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ONSOZ

Anoxybacillus gonensis G2' bakterisinde ksiloz izomeraz (=Glukoz izomeraz)
enziminin (AgoG2KI) klonlanmasi, saflagtirnlmasi ve karakterizasyonu konulu tez
calismas1, kismen KTU Arastirma Fonu 2003.111.4.7 numarali arastirma projesinden
saglanan imkanlarla, kismen de 104T472 nolu TUBITAK Proje destegi ile KTU Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programinda, Biyoloji boliimii,
Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda yapilmistir.

Calismalarim yiiriitiirken gerek deneyler sirasinda gerekse tezimin yazimi sirasinda
her tiirlii degerli bilgisini ve fikirlerini benimle paylasan ve her tiirlii destegi benden
esirgemeyerek bana yardimci olan damsman hocam Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’e,
hocam Yrd. Dog. Sabriye CANAKCI ya sonsuz tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Tiim yiiksek
lisans egitimim siirecinde bana siirekli bir seyler Ogretmeye cabalayan ve sikintili
anlarimda yanimda olan hocam Prof. Dr. Edip KEHA’ya, sevgili agabeyim Hakan
KARAOGLU ve sevgili esi Handan KARAOGLU basta olmak iizere arkadaslarim Dilsat
COLAK’a, Mutlu GULTEPE’ye, Amerika’da olmasina ragmen destegini yanimda
hissettigim Ugur UZUNER’e, Pmar YESILGIL e, Esra ERBAS’a, Fulya AY’a, Murat
KACAGAN’a, Zeliha CEVHER’e, Kadriye INAN’a, Elif SEViM’e, yine maddi ve
manevi her tiirlii desteklerini benden esirgemeyen hocalarim Yusuf BEKTAS’a, Cemal
SANDALLI'ya ve Fatih Saban BERIiS’e tesekkiir ederim. Cihaz kullaniminda
gosterdikleri anlayisin yani sira bilgi ve deneyimlerini de her firsatta benimle paylasan tiim
Biyoloji Bolumii Laboratuvarlari Hocalar ve calisanlarina, Kimya Boliimii Biyokimya
Laboratuvart hocalar ve ¢alisanlarina tesekkiir ederim.

Ayrica bana her zaman inanan ve her zaman varliklariyla bana gii¢ veren, haklarim
hic bir zaman Odeyemeyecegim sevgili annelerime, babama, protein saflagtirma
calismalarima yardimci olan ablam Nuriye EFE basta olmak iizere tiim kardeslerime, tiim
akrabalarima ve dostlarima tesekkiir ederim. Varliklariyla ve neseleriyle beni aydinlatan
sevgili Biyoloji Boliimii ve Biyoloji Ogretmenligi Boliimii 6grencilerine tesekkiir ederim.

Son olarakta her zaman yaptiklariyla ve varligiyla onurlandigim, yaptiklarimla ve
varligimla onurlandirmaya calistigim en iyi dostum, hayat arkadasim, sevgili esim Yalcin

YANMIS a yaptig1 her sey i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Derya YANMIS
Trabzon 2008
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OZET

D-ksiloz izomeraz (D-ksiloz ketol-izomeraz, E.C. 5.3.1.5) yaygin olarak D-glukoz
izomeraz olarak da adlandirilir. Ksiloz izomeraz (KI) hiicre icinde D-ksilozun D-ksiluloza
izomerizasyonunu, hiicre disinda D-glukozun D-fruktoza izomerizasyonunu katalizler. KI,
endiistriyel olarak olduk¢a 6nemli bir enzimdir. Ciinkii enzim hem D-glukozu D-fruktoza
izomerize ederek HFCS iiretiminde kullanilir hem de D-ksilozu alkole fermente olabilen
D-ksiluloza izomerize etmesi nedeniyle Onemlidir. Sahip oldugu yiiksek ticari onem
nedeniyle enzimin mikroorganizma kaynaklari, ozellikleri, calisma mekanizmasi,
ozelliklerinin iyilestirilmesi ve immobilizasyonu gibi konular yogun bir sekilde
calisilmaktadir.

Gonen Kaplica’sindan izole edilmis termofilik bir mikroorganizma olan
Anoxybacillus gonensis G2" KI aktivitesine sahiptir.

Bu calisma; Anoxybacillus gonensis G2 KI pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlanmasini, gen {riiniiniin ekspres edilmesini, saflastirilmasini ve saf enzimin
biyokimyasal 6zellikleri belirlenmesini icermektedir.

Bu calismada, KI gen iiriinii E. coli BL21(DE) susunda ekspres edildikten sonra 151
soku, iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
uygulamalariyla saflagtirild1 ve elde edilen saf enzim karakterize edildi. Enzimin optimum
calisma sicakligr 85°C, optimum pH degeri 6,5 olarak bulundu. K, degeri 25 2 mM
olarak, V., degeri 0,12958+0,002 umol/dk olarak bulundu. Enzimin aktivite gdstermek
icin Co**, Mg** ve Mn”* metal iyonlarindan en az birine ihtiya¢c duydugu, ancak en yiiksek
aktiviteyi Mn?* varhginda gosterdigi bulundu. Ca*>, Hg™, Ni*’, Zn**, Fe** ve Cu*
bivalent metal iyonlarinin inhibitdr etki gosterdigi belirlenmistir. Enzimin optimum
calisma sicakligi olan 85°C’de (pH 6,5), 50 saat sonunda enzim aktivitesinin yariya
distigii, pH 6 ve 6,5’da (4°C) enzimin aktivitesini kaybetmedigi belirlendi. Enzimin
molekiiler agirligi HPLC ile 180 kDa olarak belirlendi.

Anahtar kelimeler: Anoxybacillus gonensis, D-ksiloz izomeraz, enzim saflastirma, enzim
karakterizasyonu
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SUMMARY

Cloning of Anoxybacillus gonensis G2 Xylose Isomerase Gene and Purification and
Characterization of Gene Product

D-xylose isomerase (D-xylose ketol isomerase; E.C. 5.3.1.5) is commonly referred
to as D-glucose isomerase. It catalyzes intracellular isomerization of D-xylose to D-
xylulose and extracellular isomerization of D-glucose to D-fructose. XI is an industrially
important enzyme since it has capacity to produce a high-fructose corn-enriched syrup
(HFCS) by the isomerization of D-glucose to D-fructose. KI has also being examined for
the isomerization of D-xylose to D-xylulose, which can be fermented to ethanol. Because
of the industrial value of this enzyme, microbial sources of the enzyme, biochemical
properties, mechanism of action, improvement of properties, and immobilization have
being extensively examined.

Anoxybacillus gonensis G2", a thermophilic microorganism isolated from Gonen
Thermal Springs, ownes activity of XI.

In the present work, Anoxybacillus gonensis G2' xylA gene was cloned into
pET-28a(+) expression vector. Gene product was expressed and purified. The biochemical
properties of the enzyme was determined.

In the present work; after the gene product was expressed in E.coli BL21(DE), XI
was purified by classical purification methods such as heat treatment, ion-exchange
chromatography and hydrophobic-interaction chromatography. The pure enzyme was
characterized. The optimum temperature for enzyme activity was 85 °C, the optimum pH
for enzyme activity 6,5. K, and V,,,, values for xylose were 25+2 mM and 0,12958+0,002
umol/dk respectively. It was found that at least one of the divalent metallic cations Co™*,
Mg2+, and Mn”* was essential for activity of xylose isomerase. In addition to these results,
the maximum activity of the enzyme was observed in the presence of Mn**. Ca**, Hg",
Ni*?, Zn*?, Fe*, and Cu** were determined as inhibitors for activity of XI. It was found
that at the end of 50 hours at 85 °C (pH 6,5) XI lost half of its activity and the enzyme
was stable at pH 6 and 6,5 at 4 °C. Molecular weight of enzyme was determined by HPLC
as 180 kDa.

Key Words: : Anoxybacillus gonensis, D-xylose isomerase, enzyme purification,
characterization
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

AgoG2KI - A. gonensis G2 Ksiloz Izomeraz

BSA : S1gir Serum Albumini

dNTP : Deoksiniikleotit Trifosfat

G2' : G2 izolat: Tip Susu

GI : Glukoz izomeraz

HECS : Yiiksek icerikli Fruktoz Surubu (High Fructose Corn Syrup)
KI : Ksiloz [zomeraz

MOPS : 3-(N-morfolino) propanosiilfonik asit

NAD : Nikotin Amid Adenindiniikleotit

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

TE :Tris-EDTA Tamponu

uv : Ultraviyole



1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canlilifa zarar vermeyecek 1liml
kosullarda gerceklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar. Bununla beraber
yeterli kosullarin saglanmasi durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden
dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkam ortaya cikarmaktadir.
Bu dogrultuda enzimler hakkinda elde edilen bilgiler pratik uygulamalara imkan verdikge
enzimlerin degisik alanlarda cesitli amaglarla kullanimi hayata gecmektedir (Telefoncu,
1986). Yaygin kullanim bulan enzimlerden bazilar1 sunlardir: proteolitik enzimler,
amilolitik  enzimler, glukoz izomeraz (GI), pektolitik enzimler, seliilazlar,
galaktozidazlardir.

