin invertazlar, meyve suyu islemede seliilazlar, laktozun indirgenmesinde £ -galaktosidaz

kullanilir. Kot tekstilinde kumasin biyolojik taglanmasinda (seliilazlar), kagit hamurunun
biyolojik olarak agartiimasinda ve kagit endiistrisinde (ksilanazlar) ve siv1 yakitlardaki kati
biyomas: doniistiirme gibi biyomas degredasyonunda, lignoseliiloz maddelerin biyolojik
olarak fermantatif {riinlere doniistiiriilmesi ve hayvanlarin yedikleri bitkisel yemlerin
sindirilebilirliliginin gelistirilmesinde gittikge daha ¢ok kullanilmaktadir (Coughlan &
Hazlewood, 1993; Bazalel vd., 1993; Suurnaki vd., 1997). Ayrica, a-L arabinofuranosidazlar
monoterpenleri, sesquiterpenleri ve sarabin aromatik potansiyelini olusturan diger alkolleri
hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. Bu nedenle bu enzimlerin tat gelistirilmesinde
kullanilmas1 ve sarap aromatizasyonu iizerine calisilmistir (Sanchez-Torres vd., 1996;
Martino vd., 2000). Bitki ve diger canlilarda var olan ve arabinoz igeren molekiillerdeki
arabinozlar serbest hale getiren bu enzimler sayesinde hem arabinoz bir tatlandirict olarak
kullanilabilmekte hem de bu sayede molekiillerin islenmesi kolaylastirilmaktadir. L-arabinoz
tatll olmasina ragmen, viicut tarafindan emilimi gergeklestirilemeyen bir sekerdir. Ayrica L-
arabinozun sakkarozla birlikte alindiginda sakkarozdan saglanan enerjiyi azalttigi ve ayni
zamanda sindirimi ve emilimi de azalttig1 bilinmektedir. Bu yiizden, L-arabinoz seker
hastalarinda hem alinan sakkarozun emilimini azaltmas1 miinasebetiyle fonksiyon gosterirken
hem de viicut tarafindan emilimi olmadigindan tatlandirici fonksiyonu nedeniyle kullanimi
fayda saglamaktadir (Seri vd., 1996).

Yapilan bu ¢alismanin amaci termofilik karakterli bir cins olan Anoxybacillus’a ait bir
tiir olan Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1 susundan endiistriyel 6neme sahip bir enzim
olan arabinofuranosidaz enzim geninin klonlanmasi, ekspresyonu ve enziminin

karakterizasyonu yapilmasidir.

1.2. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi Pikuta ve ardaslan tarafindan 2000 yilinda Bacillus cinsinden
ayrilip bakteri sistematigine kazandirilmistir. Anoxybacillus pushchionensis K17 bu cinsin tip

turtidiir. Anoxybacillus pushchionensis ilk izole edildiginde bu bakterinin anaerop bir bakteri



oldugu diisiiniildiigiinden oksijensiz ortamda iireyebilen anlamina gelen ‘’anoksi’’ eki cins
isminin basina getirilerek adlandirilmistir. Ancak, daha sonra yapilan ¢alismalarda bu tip
tiriin tam olarak oksijensiz ortamda degil oksijenli ortamlarda da yasayabildigi
anlasildigindan Anoxybacillus cinsinin zorunlu anaerop o6zelligi fakiiltatif anaerop olarak
degistirilmistir.

Genellikle bu cinse ait bakteriler gram pozitif, hareketli veya hareketsiz ve
endosporludurlar (Tablo 2). Orta derecede termofilik 6zellikteki bakterilerdir. Anoxybacillus
cinsini Bacillus cinsinden ayirmada 16S rRNA gen siralar1 kullanilmaktadir. 16S rRNA gen
analizleri sonucu Anoxybacillus cinsinin bakterileriyle Bacillus cinsinin bakterileri arasinda
%95’den daha az benzerlik oldugu goriilmektedir. Ancak, Anoxybacillus cinsinin kendi
liyeleri arasindaki benzerlik orani ¢ogu zaman %97 ‘nin iizerindedir ve cins i¢inde 16S rRNA
sonucuna gore bir tlir ayrimi yapmak oldukga zordur. Anoxybacillus cinsi bakterilerin kendi
arasindaki ayrimi1 DNA-DNA hibridizasyonu ile yapmak miimkiindiir.

Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin habitatlar1 asir1 sicak olmayan termal
kaplicalardir. Bunun yaninda ¢amurdan (Anoxybacillus flavithermus), giibreden
(Anoxybacillus pushchinoensis) ve jeotermal topraklardan (Anoxybacillus amylolyticus) izole
edilen tiirler de mevcuttur. Anoxybacillus contaminans tiirii ise kontamine olmus jelatinden
izole edilmistir. Optimum biiyiime sicakliklar1 ortalama 55°C olan bu bakteriler, 37- 70°C

arasinda hayatta kalabilmektedirler.

1.3. Anoxybacillus kestanbolensis AC26sar1 Bakterisinin izole Edildigi Kaplicanin
Genel Ozellikleri

Bu calismada kullanilan ve a-L-Arabinofuranosidaz genine sahip oldugu ortaya
cikarilan Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1 bakterisi Aydin Camkoy Camur Ilicasindan

izole edilmistir. izole edildigi kaplicanin sicaklig1 74°C ve pH’s1 7.2°dir (Tablo 1).

Tablo 1. Camkdy Camur Ilicasi (Aydin) suyunun 6zellikleri

Morfolojik Katyonlar (mg/L) Anyonlar (mg/L)
Ozellikler
pH 07,2 Potasyum : 75 Bikarbonat :2210
Sicaklik :74°C Sodyum :1550 Siilfat 52
Silisyom oksit : 47 mg/L Amonyum  :12 Klortir : 1440
Kalsiyum  :32
Magnezyum : 54




Tablo 2. Anoxybacillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri.

(mol %)

Ozellikler Anoxybacillus | Anoxybacillus Anoxybacillu | Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus Anoxy Anoxy

flavithermus pushchinoensis | s kamchatkensis | gonensis kestabolensis | ayderensis bacillus bacillus
contaminans voinovskiensis | amylolyticus

DSMZ/ DSM 2641 DSM 12423 DSM 15866 | DSM 14988 NCIBM NCIBM NCIBM NCIBM DSM 15939

NCIBM 13933 13971 13972 13956

numarasi

Kaynak Sicaksu Pushchino Kontamine Kamchatka Gonen Kestanbol Ayder Voinovskie Mount
Kaynagi, arastirma olmus jelatin | Yarimadasi, Kaplicast, Kaplicast, Kaplicasi, Kaplicast, Rittmann,
Yeni Zelanda | bolgesi, Rusya Rusya Tiirkiye Tiirkiye Tiirkiye Rusya Antarktika

Hareket + + + + + + + - +

Gram + + Gram + + + + + +

Boyanma degisken

Solunum Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif
anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob

Hiicre Sekli Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk

Spor Olusumu + + + + + + + + +

Biiyiikliik 0,85 x 0,4-0,5 x 0,7-1,0 x 1,0 x 0,75 x 0,65 x 0,55 x 0,4 -0,6 x 0,5x
2,3-7,1um 2,5-3,0 um 4,0-10,0 pm | 2,5-8,8 um 5,0 um 4,75 pm 4,60 pm 1,5-5,0 uym 2,0-2,5 pym

Sicaklik 30-72°C 37-65°C 50-60°C 38-67°C 40-70°C 40-70°C 30-70°C 30-64 °C 45-65°C

Araligi

Optimum 60°C 62°C 50°C 60°C 55-60°C 50-55°C 50°C 54°C 61°C

Sicaklik

pH araligi 8,0-10,5 4-5/9-10 5,7-9.9 6,0-10,0 6,0-10,5 6,0-11,0

Optimum pH 6,0-9,0 9,5-9,7 7,0 6,8-8,5 7,5-8,0 7,5-8,5 7,5-8,5 7,0-8,0 5,6

Optimum %2,5 %1 %S5 %4 %2,5 %1,5 %<3 %0,6

NaCl (%)

Katalaz + - + - + + + + +

DNA G+C | 41,6 42,2 44,4 42,3 42,8 50 43,6 43,9 43,5




Tablo 3. Anoxybacillus cinsinin kendisine yakin olan diger cinslerle olan benzerligi veya farkliliklari.

Ozellikler Anoxy- Amphi- | Bacillus Clostridium | Tindallia | Alkali- Desulfoto- | Sporolac-
bacillus | bacillus philus maculum | tobacillus

Hareket 4. n n + +/- + +/- +

Gram Boyama n i + 4/ + + +/- +

Oksijen An.atl./ Anrp./ Zornl. Zornl. Zornl. Anrp./

Ihtiyaglar Fklt.aer Fllt.aer Fklt.aer An.atl Anrp. Anrp. Anrp. Faklt.aer

Siilfatin

5 . . = = = - - - + -

Indirgenmesi

Nlt?atm . 4/ ) +/- +/- . - - -

Indirgenmesi

Katalaz Testi +/- ) n . - ND - -

Oksidaz Testi 4/ ) +/- ) _ ND - -

NaCl (3-

12%) - - +/- +/- + - +/- -

Ihtiyaglari

COs™ Ihtiyact 4/ ) ) } + - +/- -

An.atl: Aeorotolerant anaerop, Fklt.aer: Fakultatif aerop,

ND: Bilgi mevcut degil.

Anrp: Anaerop, Zornl. Anrp: Zorunlu anaerop,

: Pozitif sonug, -: Negatif sonug,




1.4. Termofilik Bakterilerin Genel Ozellikleri

Termofilik organizmalar yiiksek sicakliklarda hiicre ve igerisindeki molekiillerin
fonksiyonel halde kalmasin1i ve bunu gergeklestirmek icinde cesitli adaptasyonlara
sahiptirler. Termofilik bir organizmanin biiylimesini sinirlayan faktorlerin neler oldugu ve
bir mikroorganizmanin biiyiimesinin iist sicakliginin ne oldugu giiniimiizde tam olarak
aciklanamamustir. Termofilik bakteriler cesitli adaptasyonlarla yiiksek sicaklilarda

biiylimektedirler. Bu adaptasyonlari su sekilde incelenebilir.

1.4.1. DNA Yapisi

Stipersarmal plazmitler en az 107°C’ye kadar termal denatiirasyona direngli olurken
lineer ¢ift zincirli DNA’lar ise 65°C’de termal denatlirasyona ugramaktadir. Topolojik
olarak kapali olmasindan dolayr plazmit DNA’s1 termal denatlirasyona karsi daha
direnglidir. Plazmit DNA’s1 termal denatiirasyona direngli olmasina ragmen, termal
degredasyona karsi direncgli degildir. Yiiksek tuz konsantrasyonunun, ¢ift zincirli DNA’y1
107°C’de termal degredasyona karsi korudugu yapilan bir g¢alisma ile goriilmiistiir
(Marguet ve Foreterre, 1994). Tuzlar tarafindan DNA’nin termal degredasyona karsi
korunmasi, termofilik bakterilerin yasamu ile ilgilidir. Ciinkii termofilik bakteriler, hiicre i¢i
yliksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler.

Biitiin hipertermofillerde, baz1 termofilik bakterilerde ve arkeobakterilerde reverse
giraz (RG) enzimi bulunur. RG, pozitif siiper sarmal DNA olusmasini ve baglanti sayisinda
asirilik olmasini saglar (Duguet vd., 1995; Forterre vd., 1996). Baglanti sayisindaki asirilik,
yiiksek sicakliklarda DNA’nin fonksiyonel halde kalmasi ic¢in gereklidir. Mezofilik
bakterilerin ve bir¢ok canlinin DNA’s1 RG enzimini igermedigi i¢in, negatif siipersarmallik
gosterirler. Bu yapt DNA’nin daha kolay denatiire olmasina sebep olur. Sonugta negatif
stipersarmal DNA termal denatlirasyona kars1 pozitif siiper sarmal DNA’dan daha
direngsizdir. Ayrica, DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri proteinler yiiksek
sicakliklarda DNA’nin ¢ift zincirli yapida kalmasinda énemli rol oynarlar (Lopez-Garcia
vd., 1999).

Genomik DNA’nin yiikksek G+C igeriginin DNA’y1 denetiirasyona karsi

koruduguna inanilirdi. Fakat, yapilan en son ¢alismalar gosterdi ki kromozomal DNA nin



G+C igerigi ile hipertermofillerin optimum biiyltime sicakliklar1 arasinda hicbir baglanti

yoktur (Marguet ve Foreterre, 1994).

1.4.2. Protein Yapisi

Mezofilik proteinlerin denatiire oldugu yiiksek sicakliklarda termal proteinler
aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar. Proteinin termal kararliligi endiistriyel
uygulamalarda ve bilimsel ¢aligmalarda ¢ok 6nemli olmasina ragmen, yillardir yapilan
deneysel ve teorik c¢alismalar proteinlerin termal kararliligini sadece kismen
aciklayabilmistir (Vogt vd., 1997).

Mezofilik ve termofilik proteinler arasindaki sistematik farkliliklar1 belirlemek i¢in
Kumar ve arkadasglar1 (2001) yapmis olduklari bir arastirmada hipertermofilik Pyrococcus
furiosus ve mezofilik Clostridium symbiosum bakterilerindeki glutamat dehidrojenaz
enzimini incelediler. Mezofilik glutamat dehidrojenazin 107 tuz kopriisii icerirken
termofilik glutamat dehidrojenazin ise 168 tuz kopriisii icerdigini belirlediler. Yapilan
caligmalar gosterdi ki mezofilik proteinlerdeki tuz kopriisii sayisi, termofilik proteinlerdeki
tuz kopriisii sayisina oranla yaklasik %70 daha azdir. Tuz kdpriilerinin sayisi ile proteinin
termal kararlili§i arasinda kuvvetli bir korelasyon vardir. Bunun nedeni tuz kopriileri
yiiksek sicakliklarda daha kararlidir ve yiiksek sicakliklardaki tuz kopriilerini kirmak igin
daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulur. Boylece tuz kopriileri yiiksek sicakliklarda protein
coziilmesine kars1 kinetik kararlilik saglar (Das ve Gerstein, 2000).

Yapilan bir ¢caligmada, termal kararlili1 arttiran en az 13 farkli fiziksel ve kimyasal
faktoriin oldugunu gosterilmistir (Querol vd., 1996). Bu faktorlerden bazilart tuz
kopriilerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin miktarinin azaltilmasi ve
prolin miktarinin arttirilmasi, hidrojen baglar1 ve proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik
paketlemelerdir. Bu faktorler lizerine bir ¢ok arastirmaci tarafindan yapilan arastirmalar
mevcuttur (Grupta vd.,. 1995; Russel ve Toylar, 1995; Querol vd., 1996; Vieille vd., 1996;
Colacina ve Crichton, 1997; Vogt ve Argos, 1997; Jaenicke ve Bohm, 1998; Scandurra vd.,
1998). Protein yapisinda mutasyonlar1 meydana getiren protein miihendisligi ise deneysel
analizlerin favori seklidir ve kararlilig1 arttirir.

Haney ve arkadaslar1 (1999) yaptiklart bir ¢alismada termofilik bir arkeobakteri
olan Methanococcus jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik proteinin mezofilik

Methanococcus tiirlerindeki bu proteinlere homolog olan proteinlerin  siralarini



karsilagtirmigtir. Bu c¢alisma sonucunda proteinin termal kararliliginin olusmasinda,
aminoasit degisimlerinin 6nemli bir rol oynadigmni ortaya koymuslardir. Termofilik
proteinlerin yiiklii aminoasitler (Arg, Lys, His, Asp ve Glu), valin ve izolosin igeriginde
artis goriiliirken, yiiklii polar aminoasit ( Ser, Thr, Gln, Asn, Cys) igeriginde ve
denatiirasyona sebep olan asparagin ve glutamin iceriginde azalma oldugu goriilmiistiir.

Mezofilik proteinler termofilik proteinler ile karsilastirildiginda, bunlarin daha az
halka delesyonuna maruz kaldig1 goriiliir ve bu yiizden termofilik proteinler mezofilik
proteinlerden daha kisadir. Halka delesyonu proteinin ii¢ boyutlu yapilarinin entropisini
diistirerek, serbest enerjisini arttirir. Proteinlerdeki halka delesyonu protein kararliligim
arttirir (Thompson ve Eisenberg, 1999). Ayni zamanda termofilik proteinler {i¢ boyutlu
yapilarina katlanirken, daha kiiclik ve daha az sayida oyuklar olusturabilecek daha etkili bir
paketlemeye sahiptirler ( Russell vd.,1997, 1998).

1.4.3. Hiicre Membran Yapisi

Mezofilik organizmalar, 1stya karsi direngli olmayan lipid bilayer yapisinda bir
hiicre membranina sahiptirler. Hipertermofiller, yiiksek sicakliklarda hayatta kalabilmeleri
icin lipid monolayer yapisinda olan yiiksek sicakliklarda erimeye kars1 direng gosteren bir
membran yapisina sahiptirler. Ayrica arkeobakteriler, hiicre membran yapilarinda sicakliga
ve degredesyona kars1 direngli olan eter lipitlerini igerirler (Daniel ve Cowan, 2000).

Termofilik organizmalar daha etkili ve siki bir sekilde katlanabilen aminoasitlere
sahip olmalarindan dolay1 termofillige direng gosterirler. Glisin ve serin kuvvetli hidrojen
bag1 yapma 0Ozelliklerinden dolay1 proteininin daha iyi katlanmasini ve 1siya karsi daha
yiiksek bir direng gostermesini saglarken, aspartik ve glutamik asitler igerdikleri amin
gruplarindan dolay1 heliks yapisini kuvvetlendirirler (Senes vd., 2000; Zhou vd., 2001;
Adamian ve Liang, 2002; Rinia vd., 2002).

Sicaklik arttik¢a sitoplazma membraninin proton gegirgenligi artar. Artan proton
gecirgenligi, yiiksek sicakliklarda bakterilerin biiyiimesini engeller. Diisiik proton
gecirgenligi yiiksek sicakliklarda biiylime i¢in 6nemli bir etkendir. Bu nedenle termofilik
bakteriler, yiiksek sicakliklarda tasima sisteminde iyon olarak daha az gecgirgen olan

sodyum iyonunu kullanirlar (Tolner vd., 1997).



1.4.4. RNA Yapisi

Galtier ve arkadaslar1 (1999) yapmis olduklar1 bir calismada, rRNA’nin GC igerigi
ile optimum biiyiime sicakliklar1 arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu gostermistir. Ayrica
baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bdlgelerindeki degismelerin RNA’lar1 kararli
hale getirdigi belirtilmektedir (Fang vd., 2001). Termofilik bir bakteri {izerinde yapilan bir
caligmada, transfer RNA geninin bir bazindaki tek bir atomun degismesi yiiziinden
bakterinin 1siya karsi direng Ozelligi kazandigi kaydedilmistir (Watanabe vd., 1976).
Yapilan bu ¢alismada, Termus thermophilus’un tRNA’sindaki timin-55 pozisyonundaki

oksijen atomu yerine bir kiikiirt atomu sokulmustur.

1.4.5. Kiiciik Molekiiller

Kiigiik molekiillerin kararlili§i termofillerin sahip olmasi gereken diger bir
ozelliktir. GTP, translasyon, RNA sentezi ve diger bir ¢ok islem i¢in gerekli olan bir
molekiildiir ve bu molekiiliin 100°C’deki yarilanma 6mrii birka¢ saniyedir. Ayrica, ATP,
UTP, NAD ve FAD gibi diger bir¢ok kii¢iik molekiil de 1siya karsi direngli degildir.
Termofilik bakterilerde bu sorunun iistesinden gelmek ic¢in ihtiyag duyulan molekiiller

kullanilacaklart zaman sentezlenir (Canakg1, 2003).

1.5. Termofilik Organizmalarin ve Enzimlerin Biyoteknolojik ve Endiistriyel
Kullamim Alanlar:

Termofilik organizmalar, = mikrobiyologlar ve biyokimyacilar i¢in oldukca
cezbedici bir konudur. Termofilik organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli oldugu
gibi, asir1 derecede asidik ve alkalik sartlarin denatiirasyonlarina da direnglidir (Haki ve
Rakshit, 2003). Bu nedenle termofilik organizmalar biyoteknoloji agisindan olduk¢a dnem
tasimaktadir. Biyoteknolojide termofilik organizmalar, bazi1 yakit ve kimyasallarin
iiretilmesinde ve genetik manipulasyonlarin yapilabilmesinde kullanilmasina ragmen,
biyoteknoloji acisindan en Onemli ozellikleri biyokimyasal reaksiyonlart c¢ok yiiksek
sicakliklarda katalizleyebilen enzimleri tiretmeleridir.

Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara kars1 gosterdigi

kararlilik, bu enzimlerin endiistri alanlarinda tercih edilme nedenleridir. Termofilik
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enzimler, mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakligindan daha yiiksek bir sicaklikta
bile kararli ve aktiftirler. Bu yiiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek
kontaminasyon riskini énemli derecede azaltir. Ciinkii biyolojik donglide kontaminasyona
sebep olan bakterilerin ¢cogu mezofiliktir (Burg vd., 2003). Ayrica, bu yiiksek sicakliklarda,
reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar1 ve ¢oziiniirlikkleri 6nemli derecede artar ve
bu da daha fazla iiriin olusumunu saglar (Mozhaev vd., 1993; Kumar ve Swati, 2001). Bu
sicakliklarda suyun yiizey geriliminin ve vizkositesinin azalmasi da diger bir avantajdir.