Ksiloz izomeraz (KI), amilaz ve proteazin iginde bulundugu diinya enzim
endiistrisinin en yiiksek tonajli ii¢ enziminden biridir (Bhosale ve ark., 1996). Wiseman’a
gore Glukoz izomeraz gelecekte tiim endiistriyel enzimler icinde en 6nemli enzim olabilir
(Wiseman, 1975). Bu enzim, adlandirilmasindan da anlagildigi gibi D-glukozun D-
fruktoza, D-ksilozunda D-ksiluloza doniisiimlii olarak izomerizasyonunu katalizler

(Sekill).

HOCH, ~°<_ ou

a) CH,0H
H O g .
H D- Glukoz (Ksiloz) gV HO/iyon
H H < _—
HO OH izomeraz Ho H
" o D- fruktoz
D- glukoz
o
b) H H CH,OH
O .
T 0 D- Glukoz (Ksiloz)
a ~ H HO OH
OH H ~
HO OH izomeraz
H OH HO H
D- ksiloz D- ksiluloz

Sekil 1. D-glukozun D-fruktoza, D- ksilozun da D- ksiluloza GI araciligiyla

doniisiimlii izomerizasyonu



Ksilozun ksiluloza doniigiimii ¢iiriimiis bitki materyalleri iizerinde yayilim gosteren
saprofitik bakterilerin beslenmede kullandiklar1 bir reaksiyondur. Ayrica bu reaksiyon
hemiseliilozun etanole doniismesine de yardimci olur. Glukozun fruktoza izomerizasyonu
yiiksek-fruktoz misir surubu (=High Fructose Corn Syrup: HFCS) iiretiminde kullanildigi
icin biiyilk bir ticari 6neme sahiptir. 1976 yillarina kadar diinyada kullanilan ana
tatlandirict kaynagi %40’1 seker pancarindan, %601 seker kamisindan iiretilen sukrozdu.
Ancak glukoz izomerizasyonunun basarili bir sekilde kesfedilmesi giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan tatlandiricilarin yani fruktoz suruplarinin kokenini olusturmustur. Glukoz
izomeraz kullanarak HFCS {iretimi ilk olarak Japonya’da gergeklestirilmistir. 1958’ deki
Kiiba Devrimi’nden sonra Amerika’da ortaya ¢ikan sukroz kaynagi sikintisindan sonra
HFCS iiretimine care olarak basvurulmustur. O yillardan giiniimiize kadar GI en 6nemli
endiistriyel enzimlerden biri olma 6zelligini siirdiirmektedir.

1957 yilinda Marshall ve Kooi tarafindan Pseudomonas hydrophila’dan izole
edilen enzimin glukoz izomerizasyon kapasitesinin kesfi, seker kamigindan tatlandirici
tiretiminin yerini HFCS {iiretiminin almasinin baslangic noktasi olmustur (Marshall ve ark.,
1957). Enzimin ilgisinin glukoza ksilozdan 160 kat daha diisiik olmasina ragmen, sahip
oldugu kapasite enzimin ticari olarak Onemli olmasina yetmistir. Enzim iiretimi igin
biiyiime ortaminda ksiloza ihtiya¢ duyulmustur, arsenatin varlifi ise enzim {iretimini
artirmigtir. Daha sonra, ksilozdan bagimsiz bir ksiloz izomeraz aktivitesi Escherichia
intermedia’da bulunmustur (Natake ve ark., 1964). Bu enzim sadece arsenat varliginda
fosforillenmemis sekerleri izomerize eden bir fosfoglukoz izomerazdir (E.C.5.3.1.9.).
Takasaki ve Tanabe, glukoza 6zel, NAD bagl bir glukoz izomeraz1 Bacillus megaterium
Al’dan izole etmistir (Takasaki ve ark., 1962; Takasaki ve ark. 1963). Hem glukozun hem
mannozun  fruktoza izomerizasyonu saglayan benzer bir glukoz izomeraz
Paracolobacterium aerogenoides’ten izole edilmistir (Takasaki ve ark., 1964; Takasaki ve
ark., 1966). Heterolaktik asit bakterilerinin iirettigi glukoz izomeraz indiikleyici olarak
ksiloza ihtiya¢ duymaktadir ve yiiksek sicakliklarda cok kararsizdir. Tim bu glukoz
izomeraz tipleri icinde ticari kullanim i¢in en uygun olan enzim E.C. 5.3.1.5. kodlu
enzimdir. Bu enzim sicaklida kars1 kararlidir ve aktivite gostermek igin NAD™ veya ATP
gibi pahali kofaktorlere ihtiyag¢ duymaz. Enzimatik glukoz izomerizasyonu endiistriyel
Olcekte ilk defa 1967°’de Amerika’da Clinton Corn Processing tarafindan basarilmistir.
Immobilize GI ticari olarak 1974’de iiretilmisti. HFCS’ye duyulan ihtiyacin iyice
artmasiyla 1980’li yillarda Bati Diinyasi’daki biiyiikk nisasta isleme isletmeleri GI



teknolojilerine zorunlu olarak gecis yapmislardir. Giiniimiizde, GI yiyecek endiistrisinde
biiyiik bir ticaret hacmine sahiptir (Bhosale ve ark., 1996).

Enzimin katalizledigi diger bir reaksiyon olan ksilozun ksiluloza izomerizasyonu da
endiistriyel olarak potansiyel uygulama alan1 bulabilecek bir 6zelliktir. D-ksiloz, bakteriler,
mayalar ve mantarlar tarafindan fermente edilebilen lignoseliillotik biokiitlenin temel
bilesenidir (Walfridsson ve ark., 1996). Bakteriler ksilozu ilk olarak ksiluloza izomerize
ederek kullanirlar ve bu siireci ksiloz izomeraz enzimi ile pentoz fosfat yoluna girmeden
once gerceklestirirler. Yeryiiziindeki bitki biokiitlesinin neredeyse % 40’1 hemiseliilozdur
ve bircok mikroorganizma tek karbon kaynagi olarak hemiseliilozu kullanarak bu
biokiitlenin tizerinde yasar (Lama ve ark., 2001). Hiicre dis1 enzimler polimerleri D-ksiloza
parcalarlar. D-ksiloz ise hiicre i¢ine taginarak D-ksiluloza izomerize edilir. Daha sonra D-
ksiluloz, D-ksiluloz-5-fosfat’a fosforile edilerek ya pentoz fosfat yoluna (Dekker ve ark.,
1976) ya da fosfoketoz yoluna (Lama ve ark., 2001) girer.

KI endiistriyel olarak cok onemli bir enzim oldugu i¢in, bu enzim hakkindaki
bircok bilgi patentlenmistir. Ancak enzim yogun olarak calisildigr icin, literatiirde de

bircok calismaya rastlamak miimkiindiir.

1.2. Ksiloz izomeraz’in Onemi

KI, gelismis biyokimyasal, protein ve genetik miithendisligi yontemleriyle yapis1 ve
fonksiyonlar1 arasindaki iliski calisilmaya uygun bir enzimdir. Bu nedenle akademik olarak
ilging bir ¢aligma modeli sunar. Bunun yaninda hemiseliilozdan alkol iiretimi konusunda
uygulama potansiyelinin olmasi1 ve HFCS iretimindeki kullanimi nedeniyle ilgiyle

aragtiritlmaktadir.

1.2.1. Tatlandiric1 Olarak Yiiksek Icerikli Fruktoz Surubunun (HFCS)
Avantajlari

Saf sekerin iiretiminin maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi, siikroz tiiketiminin insan
saghg iizerine olan olumsuz etkileri, saf sekere olan talebin artmasina ragmen siikrozun
yerini alabilecek bagka bir secenegin arastirilmasini zorunlu hale getirmistir. Sakkarin,
siklamat, asesiilfam-K, aspartam ve taumatin gibi kalorisiz ve karbonhidrat olmayan yapay

bircok tatlandirici kesfedilmistir. Ancak saglik uzmanlan tarafindan sahip olduklar



sakincalar farkedilmistir ve kullamimlar1 bu nedenle reddedilmistir. Aspartam
megrubatlarda kullanildiginda uzun siire depolama sonrasi bir siire sonra mesrubatin
tadinda azalma meydana geldigi gozlenmistir. Ciinkii aspartam diisiik pH’da yavas yavas
hidrolize olmaktadir. Ideal bir protein tatlandirict olan taumatin siikrozdan 2000 kat daha
tathdir. Ancak sahip oldugu hos olmayan tat nedeniyle kullanilamamaktadir. HFCS,
glukoz ve fruktozun esit miktarlarinin karigimi yani (1:1) oramiyla karigimi siikrozdan 1,3
kat, glukozdan 1,7 kat daha tatlidir. Glukozun tatlandirma kapasitesi siikrozun tatlandirma
kapasitesinin %70-75’1 kadardir. Fruktozun tatlandirma kapasitesi ise siikrozun iki katidir
(Barker, 1976). HFCS tamamen tatsiz olan nisastadan iiretilmektedir. Tatlandirma giicii
degerlendirilerek karsilastirma yapilirsa HFCS siikrozdan %10-20 daha ucuzdur. HFCS'nin
sitkkroz gibi kristallenme problemine sebep olmamasi diger bir tercih nedenidir. Tim
bunlara ek olarak, D-fruktoz diabetik tatlandiric1 olarak da ¢ok onemli bir rol oynar.
Ciinkii sadece fruktoz midede oldukca yavas bir bicimde emilir ve kandaki glukoz

seviyesine herhangi bir etkide bulunmaz.

1.2.1.1. HFCS Uretimi

Zenginlestirilmis HFCS'nin (%55 fruktoz) mesrubat iireticileri tarafindan siikrozun
yerine tercih edilmesiyle HFCS pazar basamak basamak biiyiimiistiir. Amerika'da HFCS
tiretimi icin en ¢ok kullanilan ham madde islak Oglitme yoOntemiyle iiretilmis misir
nigastasidir. Nisastadan HFCS iiretimi islemi 3 ana basamaktan olusur: (i) Nisastanin
alfa-amilaz kullanmilarak sivilastirilmasi (ii) Nisastanin amiloglukozidaz ve bir parcalayici
enzim kullanilarak sekerlestirilmesi (iii) Glukoz izomeraz kullanilarak glukozun fruktoza
izomerizasyonu. Bu islem basamaklari sonucunda siikrozdan cok daha fazla tatlandirma
kapasitesine sahip glukoz ve fruktoz karisimindan olusan misir surubu elde edilir. Bugday
ve piring farkli bolgelerde az miktarda kullanmilan diger nisasta kaynaklaridir. HFCS
tiretiminin maliyetine karar verirken misir dglitme yoOnteminin yan {iriinleri 6nemlidir.
Diinya yillik HFCS tiiketiminin 1995'te kuru agirlik olarak 10 milyon tona ulastigi tahmin
edilmektedir (deRaadt ve ark., 1994). Giiniimiizde Amerika'da neredeyse HFCS siikrozun

yerini tamamen almistir.



1.2.2. Etanol Uretimi

KI, hem hiicre i¢inde ksilozun izomerizasyonunu hem de hiicre disinda glukozun
izomerizasyonunu Kkatalizler. Enzimin bu 6zelligi mayalar tarafindan alkole fermente
edilebilen ksilulozun ksilozdan izomerize edilerek iiretilmesinde kullanilir. Fosil yakitlarin
hizla tiikenmekte oldugu goz Oniine alinirsa, yenilenebilir biokiitlenin fermentasyon yolu
ile alkol iiretiminin ham maddesi olabilecek sekerlere doniistiiriilebilmesi oldukca 6nemli
bir olaydir. Biyokiitle %40 seliiloz, %30 hemiselilloz ve %30 ligninden olusur. En
ekonomik sekilde biyoetanol iiretimi seliiloz ve hemiseliilozun glukoz ve ksiloza hidrolizi
ve bunlarin  hemen ardindan mayalarla alkole fermente edilmesi seklinde
gerceklestirilebilir. Giiniimiize kadar, aragtirma calismalar1 yogun bir sekilde seliilozun
biyolojik indirgenmesi {iizerine yogunlasmisti. Daha sonra lignoseliillozun ve tarimsal
sularin biyolojik indirgenmesinin etkili bir sekilde biokiitlenin hemiseliiloz bilesenlerini
tiretebildiginin fark edilmesi, dikkatin hemiseliiloz fermentasyonuna kaymasina neden
olmustur (Wang ve ark., 1980). Ksilan, hemiseliilozun ana bilesenidir ve p(1,4) baglariyla
birbirine baglanmis ksiloz birimlerinden olusur. D-ksiloz ksilanin enzimatik veya asidik
parcalanmasiyla kolayca iiretilebilir. Saccharomyces cerevisiae gibi endiistriyel maya
tiirleri genellikle heksozlari verimli bir sekilde fermente edebilirler, fakat D-ksiloz bu
fermentasyon sonucunda iiretilmemis olur. Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis,
Candida utilis ve Candida shehatae gibi birka¢ maya tiirli oksidorediiktatif yollarla
pentozlar iiretebilirler. Ancak bu organizmalarin fermantasyon miktarlar1 oldukca diistiktiir
(duPreez ve ark., 1985). Ayrica, bu organizmalarin etanole olan diisiik toleransi ve
oksijenin varliginda etanolu katabolize etmeleri, bu mayalarin ticari uygulamalarda
kullanilmalarim1 engeller (duPreez ve ark., 1987). KI, ksilozdan ksiluloz iiretilmesinde de
kullanilir, ancak ksiluloz Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarin ksilozu alkole
fermentasyonunu saglayan metabolik yol icin bir engelleyicidir (Chaing ve ark., 1981). D-
ksilozun D-glukoza gore alkole fermentasyon orami ¢ok daha diisiikk olmasina ragmen
bugiin bilimsel arastirmalar KI geninin mayalara aktarilmasiyla ksilozun alkole

kendiliginden fermantasyonunun saglanmasi iizerine yogunlastirilmistir.

1.3. KI Elde Edilebilinen Organizmalar

KI, prokaryotlar arasinda oldukca yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Pseudomonas

hydrophila’da kesfinden sonra, bir cok bakteri ve Actinomycetes tiirlinde arsenat



yoklugunda KI aktivitesi belirlenmistir. Heterolaktik asidik bakterilerden Lactobacillus
brevis en yiiksek miktarda enzimi iiretiyordu. Fakat bu enzim diisiikk pH’da aktif olmasina
ragmen yiiksek sicaklikta kararli olmadigindan ekonomik uygulamalar i¢in uygun bir
enzim degildi. KI’'nin hiicre disina salgilanmasi cok nadir rastlanan bir durum olmustur.
Hiicre dist KI'nin Streptomyces glaucescens ve S. flavogriseus tarafindan {iretildigi
bildirilmistir (Batt ve ark., 1986; Beck ve ark., 1988). Bu organizmalarda enzimin
hiicreden salinmasi, hiicre duvarinin kismi parcalanmasi ve hiicre duvar1 gecirgenliginin
degismesinde gorev yapar. Bir hiicre dist KI Chania sp. (Bejar ve ark., 1994) ve bir
alkolotermofilik olan Bacillus sp.’den (Bengston ve ark., 1974) iyon-degisimi
kromotografisi, jel filtrasyonu kromatografisi gibi bir dizi saflastirma teknigiyle
saflastinlmistir. Bircok Bacillus ve Streptomyces tirii iyi KI ireticisidirler. KI'nin,
Candida utilis ve Candida boidinii gibi birka¢c mayada bulundugu belgelenmistir
(Blacklow ve ark., 1988; Blow ve ark., 1990). Aspergillus oryzae KI aktivitesine sahip
oldugu bildirilmis tek mantardir. KI’'nin arpa maltinda ve bugday tohumunda da varligi
rapor edilmistir (Blow ve ark., 1992; Bogumil ve ark., 1993). Baz1 KI iireticileri Tablo-
2’de verilmistir. KI, ticari olarak ¢ok biiyiik bir éneme sahip oldugu ic¢in yeni bulunan
bircok KI {ireticisi organizma ve bu organizmalarla gelistirilmis siirecler hakkindaki
bilgileri patent altina almistir (Boguslawski ve ark., 1982; Bok ve ark., 1984; Bor ve ark.,
1992; Briggs ve ark., 1984).

1.4. KI Uretimi

Endiistriyel uygulamalar i¢in ksiloz izomeraz secerken gz 6niinde bulundurulan en
onemli kriterlerden biri enzimin iiretim maliyetidir. Bu yiizden ksiloz izomeraz iiretmek
icin gerekli fermantasyon sartlarim1 en uygun ve en ekonomik hale getirmek icin olduk¢a
yogun caligmalar yapilmistir. Arastirmalar ii¢ temel noktaya odaklanmistir: 1) Enzimin
verimliliginin arttirilmasi 2) Fermantasyon ortaminin hem ksilozun yerine kullanilacak
daha ucuz bir ham maddenin kullanilarak hem de Co”* iyonlari ortamdan kaldirilmasim

saglayarak optimize edilmesi 3) Enzimin immobilize edilmesi.

1.4.1. Enzimin Verimliliginin Arttirilmasi

Tablo 1’de KI iireten bir¢cok organizmadan ve sahip olduklar1 KI verimliliklerinden

baz1 6rnekler verilmistir. KI iiretim verimlilikleri 1,000’den 35,000 U/L’ye kadar cesitlilik



gosterir. Enzimin sahip oldugu 6zelliklerin iyilestirilmesi ve verimliliginin arttirilabilmesi
icin geleneksel mutasyonlar ve rekombinant DNA teknolojisi yontemleri kullanilmistir.
Ticari 6neme sahip bir¢ok sus enzim iiretim seviyesini arttirmak ve enzim iiretimini siirekli
kilmak icin bircok mutasyona ugratilmiglardir. Streptomyces wedmorensis’in etilenamin ve
N-metil-N-nitro-N-nitrozguanidin ile mutasyona ugratilmasiyla enzim iiretim seviyesi %60
artinlmistir (Brownewell, 1982). Streptomyces olivochromogenes’in UV ile mutasyona
ugratilmast mutant susta %70 aktivite artist saglamistir (Bucke, 1981). Bacillus
coagulans’un 2-deoxyglukoza dayamikliligit baz alinarak elde edilen mutantlarinin
aktivitesi ana hiicrenin iki kat1 aktivite gosterir. En yliksek verimliligi laktozda gosteren iki
kat verimli siirekli mutantlardan birinin glukoz iizerinde ksilozdan daha yiiksek verim
verdigi Lee tarafindan bildirilmistir (Bucke, 1983). Streptomyces acidodurans’a ¢oklu UV
1sinlan uygulayarak bir¢ok siirekli ve verimli enzim iireten mutantlar izole edilmislerdir
(Callens, 1988). Mutantlardan biri etil metansiilfonat ile elde edilmistir. Bu mutant sadece
glukoz iizerinde biiyiitiildiigiinde ayn1 kosullarda ana hiicre 10 U ml”! iretirken, 1,500 U
ml! tiretmistir (Bok ve ark., 1984).