Termofilik enzimler, belirtilen bu avantajlarindan dolay1 bir ¢ok endiistriyel alanda
tercih edilmektedirler. Bununla birlikte bu enzimlerden bazilari, son zamanlarda
saflastirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu
enzimlere ornek olarak, DNA polimerazlar, amilazlar, arabinofuranosidazlar, ksilanazlar,
kitinazlar, seliilazlar, proteazlar, lipazlar ve gida ve kimya endiistrilerinde DNA’y1
modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler molekiiler biyoloji alaninda, nisasta
endiistrisi, gida endiistrisi, petrol endiistrisi, kimyasal endiistrisi, kagit ve kagit hamuru
endiistrisi gibi pek ¢ok endiistri alaninda genis 6l¢iide kullanilmaktadir (Tablo 4).

Molekiiler ¢alismalarin temelini, PCR kullanimi olusturmaktadir. DNA’y1 arttirma
kapasitesine sahip olan PCR yoOntemiyle, genetik miihendisliginde onemli bir ilerleme
kaydedilmistir. Bu yontemde pes pese gelen ii¢c adim, 90-95°C’de DNA zincirlerinin
denatlirasyonu, 55-70°C’de renatlirasyonu ve 75°C de sentez asamasidir (Saiki vd., 1988).
Bu nedenle, bu reaksiyonlarda kullanilan enzimlerin bu sicakliklara dayanikli olmasi
gerekmektedir.

PCR yontemininin kullanildig1 ilk zamanlarda, primer DNA zincirinin uzatilmasini
katalizleyen DNA polimerazlar Escherichia coli’den izole edilirdi. Bu enzimler yiiksek
sicakliklarda enzimatik aktivitelerini kaybettiklerinden her bir denatiirasyon ve
renatiirasyon asamasindan sonra yeni bir polimeraz enziminin ilavesi gerekmekteydi. Bu
nedenle PCR, ¢ok fazla zaman harcanan ve pahali bir yontemdi (Erlich vd., 1988). Termal
kararli polimerazlarin bulunmasiyla, PCR yontemi oldukca kolaylasti ve dnemli olgiide
gelisti. Ilk termal kararli DNA polimeraz, termofilik bir bakteri olan Thermus
aquaticus’dan karakterize edildi (Chien vd., 1976). Daha sonra Phyrococcus furiosus ve
Thermococcus litoralis bakterilerinin de DNA polimeraz enzimleri karakterize edildi. Bu
mikorganizmalardan elde edilen DNA polimerazlar, 99°C’de bile aktivitelerinin énemli bir

kismini korumaktadirlar.



11

Termofilik DNA polimeraz enzimleri, PCR reaksiyonlarin1 katalizledikleri i¢in
diinya ticaretinde biiyiik paya sahiptirler. Bu reaksiyonlar, spesifik DNA siralarint hizli ve
verimli bir sekilde arttirdig1 i¢in besin analizi, klinik tip ve adli tip alanlarinda 6nemli
arastirmalar ve incelemeler yapilirken kullanilmaktadirlar. Ayrica bu reaksiyonlar bugiin
biyoteknoloji ile ilgili bir¢ok islemin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Aguilar vd., 1996).

Termofilik enzimlerin en genis kullanildig1 alanlardan biri nisasta endiistrisidir..
Endiistriyel nisasta islemi, nisastanin glukoz, maltoz veya oligosakkarit suruplarina
hidrolizini igerir. Nisastanin tam hidrolizi i¢in pek ¢ok enzim kullanilmaktadir. Bu
enzimler, amilazlar, pullulanazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar, glukoamilazlar ve
ksiloz izomerazlardir (Poonam ve Dalel, 1995). Bu enzimler veya bu enzimleri i¢eren
suruplar nisastanin islenmesi yaninda igecek endiistrisinde, ekmek yapiminda ve peynir
endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica tatlandirici tiretiminde ve pek ¢ok
gida tirlinlinlin koku, yap1 ve goriiniisiiniin degisime ugratilmasinda da bu enzimler yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Nisasta endiistrisi, termofilik enzimlerin yillik enddiistriyel
tiikketiminin %30 unu olusturmaktadir (Van der Maarel vd., 2002).

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi en hizli biiyiiyen endiistrilerden biridir. Bu alanda,
klorlu bilesiklerin yerine termal kararli ksilanazlarin kullanimi artmaktadir. Kraft kagit
hamurunun agartilmasinda ¢ok fazla miktarda kullanilan klorlu bilesikler, toksik ve
mutajenik olan siirekli biriken yan {iriinleri olusturur. Bu yan iiriinler de ¢evresel kirlilige
ve biyolojik sistemlerde sorunlara sebep olur. Bu nedenle, giiniimiizde bu kimyasallarin
kullanimimi en aza indirmek amaciyla, kagit endiistrisinde ksilanazlar kullanilmaktadir
(Vikari vd., 1994; Eriksson ve Heitmann 1998). Ksilanazlar kagit ve kagit hamuru
endiistrisindeki kullanimlarindan bagka, zirai hayvan yemlerinin besin degerini arttirmakta,
hasir ve keten gibi bitki elyafinin zamkinin giderilmesinde ve meyve sularinin
agartilmasinda kullanilmaktadir.

Diinya iizerinde en fazla miktarda bulunan ve yenilenebilir fosilsiz karbon kaynagi
seliillozdur. Seliillozun hidrolizi i¢in endoglukanazlar, exoglukanazlar ve B-glukosidazlar
kullanilmaktadir. Endiistriyel islemlerde, termal kararli seliilozitik enzimler deterjanlarin
yapisina katilarak yikama sonucunda ¢amasirlarin yumusak ve daha parlak renkte olmasini
saglarlar. Ayrica tekstil endiistrisinde, ¢Op ve atiklarin iglenmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadirlar (Bhat vd., 2000).
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Lipazlara duyulan ilgi, endiistrideki uygulama alanlarindan dolay1, 6zellikle son on
yildir oldukga artmustir. Termal kararl lipazlar, gida endiistrisinde tat ve hos koku bileseni
olarak, kozmetikte yaglayici madde ve katki maddesi olarak, kagit endiistrisinde kagit
hamurundaki zifti uzaklastirici madde olarak kullanilir ve ayrica siit endiistrisinde, ilag
endiistrisinde, deterjan endiistrisinde ve deri ve tekstil endiistrisinde de kullanilmaktadir.

Diinya enzim marketlerinin %65’inden fazlasini teskil eden proteazlar, endiistriyel
acidan 6nemli enzimlerdir (Rao vd., 1998). Bu enzimler genis ol¢iide gida, ilag, deri ve
tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin ana kaynagi Phyrococcus,
Thermococcus, Bacillus ve Stapylococcus cinslerine ait mikroorganizmalardir. Optimum
olarak 75°C’de aktif hiicre dis1 bir proteaz, Bacillus stearothermophilus TP26 susundan
izole edilmektedir (Gey ve Unger, 1995).

Termal kararli enzimler, bir ¢ok biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farkli ekolojik alanlardan termofilik mikroorganizmalarin fazla miktarda
izolasyonu ve bu mikroorganizmalardan faydali enzimlerin ekstraksiyonu ile biyoteknoloji

alaninda daha biiyiik adimlar atilabilir (Kohilu vd., 2001).
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Tablo 4. Termofilik bakterilerin enzimlerinin kullanildig1 biyoteknolojik uygulamalar

Enzim

Sicakhk
Arahgi

Reaksiyonlari

Kullanim
alanlarn

Amilolitik enzimler

90-100

Nisasta — dekstroz surup

Firincilik,
mayalanma,
deterjan,  gida,
ve igecek
endiistrisinde

Arabinofuranosidazlar

55-90

Arabinan— Arabinoz

Meyve suyu,
sarap, ekmek
endiistrisi

Ksilanaz

45-65, 105

Kraft hamuru — ksilan+lignin

Kagit ve kagit
hamuru
endustrisinde

Kitinazlar

65-75

Kitin — kitobioz
Kitin — N-asetil glukozamin
Kitin — deasetilaz

Gida, kozmetik,
ilag, ¢imento
endiistrisinde,
atik su
temizlenmesinde,
kagit liretiminde

Selilaz

45-55, 95

Seliiloz — glukoz

Deterjan ve
tekstil
endiistrisinde,
¢Op ve atiklarin
islenmesinde

Proteaz

65-85

Protein — peptidler ve amino
asitler

Firincilik,
mayalanma,
deterjan,  gida,
illac  ve deri
endiistrisinde

Lipazlar

30-70

Yag uzaklastirmasi, hidrolizis,
alkolizis, aminolizis

Siit, deterjan,
kagat, ilag,
kozmetik,
deterjan, deri ve
tekstil endiistrisi

DNA polimeraz

90-95

DNA arttirilmast

Genetik
mithendisligi/
PCR

1.6 Arabinofuranosidaz (Abf) Enziminin Genel Ozellikleri

Abf’nin biyokimyasal o6zellikleri hakkinda mevcut bilgiler bakteri, mantar ve

bitkilerden izole edilen enzimler iizerinde gerceklestirilen ¢alismalardan elde edilmistir.

Mikrobiyal Abf’larin molekiiler agirliklar1 degiskendir (Tablo 5). Ornegin Streptomyces
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purpurancens IFO 3389 Abf’sinin molekiil agirhigi 495 kDa kadar yiiksek iken,
Streptomyces thermaviolaces Abf’si ise 37 kDa kadar diisiik olabilmektedir (Komae vd.,
1982 ; Tsujibo vd., 2002 ).

Sicakligin ve pH’in Abf’ye olan etkisi enzimin nereden izole edildigine baghdir. En
yiiksek 1s1l kararlilik Thermotoga maritima MSB8‘den izole edilen enzimde goriilmektedir.
Klonlanan bu enzimin pH 7.0’de optimum sicakligi 90°C’dir. Bu enzim optimum sicaklig1
olan 90°C’de (pH 7.0°da) 24 saat kararlidir. Ayrica bu enzim 100°C gibi yiiksek bir
sicaklikta 20 dakikadan uzun bir siire aktivitesinin %50°sini koruyabilmektedir. Diger bir
ornek ise pH araligt 5.0-9.0 olacak sekilde 8.3 saat 85°C’de kararli kalabilen
Rhodothermus marinus Abf’sidir (Gomes vd., 2000; Margolles vd., 2003).

Arabinofuranosidazlarin  aktivitesi enzime ve kullanilan  kimyasallarin
konsantrasyonuna bagli olarak metal iyonu, iyonik veya iyonik olmayan deterjanlar,
selatlayict ve indirgen kimyasallar tarafindan etkilenir (Hespell ve O’Brayn 1992;
Margolles vd., 2003). Ornegin, Bifidobacterium longum B667 ve Thermobacillus
xylanilyticus D3 Abf’leri EDTA’dan ve DTT den etkilenirken Cu®" dan etkilenmemektedir
(Debeche vd., 2000; Margolles vd., 2003). Ag’, Hg*", Zn*", Cd*", Co*" ve Ni gibi metal
iyonlar1 baz1 enzim aktiviteleri {izerine inhibitor etkiye sahiptirler (Sakamoto vd., 2003;
Margolles vd., 2003; Tsujibo vd., 2002).

Baz1i  arabinofuranosidazlar  lizerinde  molekiiler  seviyede  ¢aligmalar
gerceklestirilmis ve bu enzimleri kodlayan genler tanimlanmis, klonlanmis ve cesitli
bakteriyel ve fungal sistemlerde ekspres edilmislerdir. Ayrica, bu genlerin protein iiriinleri
sira analizine tabi tutulmus ve filogenetik aga¢ analizinde kullanilarak rapor edilmislerdir

(Degrassi vd., 2003).
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Tablo 5. Bazi mikrobiyal a-L arabinofuranosidaz 6zellikleri

Mikroorganizma Enzim Molekiil Optimum | Optimum ph | GH
ismi agirhig sicaklik familyasi

Aspergillus oryzae | Afase 60 60 5.5 -

HL15

Aspergillus oryzae AbfA 228 50 5 51

Aspergillus kawachii AKADbfA | 80 50 4.0 51

Fusarium oxysporum AbfB - 4.0 50 -

Penicillium Abfl 49.6 50 5 54

purpurogenum

Bacillus pumilus PS213 | AF 22056 55 7.0 51

Bifidobacterium  breve | AFase 60 - - 51

K-110

Bifidobacterium longum 61-260 45 6.0 51

Streptomyces STX-IV | 37 60 5.0 62

thermaviolaces

Thermoanaerobactere XarB 85 65 - 3

ethanolicus

Thermobacillus AbfD3 | 56.071 75 6.2 51

xylaniliticus D3

Thermobifida fusca - 92 65 9 -

Thermotoga  maritima | AFase 332 90 7.0 51

MSB8

Geobacillus AFase 75 70 7.0 51

stearothermophilus L1

Geobacillus ADbfTK4 | 57 75 6.0 51

caldoxyloliticus TK4

1.6.1. Arabinofuranosidaz Enziminin Biyoteknolojik Uygulamalar:

Lignoselluloz parcalayici enzimlerin 6nemi, onlarin pek ¢ok endiistriyel ve
biyoteknolojik islemlerde rol almalarindan otiirii iyi bilinmektedir. Bu c¢abalar, ucuz

tarimsal atik materyallerinin kullanimi ¢agini baglatmistir. o-L-Arabinofuranosidazlar,
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diger lignoselluloz parcalayict enzimlerle olan sinerjistik 6zelliklerinden otiirii, ¢esitli
tarimsal ve endiistriyel islemlerde umut vaat edici araclar olarak goriilmektedirler (Aryon
vd., 1987; Saha, 2000). Bu tarimsal ve endiistriyel islemler onemli tibb1 bilesiklerin
iiretilmesini, sarap aromasinin gelistirilmesini, ekmek kalitesinin artirilmasini, kagit
hamurunun iglenmesini, meyve suyunun berraklastirilmasini, hayvan yemi kalitesinin
artirtlmasini, biyoetanol iiretilmesi ve oligosakkaritlerin sentezini icermektedir.

Yiyecek maddesi olarak tatli olmasina ragmen, insanlar tarafindan absorbsiyonunun
cok az olmasindan dolay1 L-arabinoz’a kars1 duyulan ilgi giin gectik¢e artmaktadir (Matuso
vd., 2000). Bunun yaninda, L-arabinozun memelilerde sukroz sekeri ile birlikte alindiginda
bagirsaklardaki emilimi azaltarak kandaki seker (glukoz) miktarinda énemli bir diisiise yol

actig1 kanitlanmistir (Seri vd., 1996 ).

1.6.1.1. Abf’nin Sarap Endiistrisindeki Rolii

Sarap kalitesinin en Onemli karakteristik Ozelligi aromatik kokusudur. Bazi
monoterpenlerin sarap aromasina katkida bulunduklar1 bilinmektedir ( Mateo ve Jimenez,
2000). Terpenler aromanin biiyiik bir kismini teskil ederler (Giinata vd., 1988). Cogu
iizlim, sarap, diger alkoloik icecekler (brendi, bitters v.s.) ve meyve sularinda bulunan
monoterpenlerin biiylik bir kismi disakkaritlere baglidir (Schwab vd., 1990; Biskup vd.,
1993) ve bunlarinda ¢ogu indirken olmayan bir seker olan ve Abf’ler tarafindan serbest
hale getirilen a-L-Arabinofuranozdur. Glikosidik bagin yikilmasi iki asamada gerseklesir.
Ik asama oncii molekiile baghdir. Glikosidik bag o-L-arabinofuranosidazlar tarafindan
kirilir ve diger asama ise dogru glikosidaz aktivitesi ile gerceklesir ve bunun sonucunda

monoterpenler agiga ¢ikar (Biskup vd., 1993).

1.6.1.2. Abf’nin Asetik Asit Uretimi ve Ekmegin Kalitesinin Artirllmasindaki
Rolii

Bayatlama ekmegin saklanmasi sirasinda meydana gelen en biiyiik problemdir. Bu
olay ekmegin raf Omriinii azaltir ve endiistride ciddi kayiplara yol acar (Gobbetti vd.,
2000). Pentosanlar ekmegin bayatlamasinda ve kivaminin olusmasinda rol alan 6nemli

bilesiklerdir (Casier vd., 1973; Jankiewicz ve Michniewicz, 1987; Kim ve D’Appolonia,
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1977). Hamura eklenen pentazonlar o-L-Arabinofuranosidaz igeren, ksilan bozucu
ekzojenik enzimler ve bugday unu enzimleri tarafindan hidroliz edilebilirler (Fessas ve
Schiraldi, 1998; Jimenez ve Martinez, 1999). Bu enzimler esas olarak arabinoz ve ksiloz
gibi serbest pentozlari iiretirler ve boylece hamurdaki ¢oziinebilir karbonhidratlar artirirlar
(Gobbetti vd., 1999; Gobbetti vd., 2000; Jimenez ve Martinez, 1999; Martinez-anaya ve
Devasa, 1999). Bu olay hamur laktik asit bakterisi Lactobacillus hilgardii’nin
metabolizmasini dogrudan ilgilendirir (Gobbetti vd., 2000). Bu bakteri asetik asit lireterek
asitlesme oranimi artirir. Ornegin Gobbetti ve arkadaslar1 (2000) Aspergillus niger Abf sini,
Lactobacillus plantarum 20B ve pentazonlart kullanarak ¢o6ziinebilir karbonhidrat
asitlesme oraninda ve asetik asit liretiminde artis olmadigini ortaya koydular. Abf,
hamurdaki pentazonlarin arabinofuranozil baglarimi1 kirarak pentozlar1 Lactobacillus
plantarum fermantasyonu igin uygun hale getirir. BOylece bu enzim muamelesi ile
ekmegin bayatlamast azaltilirken raf Omriide artirilarak ayni zamanda ekmek
endiistrisinede ekonomik katki saglamis olur (Gobbetti vd., 2000; Jimenez ve Martinez,

1999; Martinez-anaya ve Devasa, 1999).

1.6.1.3 Abf’nin Kagit Hamuru ve Kagit Endiistrisindeki Rolii

Kagit hamurunu daha kullanish hale getirmek i¢in bazi ticari ksilanazlar mevcuttur
(Viikari vd., 1999). Abf, kagit hamurunun delignifikasyonunda arabinoz yan zincirlerini
aciga c¢ikarabilme 6zelliginden dolayr delignifikasyonu artirir ve bunun sonucunda kagit
hamurunun beyazlasmasi1 (biobleaching) artirmis olur (Giibitz vd., 1997; Bezalel vd.,
1993). Ligninin yar1 beyazlatilmig kagit hamurundan uzaklastirilmasi kagit hamurunun
Geobacillus stearothermophilus L1 Abf’sinin ksilanazla birlikte reaksiyona ilave
edilmesiyle artirilmistir (Giibitz vd., 1997). Bu enzim bir termofilik ksilanaz ile sinergistik
olarak etkileserek delignifikiye isleminde ligninin %19.2°sini uzaklastirmaktadir. Kombine
enzim uygulamast kullanilarak elde edilen delignifikasyon, enzimlerin ayr1 ayri
kullanilarak elde edilen delignifikasyondan daha etkili oldugu goriilmiistiir. Yumusak kagit
hamurunun o-L-arabinofuranosidaz’ca yogun ksilanaz ve mannanoz ile muamelesi
hamurun beyazlagsmasini arttirmistir (Gomes vd., 2000).

Mikroorganizmalardan izole edilen arabinofuranosidaz’larin enzimatik ve

biyokimyasal 6zelikleri ¢alisilmistir. Enzimin pH ve 1s1l karaliligi, metal iyon gereksinimi,



18

substrat spesifikligi gibi spesifik 6zellikleri hakkindaki bilgiler enzimin endiistriyel agidan

daha etkin kullanilabilirligi i¢in 6nemlidir.

1.6.1.4 Abf’nin Hayvan Yemi Endiistrisindeki Kullanimi

Mikroorganizmalarin iiretimi sonucu ortaya ¢ikan asitle sindirilen yemlerle konak
canltya enerji kaynagi saglanir (Dehority ve Scatt, 1967). Hemiselliilozlar esas olarak
ksilanlar, toplam karbonhidratlarin %30‘unu temsil etmesine ragmen, enerji kaynag olarak
kullanim oranlar1 sindirimlerininin zor olmasindan dolay1 azdir (Coen ve Dehority, 1970).
Hayvan yemlerinin sindirilmesi hemiselluloz polimerlerinin arabinozil yan gruplartyla yer
degistirme derecesinin artmasiyla iligkilidir (Greve vd., 1984). L-arabinoz yan gruplari
ksilanlarin toplam hidrolizini engeller (Dehority ve Scatt, 1967). Bu yilizden arabinozil yan
zincirlerini  hemisellulozlardan uzaklastirabilen her hangi bir mekanizma onlarin
sindirilebilme 6zelligini artirir. a-L-arabinofuranosidaz ilavesiyle ksilanazlarin aktivitesini
engelleyen arabinoz yan gruplart uzaklastirilmis olur. Bdylece ¢oziinebilir hiicre duvari
polisakkartlerinin hidrolizi tesvik edilmis olunur (Kormelink ve Voragen,1993). Ksilanaz
ve Abf karisimi ilavesi bazi {ilkelerde sindirimi artirmak amaciyla kullanilan bir yontemdir
(Roche vd., 1995). Bu yaklasim Avrupa Birligi tarafindan tesvik edilmistir (AIR contract
number AIR1 CT92). Bitki materyallerinin sindirimini artirmak amactyla ksilan yikici
enzim Uretimini artiran genetik diizenlemeler bir strateji olarak goriilmektedir (Kaneko vd.,
1998). Bu strateji Abf genlerinin ksilan parcalayici enzimlerin etkinligini artirmak
amaciyla bakterilerden klonlanmasini igermektedir. Bu yaklasim Prevotella ruminicola

Abfsi klonlanip kullanildiginda kanitlanmistir (Gasparic vd., 1995).

1.6.1.5. Abf’nin Meyve Suyu Uretimindeki Rolii

Abf enzimi meyve sularinin berraklastirilmasi uygulamalarinda kullanilmalarindan
otirt ilgi ¢ekmektedirler (Romboust vd., 1988). Simdiye kadar onemli Ol¢iide o-L-
arabinofuranosidaz igeren pektinolitik enzim karisimlart kullanilmistir (Pilnik,1982). Bu
enzimler 6zellikle 1,5 bagl arabinan zincirlerindeki 1,3 yan zincirlerini kirarlar ve boylece
bu olay sonucunda 1,5 bagli arabinozlar ¢okerler. 1,5 Arabinanaz 1,5 arabinana etki ederek

¢ozeltinin ¢oziiniirliigiini artirir (Churms vd., 1983). Ornegin elma suyu iiretiminde ¢okelti
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olusmasi ¢oziinebilir arabinanin varligindan dolay1 problemdir. Cokeltiler yeterli miktarda
a-L-arabinofuranosidaz ve endoarabinofuranosidaz ilavesiyle uzaklastirilabilir (Voragen
vd., 1988). Miyazaki (2005) termofilik bir bakteri olan T. maritima MSB8’den hem ekzo
hemde endo arabinanaz aktivitesine sahip bir termofilik Abf tanimladi. Bu her iki 6zellik

meyve suyu endiistrisinde ¢okelti olusumunu 6nlemek i¢in kullanilmaktadir.

1.6.1.6 Abf’larin Substrat Spesifikligi

Arabinofuranosidaz’lar pNP-glycoside, pNP-a-L-arabinopyranoside, pNP-p-L-
arabinopyranoside, pNP-B-D-galactopyranoside, pNP-  -D-xylopyranoside, pNP-N-
acetyl- B -D-glucosaminide, pNP-B-D-fucopyranoside, pNP-a-D-galactopyranoside, pNP-
a-D-glucopyranoside, pNP-B-D-glucopyranoside, pNP-o-L-rhamnopyranoside, pNP-a-D-
xylopyranoside, and pNP- a-L-arabinofuranoside gibi ¢ok sayidaki substrat1 hidroliz etme
yetenegi bircok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Farkli mikroorganizmalardan elde
edilen enzimlerin substrat spesifikligi organizmadan organizmaya degisiklik
gostermektedir. Arabinofuranosidaz’in yaygin substrati pNP-aL-arabinofuranoside’dir.
Ayrica, dogal polisakkarit substratlar1 ise arabinan, arabinoxylan, ksilan ve

arabinooligosakkaritlerdir.

1.6.2. Abf’1n Aktif Bolgeleri

Abf’nin dogal ve Michaelis kompleksinin kristal yapisi incelendiginde kataliz ve
substrat baglanma reaksiyonlar1 i¢in gerekli 9 tane anahtar amino asit (Glu29, Arg69,
Asn74, Asnl74, Glul75, His244, Tyr246, Glu294 and GIn351 ) oldugu goriilmektedir
(Sekil 1). Bu amino asitlerin ¢ogunun lokalizasyonu ve fonksiyonu GH-A grubunda
korunmustur (Sakon vd., 1996). Glu 175 katalitik amino asiti B zincir 6’nin sonunda yer
alan korunmus His244 amino asitine hidrojen baglanmasinda foksiyon gosterir. Diger GH-
A grubu enzimlerinde bu pozisyonunda homolog amino asitler bulunmaktadir ve familya
5’te histidin ve tirozin, familya 1, 2, 17 de Asn, familya 26’da Asp, familya 10 Gln ve
familya 3’te serin olabilmektedir (Ryttersgaard vd., 2002). AbfA’da B zincir 4’iin sonunda

proton vericinin Oniinde yer alan Asn 174 amino asiti arabinofuranozil grubunun C 2


http://www.nature.com/emboj/journal/v22/n19/full/7595404a.html#B37#B37
http://www.nature.com/emboj/journal/v22/n19/full/7595404a.html#B34#B34
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sekerinin (karbon 2 seker) hidroksil grubuyla bir hidrojen baginin olugsmasinda goérev alir
(sekil 1C)
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Sekil 1. Abf enziminin aktif bolgeleri

Bu amino asitler GH-A grup {liyelerinde sabittir ve aktif bolgenin konformasyonel
ve protonlanma durumlarinin saglanmasinda 6nemli yapisal ve fonksiyonel role sahip
oldugu gosterilmistir. Ornegin, GH-5 familyasinda homolog Asn’nin Asp ile yer
degistirmesi neredeyse enzim aktivitesinin tamamiyla kaybi ile sonuglanir (Navas ve
Beguin, 1992). ilave olarak bu amino asitin kovalent Glikosil-enzim ara maddesinin
fonksiyonunun belirlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugu goriilmektedir (Ryttersgaard
vd., 2002). AbfA’nin Arg69 amino asiti aktif bélgenin (B zinciri 2’nin sonu) alt kisminda
bulunmaktadir ve familya 1, 2, 5, 17 ve 53’te korunmustur. Buna ilaveten Glu294’{in o°!
ile Try 246 ile de bir hidrojen bagi olusturabilir ve bu korunmus amino asit -1 alt
initesinde arabinofuranozil endosiklik O4 ve OS5 ile 2 hidrojen bag1 daha olusturabilir.

AbfA’da B zincir 8’in sonunda Ala350 ve GIn351 arasinda tek bir prolin icermeyen
sis peptid bagi vardir. Bu sira dis1 yapt GIn351 yan zincirinin fonksiyonunu degistirir.

Boylece arabinofuranozil kisminin 5’-OH grubu ile bir hidrojen bagi olusturmasini saglar


http://www.nature.com/emboj/journal/v22/n19/full/7595404a.html#B27#B27
http://www.nature.com/emboj/journal/v22/n19/full/7595404a.html#B27#B27
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(Sekil 1B-D). Bu siradist sis (cis) peptid bagi en az 6 farkli GH familyasinda (B/a)s
topolojisiyle bulunmaktaidir (1, 2, 5, 17, 18 ve 42) (Sakon vd., 1996; Juers vd., 1999).
AbfA 6’da farkli olarak ¢cogu GH-A enzim iiyelerinde ¢cogunlukla triptofan olan aromatik
bir amino asit bir sonraki amino asitle sis peptid bagi olusturur. AbfA’ya benzer olarak bu
enzimlerde sis peptid bag1 triptofan pozisyonunu sinirlar ve substrat ile hidrojen baglari
olusturmasini saglar. Glikosidazlarda yapisal olarak ¢ok farkli substratlar ile ayn1 bolgede
ve benzer amaglar i¢in bu nadir tipte baglarin meydana gelmesi (B/a)s topolojisini paylasan
glikosidaz familyalar1 arasindaki Onerilen genel evulasyonel iliskileri i¢in ekstra destek
saglar (Juers vd., 1999).

Furanoz 3-OH Asn 74‘n omurga durumundaki azotuyla 2,9°A mesafede bir
hidrojen bagi igerisinde yer alir (Sekil 1B). Bu amino asit familya 1, 5, 10 ve 26
fonksiyonlarinda korunmus histidin amino asitine benzer bir pozisyonda  zincir 2’nin C
terminal ucunun iizerinde yerlesir. AbfA yapisinda olmayan histidin amino asiti diger
GHS51 grup iiyelerinde B zincir 3’un sonunda yerlesmistir ve glikozil kismin C3-OH’1 ile
bir hidrojen bagi olusturur (Ryttersgaard vd., 2002). AbfA’daki aktif bolgenin ilgi ¢ekici
bir 6zelligi B zincir 1’in sonundaki Glu29’dur ve bu Glu29 alt {inite -1°de substrat ile direkt
bir iliski kurar. Glu29’un O ile 4-nitrophenyl-Ara ve Ara-o(1,3)-xyl’m furanoz C3
hidroksilleri arasinda ¢ok gii¢lii hidrojen baglar1 gdzlenir (Sekil 1B-C). Thermobacillus
xylanilyticus’'un GH-51 a-L arabinofuranosidazinda bu amino asitin yer degistirilmesi
katalitik aktivitenin azalmasina neden olmustur ve bu da bu amino asitin ti¢iincii katalitik
amino asit oldugunu destekler (Debeche vd., 2002). Son zamanlarda elde edilen yapilarda,
Glu29’un katalitik reaksiyonunda dogrudan yer alan kolay kirilabilir bagdan ¢ok uzak
oldugu acik¢a goriilmektedir. Buna ilaveten, substrata baglanmada 6nemli bir rol sergiler
ve ayrica substratla olan bu gii¢lii hidrojen baglar1 yanisira Glu29 substrata baglanmada
gorev alan diger iki amino asit olan Asn74 ve Glu351 ile de hidrojen baglar1 olusturabilir.
Glu29’un eliminasyonu biiylik olasilikla substratin indirgen olmayan ucunda hidrojen

baglanma sebekesini etkiler ve boylece aktivitede ciddi bir diisiise sebep olur.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1’da Abf Aktivitesinin Tespiti

A. kestanbolensis AC26Sar1 LB besiyerinde bir gece biiyiitiildiikten sonra elde
edilen taze kiiltiirden 100 mL LB besiyerine optik yogunluk (O.D.) 0.1 olacak sekilde gece
kiiltiirlinden besiyerine ekim yapildi. Yogunluk O.D. 0.6-0.8’e ulasinca kiiltiire %1 olacak
sekilde steril olarak hazirlanmis sugar beet arabinan eklenerek kiiltiir indiiklendi. Kiiltiir 65
°C de 2-3 giin bekletilerek 13.000 rpm’de 30 dak santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildi.
Olusan cokelek, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ve %10 sakkarozdan olusan (TS) tamponda
¢oziildii ve s1v1 azot tankinda bir dakika bekletildikten sonra oda sicakligina alindi ve bu
islem tii¢ kez tekrarland1 (Belduz vd., 1993). Oda sicakliginda ¢6zilindiikten sonra, hacminin
1/20’si kadar 10 mg/mL’lik lizozim ilave edilerek hiicre siispansiyonu 35 dakika buz
iizerinde bekletildi, daha sonra 16.000 x g’de 30 dak. santrifuj edildi ve protein Oziitiinii
iceren sivi kisim, steril bir tiipe alinarak ¢oziinebilir hiicre proteinleri elde edildi. Elde
edilen hiicre ekstraktlar1 Arabinofuranosidaz aktivitesini belirlemek iizere kullanildi.

Arabinofuranosidaz aktivitesi ilk olarak poliakrilamit jelde belirlendi. Bu amacla
hiicre i¢inden ve kiiltiir siipernatantindan elde edilen protein o&ziitleri dogal PAGE’e
yiiklendi. Yapilan elektroforezin ardindan jel, 4-Methylumbelliferyl o-L-arabinofuranoside
ile reaksiyona birakildi ve reaksiyon sonucunda UV 15181 altinda incelenerek aktivitenin
olup olmadig1 kontrol edildi.

Daha sonra enzim aktivitesinin deney tiiplinde belirlenmesi amaciyla reaksiyonlar
gerceklestirildi. Reaksiyonlar su sekilde olusturuldu: 0.2 M pNP-a L-arabinofuranoside ve
10 pg kaba enzim pH’s1 6.5 olan 50 mM fosfat tamponu igerisinde, son hacim 0.5 mL
olacak sekilde, 65°C’de 5 dak inkiibe edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi sonunda, 0.5
mL soguk 1 M Na,COj ilavesi ile sonlandirildi. Olusan renk 405 nm de spektrofotometrik

olarak olcildii.
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2.2. Molekiiler Calismalar

2.2.1. Genomik DNA izolasyonu

A. kestanbolensis AC26Sari’ya ait genomik DNA bakterinin LB besiyerinde bir
gece 55°C’°de inkiibe edilmesinden sonra Sambrook ve arkadaslarinin (1989) gelistirmis
olduklar1 yonteme gore izole edildi. Elde elden sivi kiiltiirler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiplerine aktarildi ve hiicreler 13.000 rpm’de 3-4 dak santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.
Stipernatant kisimlar1 dokiilerek pellet kisimlari alindi. Pelletlerin iizerine, 500 pl TE
tamponu ( 10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) ilave edildi ve vortekslenerek ¢oziildii.
Uzerine 10 pg lizozim ilave edilerek karistirildt ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra iizerine 50 pl %10’luk SDS eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Daha sonra her bir tiipe 3 M’lik 1/10 hacim sodyum asetat (pH 5.2) eklendi ve
65°C’de 30 dakika bekletildi. Her 10 dakikada bir tiipler alt {ist edildi. Hemen sonrasinda
tizerine 500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol ( 25: 24: 1) ilave edildi, alt {ist edilerek
karistirildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, iist kisimdaki
sivi1 pipet yardimiyla yeni bir mikrosantrifiij tlipline alind1 ve pellet kisimlar1 atildi. Bu
tiiplere 500 pl kloroform ilave edildi ve alt iist edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Bu kloroform asamasi 2 kez tekrarlandiktan sonra yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilan sivinin tizerine 1/10 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim %96’lik soguk etil
alkol ilave edildi ve -20°C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi ve tst kisimdaki sivi atildi. Kalan pellet {izerine 500 uL %70’lik soguk
etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, iist faz
dokiildii ve kalan pellet 37°C’de 10 dakika kurutuldu. Elde edilen DNA pelletleri, 100 uL.
TE tamponunda ¢oziildii. DNA miktar1 spektrofotometrede 260 nm’de yapilan dlgiimler ile
hesaplandi. DNA’lar %0.7’lik 0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren agaroz jelde yiiriitiildii ve

BioDocAnalyze sistemi kullanilarak goriintiilendi

2.2.2.Abf Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve Klonlanmasi

A. kestanbolensis AC26Sar1 susunun sugar beet arabinanli besiyerinde Abf
aktivitesine sahip oldugu tespit edildikten sonra arabinofuranosidaz enzim genini ortaya

cikarmak i¢in Canake1 vd., (2007)’nin GHS1 familyasindaki arabinofuranosidaz genlerinin
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karsilagtirilmasi ile dizayn ettikleri TK4 F ve TK4 R primerleri sentez ettirildi (Tablo 6).
Bu primerler ve A. kestanbolensis AC26Sar1 susunun genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PCR sartlar1 su sekilde olusturuldu:
95°C’de 1 dak denatiirasyon basamaginin ardindan 35 dongii 94°C’de 1 dak denatiirasyon,
55°C’de 1 dak baglanma (annealing) ve 72°C’de 1 dak uzama (extention) ve son olarak da
72°C’de 4 dak olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda
olusan DNA fragmentleri, 0.5 pg/mL etidyum bromiir ihtiva eden % 0.7’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi. PCR reaksiyonu ile
cogaltilan parcalar, pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak pGEM-T Easy klonlama
vektoriine, firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve sartlar gerceklestirilerek klonlandi.
Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon kiti
(Promega-USA) ile firmanin 06ngdrdiigli sartlara gore izole edildi ve agaroz jelde
yiiritiilerek rekombinant klonlar se¢ildi. Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz
dizini, otomatik dizi analizatorleri araciligi ile (Macrogen, Giiney Kore) belirlendi. Sekans
sonuclart GenBank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu
sekansin a-L-Arabinofuranosidaz geninin bir pargasi (300bp) oldugu tespit edildi (Sekil 3).

2.2.3. Ters PCR (Inverse PCR) ile Genin Kalan Kisimlarimin Yakalanmasi
ve Klonlanmasi

GenBank’daki karsilastirmalar sonucunda tespit edilen 300 baz c¢iftlik gen
parcasinin diger kisimlarinin da yakalanmasi igin ters PCR (Inverse PCR) caligmasi
gergeklestirildi. Bu nedenle, elde edilen bu gen parcasina ait baz dizilimi kullanilarak ug
kisimlarindan dis taraflara dogru olacak sekilde, 2 adet primer (Ara F ve Ara R) (Tablo 6)
dizayn edildi. Daha sonra A. kestanbolensis AC26Sari’ya ait genomik DNA BamHI
restriksiyon endoniikleaz enzimiyle bir gece boyunca kesilerek her bir kesimin kendi
lizerine yapismast i¢in DNA ligaz enzimi ile (self-ligasyon) ligasyon reaksiyonlari
gerceklestirildi ve DNA fragmentleri halkalastirildi. Self ligasyon reaksiyonu, 2.5 pg
kesilmig DNA, 40 pL 10X tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi icerecek sekilde 400 pL son
hacimde 16°C’de bir gece boyunca gerceklestirildi. Ligasyon sonrast DNA’lar etanol
coktiirmesi ile c¢oktiiriilerek 20 pL TE tamponu igerisinde ¢oziildiikten sonra PCR

reaksiyonlarinda kullanildi.
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Dizayn edilen Ara F ve Ara R (Tablo 6) primerleri kullanilarak yapilan PCR
reaksiyonu 200 pL’lik ince duvarli PCR tiipleri igerisinde, 50 pL’lik son hacimde
gerceklestirildi. 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 Taq DNA polimeraz icerecek
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 1 dakika baglanma (annealing) ve 72°C’de 4 dakika uzama (extention) olacak
sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. Sonuglar % 0,7’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilendi. Elde edilen pargalar, baz dizilimini belirlemek
iizere, pGEM-T Easy klonlama vektoriine daha once belirtilen sekilde klonlandi ve sekans
ettirildi. Sekans analizine gore yapilan analiz sonucu Abf geninin sadece bir parcasinin
elde edildigi tespit edildi. Bunun iizerine iki adet ters PCR icin Ara F ve XylanAraR
primerleri dizayn edildi (Tablo 6). Genomik DNA Hinfl enzimi ile kesilerek kendi iizerine
yapistirildi ve sentez edilen primerlerle PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Olugan PCR
irini pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlanarak sekans ettirildi. Sonug¢ analiz
edilerek A. kestanbolensis AC26Sar1’ya ait arabinofuranosidaz enzim geninin tamami elde

edilmis oldu.

2.2.4. Abf Geninin pET28-a(+) Vektoriine Klonlanmasi, Ekpresyonu ve
Enziminin Saflagtirilmasi

Yapilan invers PCR reaksiyonlari sonucunda elde edilen Abf geninin bir E. coli
vektoriine (pET28-a(+)) klonlanmasi igin A. kestanbolensis AC26Sar’ya ait
arabinofuranosidaz enzim geninin i¢erisinde kesim bdlgesi olmayan ve ayrica pET28-a(+)
ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesinde kesim bolgesi bulunan restriksiyon
enzimlerinin c¢alisabildigi 6zel ekspresyon primerleri (Ara Ndel ve Ara HindIIl ) dizayn
edildi (Tablo 6).
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Tablo 6. Abf geninin ortaya ¢ikarilmasi ve klonlanmasinda kullanilan primerler (M: A ve
C, RRAveG, Y. CveT,N:AveCveGveT)

Primerler ismi Kullanilan primerler
TK4 F 5’- MGN TAY CCN GGN GGN AAY TTY -3’
TK4 R 5’- CAT YTC RTT NCC NAR RCA C-3°
Ara F 5’- CTC ATg gCT ATA AAg AgC CAC- 3’
AraR 5’- CCATCT TCC CAg TTg TAA CCA- 3’
Ara F2 5’-gACAgCTgTTgAATATgggAg-3
XylanAraR 5’- CTTACCTCgATgAgTGTTgTAg-3’
Ara Ndel 5’- CCA TAT GGC TGA AAA AAC AGC-3’
Ara HindIII 5’-CAA GCT TAA TTA ATG TTT AGC CAA ACG-3’

Bu primerler kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Olusan PCR f{iriinii,
Ndel ve HindIIl enzimleriyle kesildi ve ayni enzimlerle kesilmis pET28-a(+) vektoriine
DNA ligaz enzimi yardimiyla yapistirildi. Yapilan ligasyon reaksiyonlar1 sonrasinda gen
pET28-a(+) vektoriiniin Ndel ve HindIII bolgelerine klonlanmis oldu. pET28-a(+) vektorii
coklu klonlama vektoriinlin 5° ve 3’ taraflarinda histidin kuyruklar igerecek sekilde dizayn
edilmistir. Yapilan klonlama c¢alismasinda gen sadece 5’ ucunda histidin kuyruk igerecek
sekilde giiclii bir promotor olan T7 promotorunun arkasina klonlandi. Ligasyon iiriinii, E.
coli JM101 kompatent hiicresine transforme edildi. Transformasyon sonucu olusan
kolonilerden plazmit izolasyonlar1 gerceklestirildi ve dogru klon segilmeye calisildi. Elde
edilen dogru klonlu plazmit E. coli BL 21 DE3 Lys hiicresine transforme edilerek enzimin
ekpresyonu gergeklestirildi. Proteinin ekspresyonu igin Abf geni klonlanmis E. coli BL21
hiicreleri,Img/mL kanamisin i¢eren LB besiyerinde 37 °C’de bir gece bilyiitiildii ve gece
kiiltiirtinden optik dansitesi 0.1 (600 nm) olacak sekilde yeni kanamisinli (1 mg/mL)
besiyerine hiicreler asilandi. Kiiltiir, yaklasik olarak O.D. 0.6’ya ulastiginda 1 mM IPTG
ile indiiklenerek 3 saat daha indiiklenmis kiiltiirtin 37°C’de biiyiimesi gerceklestirildi.
Hiicreler, 13.000 rpm’de ¢oktiiriilerek his taq kuyrugu takilan hiicre i¢i Abf proteinini elde
etmek i¢in ¢oziinebilir proteinler dondurma-kirma yontemiyle izole edildi. Proteine takilan
his taq kuyrugundan yararlanilarak protein MagneHis™ Protein Purification System
(Promega) kiti kullanilarak iiretici firmanin 6ngordiigii sekilde saflastirildi ve biyokimyasal

deneylerde kullanilmak iizere muhafaza edildi.
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2.3. Biyokimyasal Calismalar

2.3.1. Protein Tayini

Hiicre i¢i ve siipernatanttaki protein miktarlarinin tayini Bradford’un (1976)
gelistirmis oldugu metoda gore gerceklestirildi. 100 ml boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10
mg/mL Commasie Brillant Blue G-250, 5 mL %95’lik etanol igerisinde iyice ¢oziilerek
tizerine 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 bovin serum albumin (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ng BSA iceren ¢ozeltiler
0,15 M’Iik NaCl ile 100 pL’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 5 mL yukarida anlatildig:
gibi hazirlanan boya c¢ozeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda
sicakliginda beklemeye birakildi. Ornekler icin BSA yerine 10 pL hiicre ekstrati
kullanilarak ayni islemler gergeklestirildi. Siire sonunda Agilent 8453E UV-visible
Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de Ol¢limler yapildi ve protein miktari

pg/uL cinsinden hesaplandi.