Ayrica suslarin  genetik  manipulasyonlarla  gelistirilmeleri ~ miimkiindiir.
Rekombinant DNA teknolojisi arzu edilen proteinin geninin izole edilmesi ve manipule
edilmesi konusunda oldukca basarili yontemlere sahiptir. Giiniimiizde endiistriyel
enzimlerin %50’den fazlas1 genetik olarak degistirilmis mikroorganizmalardan elde

edilmektedir (Callens ve ark., 1986).

Tablo 1. Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen KI'nin verimliligi

Verim Deneme
Organizma . Sicaklik pH Kaynaklar
(Ullitre) o
(C°)
Actinoplanes missousriensis 2,500-35,200 75 7,0 Anheuser-Busch Inc., 1974
Bacillus licheniformis 10,500 70 - Boguslawski ve Rynski, 1982
Streptomyces wedmorensis 560-2500 70 7,2 duPreez ve ark., 1987
Streptomyces olivochromogenes  4,800-11,440 60 75 Armbruster ve ark., 1973




Tablo 2. KI iireten mikroorganizmalar

KI Ureten Mikroorganizmalar

Actinomyces olivocinereus,

A. phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes,

A. cloacae,

A. levanicum
Arthrobacter spp.

Bacillus stearothermophilus,

B. megabacterium,

B. coagulans
Bifidobacterium spp.
Birevibacterium incertum,

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

E. intermedia,

E. coli
Flavobacterium arborescens,

F. devorans
Lactobacillus brevis,

L. Buchneri,

L. Fermenti,

L. mannitopoeus,

L. gayonii,

L. fermenti,

L. plantarum,

L. lycopersici,

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

N. corallia,

N. dassonvillei

Paracolobacterium aerogenoides
Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.
Staphylococcus bibila,
S. flavovirens,
S. echinatus
Streptococcus acromogenes,
S. phaeocromogenes,
S. fracliae,
. roseochromogenes,
. olivaceus,
. californicos,
. venuceus,
. virginial
Streptomyces olivochromogenes,
. venezaelie,
. wedmorensis,
. griseolus,
. glaucescens,
. bikiniensis,
rubiginosus,
. achinatus,
cinnamonensis,
fradiae,
albus,
. griseus,
. hivens,
. matensis.
. nivens,
S. platensis
Streptosporangium album,
S. oulgare
Thermopolyspora spp.
Thermus spp.
Xanthomonas spp.
Zymononas mobilis
Paracolobacterium aerogenoides
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1.4.2. Fermentasyon Ortamimin Optimizasyonu

KI genellikle havalandirmali fermentasyon ortamlarinda iiretilir. Fermentasyon
ortaminin optimizasyonu, KI iiretimi i¢in ekonomik olarak uygun olan en iyi kosullar
bulmak i¢in olduk¢ca yogun c¢alisilmistir. Arastirmalar oOzellikle 1) ksiloz yerine
kullanilabilinecek daha ucuz bir indiikleyicinin bulunmasi 2) Enzim verimi tizerine daha
ucuz azot kaynaklarinin etkisinin degerlendirilmesi 3) Maksimum enzim {iiretimi i¢in pH
ve sicaklik optimizasyonunun yapilmasi 4) Fermentasyon ortaminda Co™* iyonlar1 yerine
baska bivalent metal iyonlarinin kullanilmasi, konular1 iizerine yogunlagmistir. Farkli
mikroorganizmalarin tiimii i¢in birden kullanilabilinecek tek bir mitkemmel fermentasyon
ortami kompozisyonu yoktur. Her organizmanin maksimum enzim {iretimi i¢in ihtiyac

duydugu fermentasyon ortami kendine hastir (Callens ve ark., 1988).

1.4.2.1. indiikleyici

KI iireten organizmalarin ¢ogu enzim iiretimi igin zorunlu olarak D-ksiloz
indiiklemesine ihtiya¢ duyarlar. Ancak, ksiloz hem pahalidir hem ticari amacla kullanim
icin pratik degildir. Nisasta, glukoz, sorbitol veya gliserol ksilozun yerine %75’lik verimle
kullanilabilir (Carrell, 1989). Takasaki ve Tanabe Streptomyces YT-5 susunun ksilan
tizerinde veya ksilan iceren misir kocanmi veya bugday kepegi iizerinde biiyiiyebildigini
bildirmistir (Callens ve ark.,1988). GI iireten organizmalardan hangisinin segilecegi
hangisinin daha ucuz ortamda biyiidiigiine bakilarak yapilir. Giintimiizde, bir¢ok
organizma ksiloz yerine glukozu kullanan KI tiretmektedir. Bunlar arasinda Actinoplanes
suslari, Bacillus coagulans’mn mutant suslart ve Streptomyces olivochromogenes vardir.
Indiikleyici olarak ksiloza ihtiya¢ duymayan organizmalar iiretmek igin kullanilan baska
bir yaklasim KI iireten mutantlar olugturmaktir. Bagka bir yaklasim ise, xy/A genini giiclii

Streptomyces promotorunun Oniine klonlamaktir.

1.4.2.2. Azot Kaynagi

Azot kaynagi her enzim iireten kaynak icin ayr ayr optimize edilmesi gereken ¢ok

onemli bir faktordiir. GI iiretimi icin genellikle karisik azot kaynaklari kullanilmasina
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ragmen, Ozel bir azot kaynagi gerekliligi organizmadan organizmaya degisir. Bacillus
coagulans i¢in pepton, maya ekstrati, amonyum tuzlar1 kullanmak uygunken, iire ve nitrat
kullanmak uygun degildir (Yoshimura ve ark., 1966). Kaynatilmis misir suyunun ucuz ve
uygun bir azot kaynag oldugu bazi arastirmacilar tarafindan bulunmustur (Anheuser-
Busch Inc. 1974; Hafner ve ark., 1985). Fakat kullaniminin sezonluk olmasi misir
suyunun kullaniminmi simirlandirmistir. Hala misir suyunun yerini alabilecek daha uygun bir
azot kaynagi arastirnlmaktadir. Soya unu, musir suyundan %50 daha zengin bir azot
kaynagidir (Shieh, 1977). Fermentasyon ortamina bazi aminoasitlerin eklenmesi
Streptomyces violaceoruber’in enzim {iretimini arttirmistir (Vaheri ve ark., 1977;
Vandamme ve ark., 1981). Streptomyces coelicolor’da yapilan mutasyonla maya ekstratina

oranla misir suyundan daha fazla yararlanmasi saglanmistir (Hafner ve ark., 1985).

1.4.2.3. pH ve Sicakhik Optimizasyonu

Azot kaynaklarinin dogasi ortamin pH’simi etkiler, buna baglh olarak enzimin
verimi etkilenir. KI {iiretimi c¢ogu kez pH kontroli yoksa pH 7,0-8,0 arasinda
gergeklestirilir. Streptomyces spp., Arthrobacter sp. ve Actinoplanes missouriensis yaklasik
30°C’de yasar (Anheuser-Busch Inc. 1974). Termofilik Bacillus spp. 50-60°C’de yasarlar
(Brownewell, C. E., 1982). KI iiretimi icin kullanmilan Kkiiltiir tipine bagli olarak

fermentasyon periyodu 6 saatten 48 saate kadar degisir.

1.4.2.4. Metal Iyon Gereksinimi

Optimum KI {iretimi i¢in fermentasyon ortaminda bivalent katyonlara ihtiyag
vardir. Ancak, bu ihtiyacin karsilanmasi icin gerekli olan metal iyon kaynagi
organizmadan organizmaya gore degisir. Streptomyces YT-5 susu icin Co™ gerekliyken,
Bacillus coagulans icin Mn** veya Mg** gereklidir (Outtrup, 1974;Yoshimura ve ark.,
1966). Genellikle kobalt mesofilik Streptomyces tiirleri icin kullanilirken, termofilik tiirler
icin kullanilmazlar. KI iiretimi yapilan fermentasyon ortamina Co™ iyonu ilavesinin
azaltilmasi, Co”"’Ii HFCS tiiketiminin insan sagh@ma verdigi zarar ve harcanan besi
yerinin atilmasinin ¢evreye verdigi zarar diisiiniilince olduk¢a 6nemli bir konudur.

Arthrobacter spp., Streptomyces olivaceus ve Streptomyces olivochromogenes’in bazi
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mutant suslari gibi bazi organizmalar optimum enzim iiretimi icin Co*"’ya ihtiyag

duymazlar (Anheuser-Busch Inc. 1974; Reynolds, J. H., 1973).