2.3.2. Reaksiyonlarda Kullamlacak Enzim Miktarimin Belirlenmesi

Reaksiyonlarda kullanilacak enzim miktari, yapilan 6n ¢alismalar sonucunda, 1, 2,
3,5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 pg protein igeren bir dizi reaksiyon serisi sonucunda belirlendi.
Reaksiyonlar daha o©nce belirtilen Abf aktivitesi sartlarina gore gergeklestirildi..
Olusturulan protein miktari-aktivite grafigi yardimi ile ileriki ¢aligmalarda (optimum pH,
optimum sicaklik v.s) kullanilacak olan enzim miktar1 belirlendi. Karakterizasyon

caligmalari en az ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

2.3.3. Optimum Sicakhk

A. kestanbolensis AC26Sar1 arabinofuranosidaz enziminin en iyi ¢alistigi optimum

sicaklik degeri, 1 mM substrat konsantrasyonunda (pH 6.0) 2.5 g saf protein ile 40, 50,



28

60, 65, 70, 80, ve 90°C’ye ayarlanmis su banyolarinda gerceklestirilen bir seri reaksiyonlar
ile belirlendi. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi ¢alistig1 sicaklik degeri daha sonraki

caligmalarda kullanilacak olan reaksiyon sicakligi olarak belirlendi.

2.3.4. Optimum pH

A. kestanbolensis AC26Sar1 arabinofuranosidaz aktivitesine pH’nin etkisi, 50 mM
asetat tamponunda pH 4.0 — 5.5, 50 mM fosfat tamponunda pH 5.5-7.5 ve 50 mM Tris-HCI
tamponunda pH 8.0 - 9.5, 50 mM glisin pH 10.0 degerlerinde 65°C derecede
gerceklestirilen reaksiyonlarla belirlendi. Gozlenen optimum pH degeri daha sonra
yapilacak olan pH ve 1s1l kararliligi, inhibitér ve aktivator maddelerin etkisi ve kinetik

parametrelerin belirlenmesi gibi ¢alismalarda reaksiyon pH’s1 olarak kullanilmistir.

2.3.5. Enzim Kinetigi

A. kestanbolensis AC26Sari Abf enziminin kinetik verileri, yapilan 6n ¢aligmalar
sonucunda belirlenen, 0,1 ile 10 mM arasindaki substrat konsantrasyonlariyla
gerceklestirilen bir seri reaksiyonlar ile belirlendi. Arabinofuranosidaz aktivitesi, 2.5 pg/uLL
saf protein igeren hiicre ekstrakti ile 65°C’de, pH’s1 6.5 olan 50 mM fosfat tamponu
icerisinde 5 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda reaksiyon soguk 0.5 mL 1 M Na,COs ile
sonlandirilarak 405 nm’deki spektrofotometrik olgiimlerle belirlendi. Michaelis-Menten
sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y
eksenlerini kestigi noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineweaver ve

Burk, 1934).

2.3.6. pH Kararhhg

A. kestanbolensis AC26Sar1 arabinofuranosidaz’nin pH kararliligini belirlemek igin
enzim, pH’st 5.0 olan 50 mM asetat tamponunda; pH’st 6.0 ve 7.0 olan 50 mM fosfat
tamponlarinda, pH’s1 8.0 ve 9.0 olan Tris-HCI tamponlarinda ve pH’1 10.0 olan glisin
tamponunda, 65°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siirelerinin bitiminde tiiplerden drnekler

alinarak standart aktivite testine gore Olclimler gergeklestirildi. Ayn1 zamanda sifirinct
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dakikada alinan Orneklerin aktiviteleri ile daha sonra belli siirelerde alinan Orneklerin

aktiviteleri karsilastirilarak pH kararlilig1 ortaya ¢ikarildi.

2.3.7. Isil Kararhihg:

A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz’imnin 50-70°C arasinda gostermis
oldugu 1s1l kararliligimi belirlemek amaciyla enzim 50, 55, 60, 65, 70°C sicakliklarda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda belli zaman araliklarinda her bir sicakliktaki tiipten
ornekler alindi ve bu tiirlerdeki aktivite standart metoda gore belirlendi. Ayrica reaksiyon
basinda yani sifirinct dakikada tiiplerden alinan 6rneklerin aktivitesi ile istenilen dakikada

alinan orneklerdeki aktiviteler kiyaslarak bir sicaklik stabilitesi grafigi ¢izildi.

2.3.8. Aktivator Etkisi

Cesitli  konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin ve bazi  kimyasallarin
Arabinofuranosidaz aktivitesi lizerine olan etkisi enzimin optimum aktivite gosterdigi
reaksiyon sartlarinda (12,5 mM substrat konsantrasyonu, pH 6,5, 65°C’de 5 dakika)
gerceklestirilen reaksiyonlarla belirlendi. Bu amagla reaksiyon tiiplerine ilave edilen
aktivator maddeler sunlardir: Ca+2, Hg+2, Zn+2, Cu? metal iyonlarinin kloriir tuzlari,

EDTA, B-merkaptoetanol ve DTT dir.

2.3.9. inhibitor Etkisi

Arabinofuranosidaz aktivitesi lizerine metal iyonlarimin ve bazi1 kimyasallarin
inhibitor etkisi, metal iyonlar1 igin Ca+2, Hg+2, Zn+2, ve Cu'? bivalent metal iyonlarinin
kloriir tuzlarinin yan1 sira EDTA, PB-merkaptoetanol, DTT kimyasallar1 kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyonlar sonucu belirlendi. Reaksiyonlar enzimin calisti§i optimum

sartlarda cesitli konsantrasyonlarda inhibitér madde icerecek sekilde gerceklestirildi.
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2.3.10. Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi

A. kestanbolensis AC26Sar1 arabinofuranosidaz enziminin substrat spesifikliginin
belirlenmesi amaciyla su substratlar kullanildi: pNP-a-L-arabinofuranoside, pNP-o-L-
arabinopyranoside, pNP- B-L-arabinopyranoside, pNP-B-D-galactopyranoside, pNP- 3 -D-
xylopyranoside, pNP-N-acetyl-  -D-glucosaminide, pNP-B-D-fucopyranoside, pNP-B-D-
galactopyranoside, pNP-B-D-glucopyranoside, pNP-B-D-glucopyranoside, pNP-B-L-
rhamnopyranoside, pPNP-B-D-xylopyranoside, and pNP- -L-arabinofuranoside. Reaksiyon
sartlart daha Once belirtilen pNP-o-L-arabinofuranoside substrati kullanilarak yapilan
standart aktivite testinde kullanilan sekilde dizayn edildi.

Enzimin endoarabinanaz aktivitesine sahip olup olmadig1 substrat olarak RDA (Red
debranched Arabinan ) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina goére arastirildi. Enzim ve
substratin birlikte inkiibasyonunun ardindan hidrolizlenmeyen substratlar dort kat etanol
ilave edilerek ¢Oktiirildii ve siipernatantin absorbansi 520 nm dalda boyunda
spektrofotometrede Olciilerek hidrolizlemenin olup olmadigr dolayisiyla enzimin
endoarabinanaz aktivitesine sahip olup olmadigi tespit edildi.

A. kestanbolensis AC26Sar1 saf arabinofuranosidaz enziminin sugar beet arabinan,
oalt spelt xylan, ryearabinoxylan ve arabino oligasakkaritleri pargalamasi sonucu olugan
arabinoz sekeri hem indirgen seker tayinine dayali bir metod olan Dinitrosalisilik asit
metodu (Miller, 1959) ile hem de ince tabaka kromotografisinde gosterildi. %10’luk sugar
beet arabinan, %5 lik ryearabinoxylan, %7’lik oalt spelt xylan ve %2 arabinooligosakkarit
maddelerinden 650 pL, 15 pL saf enzim (4.5 pg) 50 mM fosfat tamponu pH 6.5 igeren
reaksiyon tiiplinlin son hacmi saf su ile 1 mL’ye tamamlandi. Olusturulan reaksiyon
tiipleri 16 saat siireyle 65°C’de inkiibe edildi. Her bir maddenin enzimsiz olarak hazirlanan
kontrol tiipleri de reaksiyona sokuldu. Reaksiyon sonucunda tiipler 13.000 de 5 dakika
santrifiij edildi.

[k olarak numunelerden 500 pL alind: ve iizerine esit hacimde dinitrosalisilik asit
sollisyonu ilave edildi. Karigimlar, kaynar su banyosunda 5 dak bekletildi, sogutuldu ve
tiiplerdeki indirgen sekerler her tiip kendi koriine karsi olarak 540 nm dalda boyunda
spektrofotometrede yapilan 6l¢iimler sonucunda belirlendi. Ayrica herbir tiipten 3’er pL
alimarak TLC silika jele (silica gel 60 F,s4 Merck) emdirildi ve hemen kurutuldu. Daha
sonra yiirlitme solusyonu etil asetat, asetik asit ve su (2:1:1) olacak sekilde ayarlandi.

Kurutulan silika jel, yliriitme solusyonuna dik bir sekilde yerlestirildi ve solusyonun énce
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tabaka iizerinde jelin sonuna kadar yiirlimesi i¢in beklendi. Yiiriitme solusyonu silika jelin
en st kismina geldiginde silika jel yiiriitme solusyonundan ¢ikarildi ve kurutuldu. Etanol
icerisinde %S5 siilfirik asit olacak sekilde hazirlanan piiskiirtme solusyonu, silika jel iizerine
puskiirtiilerek tekrar kurutuldu ve 121 °C de 10 dakika 1sitilarak sekerlerin olusturdugu

spotlar gozlendi.

2.3.11. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde % 12’lik SDS-
PAGE kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirildi. A. kestanbolensis AC26Sar1
arabinofuranosidaz’nin molekiiler agirligi, molekiiler agirlig1 belli olan bir protein markiri
ile bizim proteinimizin SDS poliakrilamid jel elektroforezinde birlikte yiiriitiilmesi ile
belirlendi. islem sirasinda her bir érnekten 35 pg protein kullamldi. Orneklerin 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
denatiirasyonlar1 gerceklestirildi. Daha sonra Maniatis ve arkadaglari (1982) tarafindan
tanimlanan %12’lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve
15 mA akim altinda, yiiriitme boyasi jelden ¢ikana kadar yiiriitiildii. Yiriitme islemi
sonrasinda jel Coomassie Brilliant Blue (%0.125 Coomassie Brilliant Blue R-250, %50
metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 2-4 saat boyandi ve Yikama-I (%50 metanol, %10
asetik asit) soliisyonunda 1 saat bekletildikten sonra Yikama-II (%7 asetik asit, %5
metanol) soliisyonuna aktarildi ve bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi.

Saflastirilan enzimin dogal haldeki molekiiler agirligi Gel filtrasyon kolonu ile
HPLC’de belirlendi. Kolon dengeye getirildikten sonra protein markirlart molekiil
agirliklarina gore sirasiyla kolondan gegirilip zamana bagl grafikleri ¢izildi. Kullanilan
protein markirlar1 sunlardir: Karbonik anhidraz (29 kDa), BSA (Bovine Serum Albumin)(
66 kDa), Alkol dehidrogenaz (150 kDa), B-amylase (200 kDa) ve Apoferritin (443 kDa).
Daha sonra saf protein ayni sartlar altinda kolondan gegirilerek protein markirlari ile

cizilen grafik yardimiyla enzimin molekiiler agirligi belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1’da Abf Aktivitesinin Tespiti

Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1, LB besiyerinde bir gece biiyiitiildiikten
sonra elde edilen kiiltiirden asilanan taze kiiltiiriin sugar beet arabinanla indiiklenerek
besiyerinde 2-3 giin iiremesi sonucu olusan Kkiiltiiriin ¢oktiiriiliip, dondurma-kirma
yontemiyle hiicre i¢i proteinleri elde edildi. Elde edilen kaba enzim ekstraktlar
Arabinofuranosidaz aktivitesini belirlemek iizere kullanildi. izole edilen bu kaba enzim
ekstraktt % 10’luk dogal poliakrilamid jelde yiiriitiildii. Arabinofuranosidaz enziminin,
florojenik bir substrat olan 4-Methylumbelliferyl-a-L arabinofuranoside ile reaksiyonu
sonucu, Abf aktivitesini gérmek i¢in, yiiriitiilen dogal jel 50 mM fosfat tamponunda 20-30
dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra florojenik substrat ile 5 dakika 55 °C’de
bekletilerek UV 1s1k altinda bant olusumu gozlendi (Sekil 2).

Sekil 2. Arabinofuranosidaz enziminin florojenik
substrat (4-Metilumbellipheril pNP-a-L-
arabinofuranoside) ile muamelesi sonucu
olusan dogal PAGE goriintiisii.

3.2. Abf Aktivitesi

Abf aktivitesinin 0.1 M pNP-a-L-arabinofuranoside substrati kullanilarak yapilan
tespiti icin dondurma-kirma yontemiyle elde edilen 10 pg/uL ham enzim, pH’s1 6.5 olan
50 mM fosfat tamponu igerisinde, son hacim 0.5 mL olacak sekilde, 55°C’de 10 dak
inkiibe edilerek gergeklestirilen reaksiyonlar sonucu belirlendi. Reaksiyon, inkiibasyon

siiresi sonunda, 0.5 mL soguk 1 M Na,COs ilavesi ile sonlandirildi. Olusan renk, 405 nm
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de spektrofotometrik olarak oOlgiildii. Yapilan bu calismalar sonucunda Anoxybacillus
kestanbolensis AC26Sar1 bakterisinin Arabinofuranosidaz aktivitesine sahip oldugu

belirlenmis oldu.

3.3. Molekiiler Calismalar

3.3.1. Abf Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve Klonlanmasi

3.3.1.1. Dejenerat Primer Sentezi

A. kestanbolensis AC26Sar1 bakterisinin Abf aktivitesi oldugu tespit edildikten
sonra arabinofuranosidaz enzim genini ortaya ¢ikarmak icin Canak¢i ve arkadaslarinin

(2007) dizayn ettikleri dejenerat primerler sentezlettirildi (Tablo 6).

3.2.1.2. PCR Reaksiyonu ile Abf Gen Parcasimin Cogaltilmasi ve Klonlanmasi

A kestanbolensis AC26Sar1 Abf genini yakalamak amaciyla, bu bakterinin genomik
DNA’s1 kalip olarak kullanildi ve tasarlanan TK4F-TK4R (Tablo 6) primerleri ile PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Pozitif kontrol olarak, Abf genine sahip oldugu bilinen
Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (Canakci vd., 2007) genomik DNA’s1 kullanilarak ayni
primerler ile PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PCR sonuglar, 0.5mg/mL etidyum
bromiir iceren %1,0’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve sonuglar BioDocAnalyze jel
goriintliileme sistemi ile goriintiilendi. Dejenerat primerler kullanilarak elde edilen DNA
pargcas, pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi. Klonlama sonunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit DNA’s1 izolasyon yontemine gore izole
edildi. Gen parcasinin klonlandig1 dogru klon se¢ildi ve bir sekans firmasina gonderilerek
sekans analizi gergeklestirildi. Sekans sonuglari, GenBank’taki (NCBI, NIH, Washington,
DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekansin o-L-Arabinofuranosidaz geninin bir pargasi
(300 bp, Sekil 3) oldugu tespit edildi. Sekans sonuglarina gore yapilan analiz Tablo 7°de
gosterildi.
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CGATATCCAGGTGGGAATTTTGTGTCTGGTTACAACTGGGAAGATGGAATTGGTCCAAAA
GAAAAACGCCCACGACGGCTTGATTTGGCATGGAAGACGATCGAAACAAATGAGGTTGGA
TTGAATGAATTTATTGATTGGGCAAAGATGGTCGGAGCCGAAGTGAATATGGCCGTCAAC
TTAGGCACGCGAGGTATTGATGCGGCACGAAACTTGGTCGAATACTGCAACCATCCATCG
GGCTCGTATTACAGCGATTTGCGTATTTCTCATGGCTATAAAGAGCCACATAAAATTAAA
ACATGGTGT

Sekil 3. Dejenerat primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilan A. kestanbolensis
AC26Sarr’ya ait 309 niikleotidlik Arabinofuranosidaz gen pargasinin baz dizilimi

Tablo 7. Dejenerat primerlerle elde edilen 300 bp’lik parganin GenBank’taki
verilerle karsilastirilmasi

Mikroorganizmalar % Benzerligi
Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1 %100
Geobacillus thermoleovorans %095
Geobacillus stearothermophilus %93
Geobacillus caldoxylosilyticus %91
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 %095
Bacillus halodurans %84

3.2.1.3. Ters PCR (Inverse PCR) ile Genin Kalan Kisiminin Bulunmasi

GenBank’taki karsilastirmalar sonucunda 300 baz ciftlik bir bolgesi elde edilen
genin diger bdlgelerinin yakalanmasi i¢in ters PCR (Inverse PCR) calismasi
gerceklestirildi. Bu nedenle, elde edilen bu gen pargasina ait baz dizilimi kullanilarak ug
kisimlarindan dis taraflara dogru olacak sekilde 2 adet invers PCR primeri (Ara F ve Ara
R) dizayn edildi (Tablo 6). Daha sonra A. kestanbolensis AC26Sar1’ya ait genomik DNA
BamHI restriksiyon endoniikleaziyla bir gece boyunca kesilerek kendi iizerine yapismasi
icin DNA ligaz enzimi ile (self-ligasyon) ligasyon reaksiyonlar1 gergeklestirildi ve DNA
fragmenti halka haline getirildi. Yapilan ters PCR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen parga
baz dizilimini belirlemek iizere, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine daha dnce belirtilen

sekilde klonland1 ve sekans ettirildi. Yapilan analiz sonucu, Abf geninin 5’ bdlgesinin
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tamamen elde edildigi ancak 3’ bdlgesinin ise kii¢iik bir boliimiiniin elde edilemedigi
belirlendi (Sekil 4).

ATGGCTGAAAAAACAGCAACGATGATCATAGAGAAAGATTTCAAAGTCGC
TGAAATCGACAAGCGTATCTATGGTTCGTTTATCGAGCATCTTGGTCGTG
CTGTATATGGAGGAATTTATGAGCCGGGTCATCCTGAAGCTGATGAAAAT
GGCTTTCGTCAAGATGTTATTGAATTGGTGAAAGCGTTGCAAGTGCCAAT
TATCCGATATCCAGGTGGGAATTTTGTGTCTGGTTACAACTGGGAAGATGGAA
TTGGTCCAAAAGAAAAACGCCCACGACGGCTTGATTTGGCATGGAAGACGATC
GAAACAAATGAGGTTGGATTGAATGAATTTATTGATTGGGCAAAGATGGTCGG
AGCCGAAGTGAATATGGCCGTCAACTTAGGCACGCGAGGTATTGATGCGGCAC
GAAACTTGGTCGAATACTGCAACCATCCATCGGGCTCGTATTACAGCGATTTG
CGTATTTCTCATGGCTATAAAGAGCCACATAAAATTAAAACATGGTGTITAGG
TAATGAAATGGATGGTCCGTGGCAAATTGGTCATAAGACAGCTGTTGAAT
ATGGGAGAATTGCTTGTGAAGCAGCCAAGGTGATGAAATGGGTG

Sekil 4. Ara F ve Ara R primerleri kullanilarak yapilan ters PCR sonucu elde edilen (alt1
cizili) Abf geninin parcasi.

Sekans sonucuna gére Abf geninin tamaminin belirlenmesi i¢in iki adet daha invers
PCR primeri (Ara F ve XylanAraR, Tablo 6) dizayn edildi. A. kestanbolensis AC26Sari
genomik DNA’s1 HIinfl enzimi ile kesilerek kendi iizerine yapistirilmasi igin DNA ligaz
enzimi ile (self-ligasyon) ligasyon reaksiyonlari gerceklestirildi ve DNA fragmentleri
halka haline getirildi. Bu DNA fragmentleri kullanilarak PCR reaksiyonlari
gergeklestirildi. Olusan PCR iiriinli, pGEMT Easy klonlama vektoriine klonlanarak sekans
ettirildi. Sekans sonucu elde edilen gen dizini analiz edildi (Tablo 8). Yapilan analizler
sonucunda A. kestanbolensis AC26Sari’ya ait arabinofuranosidaz enzim geninin

tamaminin elde edildigi goriildii (Sekil 5).