1.4.3. Ksiloz izomerazin Immobilizasyonu

KI iiretiminin maliyetini azaltmanin yollarindan biri KI’y1 defalarca geri alip, onu
verimli bir bigimde tekrar tekrar kullanmaktir. KI'nin immobilizasyonu enzimin tekrar
kullanimi i¢in oldukca iyi bir firsat sunar. KI immobilizasyonu i¢in olduk¢a genis bir
literatiir mevcuttur. KI i¢in en genis pazar, enzimin immobilize hali i¢indir (Hemmingsen,
1979; Pedersen, 1993; Verhoff, 1985). KI bir hiicre i¢i enzim oldugundan ve glukoza
yiiksek Km’yi telafi etmek i¢in yiiksek miktarlarda enzim gerektiginden KI kullanimi ¢ok
pahalidir. Bu yiizden, endiistriyel uygulamalar i¢in KI'min immobilize edilmesi ¢ok
onemlidir. KI immobilizasyonuna yonelik bir ¢ok metod tamimlanmistir (Antrim, 1979).
Ancak, sadece birkag¢ tanesi ekonomiktir ve ticari HFCS {iretimi i¢in uygun olan aktivitesi
yiikksek enzim saglar. KI immobilizasyonu igin iki temel yontem kullanilmaktadir: 1)

Hiicreden cikartilmis enzimin immobilizasyonu 2) Tiim hiicrenin immobilizasyonu

1.4.3.1. Hiicreden Cikartilmis Enzimin immobilizasyonu

Yapist korunmak icin immobilize edilmis coziinebilir enzimler, tiim hiicrenin
immobilize edildigi durumlarin tersine tekrar tekrar kullanim icin oldukca uygun olan
akiskan bir Ozellik gosterirler. Streptomyces phaeochromogenes ve Lactobacillus
brevis’ten elde edilen KI'lar DEAE-Seliiloza immobilize edilmistir (Bucke, 1981). DEAE-
Seliiloza immobilize edilmis olan KI Clinton Corn Processing Company tarafindan HFCS
tiretmek icin kullamilmaktadir. Streptomyces sp.’den porlu aliiminyum oksite immobilize
edilmis KI’'nin yarilanma omrii 49 giindiir ve siirekli kullanim icin uygundur.

Kontrollii gozenekli aliiminyum okside immobilize edilmis KI'nin Co*? varliginda
kullanimi avantajlidir. Ciinkii Co** daha sonra ardisik muamelelerle ortadan kaldirilabilir.
Amerikan Biyoteknoloji Arastirma Birimleri’nden biri olan Monsanto, KI’y1 genis porlu
polietilen disklerinden dimetilsiilfoksit icindeki poliakrilonitril solusyonunu sizdirarak
immobilize edip, sonunda da glutaraldehit ile sabitlemistir. Streptomyces KI’sinin seliiloz
asetat filamentlerine yakalanmasi sonucu gerceklestirilen etkin bagka bir prosediir

tanimlanmistir, benzer bir yontem KI ve amiloglukozidaz’in birlikte immobilize edilmesi
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icin kullamilmistir (Bucke, 1981).

1.4.3.2. Tiim Hiicre Immobilizasyonu

KI, bir hiicre i¢i enzim oldugundan ticari uygulamalar i¢in tiim hiicrenin
immobilize edilmesi de uygun bir secenektir. KI’ya sahip hiicreler spreylenerek kurutuldu
ve ilk kez Clinton Corn Processing Company tarafindan ticari amagla HFCS iiretmek iizere
kullanildi. Streptomyces’in fermentasyon ortamima magnezyum hidroksit gibi inorganik
tuzlarin eklenmesi veya Arthrobacter i¢in dogru yontemlerdir (Reynolds, 1973). Novo
Industries bu amagla tiim hiicrenin polimerik materyal icine tutturularak immobilize
edilmesini kullandi. Streptomyces sp. NCIM 2730 susuna ait KI, Indion 48-R iizerine
immobilize edilmistir ve bu sayede enzimin pH ve 1si1l kararliligi artmistir (Gaikwad ve
ark., 1992).

Giiniimiizde HFCS iireticisi bir cok ticari kurulusun kullanmakta oldugu
immobilize etme yontemlerinin ayrintilar1 patentli olarak yayinlanmistir (Armbruster ve
ark., 1973; Barker, 1976; Barker ve ark., 1973; Bengston ve ark.,1973; Reynolds, 1973).
Bu konudaki genel talep, modern teknolojinin siirekli sistemde, yiiksek sicaklikta (65°C),

diisiik pH’da, Co™ iyonlaria gerek kalmadan immobilize KI iiretilmesi yoniindedir.

1.4.4. Ksiloz izomeraz’in Saflastirilmasi

Farkli bircok mikroorganizmadan KI iiretimi i¢in bir¢ok yontem yayinlanmistir.
Ancak, sadece bunlardan birkaci homojen ve tam saf olarak KI elde edilebilmesi i¢in
saflastirma yontemlerini tanimlamaktadir. Enzimin immobilize edilmis sekilde kullanildigt
ticari uygulamalar i¢in enzimin saflastirllmasina ve konsantre edilmesine gerek yoktur.
Enzimin saflastirilmas1 akademik caligmalar i¢in 6nemlidir. Ciinkii, bu ¢alismalarin iginde
kimyasal modifikasyonlar, yapi-gorev iliskileri ve dzellikleri bulunmaktadir.

KI hiicre dis1 salgilandigi nadir birka¢ durum disinda genellikle hiicre ici bir
enzimdir. Enzim mikroorganizmlardan sonikasyon, 6giitme, homojenizasyon gibi mekanik
parcalamayla ya da lizozim, katyonik deterjan, toluen kullanilarak hiicrenin pargalanmasi
sonucu ¢ikartilabilir (Chen, 1980a). KI’nin afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi iizerine

de literatiir mevcuttur. Bir affinite adsorbani olan ksilitol-Sefaroz Strepromyces spp.’den
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KI saflagtirmak i¢in kullanilmistir (Chen, 1980b). Silika jel {izerine immobilize edilmis
ksiloz veya mannitol ile birlestirilmis Biojel-P 100 gibi diger afinite matriksleri de
kullanilmigtir. Ghatge ve arkadaslar, Streptomyces sp. NCIM 2730 susundan tek
basamakta hizli bir sekilde immunoafinite ile saflagtirma islemini rapor etmislerdir (Ghatge

ve ark., 1991).

1.5. Ksiloz izomeraz’m Ozellikleri

Bir¢ok organizmadan elde edilen KI enziminin enzimatik ve fizikokimyasal
ozellikleri cok genis bir bicimde ¢alisilmistir. Enzimin kararliligi, substrat spesifikligi ve
metal iyon gerekliligi gibi bilgiler enzimin 6zellikle ticari uygulamalarda kullanilabilmesi

icin ¢ok gereklidir.

1.5.1. Substrat Spesifikligi

KI'nin pentozlari, heksozlari, seker alkollerini, seker fosfatlarini izomerize etme
yetenegi oldukca genis bir bi¢imde arastirilmistir. KI'nin farkli mikroorganizmalardan elde
edilmesine gore substrat spesifikligi degisiklik gosterir, ancak enzim D-riboz, L-arabinoz,
L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi bir ¢ok sekeri substrat olarak kullanabilir.
KI'nin en yaygin substratlar1 ise D-glukoz ve D-ksilozdur. Enzimin maksimum
izomerizasyon gerceklestirdigi substratlar glukoz ve ksiloz gibi ekvatoral diizlemindeki 3.
ve 4. karbonlarinda hidroksil grubu tagiyan substratlardir. Farkli mikroorganizmalardan
¢Oziinmilis veya immobilize formda bulunan KI'larin D-glukozu D-fruktoza doniistiirme
oran1 %26-59 arasinda dagilim gosterir. Enzimin Km degeri D-glukoz i¢in 0,086 ile 0,920
M arasinda, D-ksiloz icin 0,005 ile 0,093 M arasinda dagilim gosterir (Chen, 1980b).

1.5.2. Metal Iyon Ihtiyaci ve inhibitorleri

KI maksimum aktivite icin Mg®*, Co®* veya Mn®* gibi divalent katyonlara veya
bunlarin kombinasyonlarina ihtiya¢ duyar. Aktivite icin hem Mg2+ hem de Co** gereklidir,
ikisinin sahip oldugu gérevler farklidir. Mg®*, Co**’dan daha iyi bir aktivatorken, Co**

enzimin istenilen kuarterner yapida kararli kalmasi i¢in gereklidir (Callens ve ark., 1988;
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Callens ve ark., 1986). Danno tarafindan Bacillus coagulans’tan elde edilen KI iizerinde
dogrudan metal iyonu baglanma c¢alismalar1 yapilmistir (Danno, 1971).

KI'min katalitik aktivitesi Ag*, Hg**, Cu®*, Zn™, ve Ni** ve yiiksek oranda
kullanildiginda Ca®* ile inhibe olur. KI'nin diger bilinen inhibitdrleri xylitol, arabitol,

sorbitol, mannitol, liksoz ve Tris’tir (Bucke, 1983; Smith ve ark., 1991).

1.5.3. Altiinite Yapisi

KI'nin sedimantasyon sabitleri 7,55-11,45 arasinda, molekiiler agirliklar1 52.000-
191.000 arasinda dagilim gosterir (Chen, 1980a). KI'nin alt iinite yapist ve aminoasit
kompozisyonu iizerine yapilan calismalar, enzimin birbirine benzer ve ayni olan dort
altiiniteden ya da iki altiiniteden birbirlerine nonkovalent baglarla baglanarak olustugunu
gostermistir. Bu altiiniteler arasinda disiilfit baglar1 bulunmaz. Bacillus sp.’den bir trimer
olan bir hiicre dis1 KI’da izole edilmistir (Chauthaiwaleve Rao, 1994). Basuki ve
arkadaslan Strepromyces phaechromogenes’den elde edilen bir KI'nin izoenzimlerini rapor
etmislerdir (Basuki, 1992). Bulunan KI izoenzimleri, N-terminal aminoasitleri ve tripsin,
Achromobacter proteaz 1 ve siyaniir bromid ile sindirilebilen peptid ¢iftleri bakimindan
farklidirlar. {zoenzimlerin herbiri farkli dort altiiniteden olusmaktadir.