ATG GCT GAA AAA ACA GCA ACG ATG ATC ATA GAG AAA GAT TTC AAA
GTC GCT GAA ATC GAC AAG CGT ATC TAT GGT TCG TTT ATC GAG CAT
CTT GGT CGT GCT GTA TAT GGA GGA ATT TAT GAG CCG GGT CAT CCT
GAA GCT GAT GAA AAT GGC TTT CGT CAA GAT GTT ATT GAA TTG GTG
AAA GCG TTG CAA GTG CCA ATT ATC CGA TAT CCA GGT GGG AAT TTT
GTG TCT GGT TAC AAC TGG GAA GAT GGA ATT GGT CCA AAA GAA AAA
CGC CCA CGA CGG CTT GAT TTG GCA TGG AAG ACG ATC GAA ACA AAT
GAG GTT GGA TTG AAT GAA TTT ATT GAT TGG GCA AAG ATG GTC
GGA

Sekil 5. PCR ve Ters PCR’lar sonucu elde edilen A. kestanbolensis AC26Sar1 Abf geninin
tamami
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Sekil 5’in devamu.

GCC GAA GTG AAT ATG GCC GTC AAC TTA GGC ACG CGA GGT ATT GAT
GCG GCA CGA AAC TTG GTC GAA TAC TGC AAC CAT CCA TCG GGC TCG
TAT TAC AGC GAT TTG CGT ATT TCT CAT GGC TAT AAA GAG CCA CAT
AAA ATT AAA ACA TGG TGT TTA GGT AAT GAA ATG GAT GGT CCG TGG
CAA ATT GGT CAT AAG ACA GCT GTT GAA TAT GGG AGA ATT GCT TGT
GAA GCA GCC AAG GTG ATG AAA TGG GTG GAT CCG ACA ATT GAA CTT
GTG GCG TGT GGA AGT TCT GGA AGA AAT ATG CCG ACA TTT GCG GAA
TGG GAG GCG ACT GTT CTC GAT CAC ACG TAC GAG CAT GTT GAT TAT
ATT TCC CTA CAT CAG TAC TTT GGA AAC CGA GAT AAT GAT ACG GCA
AAT TAC TTA GCC ATG TCG TTG GAA ATG GAT GAT TTT ATT CGA TCT
GTT GTA ACG ATT GCT GAT TAT GTG AAG GCG AAA AAG CGC AGT AAG
AAA ACA ATC TAT CTT TCG TTT GAT GAA TGG AAT GTA TGG TAT CAT
TCT AAT GAA AAT GAT AAG CGG GTT GAG CCT TGG ACT ATT GCT CCA
CCT TTA TTG GAA GAT ATC TAT AAT TTT GAG GAT GCA CTT CTT GTT
GGT TGT ATG CTT ATT ACA CTA ATG AAA CAT GCA GAT CGA GTG AAA
ATT GCT TGT CTA GCT CAG TTA GTT AAT GTC ATT GCA CCA ATC ATG
ACG GAA AAG AAC GGT CCA GCA TGG AAG CAA ACG ATT TAT TAC CCG
TTT ATG CAT GCT TCT ATT TAC GGA AGG GGA GTA GCG CTT CAT CCA
ATC GTT TCT GGC CCG AAA TAT GAT AGT AAA GAT TTT ACG GAC GTC
CCA TAC CTA GAA TCA ATC GCT GTT TAC AAT GAA GAG AAA GAG GAA
GTA ACG GTA TTT GCG GTT AAC CGT GAT ATG GAA GCA CCA TTA TTA
CTC GAA TGT GAC ATT CGC AAT TTT GAA AAT TAT CGT GTC ATT GAA
CCT ATT GTC TTG GAG TGT GAC AAT GTA AAG CAA ACA AAT TCA GTA
CAA TCG TTC CCT GTT GTT CCT CAT CGA AAT GGT GAT GCT CGA TTG
TTG GAT GGA AAG TTG CTA ACT AAG CTA TCG AAG CTA TCA TGG AAC
GTC ATT CGT TTG GCT AAA CAT TAA
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Tablo 8. Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz geninin
tamaminin diger mikroorganizmalarla olan niikleotit % benzerligi

Mikroorganizmalar % Benzerligi
Geobacillus thermoleovorans %82
Geobacillus stearothermophilus %81
Geobacillus caldoxylosilyticus %77
Bacillus halodurans %72
Bacillus subtilis %65




Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobacillus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis
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ATGGCTACGAAAAAAGCAACGATGATCATCGAAAAAGACTTCAAAATCGC
ATGGCTACAAAAAAAGCAACCATGATCATCGAAAAAGACTTCAAAATTGC
ATGGCTGAAAAAACAGCAACGATGATCATAGAGAAAGATTTCAAAGTCGC
ATGAACACAAAAAAAGCCAAAATGATTGTCGAAAAAGATTTCAGAATTGC
--—-ATGACACTTACAGCAACAATGGTTGTCGACAAATCGTTTAAAATTGG
—————— ATGAAAAAAGCGCGAATGATTGTAGACAAAGAATATAAAATCGG

* KkKk *kk K * Kk Kkk * * X X *

TGAAATCGACAAACGTATTTACGGTTCTTTTATCGAGCACCTCGGCCGCG
TGAAATCGACAAACGCATCTATGGCTCGTTTATTGAACACCTCGGCCGCG
TGAAATCGACAAGCGTATCTATGGTTCGTTTATCGAGCATCTTGGTCGTG
GGAAATCGATAAGCGGATTTATGGCTCATTTATAGAGCATCTTGGCCGTG
CGAAATTGATAAGCGCATTTATGGTTCATTTATTGAGCACCTAGGACGTG
TGAAGTAGATAAACGGATTTATGGCTCGTTTATCGAACATATGGGTCGTG

KhA K Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk kkkkk Kk Kk * Kk Kk K

CTGTATACGGAGGGATTTATGAGCCGGGACATCCGCAGGCAGATGAAAAC
CGGTATACGGGGGGATTTATGAGCCGAGCCATCCGCAGGCCGATGAAAAC
CTGTATATGGAGGAATTTATGAGCCGGGTCATCCTGAAGCTGATGAAAAT
CGGTATATGGAGGAATTTACGAACCAGGTCATCCGCAAGCGGATGAAAGA
CTGTTTATGAAGGAATTTATGAACCCGGACACCCTGATGGGGATGAGCAA
CGGTATATGAAGGCATATACGAGCCTGATCACCCTGAAGCGGATGAAGAT

* Kk Kk K **x Kk Kk Kk Kk ** Kk * * E

GGCTTCCGGCAAGATGTCATCGAGCTGGTCAAAGAGCTGCAAGTGCCGAT
GGCTTCCGGCAGGATGTCATTGAAATGGTGAAAGAGTTACAAGTGCCCAT
GGCTTTCGTCAAGATGTTATTGAATTGGTGAAAGCGTTGCAAGTGCCAAT
GGATTTCGAAGAGATGTTATCGAATTGGTAAAAGAGCTGCAGGTTCCATT
GGGTTTCGCAAAGACGTTATCCGGCTCGTTCAAGAACTGCAAGTGCCACT
GGATTTAGAAAAGATGTCCAGTCGCTGATCAAAGAATTACAGGTTCCCAT

** Kk * ** Kk * EE * Kk Kk Kk *

CATCCGCTATCCGGGCGGGAATTTTGTGTCCGGTTACAACTGGGAAGATG
TATCCGCTATCCGGGCGGGAATTTTGTGTCCGGTTACAACTGGGAGGACG
TATCCGATATCCAGGTGGGAATTTTGTGTCTGGTTACAACTGGGAAGATG
AATTCGTTATCCAGGAGGAAACTTTGTTTCCGGGTATAACTGGGAAGATG
CGTACGCTATCCTGGCGGGAATTTTGTATCCGGTTACAACTGGGAGGATG
CATCCGCTATCCGGGCGGAAACTTTTTATCCGGATACAACTGGGAGGACG

ECEE = I = = = A S S S S S e S S

GAGTGGGGCCAAAAGAGCAGCGTCCGCGTCGGCTTGATTTGGCGTGGAAG
GAGTCGGGCCAAAAGAAAAGCGGCCGCGGCGGCTTGATTTGGCATGGAAG
GAATTGGTCCAAAAGAAAAACGCCCACGACGGCTTGATTTGGCATGGAAG
GGGTAGGTCCGAAAGAAAAGCGACCGCGGCGTTTGGAGTTAGCGTGGAAA
GGGTAGGTCCTGTTTCCGAAAGGCCAAAGCGGTTGGATTTAGCGTGGAGA
GTGTCGGACCAGTCGAAAACCGCCCGAGACGGCTTGACTTGGCATGGCAA

* * Kk KKk * * KKk ** * Kk Kk Kk kkk

TCGGTGGAAACGAATGAAATTGGCTTGAATGAATTTATGGATTGGGCCAA
TCAGTGGAAACGAATGAAATTGGCTTGAATGAATTTGTCGATTGGGCCAA
ACGATCGAAACAAATGAGGTTGGATTGAATGAATTTATTGATTGGGCAAA
TCAATTGAAACAAATGAAATCGGTGTCAATGAATTCGTGGAGTGGGCGAA
ACGACGGAGACGAATGAAATAGGGACAAATGAATTTGTTGATTGGGCGAA
ACGACAGAAACCAATGAAGTGGGAACAAATGAATTTTTATCTTGGCCAAA

**k Kk Kkkkkk * KKk R * **kk K Kk

GATGGTCGGAGCTGAAGTGAATATGGCCGTCAACTTAGGGACGCGTGGCA
GATGGTCGGAGCCGAAGTGAATATGGCCGTCAACTTAGGGACGCGCGGCA
GATGGTCGGAGCCGAAGTGAATATGGCCGTCAACTTAGGCACGCGAGGTA
ACTTGTCAATGCTGAAGTCAATATGGCGGTTAACTTAGGAACACGCGGCA
AAAGGTTGGGGCAGAGGTGAATATGGCTGTGAACCTCGGCTCTCGCGGGG
AAAGGTGAACACTGAGGTCAATATGGCCGTCAACCTTGGCACAAGAGGCA

**k K KKk Kk KKK KAAAKA Kk kkk Kk Kk * * Kk

100
100
100
100
97
94

150
150
150
150
147
144

200
200
200
200
197
194

250
250
250
250
247
244

300
300
300
300
297
294

350
350
350
350
347
344

400
400
400
400
397
394

Sekil 6. A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz geninin niikleotit sirasinin bazi
arabinofuranosidaz enzim genleriyle Clustal W programi kullanilarak

karsilastirilmasi.



Sekil 6’nin devami

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophilus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophilus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobacillus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophilus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophilus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci I lus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis
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TTGATGCGGCGCGCAACTTAGTCGAATACTGCAACCACCCGTCGGGCTCC
TTGATGCGGCACGCAACTTGGTTGAATATTGCAACCACCCGTCGGGCTCG
TTGATGCGGCACGAAACTTGGTCGAATACTGCAACCATCCATCGGGCTCG
TTGATGCTGCCCGCAATTTAGTCGAATATTGCAACCATCCATCAGGTTCG
TTGATGCAGCCCGTAATCTTGTTGAGTATTGTAACCATCCGTCTGGTTCT
TAGATGCCGCCCGTAATCTCGTTGAATATTGCAACCATCCGAAAGGCTCT

* KAk kKk Kk Kk KKk * Kk Kk Kk Kk KkkkK Kk **k KKk

TACTACAGCGATTTGCGCATTGCCCACGGCTACAAAGAGCCTCATAAAAT
TATTACAGCGATTTGCGCATTTCCCACGGCTATAAAGAGCCGCATAAAAT
TATTACAGCGATTTGCGTATTTCTCATGGCTATAAAGAGCCACATAAAAT
TATTATAGTGATTTACGTATTTCCCACGGCTACAAAGAACCGCATAAGAT
TATTGGAGTGATCTACGCATCTCCCATGGATACAAAGATCCGCATAATAT
TACTGGAGTGATTTAAGAAGATCGCATGGCTATGAACAGCCGTATGGCAT

**k K **k Kkk K * * * Kk Kk KKk **k K KKk ** *x

TAAAACGTGGTGCTTGGGCAATGAGATGGACGGTCCGTGGCAAATCGGCC
TAAAACATGGTGTCTAGGCAATGAGATGGACGGTCCGTGGCAAATTGGCC
TAAAACATGGTGTTTAGGTAATGAAATGGATGGTCCGTGGCAAATTGGTC
TAAAACGTGGTGTTTAGGAAATGAAATGGTCGGTCCATGGCAAATCGGCC
TAAAACATGGTGTTTAGGGAATGAGATGGATGGTCCTTGGCAAATCGGGC
CAAAACATGGTGCTTAGGAAACGAAATGGATGGACCATGGCAGATCGGCC

*hkkk Khkkkk * KKk Kk Kk Kkkk **k Kk Khkkkk Kk Kk K

ATAAGACGGCGGTTGAGTACGGACGAATCGCTTGTGAAGCGGCCAAAGTG
ACAAGACAGCCGTTGAGTACGGACGAATCGCTTGTGAAGCGGCCAAAGTG
ATAAGACAGCTGTTGAATATGGGAGAATTGCTTGTGAAGCAGCCAAGGTG
ATAAGACTGCAGTAGAATATGGGCGCATTGCCTGCGAAGCGGCAAAGGTC
AAAAAACAGCAGAAGAATACGGTCGTGTAGCGGCGGAAGCAGGAAAAGTG
ACAAAACAGCTGATGAATACGGACGGCTTGCCGCAGAGACAGCAAAGGTC

* **k KKk Kk K **k Kk Kk * * KKk *x * * **k Kk

ATGAAGTGGGTCGACCCGACGATTGAACTTGTTGTGTGTGGAAGCTCAAA
ATGAAATGGGTAGATCCGACCATTGAACTTGTTGCGTGCGGAAGTTCAGG
ATGAAATGGGTGGATCCGACAATTGAACTTGTGGCGTGTGGAAGTTCTGG
ATGAAATGGGTCGATCCAACGATTGAGCTTGTCGTTTGTGGAAGTTCCCA
ATGAAGCTCGTAGACCCTTCCATAGAACTCGTTGCTTGTGGGAGCTCCAA
ATGAAGTGGGTTGACCCATCAATTGAACTCGTTGCCTGCGGCAGCTCAAA

*hkkkk **k KKk KKk * Kk Kk Kk Kk K **k Kk Kk Kk

CCGAAATATGCCAACGTTTGCGGAATGGGAAGCGACGGTTCTTGACCATA
CAGAAATATGCCGACGTTTGCGGAATGGGAAGCGACGGTTCTTGATCACA
AAGAAATATGCCGACATTTGCGGAATGGGAGGCGACTGTTCTCGATCACA
CCGCAACATGCCAACCTTTGCGGAATGGGAGGCAACAGTGCTTGATCATA
CAGTAAAATGGCAACGTTCGCCGATTGGGAAGCAACGGTCTTAGACCATA
CAGCGGTATGCCGACCTTTATCGATTGGGAAGCGAAGGTGCTTGAGCATA

**k*k K Kk Kk **k Khkkkk Kk K E * *k Kk K

CGTATGACCATGTCGACTATATTTCTCTCCATCAATACTATGGAAACCGG
CGTATGAGCATGTCGATTATATTTCCCTCCATCAATACTTTGGAAATCGA
CGTACGAGCATGTTGATTATATTTCCCTACATCAGTACTTTGGAAACCGA
CGTATGAACATGTAGAATACATTTCGTTACATCAATATTATGGGAATCGT
CGTACGATTATGTAGACTATATTTCGCTACATACTTATTACGGAAATCGT
CGTATGAGCATGTCGACTATATCTCTCTTCACACTTACTACGGAAACCGG

*hkkk Kk *hkkk Kk Kk Kk Kk * Kk **x * **x Kk Kk

GACAATGATACGGCCAATTATTTGGCGTTGTCGCTGGAAATGGATGATTT
GATAATGACACGGCGAATTATTTGGCGCTGTCGCTGGAAATGGATGATTT
GATAATGATACGGCAAATTACTTAGCCATGTCGTTGGAAATGGATGATTT
GATAATGATACAGCGAATTATCTAGCTCTTACATTAGAAATGGACGATTT
GATGATGATCTAGCAAACTATCTTGCTCAGTCGATGGATATGGATGAGTT
GATAACAATCTGCCAAACTACTTGGCACGTTCTATGGATTTGGATCATTT

**k * * KKk KKk * KKk * * KKk EE * KKk

TATCCGTTCGGTTGTCGCCATCGCCGATTATGTGAAGGCGAAAAAACGAA
TATCCGTTCGGTTGTGGCCATTGCCGATTACGTGAAGGCGAAAAAACGAA
TATTCGATCTGTTGTAACGATTGCTGATTATGTGAAGGCGAAAAAGCGCA
TATCCGTTCTGTGGTTGCAATTGCAGACTATATTAAAGCGAAAAAGCGCA
CATTCGCTCAGTGATTGCGATTGCTGATTATGTGAAAGCGAAAAAGCGAA
TATCAAATCAGTCGCTGCGACCTGTGACTATGTAAAAGCAAAAACACGCA

**k KKk **k KKk * Kk Kk Kkhkkk ** K

450
450
450
450
447
444

500
500
500
500
497
494

550
550
550
550
547
544

600
600
600
600
597
594

650
650
650
650
647
644

700
700
700
700
697
694

750
750
750
750
747
744

800
800
800
800
797
794

850
850
850
850
847
844
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Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
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Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophilus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci l lus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis
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GCAAAAAAACGATCCACCTTTCGTTTGACGAATGGAATGTATGGTACCAC
GCAAGAAGACGATTCATCTGTCGTTTGACGAATGGAACGTATGGTACCAC
GTAAGAAAACAATCTATCTTTCGTTTGATGAATGGAATGTATGGTATCAT
GTAAAAAAACACTTTATCTTTCTTTTGATGAGTGGAATGTTTGGTATCAT
GCAAAAAAACGATTCATCTCTCATTCGATGAGTGGAATGTTTGGTTCCAC
GCAAGAAAACTATCAATCTCTCTCTGGATGAATGGAACGTCTGGTACCAC

* Kk Kk KKk * * KKk KKk ECE = = S = S **

TCGAATGAGGCAGATAAGTTAATTGAACCATGGACCGTCGCGCCGCCTCT
TCGAATGAGGCGGATAAGCAAATTGAACCGTGGACCGTCGCGCCGCCTTT
TCTAATGAAAATGATAAGCGGGTTGAGCCTTGGACTATTGCTCCACCTTT
TCCAACGAAGCGGATAAGTTAATCGAGCCTTGGACGATTGCCCCTCCTTT
TCCAACGAAGCGGATCGGCAAATAACTCCGTGGAGTGTAGCACCGCCATT
TCAAATGAGGCTGATAAAAAAGTCGAGCCGTGGATCACTGCGCGTCCGAT

*hk kk Kkk *okk *k kkkk EE *k *

GTTGGAAGATATTTATAACTTTGAAGATGCGCTCCTTGTCGGCTGCATGC
GTTGGAGGATATTTATAACTTTGAAGATGCGCTACTTGTCGGCTGCATGC
ATTGGAAGATATCTATAATTTTGAGGATGCACTTCTTGTTGGTTGTATGC
ATTGGAAGATATTTATAACTTTGAAGATGCATTATTAGTTGGATGCATGT
ATTGGAAGACATTTATACATTTGAAGATGCCCTTCTTGTTGGAAGCATGC
TTTAGAGGATATTTACAATTTTGAAGATGCCTTATTAGTCGGCTCTCTGC

Kk kk Kkk Kkk Kk Kk Fhkkhkhk Kkkkk * * Kk Kk

TCATTACGTTAATGAAACATGCGGATCGGGTGAAGATTGCTTGTTTGGCC
TCATTACGCTCATGAAACATGCCGATCGGGTGAAAATTGCCTGCTTGGCT
TTATTACACTAATGAAACATGCAGATCGAGTGAAAATTGCTTGTCTAGCT
TGATTACATTGATGAAACATGCCGATCGTGTGAAAATTGCTTGTTTAGCG
TCATCACGTTACTGAAGCATGCCGATCGTGTCAAAATTGCGTGTCTTGCT
TCATTACGATGCTGCAGCACGCAGACCGTGTGAAAATTGCGTGTCTTGCA

* KKk KKk * EE I s * KKk

CAATTAGTAAATGTCATTGCGCCAATCATGACGGAAAAGAACGGGCCGGC
CAGTTAGTGAATGTCATTGCACCGATCATGACGGAACCGAACGGGCCGGC
CAGTTAGTTAATGTCATTGCACCAATCATGACGGAAAAGAACGGTCCAGC
CAATTGGTGAACGTAATTGCACCAATCATGACGGAGAAAAATGGCCCGGC
CAACTCGTAAATGTCATTGCTCCGATTATGACTGAAAAAGGTGGGCCGGC
CAGCTTGTTAATGTCATCGCGCCGATCATGACGGAAAAAGGCGGAGAAGC

*k * Kk Kk kk hk Kk kk kk Khkhkhk kk

TTGGAAACAAACGATTTATTATCCGTTTATGCATGCATCTGTTTATGGCA
ATGGAAGCAAACCATTTACTATCCGTTTATGCATGCCTCGGTTTACGGCA
ATGGAAGCAAACGATTTATTACCCGTTTATGCATGCTTCTATTTACGGAA
TTGGAAACAAACCATTTACTATCCATTTATGCATGCATCCGTGTATGGCA
TTGGAAGCAGACGATTTTTTATCCGTACATGCACGCATCAGTATACGGAC
ATGGAGACAGCCGATTTTCTATCCATACATGCATGCTTCTGTTTACGGAA

Fokkk *k *  Kkkk *k Kk Kk Fhkkhkhk kk Kk * Kk Kk

GAGGAGTGGCGTTGCATCCGGTGATTTCCAGCCCGAAATACGACAGCAAA
GAGGGGTGGCGTTGCACCCAGTTATTTCAAGCCCGAAATACGACAGCAAA
GGGGAGTAGCGCTTCATCCAATCGTTTCTGGCCCGAAATATGATAGTAAA
GAGGTGTAGCCTTACATCCAGTGATCTCTAGCCCGAAATATGACAGCAAA
GTGGTGTGGCTTTACAAGCGCAAATCTCTTCACCTAAATACGATAGTAAA
GGGGCGAGTCACTGAAACCGCTTATTTCTTCTCCTAAGTACGATTGTTCT