Arthrobacter ve Streptomyces spp.’den elde edilen KI'larda iire, guanidin
hidroklorid, SDS, gibi denatiiranlarin ve 1sitmanin aktiviteye etkisi calisilmistir (Gaikwad
ve ark., 1992; Rangarajan ve ark., 1992). Streptomyces sp. NCIM 2730 susundan
katlanmamis yapida c¢oziilmiis tetramerik KI gostermistir ki; monomer yapilar inaktifken,
tetramer ve dimer bolgeler aktiftir. KI'nin tam katlanma yolunda tam katlanmis (=molten-
globule) ara bir seklinin varlig1 ilk defa gosterilmistir (Ghatge, 1994). Bozulmamis tersiyer

yapi biyolojik aktivite i¢in sekonder yapidan daha etkindir ve gereklidir.

1.5.4. Optimum Sicaklik ve pH

KI'nin optimum sicakligi 60 °C’den 80 °C’ye kadar dagilim gosterir ve optimum
sicaklik Co** varliginda artar.
Optimum pH genellikle pH 7,0 — 9,0 arasindadir. Lactobacillus brevis’ten izole

edilen KI pH 6,0 — 7,0 arasinda optimum pH’ya sahiptir ve bu durum ticari uygulamalar
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icin arzu edilen bir 6zelliktir.

1.5.5. Aktif-Bolge Calismalar:

KI enziminin aktif bolgesindeki veya aktif bolgesinin yakinindaki aminoasitlerin
ozelliklerinin belirlenmesi, gruba 6zel kimyasal modifiye ediciler ve X-1s1n kristallografisi
ile basarilmistir. Bu calismalar sonucunda 6zellikle histidin ve karboksilat gruplarinin bu
bolgedeki gerekliligi kanitlanmustir (Callens ve ark., 1988; Gaikward ve ark., 1988; Ghatge
ve Deshpande, 1993). Fonksiyonel aminoasit rezidiilerinin yapisal cevresi kimyasal
modifikasyonlarla ve KI’'min ardisgtk kademeli peptid haritalamasi ile belirlenmistir
(Vangrysperre ve ark., 1990). KI'nin hem glukozun hem ksilozun izomerizasyonundan
sorumlu oldugu ¢ok uzun zamandir bilinmektedir. Ancak bu reaksiyonlar aym bolgede mi
gerceklesiyor, yoksa farkli bolgede mi  bilinmiyordu. Hem glukozun hem ksilozun
izomerizasyonu igin bir aktif bolgenin oldugu Keleti ve arkadaslar tarafindan gelistirilen

kinetik metod kullanilarak gosterildi (Keleti ve ark., 1987).

1.6. KI’nin Calisma Mekanizmasi

Enzimin sahip oldugu ticari oneme ragmen, KI'nin yapis1 ve calisma mekanizmasi
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. KI'nin calisma mekanizmas1 arastirmacilar i¢in oldukga
ilgi ¢ekici bir konudur. Daha Onceki calismalara gore, KI'nin seker fosfat izomerazlara
benzer bir bicimde calistig1 ve en-diol mekanizmasini takip ettigi sanilmaktaydi (Rose ve
ark., 1969). Oysa ki sonradan yapilan g¢aligmalar gostermistir ki; enzim hidriir kaymasi

mekanizmasi ile caligmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Hidriir kaymasi mekanizmasi

Enzimin yapis1 ve fonksiyonu arasindaki iliskiyi calismak icin aktif bolgenin
diizenlenigini bilmek zorunludur. KI'min aktif bolgesini c¢alismak ve c¢alisma
mekanizmasini sematize etmek icin farkli farkli yaklasimlar kullanildi. Bu yaklasimlar: 1)
Kimyasal modifikasyon, 2) X-1sin1 kristallografisi, 3) izotop degisimi’dir. KI'nin calisma
mekanizmasi i¢in Onerilen mekanizma substratin halkasinin agilmasi, C-2’den C-1’e hidriir

kaymasi1 yoluyla izomerizasyon ve iiriiniin halkasinin kapanmasi seklindedir.

1.6.1. Ksiloz izomeraz’mn Kimyasal Modifikasyonu

Amino asit monomerlerinin 6zel kimyasal ajanlarla kimyasal modifikasyonu
enzimlerin aktif bolgelerinin incelenmesi i¢in kolay yontemdir. KI'min aktif bolgesinde
histidinin varlig1r dietilpirokarbonatin enzimin inaktivasyonuna olan etkisi nedeniyle
anlasilmistir (Vangrysperre ve ark., 1983). Daha sonra, farkli Lactobacillus spp. ve
Streptomyces spp.’lerden elde edilen enzimlerin aktif bolgelerinde histidinin zorunlu olarak
bulunduguna dair bagka kanitlarda bulundu (Gaikwad ve ark., 1988). Dietilpirokarbonat ile
gercgeklestirilen inhibisyon hidroksilamin ile diizeltilebilir. Enzimin aktivitesinin kimyasal

modifikasyon sirasinda tamamen korunmasi substrat ve substrat analogu ksilitol
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kullanilarak saglanir. Histidin hidrojen transferlerine yardim eden, proton cekici baz olarak
bilinir. Enzimde aspartat ve glutamat rezidiileri varligi enzimin Woodward’s reagent K ve
guanidinhidroklorid ile inaktivasyonu sonucu rapor edilmistir (Ghatge ve ark., 1993;
Vangrysperre ve ark., 1989). Karboksilat rezidiilerinin katilimi, metal iyon kofaktorlerinin
baglanmasinda olur (Callens ve ark., 1988). Korunmus ve korunmamis GI’nin kimyasal
modifikasyonu ve ardisik peptid haritalamas1 sonucunda aktif bolgenin tanimi1 konusunda
ortak bir dizilime karar verilmistir. Bu dizilim Phe-His-Xaa-Asp-Xaa-Xaa-Pro-Xaa-Gly’dir
(173). KI’min kimyasal modifikasyonuyla elde edilen bilgiler X-151n kristallografisi

calismalari ile tamamlanmistir.

1.6.2. X-Isim Kristallografisi

X-1s1nlar kristallografisi proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin, enzimlerin substratlari
ve inhibitorleriyle olusturduklari komplekslerin gercek goriintiilerini verir. Actinomyces,
Arthrobacter, Actinoplanes ve Bacillus tirleri enzimin ¢alisma mekanizmasinin
anlasilabilmesi i¢in metal iyonlarinin, inhibitorlerin varliginda ve yoklugunda farkh
seviyede ¢oziiniirliikklerde X-1s1m1 kristallografisiyle calisilmistir. Ciinkii KI, tek substrat-
tek iirin enzimidir ve enzimin sahip oldugu Km’den yiiksek bir substrat
konsantrasyonunda Michaelis kompleksini dogrudan goézlemlemek miimkiindiir. Birgok
Streptomyces tiirtinden elde edilmis olan KI yapilarn tam olarak bilinmektedir. Bu
enzimlerin hepsinin aktif bolgeleri birbirine ¢ok fazla benzerdir. Streptomyces
rubiginosus’dan elde edilen KI'nin yapis1 4 A ¢Oziiniirliikte belirlendi. Enzimin trioz-fosfat
izomerazlarda oldugu gibi sekiz B-iplik-a-heliks [(o/ B)8] iinitesinden olustugu anlasildi
(Carell ve ark., 1984).

S. olivochromogenes’in metalle aktive edilmig KI’sinin X-1sinlar1 kristallografisiyle
yapilmis son calismalart gostermistir ki; izomerizasyon iki metal kofaktorle ve bu
kofaktorlerin  hidriir kaymasimm gerceklestirmek icin glutamat rezidiisii iizerinden
kopriilenmesiyle katalizlenmektedir. Her aktif bolgedeki iki gerekli Mg iyonundan, Mg2+
1,8 A tarafindan ayrilmis iki farkli alternatif pozisyonda gozlenmistir. Metal iyonlarinin
substratin ~ varliginda gozlemlenen hareketleri substrat baglanmasindan sonra
izomerizasyondan Once gozlenmistir (Lavie ve ark., 1994). Lineer ve genisletilmisg
formlardaki substratlarla enzimin ve metal kofaktorlerin etkilesimi gozlenmistir. Carell ve

arkadaslan S. rubiginosus’in KI’sinda sekerlerin biiyiikliigiine bagli olarak substrat ve



18

inhibitorlerin farkli bircok sekilde baglandigimi gostermistir. Ayrica Bacillus coagulans
(Rasmussen, 1994) ve Actinoplanes missouriens KI'larinin da kristallografi ¢alismalar

rapor edilmistir.

1.6.3. izotopik Degisim

KI i¢in elde edilen kristalografi verileri enzimin calismasi i¢in proton transfer
mekanizmasi ve hidriir kayma mekanizmasinin oldugunu gostermistir. Ancak, enzimin
calisma mekanizmasim agiklamak icin sadece yapisal veriler yetersizdir. KI’daki proton
transfer mekanizmasindaki belirsizligin nedeni iiriine trityumlu su girisi sirasinda coziicii
degisiminin olmamasiydi (Rose ve ark., 1969). Ancak, korunmus aktivitede hizli proton
transferinin olmadigida sOylenememisti. Allen ve arkadaslar1 yiiksek sicakliklarda, ug
pH’larda ve guanidin hidroklorid varliginda proton transfer sisteminin varligini agiga
kavusturmak i¢in izotopik degisim deneyleri yaptilar. Yaptiklart NMR (=niiklear manyetik
rezonans) ¢alismalar1 proton transfer mekanizmasinin varligini desteklemedi. Actinoplanes
missouriensis’den elde edilen yaban tip ve mutant tip D-ksiloz izomeraz ile yapilan son
caligmalar, acik ve genisletilmis aldoz substratinda 2-OH’dan O-1’e proton transferinde su
molekiiliiniin, Trp-690’1n, Asp-255’in, ve Glu-186’nin yasamsal 6nemini agiga ¢ikarmistir

(Van Bastelaere ve ark., 1995).

1.6.4. Trioz-Fosfat izomeraz ile Ksiloz izomerazin Karsilastirilmasi

Daha onceleri Trioz-fosfat izomerazlarin calisma mekanizmasinin Ksiloz
izomerazlarin ¢alisma mekanizmasina benzer oldugu diisiiniilityordu. TIM gliseraldehit-3-
fosfatin ve dihidroksiaseton fosfatin bir enediol aracisinin sekillenmesi vasitasiyla,
enzimdeki tek bir bazin katildigi proton transfer mekanizmasiyla ara indirgenmelerini
katalizler (Albery ve ark., 1976; Reider ve ark., 1959). Ksiloz izomerazin ¢alisma giicii
TIM’dan 5 kat daha diisiiktiir (Blacklow ve ark., 1988). KI'nin ve TIM’1n ii¢ boyutlu
yapilart o-helikslerle baglanmis 8 paralel uzanmis B-katlanmalari’na sahip olmalar
yoniinden benzetilmisti. Her iki enziminde aktif bolgeleri B-levhalarinin sonunda C-
terminal ucunda bulunmaktadir. Ancak a ve B katlanmalar1 KI’da TIM’da oldugundan ¢ok

daha fazla uzundur ve KI'nin {igiincii B-katlanmast TIM’1n birinci pB-katlanmasina denk
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geldigi zaman siiper pozisyon meydana gelir. TIM’1n substrati agik zincirli trioz fosfattir,
KI ise kapali sekerlere baglanir ve halkalarinin ag¢ilmasimi katalizler. TIM divalent metal
iyonlarina ihtiya¢ duymazken, KI divalent metal iyonlarina ihtiya¢ duyar. KI ve TIM farkli
calisma mekanizmalarina sahiptirler. TIM bir enediol mekanizmasiyla, KI hidriir kaymasi

mekanizmasiyla calisir.

1.7. K’nin Genetik Miihendisligi

Rekombinant DNA teknolojisinde meydana gelen gelismeler bir ¢ok proteinin
geninin bagarihh bir sekilde izolasyonuna ve izole edilen genin bir¢ok yoOntemle
manipulasyonuna imkan saglamigtir. KI iiretimini arttirmanin yollarindan biri KI genini
belirlemek ve bu geni lac, tac, veya pL gibi gii¢clii promotorlara sahip ¢oklu kopyali bir
vektor sistemine klonlamaktir. KI geni su temel amaclarla klonlanmistir: 1) KI enziminin
tretimini artirmak 2) Mayalar tarafindan ksilozun etanole dogrudan cevirilmesini
saglamak 3) Biyoteknolojik uygulamalar icin enzimin Ozelliklerinin degistirmek ve
iyilestirmek. Molekiiler klonlama ve KI expresyonu hem heterolog hem homolog

konaklarda ve mayalarda gergeklestirilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast Ekstrak (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), D-Ksiloz (SigmaY4625), D-Ksiluloz (Sigma X4625), MOPS (AppliChem
A29470100), MnSO4 (AnalaR 10153), Lizozim (Gerbu 250501), Perklorik asit (Merck
518), Sistein (AppliChem), Karbozol (Sigma C-5132), Siilfiirik asit (Riedel-deHaen), Etil
alkol, Kanamisin (Bioanalyse), IPTG (Sigma 15502), Amfisilin (Bioanalyse), Ncol (NEB),
Mbol (NEB), Hinfl (NEB), Avall (NEB), BamHI (NEB), Hindlll (NEB), Sacl,(NEB) PstI
(NEB), Sa3AI (NEB), Sall (NEB), PspGl (NEB), Aval (NEB), Bfal (NEB), Xbal (NEB),
EcoRl (NEB), T4 DNA ligaz (NEB), Tag DNA polimeraz (Promega), Genomik DNA
izolasyon Kiti, Jelden Cikarma Kiti, EDTA (Merck 84211000), dANTP seti (Promega),
pGEM-T Easy klonlama vektorii, HisTag saflastirma kiti (Promega), pET-28a(+)
Ekspresyon Vektorii, CaCl, (Aktar Kimya), X-gal (Applichem A10070005), Commassie
Brillant Blue G-250, etanol, fosforik asit, BSA (NEB), DEAE-Sepharose (Sigma) , Phenyl
sepharose 6 (Sigma), Amonyom siilfat (Merck A734116), Sodyum asetat (Merck
TA867065), K,HPO4 (Merck 1,050,211), KH,PO4 (Merck 1,050,212), Tris (Melfoid Lab
14271), CoCl, (Applichem 25,559-9)

2.2. A. gonensis G2"* de KI Varhigmn Belirlenmesi

A.gonensis G2' (AgoG2KI)’ de KI varlig1 belirlemek i¢in, bakteri 100 ml s1v1 besi
yeri (LB) icerisine ekilerek 55°C’de O.D.’si 0,45-0,6 oluncaya kadar inkiibe edildi. Bu
degere ulasinca, kiiltiir son hacimde % 0,5’lik D-Ksiloz ihtiva edecek sekilde D-ksiloz ile
uyarildi ve 4-5 saat boyunca bilylimeye birakildi. Kiiltiir 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilerek coktiiriildii. Elde edilen pellet 250 pl reaksiyon tamponunda (Reaksiyon tamponu:
1 mM MnSOy iceren 50 mM MOPS tamponu pH 7) ¢coziildii. Uzerlerine 100 pg lizozim
ilave edilerek 30 dk kadar 37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda, %80 siddetinde, 1 devirde
Olcekle 5 dakika boyunca Sartorius Labsonic sonikator aleti kullamlarak hiicreler patlatildi.
Elde edilen hiicre soliisyonu 14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi1

atilarak siipernatant alindi. Elde edilen hiicre oziitiinde KI aktivitesi Belfaquih ve
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arkadaslarn (2000) tarafindan gelistirilen yontem kullamilarak arastirildi. Reaksiyon 5 pl
hiicre oziitii kullamlarak, 100 mM Ksiloz, 1 mM MnSO, iceren 50 mM MOPS pH 7
tamponunda, 100 pl son hacimde, 85°C’de, 30 dk, Biometra Personal Cycler PCR
cihazinda gergeklestirildi. Reaksiyon 100 pl 0,5 M perklorik asit ilavesi ile sonlandirildi.
Reaksiyon sonunda agiga ¢ikan D-ksiluloz miktar1 Dishe ve arkadaslarinin gelistirmis
oldugu sistein-karbozol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Negatif kontrol olarak ksiloz
izomeraz mutanti olan E.coli HB101 susu ve pozitif kontrol olarak ksiloz izomeraz

bakimdan pozitif oldugu bilinen Saccharococcus caldoxylosilyticus bakterisi kullanilmistir.

2.3. A. gonensis G2" KI Geninin Baz Diziliminin Belirlenmesi

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Promega Genomik DNA izolasyon Kiti kullanilarak
yapildi. A. gonensis G2" bakterisi 3 ml LB besiyerine ekildi ve 55°C’de gece boyunca bir
sulu calkalayicida inkiibe edildi. Biiylimiis olan gece kiiltiirii 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant atildi. Hiicreler 480 ul 50 mM EDTA igerisinde ¢oziildii. 120 pl 10
mg/mL lizozim ilave edildi, hafifce pipetleyerek karstirildi ve 37°C’de 60 dk inkiibe
edildi. Elde edilen karisim 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Tiipe
600 pl Nuclei Lyzis soliisyonu eklendi ve hafifce pipetle karistirildi. Karisim 80°C’de 5 dk
inkiibe edildi ve oda sicakligina sogutulduktan sonra 3 ul RNase soliisyonu eklendi. Tiip 2-
5 kez alt-iist edildi ve 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Karisim oda sicakligina soguduktan
sonra 200 ul Protein Precipitation solusyonu eklendi ve 20 sn vortekslendikten sonra 5 dk
siireyle buza birakildi. 5 dk sonunda 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant
icinde 600 ul izopropanol bulunan yeni bir ependorfa aktarildi. Ependorf pellet olusuncaya
kadar alt iist edildi ve 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve kurutma
kagidi kullanarak tiim siipernatant sivisinin alindigindan emin olundu. Ependorfa 600 pl
oda sicakliginda % 70’lik etanol eklendi ve alt iist edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi. Pipetorle siipernatant uzaklastirildi ve etanolun tamaminin uzaklasmasi igin
ependorfa 15 dk 37°C’de bekletildi. Ependorfa 100 ul DNA Rehydration soliisyonu eklendi
ve 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Bu bir saatlik inkiibasyon siiresi boyunca periyodik olarak
tiipler dibe vurulmak suretiyle DNA ¢6ziildii. Genomik DNA izolasyonu tamamlandiktan

sonra, elde edilen DNA kullanilacagi zaman kadar +4 °C’de saklandi.
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2.3.2. Genin Baz Diziliminin Ters PCR (Inverse PCR) Yontemi ile Belirlenmesi