* KKk K * * * * KKk **k Kk Kk Kk *

GACTTCACAGATGTTCCGTATTTAGAGTCGATCGCTGTTTACAATGAAGA
GACTTCACAGATGTTCCGTATTTAGAGTCGATCGCTGTTTACAATGAAGA
GATTTTACGGACGTCCCATACCTAGAATCAATCGCTGTTTACAATGAAGA
GACTTTACCGATGTTCCTTATTTGGAGGCAATCGCTGTTTATAATGAAGA
GATTTTACAGACGTTCCTTATTTGGATGCGGCGGTGGTGCATCTCGAGGA
GATTTCACTGATGTGCCATATGTTGATGCTGCTGTTGTGTACTCTGAAGA

*hk kk kk Kkk Kk kk kk EE * * *k * *hk kk
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944
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1100
1100
1100
1097
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1150
1150
1150
1147
1144

1200
1200
1200
1200
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1194

1250
1250
1250
1250
1247
1244
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Geobaci llus_thermoleovorans
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Geobaci llus_stearothermophi lus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
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Bacillus_subtilis

Geobaci llus_stearothermophilus
Geobaci llus_thermoleovorans
Anoxybaci llus_kestanbolensis
Geobaci llus_caldoxylosilyticus
Bacillus_halodurans
Bacillus_subtilis
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AAAAGAAGAAGTGACGATTTTTGCGGTCAACCGTGATATGGAAGACGCGT
AAAAGAAGAAGTGACGATTTTTGCGGTCAACCGTGATATGGACGATTCGT
GAAAGAGGAAGTAACGGTATTTGCGGTTAACCGTGATATGGAAGCACCAT
AAACGAGGAATTTACGATCTTTGCGGTCAACCGTGACTTGGAAGATGCAC
AGCCGAAGAAGTGACGATCTTTGCAGTTAATAAACACCAAACAGAATCGC
GGAAGAAACACTCACTATTTTTGCGGTAAACAAGGCT———GAGGATCAGA

* K KKk * KAk kKk Kk Kk

TGTTGTTGGAATGCGATGTTCGCAGTTTTGAAGACTACCGTGTCATTGAA
TATTGCTTGAATGCGATGTCCGCCATTTTGACGATTATCGCGTTATTGAA
TATTACTCGAATGTGACATTCGCAATTTTGAAAATTATCGTGTCATTGAA
TGTTGTTAGAATGTGATATCCGTAATTTCGATGGATATCAAGTGATCGAA
TAAATTTACAATGTGATATGCGTAGCTTTGAAGGGTATCACGTATTGGAG
TGGAGACGGAGATTTCGCTCAGAGGCTTTGAATCCTACCAAATCGCAGAG

* **k Kk **x K * **

CATATCGTTTTGGAACATGACAACGTGAAACAAACGAATTCGGCCCAATC
CATATCGTATTGGAACATGAAAACGTGAAACAAACGAATTCCGCGCAATC
CCTATTGTCTTGGAGTGTGACAATGTAAAGCAAACAAATTCAGTACAATC
CATATTATTTTAGAGCATGAGAACGTAAAACAAACAAATTCGGCAACCCA
CATATTGTCCTTGAACATGAAAATATGAAAGCGACAAATCAAGGACGAGA
CACATCGTACTTGAGCATCAGGATATCAAAGCAACAAACCAGCATAACAG

* *k * * Kk * *x * * Kk *k kk

TTCCCCGGTTGTCCCGCATCGCAACGGCGATGCCCAGCTTTCCGATAGAA
TTCCCCGGTCGTTCCGCACCGCAACGGCGATGCTCAACTATCCGGCGGGA
GTTCCCTGTTGTTCCTCATCGAAATGGTGATGCTCGATTGTTGGATGGAA
TTCCCCTGCTGTTCCACACAGCAATGGAAATGCCCATCTATCAGATGGAA
A---CAGGTAACGCCTCATCACAATGGTGACTCCGCCATTGATCAAGGGC
AAAAAATGTCGTTCCGCATTCCAACGGATCATCGTCTGTCAGCGAAAACG

**k KKk ** KKk

AAGTGTCGGCCACGTTGCCAAAGTTATCGTGGAACGTCATCCGTTTAGGA
AAGTGTCGGCGACGTTGTCGAAGTTATCGTGGAATGTGATTCGTTTAGGA
AGTTGCTAACTAAGCTATCGAAGCTATCATGGAACGTCATTCGTTTGGCT
AAGTGGTAGCCCAGTTGCCAAAGCTATCGTGGAATGTGATTCGTTTGGCT
GGCTGACAGCGAATCTAGCAAAGCTATCTTGGAACGTAATTCGGCTAGGG
GCTTAACTGCTCATTTCACGCCACTTTCCTGGAATGTGATCCGCCTGAAA

* Kk kkkhkk kk Kk kk *

AAAAGGTGA--- 1509
AAACGATAA--- 1509
AAACATTAA--- 1509
AAGAAATAA--- 1509
AAAAAATAA--- 1503
AAACAGTCATAA 1503
*xk * *

Tablo 9. A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz geninin diger
arabinofuranosidazlara olan amino asit benzerligi

1300
1300
1300
1300
1297
1291

1350
1350
1350
1350
1347
1341

1400
1400
1400
1400
1397
1391

1450
1450
1450
1450
1444
1441

1500
1500
1500
1500
1494
1491

Mikroorganizmalar 00 Benzerlik
Geobacillus thermoleovorans %96
Geobacillus stearothermophilus %94
Geobacillus caldoxylosilyticus %93
Bacillus halodurans %87
Bacillus subtilis %82
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3.3.2. Arabinofuranosidaz Geninin pET28-a(+) Vektoriine Klonlanmas1 ve
Ekpresyonu

Abf geninin pET28-a(+) vektoriine klonlanmas1 igin A. kestanbolensis
AC268Sarr’ya ait genomik DNA kullanildi ve ekspresyon primerleri olarak dizayn edilen
primerler (Tablo 6) ile PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PCR sonucu elde edilen DNA
fragmetleri Ndel ve HindIII restriksiyon ezimleriyle kesildi. Ayni enzimler kullanilarak
pET28-a(+) vektorii de kesildi. Kesim iiriinleri %0.7°lik agaroz jelde elektroforeze tabi

tutularak fotograflandi.

Sekil 7. pET28-a(+) ekpresyon vektoriiniin Ndel
ve HindIIl enzimleri ile kesimi 1.
pET28-a(+), 2. pET28-a(+) klonlama
vektoriiniin Nde I ve HindIII ile kesimi.

Yapilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektér ve PCR iiriinii
DNA Ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon tiriinii E. coli JM 101
susuna aktarild1 ve bu sus i¢indeki plazmitlerin incelenmesiyle ilgilenilen geni igeren klon
bulundu ve boylece klonlama gergeklestirildi. Ancak klonlamanin gergeklestirildigi
pET28-a(+) vektori giiclii bir promotora sahip bir ekspresyon vektoriidiir ve ekspresyonun
verimli bir sekilde olabilmesi i¢in elde edilen klonun T7 promotor sistemini, daha iyi bir
sekilde taniyacak olan bir hiicreye aktarilmasi gereklidir. Bu amagla elde edilen klon E.

coli BL21 DE3 hiicresine transforme edildi.
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Sekil 8. pET28-a(+) ekspresyon vektoriinde Abf
geni 1. Herhangi bir klonlamanin
olmadigi pET28-a(+), 2. klon (pET28-
a(+) ve Abf geni), 3. klon (pET28-a(+)
ve Abf geni)

3.4. Biyokimyasal Calismalar

Daha onceden de vurgulandigi gibi, A. kestanbolensis AC26Sar1 bakterisinin
arabinofuranosidaz aktivitesine sahip oldugu yapilan dogal jelin 4-methyl-umbellipheryl a-
L arabinofuranoside ile boyanmasi ile belirlendi. Ayrica, A. kestanbolensis AC26Sari
bakterisinin bu aktiviteye sahip oldugu elde edilen enzim 6ziitii ile yapilan aktivite deneyi
ile gosterildi. Ayrica bu enzimi kodlayan 1509 bazlik Abf geninin baz dizisi belirlendi ve
bu gen bir ekspresyon vektorii olan pET28-a(+) vektoriine klonland1 E. coli BL21 DE3
hiicresinde ekspresyonu gerceklestirildi. Klonlama sirasinda ekspresyon vektoriinde var
olan enzime his taq kuyrugundan yararlanilarak saflastirmalar gerceklestirildi. Saflastirma,
MagneHis™ Protein Purification System (Promega) kiti kullamlarak gergeklestirildi.
Ardindan enzimin biyokimyasal 6zellikleri (optimum pH ve stabilitesi, optimum sicaklik
ve stabilitesi, inhibitdr aktivator etkisi, kinetik parametreleri v.s) incelendi. Incelemeler

sirasinda biitiin deneyler en az ti¢ tekrarl olarak yapilmistir.

3.4.1. Reaksiyonlarda Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Yapilan caligmalarda kullanilacak olan protein miktari, 0.1, 0.5,1, 2, 3, 4 ve 5 ng
gibi degisken miktarlarda enzim ve belirli miktarda substrat’in (I mM) kullanildig:
reaksiyonlar sonucu belirlendi (sekil 9). Sekil 9°da goriildiigii gibi, yapilan reaksiyonlar
sonucu, 2.5 pg/ul saf enzim kullanildiginda protein miktari-aktivite grafiginde aktivite
artist duragana gecmektedir. Bu sonu¢ dikkate alinarak Abf aktivite deneylerinde

kullanilabilecek olan enzim miktarinin 2.5 png saf protein olduguna karar verildi.
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Sekil 9. Reaksiyonlarda kullanilacak toplam saf proteini belirlemek i¢in yapilan
protein miktar1 — Abf aktivite grafigi

3.4.2. Optimum Sicakhk

A. kestanbolensis AC26Sart’nin Arabinofuranosidaz aktivitesine sicakligin etkisi
40, 50, 60, 65, 70, 80 ve 90°C’lerde incelendi ve elde edilen sonuglar Sekil 10’da
gosterildi. Yapilan optimum sicaklik caligsmalari sonucunda, Abf enziminin optimum
sicakliginin 65°C olduguna karar verildi. Enzimin, 90°C gibi yiiksek sicaklikta ~% 15
aktivite gosterirken, 80°C de ise yaklasik %50 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Enzimin
A. kestanbolensis AC26Sar1’nin optimum biiyiime sicakligi olan 55 °C’de ise %80’e yakin
bir aktivite gosterdigi goriilmektedir. A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz
enziminin 90°C’den yiiksek sicakliklarda herhangi bir aktivitesi gozlenmemistir. Bu

calisma sonucunda enzimin optimum sicakliginin 65°C oldugu sonucuna varildi.

100 -
90 +
80
70
60
50
40 -

% Aktivite

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Sicaklik(°C)




45

Sekil 10. Sicaklik- Abf aktivite grafigi

3.4.3. Optimum pH

A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz aktivitesine pH’nin etkisi pH 4.0-
10.0 araligindaki tamponlar kullanilarak yapilan reaksiyonlarla belirlendi (Sekil 11).
Yapilan bu caligmalar sonucunda, Arabinofuranosidaz enziminin optimum pH’sinin pH
6.0 oldugu belirlendi. Enzim pH 10.0’da hemen hemen hi¢ bir aktivite gdstermezken, pH
4.0’da yaklagik olarak %10 aktivite gostermektedir. pH 6.0’dan asag1 ve yukariya dogru
gidildik¢e aktivitenin simetrik bir sekilde azaldig1 gdzlendi.

% Aktivite

Sekil 11. pH - Abf aktivite grafigi
3.4.4. Kinetik incelemeler

A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz enziminin substrat olarak pNP-
oL-arabinofuranoside varhiginda substrat-aktivite grafigi ¢izildiginde enzimin basit
Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespit edildi (Sekil 12). Substrat olarak, pNP-oL-
arabinofuranoside kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun
x-eksenini kestigi nokta -1/ Ky’ye esitlenerek Ky degeri 0.139 mM, y-eksenini kestigi
nokta ise 1/ Vmax’a esitlenerek Vimax degeri 1019 U/mg olarak hesaplandi (Sekil 13).
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Sekil 12. pNP-aL-arabinofuranoside substrati i¢in Michaelis- Menten egrisi
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Sekil 13. pNP-alL-arabinofuranoside substrati i¢in Lineweaver-Burk egrisi

Ayni zamanda Arabinofuranosidazlarin etkili bir sekilde hidrolize edebildikleri
diger bir substrat, bir polisakkarit olan, sugar beet arabinandir. A. kestanbolensis AC26Sar1
Arabinofuranosidazinin sugar beet arabinani kullanip kullanmadigini test etmek amaciyla
yapilan arastirmada bu maddeyi substrat olarak kullandig1 belirlendi ve substrat olarak
sugar beet arabinan kullanilarak substrat-aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 14). Abf enziminin
arabinan‘t substrat olarak kullandiginda, K;,’si 5,21 mg/mL ve V't ise 156.25 pmol

olarak belirlendi.
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Sekil 14. Arabinan substrati icin Lineweaver-Burk egrisi

3.4.5. pH Kararhhg:

A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz’in pH kararliligi, enzimin; pH 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 olan tamponlarda 65°C’de, 24 saat inkiibe edilmesiyle belirlendi.
24 saat sonunda pH 10.0’da enzim aktivitesi tamamen kaybolurken, pH 9.0 da ise
aktivitenin yaklasik olarak % 30 oldugu goriildii. Buna ragmen enzimin 65°C pH 5.0 ve

6.0°da 24 saat boyunca herhangi bir aktivite kayb1 olmadig: goriildii (Sekil 15).
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2 ——7
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[ —0—38
e 40
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20 - ——10
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0 4 8 12 16 20 24 28
zaman (saat)

Sekil 15.Abf enziminin pH kararlilig
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2.4.6. Isil Kararhhg:

A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz enziminin 1s1l kararlilig1 enzimin
50-70°C de belirli bir siire inkiibe edilmesi sonucunda belirlendi. Bu siire sonucunda her
bir sicakliktan alinan enzim Orneklerindeki kalan aktivite standart metoda gore 65°C
belirlendi. 24 saat sonucunda 50-55°C’de, 48 saat sonrasinda 50°C’de aktivite kaybi
olmadig1r goriildii. 72 saat sonrasinda ise 60-65-70°C‘lerde aktivitenin tamamen

kayboldugu goriildii (Sekil 16).

—e—50(°C)
100
90 - —0—55(°C)
80 -
x 70+ —a—60(°C)
T 60 -
.Z 50 B —A—65(OC)
40
30
70(°C
20 | ——70(°C)
10 -
O T T T T T 1

0 12 24 36 48 60 72 84

Zaman (saat)

Sekil 16. Abf enzimin 1s1l kararlilig.

3.4.7. Aktivator Etkisi

Zn™, Mg™, Na" ve Ca™ metal iyonlarmin Abf aktivitesi iizerine olan etkisi, p-
nitrophenyl-a-L-arabinofuranoside substrati ve 1 mM konsantrasyonda metal iyonu
varliginda gerceklestirilen bir dizi reaksiyonlar ile belirlendi. Higbir metal iyonunun
kullanilmadig1 enzimle yapilan reaksiyon standart alinarak yapilan deneylerde, yaklasik

olarak % 20 aktivite artig1 gozlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Abf enziminin inhibitor-aktivator grafigi

3.4.8. inhibitor Etkisi

Abf aktivitesi lizerine metal iyonlarinin inhibitor etkisi p-nitrophenil-o-L-
arabinofuranoside substrat olarak kullanilarak gerceklestirildi ve Co™, Hg™, Cu™, ve Mn"™>
gibi bivalent metal iyonlarinin kloriir veya siilfat tuzlar1 ve gesitli kimyasallarla yapilan

"2 nun Abf aktivitesi iizerine etkili bir inhibitor dzelliginin

deneyler sonucunda Hg"* ve Cu
oldugu goriildii. En yiiksek inhibisyonu 1 mM’lik konsantrasyonda %95, daha yiiksek
konsantrasyonlarda %100 etki ile Hg™ metal iyonu saglarken Mn™ ise hi¢ bir inhibitor
etki gdstermedi. Cesitli kimyasal maddelerle yapilan deneyler sonucunda ise
merkaptoetanol (10 mM), DTT(10 mM) ve EDTA (10 mM)’nin Abf enzimi {izerine

belirtilen konsantrasyonlarda etkisi olmadig: goriildii (Sekil 17).
3.4.9. Enzimin Substrat Spesifikligi

A. kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidazinin, gergeklestirilen ¢oklu
reaksiyonlar sonucunda  pNP-glycoside, pNP-a-L-arabinopyranoside, pNP-B-L-
arabinopyranoside, pNP-B-D-galactopyranoside, pNP- [ -D-xylopyranoside, pNP-N-
acetyl- B -D-glucosaminide, pNP-B-D-fucopyranoside, pNP-a-D-galactopyranoside, pNP-
a-D-glucopyranoside, pNP-B-D-glucopyranoside, pNP-o-L-rhamnopyranoside, pNP-a-D-

xylopyranoside substratlarini hidroliz edemedigi goriildii. Enzimin sadece pNP- a-L-
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arabinofuranoside’i hidroliz edebildigi ortaya c¢ikarildi. Enzimin ekzoarabinofuranosidaz
m1 yoksa endoarabinofuranosidaz mi oldugunun belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
caligmalarda bu 6zellik i¢in spesifik olan RDA (Red debranched Arabinan) kimyasalini
hidrolizleme 06zelligi arastirildi. Yapilan deneyler sonucunda enzimin endoarabinanaz
aktivitesine sahip olmadigi, yani sadece ekzo-arabinanaz aktivitesine sahip oldugu tespit
edildi.

Abf enziminin sugar beet arabinan, arabinoxylan, oat spelt xylan ve
arabinooligosakkaritleri hidroliz edebilmesi 6zellikleri Dinitrosalisilik asit (Miller, 1957)
metodu kullanilarak belirlendi ve pargalamanin hangi seviyede oldugunun ortaya
¢ikarilmast icin reaksiyon sonucunda olusturulan iiriinler TLC ile gosterildi. Bu amagcla
gerceklestirilen reaksiyonlar sonucunda olusan {irtinler, silika jel 60 F,s4’e tatbik edildi ve
bu plakalar {izerinde hareket etmeleri saglandiktan sonra TLC plakalari tizerinde sekerlerin
varlig1 belirlendi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen sonuglar Sekil 18 ve 19°da

goriilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 18. Ince Tabaka Kromotografi (TLC) ile arabinofuranosidaz
enziminin sugar beet arabinan, arabinoxylan ve oat spelt
xylan’t parcalamasi sonucunda olusan son {iriinlerin
gosterilmesi. 1. arabinopentaose, 2. arabinotetraose, 3.
arabinotriose, 4. arabinobiose, 5. arabinoz, 6. arabinan’in
(2%, w/v) saf enzimle (1 U) reaksiyonu sonucu (16 saat,
65°C) aciga cikan arabinoz, 7. enzimsiz arabinan, 8. rye
arabinoxylanin saf enzimle (1 U) reaksiyonu sonucu (16
saat, 65°C) ac¢iga ¢ikan arabinoz (2%, w/v), 9. enzimsiz
arabinoxylan, 10. oalt spelt xylanin (2%, w/v) saf enzimle
(1 U) reaksiyonu sonucu (16 saat, 65°C) agiga ¢ikan
arabinoz, 11. enzimsiz oat spelt xylan.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 19. Ince Tabaka Kromotografisi ile arabinooligosakkaritlerin
par¢alanmast sonucu olusan irlinlerin gdsterimi. 1.
arabinopentaose, 2. arabinotetraose, 3. arabinotriose, 4.
arabinobiose ve sirasiyla arabinopentaose, arabinotetraose,
arabinotriose, arabinobiose sekerlerinin 16 saat saf enzim
ile reaksiyonu sonucu olusan arabinoz.

3.4.10. Dogal ve SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

pET28-a(+) vektoriine klonlanan Abf enzimi Promega histaq protein saflastirma
kiti kullanilarak saflastirildi.  Elde edilen saf protein SDS-PAGE’de tek bant olarak
gosterildi  (Sekil 20). SDS-PAGE’de protein markirlart ile birlikte yiiriitiilerek
fotograflandi ve BioDocAnalyze sistemi kullanilarak, enzimin molekiiler agirligi ~60 kDa

olarak hesaplandi.

Sekil 20. Saflastirilan Abf enziminin SDS-PAGE goriintiisii
1. Protein markir, 2. saf enzim AbfAC26Sari’dan
expresse edilmis, 3. Igerisinde Abf geni olan E
coli BL21 DE3’iin kaba ekstrakti, 4. icerisinde
ADbf geni olmayan E coli BL21 DE3’iin kaba
ekstrakti (sadece pET28a(+) vektor)



4. TARTISMA

K.T.U Fen Bilimleri Estitiisiinde yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan bu calisma
Anoxybacillus cinsine ait bir bakteriden ilk kez bir arabinofuranozidaz enzimini kodlayan
genin klonlanmasi ve karakterizasyonunun yapilmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Bu cins
Pikuta vd. (2000) tarafindan Bacillus cinsinden ayrilmistir. Yapmis oldugumuz ¢alismalar
sonucunda ortaya ¢ikardigimiz A. kestanbolensis AC26Sart tiiriine ait Arabinofuranosidaz
geninin tiim niikleotit ve aminoasit sirast belirlenerek GenBank’ta mevcut diger
Arabinofuronidazlar ile karsilastirilmistir. Sonugta niikleotit diizeyinde Geobacillus
stearothermophilus T6 AbfA (AF159625) geni ile %81, Geobacillus thermoleovorans Abf
geni ile %82, Geobacillus caldoxyloliticus Abf ile %77, Bacillus halodurans ABf’si ile
%72 ve Bacillus subtilis Abf’si ile de %65 ve aminoasit diizeyinde Geobacillus
stearothermophilus T6 AbfA (AF159625) geni ile %96, Geobacillus thermoleovorans Abf
geni ile %94, Geobacillus caldoxyloliticus Abf ile %93, Bacillus holodurans Abf’si ile
%87 ve Bacillus subtilis Abf’si ile de %82 benzer oldugunu belirlenmistir (Gilead and
Shoham 1995, Bezalel vd., 1993; Canakci vd., 2007, Kaneko vd., 1994). Aminoasit
karsilastirmast bu tiir enzimlerin yliksek aktivite gostermesi ic¢in gerekli korunmus 9
aminoasitin (Glu29, Arg 69, Asn74, Asnl74, Glul75, His244, Try246, Glu294, GIn351) A.
kestanbolensis AC26Sar1 Arabinofuranosidaz’da da tamamen korunmus oldugunu
gOstermigtir.  Biitlin bu bilgiler dikkate alindiginda A. kestanbolensis AC26Sari
Arabinofuranosidazinin GH51 familyasina ait bir enzim oldugu goriilmektedir.

AbfAC26Sari’nin, Geobacillus stearothermophilus T6 AbfA ile diger Geobacillus
enzimlerine benzemesine ilaveten, onlarla kiyaslandiginda bazi farkli 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir. Ornegin optimum sicakliklar1 karsilastirildiginda AbfAC26Sar1’nin
optimum aktivite gosterdigi sicakligin Geobacillus stearothermophilus suslarindan (T6 ve
L1 suglari; 70°C) ve Geobacillus caldoxylolyticus’dan (75°C ) daha diisiik oldugu
gozlenmistir (Gilead and Shoham 1995; Bezalel vd., 1993; Canakci vd., 2007). Yine
termofilik bir bakteri olan Thermotoga maritima MSB8’nin (Miyazaki 2005) Abf
enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 90°C’dir. Ayrica bu enzim, 100°C gibi
yiiksek bir sicaklikta 20 dakikadan uzun bir siire aktivitesini %50’sini koruyabilmektedir.

A. kestanbolensis AC26Sar1 ve Geobacillus stearothermophilus (T6 and L1) saf
enzimleri pNPa-L-AF’1 parcalarken diger pNP-glycosides’leri hidroliz etmemektedir.
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Buna karsilik Geobacillus caldoxylolyticus TK4 arabinofuranosidaz’t hem pNP-a-D-
xylopyranoside’t hem de p-NPoAF’1 hidroliz edebilmektedir. AbfAC26Sar1 pNPa-L-
arabinopyranoside veya gum arabik’i hidroliz etmemesi ve sadece pNPoa-L-AF’in
katalizlemesi bu enzimin bu tir baglarin kirilmasi ic¢in spesifik olarak kullanilmada
avantajli oldugunu gostermektedir. AbfAC26Sar’nin o-baglantilarina spesifik olmasi bu
enzimi digerlerinden ayiwran Onemli bir Ozelligidir. Enzim sugar beet arabinan,
ryearabinoxylan, oalt spelt xylan gibi maddelere kars1 aktivite gostermektedir ve
oligosakkaritlerin a-1,5-baglarin1 keserek yalnizca arabinoz sekerini ortaya ¢ikarmaktadir.
Enzim arabinogalaktan, gum arabik ve karboksimetil seluloz’a karsi hi¢ bir aktivite
gostermemektedir. Substrat kullanimi1 bakimindan Geobacillus stearothermophilus T6 o-L-
arabinofuranosidaz’a benzerlik gostermektedir (ortak substratlar: sugar beet arabinan, oat
spelt xylan ve rye arabinoxylan) ancak bu enzimler, AbfAC26Sari
arabinofuranosidazindan farkli olarak karboksimetil selliiloz’u da hidroliz etmektedirler.
AbfAC26Sar’nin polisakkaritleri hidroliz etme kapasitesi Geobacillus caldoxylolyticus
TK4’in a-L-Afase’indan daha genistir. AbfAC26Sar1 sugar beet arabinan,
ryearabinoxylan, oat spelt xylan ve a-1,5-bagli oligosakkaritleri hidroliz ederken, RDA’y1
(Red Debranched Arabinan) hidroliz edememesinden dolayr Anoxybacillus kestanbolensis
AC26Sar1 tiiriinden izole edilen enzim bir exo-arabinofuranosidaz olarak nitelendirilebilir.
Exoarabinofuranosidaz enzimleri meyve sularmin berraklastirilmasi uygulamalarinda
endoarabinofuranosidazlar ile birlikte kullanilmalarindan 6tiirti ilgi ¢ekmektedirler
(Romboust vd., 1988). Meyve sularinin berraklastirilmasinda simdiye kadar 6nemli dlgiide
a-L-arabinofuranosidaz iceren pektinolitik enzim karisimlart kullanilmistir  (Pilnik
vd.,1982). Bu enzimler ortamdaki 1,5 bagli arabinan zincirlerindeki 1,3 yan zincirlerini
kirarlar ve arabinozlar1 coktiiriirler. Ornegin elma suyu iiretiminde ¢okelti olusmasi
coziinebilir arabinanin varhigindan dolay1 problemdir. Cokeltiler yeterli miktarda o-L-
arabinofuranosidaz ve endoarabinofuranosidaz ilavesiyle uzaklastirilabilir (Voragen vd.,
1988). Miyazaki (2005) termofilik bir bakteri olan Thermotoga maritima MSB8’den hem
ekzo hem de endo arabinofuranosidaz aktivitesine sahip bir termofilik Abf tanimladi. Bu
her iki 6zellik meyve suyu endiistrisinde ¢okelti olusumunu 6nlemek i¢in kullanilmaktadir.
AbfAC26Sar1 Abf’si exoarabinofuranosidaz aktivitesine sahip bir bakteridir ve yapilacak
olan ileri genetik calismalarda exoarabinofuranosidaz aktivitesinin yaninda AbfAC26Sar1
Abf’sine endoarabinofuranosidaz 6zellik kazandirilabilir ve bu enzim endiistriyel agidan

daha 6nemli hale getirilebilir.
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pNPaAF ve sugar beet arabinan substrat olarak kullanildiginda AbfAC26Sar1’nin
Km degerleri herbir substrat i¢in sirasiyla 0.139 mM and 5.21 mg/ml olarak belirlenmistir.
Bu Km degerleri agindan AbfAC26Sar1 diger bazi bakteriyal Arabinofuranosidazlar ile
karsilastirildiginda onlardan daha aktif bir enzim oldugu goriilmektedir. Soyleki, pNPaAF
substrat olarak kullanildiginda G. stearothermophilus T6 ve L1 ve Geobacillus
caldoxylolyticus AbfATK4’iin Km degerleri 0.42 mM, 0.22 mM ve 0.17 mM’dir. Ayrica
substrat olarak arabinan kullanildiginda elde edilen Km degeri ise Geobacillus
caldoxylolyticus AbfATK4’da 67.56 mg/mL’dir. Biitin bunlar g6z O6niine alindiginda
AbfAC26Sar’nin  pNPoAF substratina G. stearothermophilus T6, L1 ve G.
caldoxylolyticus AbfATK4 enzimlerinden ve arabinan substratina da AbfATK4
enziminden daha yiiksek ilgi duydugunu gostermektedir.

http://www.cbs.dtu.dk/suppl/natureprotocols/ deki veriler ile Emanuelsson’un
(2007) yaptig1 caligmalar A. kestanbolensis AC26Sar1 arabinofuranosidazinin hiicre i¢i bir
enzim oldugunu desteklemektedir. G. stearothermophilus’un iki arabinofuranosidazi
bulunmaktadir ve L1 a-L-AFase hiicre disi ve T6 a-L-AFase ¢ogunlukla membrane
bagimli (cell associated) iken, G. caldoxylolyticus a-L-AFase, hem hiicre i¢inde hemde
hiicre disinda olabilmektedir. Ayn1 zamanda B. pumilus a-L-arabinofuranosidaz’1 da bir
hiicre dis1 enzimdir. Kengo ve arkadaslart ( 2003) yapmis olduklar1 bir ¢alisma ile bazi
yollardan ksilooligosakkaritler hiicre i¢ine girebildigini ancak, ksilan ve arabinan gibi diger
polisakkaritlerin hiicre i¢ine giremediklerini belirtmektedirler. Bu bilim adamlar1 ayni
zamanda karakterize ettikleri enzimin hiicre i¢i bir enzim oldugunu belirtmektedirler.
Ancak, bu durumda da genel olarak substratlar1 hiicre i¢ine giremeyen bir enzimin hiicre
icinde bulunmasinin nedeni sorgulanmaktadir. Bu bilim adamlar1 bu sorunun cevabini su
sekilde vermektedirler: Bu hiicre i¢i ksilanazlarin fonksiyonu ksilooligosakkaritleri
ksiloz’a hidroliz etmek olabilir yada bu enzimler yapisal bir enzimdir. Bu veriler goz
ontine almarak AbfAC26Sar1 enzimininde hiicre i¢inde sadece arabinooligosakkaritleri
pargalayan bir enzim olabilecegi yada yapisal bir enzim olabilecegi diistiniilmektedir.

Genellikle bakteriyal arabinofuranosidazlar pH 5.5-7.0 arasinda optimum aktivite
gosterirken  oOzellikle fungal enzimler daha diisik pH’da optimum aktivite
gostermektedirler. Rhodothermus marinus Abf’si (Gomes vd., 2000) pH araligi 5-9 olacak
sekilde 8.3 saat 85°C’de kararl kalabilmektedir. AbfAC26Sari1, pH 4.5 - 7.5 arasinda 5 saat
boyunca kuvvetli bir stabilite gosterirken, ayn1 zamanda 65 “C’den diislik sicaklilarda da

24 saat inkiibasyon sonrasinda yaklasik olarak %95 aktivitesini korudugu goriilmektedir.
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Bunun yaninda Geobacillus stearothermophilus T-6 susundan elde edilen Abf enziminin
70°C de 4 saat sonunda aktivitesi tamamen kaybolurken AbfAC26Sari ise 4. saatte %100
aktivite gosterdigi 48. saat sonunda aktivitesinin %50’den fazlasini korudugu belirlenmistir
(Gilead ve Shoham, 1995). Bu da AbfAC26Sar1’nin yiiksek bir sicaklik ve pH stabilitesine
sahip oldugunu gostermektedir.

AbfAC26Sar’min aktivitesi Cu”” ve Hg”" metal iyonlari varliginda tamamen inhibe
olmaktadir. Zn*", Mg*" ve Ca*" metal iyonlart kullanildiginda %15-20 arasinda Dbir
aktivite artist gozlenmistir. Aktivite iizerine C02+, Mn2+, EDTA, DTT ve B-
mercaptoethanol’iin her hangi bir etkisi olmamaktadir. Cu®*, Zn*" ve Hg*" metal iyonlar:
GH51 igin inhibitér maddeleri olarak bilinirler ama Cu®'ve Hg>" AbfAC26Sar1 Abf’sini
inhibe etmesine ragmen Zn>* AbfAC26Sari’min Abf’sine aktivator olarak etki etmis
olmast AbfAC26Sarr’y1 familya-51 {yelerinden ayiran 6nemli bir 6zelligi olmustur.
Geobacillus stearothermophilus T6 Abf’sinde Ca®*  inhibitér etkiye sahipken
AbfAC26Sarr’da Ca”" aktiviteyi yaklagik olarak %15-20 artirmustir.

Gelisen teknolojiyle paralel olarak gilinlimiizde sik¢a rastlanan hastaliklardan biri
olan seker hastalii (diabetes mellitus) endiistriyel acidan giin gectikge Onem
kazanmaktadir. Enzimin arabinan’i parcalamasi sonucu aciga c¢ikan L-arabinoz tath
olmasina ragmen viicut tarafindan emilimi gerceklestirilemeyen bir sekerdir. Bununla
birlikte, L-arabinozun sakkarozla birlikte alindiginda sakkarozdan saglanan enerjiyi
azalttig1 ve ayn1 zamanda sindirimi ve emilimi de azalttig1 bilinmektedir (Seri vd.,1996).
Bu yiizden L-arabinoz seker hastalarinda hem alinan sakkarozun emilimini azaltmasi
miinasebetiyle fonksiyon gosterirken hem de viicut tarafindan emilimi olmadigindan
tatlandirict fonksiyonu nedeniyle kullanimi fayda saglamaktadir. Elde edilen sonuglar,
AbfAC26Sar1 enziminin bu amagla kullanilabilecegini gostermektedir.

Nihayetinde, Anoxybacillus cinsinden izole edilen termostabil AbfAC26Sari,
substrata ilgisi yiiksek olan ve sekans sonucuna gore de familya 51 glycosyl hydrolase
sinifina ait ilk enzimdir. Belirlenen 6zellikleri itibari ile de mevcut kullanimda olan ticari
formlarina alternatif olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varilmistir. Bu itibarla daha

ileri ¢aligmalar planlanacaktir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alismada Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1’ya ait Arabinofuranosidaz
geni klonlanip, ekspres edildi ve optimum pH, optimum sicaklik, pH ve 1s1l kararliligi,
inhibitor ve aktivitorleri ve kinetik parametreleri gibi 6zellikleri agisindan karakterizasyonu
yapildi.

Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1 bakterisinin Abf’ye sahip oldugu dogal
PAGE ve aktivite deneyleri ile ortaya ¢ikarildi. Yapilan ¢alsigsmalar sonucunda bakterinin
oldukca yiiksek Arabinofuranosidaz aktivitesi sergiledigi saptandi.

Bakterinin Abf genine ait 300 baz ¢iftlik DNA parcas1 tasarlanan dejenerat
primerler yardimiyla ¢ogaltildi ve p-GEMT Easy klonlama vektoriine klonlanarak baz
dizilimi belirlendi. Elde edilen bdlgeden yararlanilarak invers PCR primerleri dizayn edildi
ve invers PCR reaksiyonlar1 ile genin geri kalan tiim bolgelerinin nukleotit siras1 ortaya
cikarildi. Elde edilen bu gen his taq kuyruk icerecek sekilde bir ekspresyon vektorii olan
pET28-a(+)’ya N-terminalinde bir histidin kuyruk icerecek sekilde klonlandi ve ekspres
edildi. Ekspreslenen protein MagneHis'" Protein Purification System (Promega) kiti
kullanilarak saflastirildi. Saf proteinin molekiiler agirlig gel filtrasyon kolonu ile HPLC’de
230 kDa olarak belirlendi. Yapilan SDS-PAGE sonucunda enzimin tek bir alt biriminin
molekiiler agirligt 57 kDa olarak belirlendiginden enzimin bir homotetramer olduguna
karar verildi.

Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sar1’ya ait saf Abf enzimi kullanilarak yapilan
incelemelerde, Abf’nin optimum pH degerinin 6.5 optimum ¢alisma sicakliginin ise 65°C
oldugu tespit edildi. Enzimin substrati olarak p-nitrophenil-a-L- arabinofuranoside ve
arabinan kullanilarak yapilan kinetik ¢caligmalarinda bu substratlar i¢in Ky, degeri sirasiyla
0.139 mM ve 5.21 mg/mL ve Vmax degeri ise sirasiyla 1019 U/mg ve 156.25 pmol olarak
belirlendi. Enzimin 55°C’de 1s1l kararliligin1 72 saat sonunda %80 oraninda koruyabildigi
ve degisik pH’larda bekletilen Abf’nin de pH 5.0, 6.0, 7.0 de 24 saat sonunda aktivitenin
%100’e yakin olarak kararli kaldig: belirlendi.

Zn"?, Mg™, Zn™ ve Ca™ metal iyonlarmin Abf aktivitesi iizerine aktivator etki
yaptigi ve Hg'?, Cu™ bivalent metal iyonlarimin Abf aktivitesini 1 mM gibi diisiik bir

konsantrasyonda kuvetli inhibe ettigi belirlendi.
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A. kestanbolensis AC26Sar1 Abf’si RDA’y1 (Red Debranched Arabinan)
parcalayamadigi, bu yiizden de endoarabinanaz aktivitesine sahip olmadigi sadece
ekzoarabinofuranosidaz aktivitesine sahip bir enzim oldugu belirlendi ve sugar beet
arabinan, rye arabinoxylan ve oalt spelt xylandan 16 saat 65°C inkiibasyonlar1 sonunda bu
maddeleri hidroliz edip son {iriin olarak arabinoz sekerinin ortaya ¢ikardigi ve
arabinooligosakkaritleri de hidroliz ederek aciga ¢ikan sekerler ince tabaka
kromotografisinde (TLC) silika jel iizerinde analiz edildi ve yapilan incelemeler sonucunda

enzimin bu maddelerden sadece arabinoz tirettigi belirlendi.



6. ONERILER

Bitki hiicre polisakkariti hemiselliiloz ve pektinlerin etkili bir bicimde yikiminin
basarilmasi biyoteknologlar icin 6nemli bir amactir. Arabinofuranosidazlar hemiseliiloz
pargayici enzimlerden birisidir. Bu ylizden Abf’lerin biitiin 6zelliklerinin detayl bir sekilde
calisilmasi gerekmektedir. Ayrica, enzimin diger hemiselliilozlar ve ticari olarak mevcut
olan pektinazlar ile sinergistik etkileri tizerindeki ¢aligmalar endiistriyel {irlinlerin ¢cogunun
gelistirilmesine yardimci olabilir. Bu enzimlerin nasil etkilestikleri lignosellulazlar
tizerindeki etkileri ve onlarin yap1 ve fonksiyonlarinin molekiiler seviyede anlagilmaya
calisilmast gereken diger O6nemli noktalardir. Buna ilaveten, Abf’lerin izolasyonu,
karakterizasyonu ve bu enzimleri kodlayan genler, biyomass yikici enzimlerin ticari olarak
iretimi gibi bazi endiistriyel islemlerin tasarlanmasinda Onemli rol {istlenmektedir.
Bakterilerin genetik miihendisligi, etanol iiretimi gibi tam sakkarifikasyon islemlerinde
yeni yollar agacak a-L-Abf genleri igeren lignoselliiloz yikict enzimlerin elde edilmesi i¢in
onemli olacaktir. Etkili hemiselluloz yikici enzimlerin kullanimi kagit ve kagit hamuru
beyazlastirilmasi, bio etanol iiretiminde kimyasal kullanimini azaltarak ¢evresel kirliligin
azaltilmasina yardimei olacaktir. Cesitli mutasyonlarla enzimin pH ve sicaklik stabiliteleri
artirilabilir.  Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda Anoxybacillus kestanbolensis
AC26Sarr’dan klonlanarak karakterize edilen arabinofuranosidaz enzimi Red debranched
Arabinan’t hidroliz etmedigi i¢in ekzoarabinofuranosidaz o6zelligi gostermektedir.
Yapilacak olan ileri genetik ¢alismalar sonucunda ekzoarabinofuranosidaz 6zelligi
gosteren bu enzime endoarabinofuranosidaz 6zelligi kazandirilabilir ve substrata olan

yiksek ilgisindende yararlanilarak endiistriye kazandirilabilir.



7. KAYNAKLAR

Adamian, L. ve Liang, J., 2002. Interhelical Hydrogen Bonds and Spatial Motif in
Membrane Proteins: Polar Clamps and Serine Zippers, Proteins, 47, 209-218.

Aguilar, A., 1996, Extremophile Research in the European Union: from Fundamental
Aspects to Industrial Expectations, FEMS Microbiol. Rev., 18, 89-92.

Aryon AP, Wilson B, Strauss CR ve Williams PJ., 1987. The properties of glycosidases of
Vitis vinifera and a comparison of their b-glucosidase activity with that of

exogenous enzymes.An assessment of possible applications in enology. Am J Enol
Viticult., 38,182—188.

Belduz, A.O., Dulger, S. ve Demirbag, Z., 2003. Anoxybacillus gonensis sp. nov., a
Moderately Thermophilic, Xylose-Utilizing, Endospore-Forming Bacterium, Int. J.
Syst. Evol. Microbiol., 53, 1315-1320.

Bezalel L, Shoham Y, Rosenberg E., 1993. Characterization and deligni.cation activity of a
thermostable a-L-arabinofuranosidase from Bacillus stearothermophilus. Appl
Microbiol Biotechnol., 40:57—-62.

Bhat, M., 2000, Cellulases and Related Enzymes in Biotechnology, Biotechnol. Adv., 18,
355-383.

Biskup SE, Intert F, Holthnujzen JH, Stengele M, Schultz G., 1993, Glycosically bound
volatiles-A review 1986—-1991. Flav Fragr J ..8, 61-80.

Burg, B.V.D., 2003, Extremophiles as a Source for Novel Enzymes, Current Opinion in
Microbiology., 6, 213-218.

Canakeci S, Belduz AO, Saha BC, Yasar A, Ayaz F.A. ve Yayli N., 2007. Purification and
characterization of a highly thermostable o-L-arabinofuranosidase from
Geobacillus caldoxylolyticus TK4. Appl Microbiol Biotechnol .,75,813-820

Casier JPJ, De Paepe G, Brummer J.M. ve 1973. E.ect of watersoluble wheat and rye
pentosans on the baking properties derived from wheat .ours and other raw
materials. Getreide Mehl und Brot., 27,36-43.

Chien, A., Edgar, D. ve Trela, J., 1976. Deoxyribonucleic acid polymerase from the
extreme thermophilic Thermus aquaticus, J. Bacteriol., 127, 1550-1557.

Churms SC, Merrield EH, Stephen AM, Walvyn DR, Polson A, Merwe van den KJ, Spies
H.S.C. ve Costa N., 1983. An Larabinan from apple-juice concentrates. Carbohydr
Res., 113:339-344.

Coen J.A. ve Dehority B.A., 1970, Degradation and utilization of hemicellulose from intact
forages by pure cultures of rumen bacteria. Appl Microbiol.,20.362-368



http://gila-fw.bioengr.uic.edu/lab/papers/2002/AdamianLiang02.Proteins2.pdf
http://gila-fw.bioengr.uic.edu/lab/papers/2002/AdamianLiang02.Proteins2.pdf

60

Colacino, F. ve Crichton, R.R., 1997, Enzyme Thermostabilization: The State of the Art,
Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 14, 211-277.

Conference of the Cereal Across the Continents, 1997. Instituto de Agroquimica
Tecnologia de Alimentos, Valencia, 168.

Coughlan M.P. ve Hazlewood O., 1993. Beta-1,4-0-xylan-degrading enzyme systems:
Biochemistry, molecular biology and applications. Biotechnol Appl Biochem.,
17,259-289.

Canakgi, S., 2003, Gonen, Kestanbol ve Diyadin Kaplicalarindan Termofilik Bakteriler
Izolasyonu, Molekiiler Yontemlerle Karakterizasyonu ve Tamimlanmasi, Doktora
Tezi, K.T.U., Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Das, R. ve Gerstein M., 2000, The Stability of Thermophilic Proteins: A Study Based on
Comprehensive Genome Comparison, Funct. Integr. Genomics., 1, 76-88.

Daniel, R.M. ve Cowan, D.A.C., 2000, Biomolecular Stability and Life at High
Temperatures, Cell. Mol. Life Sci., 57, 250-254.

Debeche, T., Bliard, C., Debeire, P. and O'Donohue, M. J., 2002. Probing the catalytically
essential residues of the a-L-arabinofuranosidase from Thermobacillus
xylanilyticus. Protein Eng., 15, 21-28.

Debeche T., Cummings N., Connerton I., Debeire P. ve O’Donohue MJ., 2000. Genetic
and biochemical characterization of a highly thermostable a-L-arabinofuranosidase
from Thermobacillus xylanilyticus. Appl Environ Microbiol., 6,1734—1736

Degrassi G., Vindigni A. ve Venturi VA., 2003. Thermostable aarabinofuranosidasefrom
xylanolytic Bacillus pumilus: puri.cation and characterization. J Biotechnol.,
101,69-79.

Dehority BA., 1967, Rate of isolated hemicellulose degradation and utilization by pure
cultures of rumen bacteria. Appl Microbiol 15, 987-993 genomics.

Duguet, M., 1995, Nucleic Acids and Molecular Biology, Volume 9, Lilley D. ve
Eckstein, F., Eds., Springer Verlag., Berlin, Germany, 84.

Emanuelsson O., Brunak S., Heijne G. ve Nielsen H., 2007. Locating proteins in the cell
using TargetP, SignalP and related tools. Nature Protocols., 2:953-971.

Eriksson, L. ve Heitmann, J., 1998. Proceedings of the Technical Association of the
Pulpand Paper Industry, Volume 3, Montreal.

Erlich, H., Gelfand, D. ve Saiki, R., 1988. Specific DNA Amplification Product Review.
Nature., 33, 461-462.



61

Fang, X.W., Golden, B.L., Littrell, K., Shelton, V., Thiyagarajan, P., Pan, T. ve Sosnick,
T.R:, 2001. The Termodynamic Origin of the Stability of a Thermophilic
Ribozyme, PNAS., 98, 8, 4355-4360.

Fessas D, Schiraldi A., 1998. Texture and staling of wheat bread crumb: e.ects of water
extractable proteins and pentosans. Thermochim Acta., 323:17-26.

Forterre, P., Bergerat, A. Ve Lopez-Garcia, P., 1996. The Unique Topology and DNA
Topoisomerases of Hyperthermophilic Archeae, FEMS Microbiol. Rev., 18, 237-
248.

Galtier, N., Tourasse, N. ve Gouy, M., 1999. A Nonhyperthermophilic Common Ancestor
to Extant Life Forms. Science.,283, 220-221

Gasparic A, Romana M-L, Martin J, Wallace RJ, Nekrep FV, Flint HJ., 1995. Isolation of
genes encoding b-D-xylanase, b-Dxylosidase and a-L-arabinofuranosidase

activities from the rumen bacterium Prevotella ruminicola B14. FEMS Microbiol
Lett.,125:135-142.

Gey, M. ve Unger, K., 1995. Calculation of the Molecular Masses of Two Newly
Synthesized Thermostable Enzymes Isolated from Thermophillic Microorganisms,
J. Chromatogr., 166, 188—193.

Giinata Z, Bitteur S, Brillouet JM, Bayanove C, Cordonnier R., 1988. Sequential enzymic
hydrolysis of potentially aromatic glycosides from grape. Carbohydr Res., 184,
139-149.

Gilead, S.; Shoham, Y., 1995. Purification and characterization of alpha-L-
arabinofuranosidase from Bacillus stearothermophilus T-6; Appl. Environ.
Microbiol., 61, 170-174

Gobbetti M, De Angelis M, Arnaut P, Tossut P, Corsetti A, Lavermicocca P., 1999. Added
pentosans in breadmaking: fermentations of derived pentoses by sourdough lactic
acid bacteria. Food Microbiol., 16.409-418.

Gobbetti M, Lavermicocca P, Minervini F, De Angelis M, Corsetti A., 2000. Arabinose
fermentation by Lactobacillus plantarum in sourdough with added pentosans and a-

L-arabinofuranosidase: a tool to increase the production of acetic acid. J Appl
Microbiol., 88, 317-324

Gomes J, Gomes I, Terler K, Gubala N, Ditzelmu” ller G, Steinera W., 2000. Optimisation
of culture medium and conditions for a-L-rabinofuranosidase production by the

extremethermophilic eubacterium Rhodothermus marinus. Enzyme Microb
Technol., 27, 414-422.

Greve LC, Labavitch JM, Hungate RE., 1984. a-L-Arabinofuranosidase from
Ruminococcus albus 8: puri.cation and possible roles in hydrolysis of alfalfa cell
wall. Appl Environ Microbiol., 47, 1135-1140.




62

Grupta, M., 1995. Thermostability of Enzymes, Springer, Berlin, Heidelberg, New York

Gubitz GM, Haltrich D, Latal B, Steiner W., 1997. Mode of depolymerisation of
hemicellulose by various mannanases and xylanases in relation to their ability to
bleach softwood pulp. Appl Microbiol Biotechnol., 47, 658—621.

Haney, P.J., Badger, J.H., Buldak, G.L., Reich, C.I., Woese, C.R. ve Olsen, G., 1999.
Thermal Adaptation Analyzed by Comparison of Protein Sequences from
Mesophilic and Extremly Thermophilic Methanococcus species, Proc. Natl. Acad.
Sci., 96, 3578-3583.

Hespell RB, O‘Bryan P., 1992. Puri.cation and characterization of an a-L-
arabinofuranosidase from Butyrivibrio .brisolvens GS113. Appl Environ
Microbiol., 58, 1082—-1088.

Jaenicke, R. ve Bohm, G., 1998. The Stability of Proteins in Extreme Environments, Curr.
Opin. Struct. Biol., 8, 738-748.

Jankiewicz M, Michniewicz J., 1987. The e.ect of soluble pentosans isolated from rye
grain on staling of bread. Food Chem.,25, 241-246.

Jimenez T, Martinez-Anaya MA (eds)., 1999. Enzymes, a key to improve bread and dough
quality: degradation by products and relationship with quality. In, Abstracts of the
17th ICC.

Juers,D.H., Huber,R.E. and Matthews,B.W., 1999. Structural comparisons of TIM barrel
proteins suggest functional and evolutionary relationships between b-galactosidase
and other glycohydrolases. Protein Sci., 8, 122-136.

Kaneko S, Arimoto M, Ohba M, Kobayashi H, Ishii T, Kusakabe 1., 1998. Puri.cation and
substrate speci.cities of two a-L-arabinofuranosidases from Aspergillus awamori
IFO4033. Appl Environ Microbiol., 64, 4021-4027.

Kaneko, S.; Sano, M.; Kusakabe, 1., 1994. Purification and some properties of alpha-L-
arabinofuranosidase from Bacillus subtilis 3-6. Appl. Environ. Microbiol., 60,
3425-3428.

Kim SK, D’Appolonia BL., 1977. Bread staling studies. III. E.ect of pentosans on dough,
bread, and bread staling rate. Cereal Chem., 54, 225-229.

Kohilu, U., Nigam, P., Singh, D. ve Chaudhary, K., 2001. Thermostable, Alkaliphilic and
Cellulase Free Xylanases Production by Thermoactinomyces thalophilus Subgroup
C., Enzyme Microb. Technol., 28, 606—-610.

Kormelink FMJ, Voragen AGJ., 1993. Degradation of different [(glucurono)arabino]
xylans by combination of puri.ed xylan degrading enzymes. Appl Microbiol
Biotechnol., 38, 688—695.




63

Kumar, H.D. ve Swati, S., 2001. Modern Concepts of Microbiology, Second Revised,
Vikas Publishing House Pvt. Ltd., New Delhi.

Kumar, S., Tsai, C. ve Nussinov, R., 2000. Factors Enhancing Protein Thermostability,
Protein Engineering., 13, 179-191.

Lopez-Garcia, P., 1999. DNA Supercoiling and Temprature Adaptation: A Clue to Early
Diversification of Life, J. Mol. Evol., 49, 439-452.

Margolles A, de los Reyes-Gavila® n CG ., 2003. Puri.cation and functional
characterization of a novel a-L-arabinofuranosidase from Bi.dobacterium longum
B667. Appl Environ Microbiol., 69, 5096-5103.

Marguet, E. ve Forterre, P., 1994. DNA Stability at Temprature Typical for
Hyperthermophiles, Nuc. Acid. Res., 22, 1681-1686.

Martinez-Anaya MA, Devesa A (eds)., 1999. Enzymes and sourdough starters govern
bread and dough quality: in.uence on dough-bread pentosans. In: Abstracts of the
17th ICC Conference of the Cereal Across the Continents, Instituto de Agroquimica
Tecnologia de Alimentos, Valencia p 168.

Martino, A., Schiraldi, C., Di Lazzaro, A., Fiume, 1., Pijeri, P.G. and De Rosa, M., 2000.
Process Biochem., 36, 93-102

Mateo JJ, Jime'nez M., 2000. Monoterpenes in grape juice and wines. J Chromatogr A.,
881, 557-567.

Matuso N, Kaneko S, Kuno A, Kobayashi H, Kusakabes 1., 2000. Puri.cation,
characterization and gene cloning of two a-L-arabinofuranosidases from
Streptomyces chartreusis GS901. Biochem., J 346, 9-15.

Miyazaki K., 2005. Hyperthermophilic a-L-arabinofuranosidase from Thermotoga
maritima MSB8: molecular cloning, gene expression, and characterization of the
recombinant protein. Extremophiles., 9, 399—406.

Miller GL., 1959. Use of dinitrosalicyclic acid reagent for determination of reducing
sugars. Anal Chem., 31, 426-428.

Miyanaga A., Koseki T., Matsuzawa H., Wakagi T., Shoun H., and Fushinobu S., 2004.
Crystal Structure of a Family 54 « -L-Arabinofuranosidase Reveals a Novel
Carbohydrate-binding Module That Can Bind Arabinose. The J Biol. Chem., 279,
4490744914

Mozhaev, V., 1993. Mechanism-based Strategies for Protein Thermostabilization, Trends
Biotechnol., 11, 88-95.

Navas,J. and Beguin,P., 1992. Site-directed mutagenesis of conserved residues of
Clostridium thermocellum endoglucanase CelC. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 189, 807-812.




64

Pikuta E, Lysenko A, Chuvilskaya N, Mendrock U, Hippe H, Suzina N, Nikitin D, Osipov
G, Laurinavichius K., 2000. Anoxybacillus pushchinensis gen. nov., sp. nov., a
novel anaerobic, alkaliphilic, moderately thermophilic bacterium from manure, and
description of Anoxybacillus flavithermus comb. nov. Int J Syst Evol Microbiol.,
50,2109-2117.

Pilnik W., 1982. Enzymes in the beverage industry. In: Dupuy P(ed) Use of enzymes in
food technology, Lavoisier, Paris, pp 425-449.

Poonam, N.ve Dalel, S., 1995. Enzyme and Microbial Systems Involved in Starch
Processing, Enzyme Microb. Technol., 17, 770-778.

Querol, E., Perez-Pons, J.A. ve Mozo-Villarians, A., 1996. Analysis of Protein
Conformational Characteristics Related to Thermostability, Protein Eng., 9, 265-
271.

Rao, M., Tankasale, A., Ghatge, M. ve Desphande, V., 1998. Molecular and
Biotechnological Aspects of Microbial Proteases, Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62,
597-634.

Roche N, Berna P, Desgranges C, Durand A., 1995. Substrate use and production of a-L-
arabinofuranosidase during solidstate culture of Trichoderma reesei on sugar beet
pulp. Enzyme Microb Technol., 17, 935-941.

Romboust FM, Voragen AGJ, Searle-van Leenwen MF, Geraeds CCJM, Schols HA, Pilnik
W., 1988. The arabinanases of Asperigillus niger—puri.cation and characterization
of two a-L- arabinofuranosidase and an endo-1,5-a-L-arabinanase. Carbohydr
Polym., 9, 25-47.

Russell, RJ.M. ve Taylor, G.L., 1995. Engineering Thermostabiltiy: Lessons from
Thermophilic Proteins, Curr. Opin. Biotechnol., 6, 370-374.

Russell, R., Ferguson, J., Hough, D., Danson, M. ve Taylor, G.L., 1997. The Crystal
Structure of Citrate Synthase from the Hyperthermophilic Archaeon Pyrococcus
furiosus at 1.9 A Resolution, Biochemistry., 36, 9983-9994.

Russell, R., Gerike, U., Danson, M., Hough, D. ve Taylor, G.L., 1998. Structural
Adaptations of the Cold-Active Citrate Synthase from an Antartic Bacterium,
Structure., 6, 351-361.

Ryttersgaard,C., Lo Leggio,L., Coutinho,P.M., Henrissat,B. And Larsen,S., 2002,
Aspergillus aculeatus b-1,4-galactanase: substrate recognition and relations to other
glycoside hydrolases in clan GH-A.Biochemistry., 41, 15135-15143.

Saha BC., 2000. a-L-Arabinofuranosidases: biochemistry, molecular biology and
application in biotechnology. Biotech Adv., 18, 403—423.



65

Sakamoto T, Kawasaki H., 2003. Puri.cation and properties of two type-B a-L-
arabinofuranosidases produced by Penicillium chrysogenum. Bioch et Biophy
Acta., 1621, 204-210.

Sakon,J., Adney,W.S., HimmelLM.E., Thomas,S.R. and Karplus,P.A., 1996. Crystal
structure of thermostable family 5 endocellulase Elfrom Acidothermus
cellulolyticus in complex with cellotetraose.Biochemistry., 35, 10648-10660.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. ve Maniatis, T., 1989. Molecular Cloning - A Laboratory
Manual, Volume 2, Cold Spring Habour Laboratory Press, New York.

Sanchez-Torres, P., Gonzalez-Candelas, L. and Ramon, D., 1996. FEMS Microbiol. Lett.,
145, 189-194

Scandurra, R., Consalvi, V., Chiaraluce, R., Politi, L. ve Engel, P.C., 1998. Protein
Thermostability in Extremophiles, Biochimie., 80, 933-941.

Schwab W, Scheller G, Schreier P., 1990. Glycosidically bound aroma components from
sour cherry. Phytochemistry., 29, 607-612.

Senes, A., Gerstein, M.ve Engelman, D.M., 2000. Statistical Analysis of Amino Acid
Patterns in Transmembrane Helices: The Gxxxg Motif Occurs Frequently and in

Association with Beta-Branched Residues at Neighboring Positions, J. Mol. Biol.,
296, 921-936.

Seri K, Sanai K, Matsuo N, Kawakubo K, Xue C, Inoue S., 1996. L-arabinose selectively
inhibits intestinal sucrase in uncompetitive manner and reduces glycemic response
after sucrose ingestion in animals. Metabolism.,45, 1368—1374.

Shallom D, Belakhov V, Solomon D, Shoham G, Baasov T, Shoham Y., 2002. Detailed
kinetic analysis and identification of the nucleophile in _-L-arabinofuranosidase
from Geobacillus stearothermophilus T-6, a family 51 glycoside hydrolase. J. Biol.
Chem., 277, 43667-43673.

Shallom D, Belakhovb V, Solomonb D, Gilead-Groppera S, Baasovb T, Shoham G,
Shoham Y., 2002. The identification of acid-base catalyst of a-L-
arabinofuranosidase from Geobacillus stearothermophilus T-6, a family 51
glycoside hydrolase. FEBS Letters.,514, 163-167.

Suurnakki, M. Tenkanen, J. Buchert and L. Viikari.,, 1997. Adv. Biochem. Eng.
Biotechnol., 57, 261-287.

Ryttersgaard,C., Lo Leggio,L., Coutinho,P.M., Henrissat,B. And Larsen,S., 2002.
Aspergillus aculeatus b-1,4-galactanase: substrate recognition and relations to other
glycoside hydrolases in clan GH-A. Biochemistry., 41, 15135-15143.

Rinia, H. A., Boots, J. W., Kik, R. A., Snel, M. M. E., Demel, R. A, Killian, J. A., van der
Eerden, JPJM. ve Kruijff, B., 2002. Domain Formation in



66

Phosphatidylcholine Bilayers Containing Transmembrane Peptides: Specific
Effects of Flanking Residues, Biochemistry., 41, 2814-2824.

Thompson, M.J ve Eisenberg, D., 1999. Transproteomic Evidence of a Loop-Deletion
Mechanism for Enhancing Protein Thermostability, J. Mol. Biol., 290, 595-604.

Tolner, B., Poolman, B. ve Konings, W.N., 1997. Adaptation of Microorganisms and Their
Transport Systems to High Temperatures, Comp. Biochem. Physiol., 118, 423-428.

Tsujibo H, Takada C, Wakamatsu Y, Kosaka M, Tsuji A, Miamuto K, Inamori Y., 2002.
Cloning and expression of an arabinofuranosidase (STX- 1V) Streptomyces
thermoviolaceus OPC-520, and characterization of the enzyme. Biosci Biotechnol
Biochem., 66, 434-438.

Van der Maarel, M., Van der Veen, B., Uitdehaag, H., Leemhuis, H. ve Dijkhuizen, L.,
2002. Properties and Applications of Starchconverting Enzymes of the a-amylase
Family, J. Biotechnol., 94, 137-155.

Vieille, C., Burdette, D.S., Zeikus, J.G., 1996. Thermozymes, Biotechnol. Ann. Rev., 2, 1-
83.

Vikari, L., Kantelinen, A., Sundquist, J. ve Linko, M., 1994. Xylanases in Bleaching: from
an Idea to the Industry, FEMS Microbiol. Rev., 13, 335-350.

Vogt, G. ve Argos, P., 1997. Protein Thermal Stability: Hydrogen Bonds or Internal
Packing, Folding Design., 2, 40-46.

Vogt, G., Woell, S ve Argos, P., 1997. Protein Thermal Stability, Hydrogen Bonds, and
Ion Pairs, J. Mol. Biol., 269, 631-643.

Voragen AGJ, Rombouts FM, Searle-van leeuwen MF, Schols HA, Pilnik W., 1988. The
degradation of arabinans by endoarabinanase and arabinofuranosidases puri.ed
from Aspergillus niger. Food Hydrocolloids., 1, 423—437.

Watanabe, K., Oshima, T. ve Nishimura, S., 1976. CD Spectra of 5-methyl-2-thiouridine in
tRNA-met-F from an Extreme Thermophile, Nuc. Acids. Res., 3, 1703-1713.

Wolfenden, R., Lu, X., and Young, G., 1998. J. Am. Chem. Soc., 120, 6814—6815

Zhou. F.X., Merianos, H.J., Brunger, A.T. ve Engelman, D.M., 2001. Polar residues drive
association of polyleucine transmembrane helices, Proc. Natl. Acad. Sci., 98, 2244-

2250




OZGECMIS

20.06.1979 tarihinde Trabzon’un Akcaabat ilgesinde dogdu. Ik 6grenimini
Akcaabat’ta , lise 0grenimini Trabzon Fatih Siiper Lise’de tamamladi. 1999 yilinda
Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Tibb1 Laboratuar
Béliimiinden mezun oldu. 2000 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde lisans dgrenimine basladi ve 2004 yilinda Biyolog {invani
ile mezun oldu. Ayn1 yil Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda Yrd. Dog¢. Dr
Sabriye CANAKCI danismanhigi altinda yiiksek lisans Ogrenimine basladi. Trabzon
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesinde Laboratuar Teknisyeni olarak gorev yapmakta,

evli ve bir cocuk babasidir.



	Özellikler
	Anoxy-bacillus
	Amphi-bacillus
	Bacillus
	Clostridium
	Sporolac-tobacillus

	Gilead, S.; Shoham, Y., 1995. Purification and characterization of alpha-L-arabinofuranosidase from Bacillus stearothermophilus T-6; Appl. Environ. Microbiol., 61, 170-174 
	Kaneko, S.; Sano, M.; Kusakabe, I., 1994. Purification and some properties of alpha-L-arabinofuranosidase from Bacillus subtilis 3-6. Appl. Environ. Microbiol., 60, 3425-3428.