AgoG2KI geninin 530 baz c¢iftlik bir kismi daha once yapilan caligmalar ile
belirlenmisti (Karaoglu,H., 2004). Genin tamaminin baz dizilimini belirlemek icin ters
PCR (inverse PCR) yontemi kullanildi. Sirasi bilinen gen kisminin uglarina komplementer
bir sekilde ileri ve geri yonde inverse-PCR primerleri olusturuldu. Tasarlanan primerler su

sekildedir:

XylalF02: 5’-ACGTTTCATAGCCTTCACG-3’
XylalFOl: 5’-AGACGCGGTTCGTTTGAACC-3’
XylalR02: 5°-AGGCGGATTGAACTTTGATGC -3’
XylalR01: 5’-GCATAGTCAACCGCCATATGC-3’

Genomik DNA baz sirast belirli olan 530 baz ciftlik par¢ay1 kesmeyen Ncol, Mbol,
Hinfl Avall, BamH], Hindlll, Sacl, Pstl, Sa3Al, Sall, PspGl, Aval, Bfal ve Xbal, EcoRI
restriksiyon endoniikleazlar ile bir gece boyunca inkiibe edilerek kesildi, her bir kesimin
kendi iizerine yapismasi (self-ligasyon) saglandi ve DNA fragmentleri halkalastirildi. Self
ligasyon reaksiyonu, 2,5 pg kesilmis DNA, 40 pl 10X tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi
icerecek sekilde 400 pl son hacimde 16°C’de bir gece boyunca gergeklestirildi. Ligasyon
sonras1 DNA’lar etanol ¢oOktiirmesi ile c¢oktiiriilerek 20 pl TE tamponu icerisinde
¢oziildiikten sonra PCR reaksiyonlarinda kullanild.

Dizayn edilen primer c¢iftleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu 200 pl’lik ince
duvarli PCR tiipleri icerisinde, 50 pl’lik son hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi
1X PCR tamponu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, her bir primerden 25 pmol, 10-40 ng
kalip genomik DNA ve 1 U Tag DNA polimeraz icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon
sartlari, 95°C’de 1 dakika 6n denatiirasyon sonrasinda, 35 dongii olacak sekilde; 94°C’de
30 saniye denatiirasyon, 56°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1,5 dakika uzama ve dongii
sonunda 72°C’de 5 dakika son uzama sathasi seklinde gerceklestirildi. Uriinler % 1,2’lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek sonuclar goriintiilendi. Elde edilen pargalar, baz
dizilimini belirlenmek iizere, pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonland1 ve baz dizilim
analizi yapildi. Elde edilen sonug¢lar Genbank’ta taranarak parcgalarin bir ksiloz izomeraz
genine ait oldugu belirlendi. Elde edilen ek parcalarla baz dizilimi belli olan parga

birlestirilerek bu genin dogrulugu Genbank’ta diger enzimler ile karsilastirilarak kontrol
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edildi. Bu yeni par¢anin ug¢ kisimlarindan yeni bir ¢ift primer daha sentezlenerek yukarida
anlatilan iglemler tiim genin baz dizilimi agiga c¢ikarilincaya kadar tekrarlandi. Bu amag ile

tasarlanan primerler Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Inverse PCR primerleri

Primerin Ad1 Primerin baz dizini

XYLAIF3 : 5’- AGC AGC AAA GGT GAA AAA AGG-3°
XYLAIF04 :5-TGG ACT AAA AGT GGC GTA TCG-3’
XYLAIFOS :5- ATC ATT GAT GGG AAG GCC GAC- 3’
XYLAIRO3 :5-TGC CAR TAV GCR AYV GMR ADD CG-3
XYLAIRO4 :5’-TCC AAA GCA ACT TGG TTT TGC-3’
XYLAIROS5 :5- TGC ACC ATG TAC AAA ACG AGG-3’
XYLAIRO6 :5’- GCG CAA ATG CTC CTC CAT CG-3’
XYLAIRO7 :5’- GGC CAATTC CTT CTG TAT AGC- 3’

2.3.3. Genin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Geni, HisTag kuyrugu icerecek sekilde klonlayabilmek icin Ncol ve Hindlll

restriksiyon endoniikleaz enzimlerini igeren su primerler tasarlandi:

Xyla_Ex_F1: 5’-CGA GCT CCA TGG CGT ATT TTG AAA ACG-3’
Ncol

Xyla_Ex_R1: 5’-CCA AGC TTA CGA GCT ACA CAA ACT TC-3’
HindIll

A.gonensis G2" genomik DNA’s1 ve bu primer ciftleri kullanilarak ters PCR
kisminda anlatilan PCR reaksiyonu sartlari kullanilarak KI geni iiretildi. Uretilen bu genin
u¢ kisimlarinda Ncol ve Hindll restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri bulunmaktadir.
Uretilen bu parca, enzimlerle kesilebilmesi icin PCR temizleme kiti ile temizlendi. Hem
pET-28a(+) ekspresyon vektorii hem de temizlenen PCR iirlinii, Ncol ve Hindlll
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim reaksiyonu, 1X enzim tamponu

icerisinde, 1 U enzim varliginda 37°C’de 1 gece boyunca gerceklestirildi. Kesim {iriinleri
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% 0,7’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Lineer hale getirilen vektor ve ug¢ kisimlarindan kesilen
PCR iiriiniiniin bulundugu bantlar jelden kesilip alind1 ve bir Jelden Cikarma Kiti aracilig
ile temizlendi. Temizlenen {iriinler ligasyon islemi ile halkalagtirildi. Ligasyon; 1 pl 10X
tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi igerecek sekilde 10 ul son hacimde 16°C’de bir gece
boyunca gerceklestirildi.

Ligasyon iiriinii CaCl, transformasyon metoduyla E.coli JM101 susuna aktarildi.
Transformasyon i¢in, 200 pl alict konak hiicre igeren tiipe 1 pl ligasyon iiriinii eklendi ve
tiip, 30 dakika buz icinde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda daha onceden hazirlanan 42°C
su banyosunda 2 dakika bekletilerek plazmidin hiicre i¢cine ge¢cmesi saglandiktan sonra her
bir tiipe 200 pl LB besi yeri eklendi. Tiipler 37°C’de iki saat bekletildikten sonra daha dnce
hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml kanamisin iceren) yayilarak 37°C’de 1 gece
inkiitbe edildi. pET-28a(+) ekspresyon vektor sisteminde [lac operon sistemi
bulunmadigindan X-gal ve IPTG kullanarak mavi-beyaz koloni olusturma imkam
bulunmamaktadir. Bu sebepten 6tiirii petri iizerinde olusan kolonilerin hangisinin xylA
geni tasidigini belirlemek i¢in kolonilerden rastgele secim yoluyla tarama yapildi. Segilen
koloniler 3 ml (50 pg/ml kanamisin iceren) LB besiyeri icerinde bir gece boyunca 37°C’de
inkiibe edildi. Uretilen hiicrelerden Promega plazmit izolasyon kiti ile vektor plazmitler
izole edildi. Izole edilen plazmitler Ncol ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek
klonlamanin olup olmadig1 kontrol edildi. Klonlamanin basarili oldugu plazmit DNA’s1,
E.coli BL21(DE) susuna yukarida anlatilan CaCl, transformasyon yontemi ile aktarildi.
Aktarilan hiicrelerde KI aktivitesi arastirildi.

Genin HisTag kuyrugu icermeyecek sekilde klonlayabilmek i¢in Ncol ve BamHI

restriksiyon endoniikleaz enzimlerini igeren su primerleri tasarlandi:

Xyla_Ex_F1: 5°-CGA GCT CCA TGG CGT ATT TTG AAA ACG-3’
Ncol

Xyla_Ex_R2: 5°-CGG ATC CGT TAC TAT CAT TAA CGA GC-3’
BamHI1
Bu primer c¢ifti ile yukarida anlatilan prosediir kullanilarak AgoG2KI geni HisTag
kuyrugu icermeden pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanip E.coli BL21(DE3) susuna

aktarildi. Bu sistemde tiretilen hiicre oziitiinde KI aktivitesi arastirildi.
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2.4. Gen Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Saflastirilmasi

2.4.1. Karakterizasyon Deneylerinde Kullamlan KI Aktivite Deneyi

Karakterizasyon deneylerinde kullanilan KI aktivite deneyi Belfaquih ve
arkadaslar (2000) tarafindan gelistirilmis olan bir yontemdir. Reaksiyon 5 pl hiicre 6ziitii
kullanilarak, 100 mM Ksiloz, 1mM MnSQOy iceren 50 mM MOPS pH 7 tamponunda, 100
pl son hacimde, 85°C’de, 30 dk, Biometra Personal Cycler PCR cihazinda gerceklestirildi.
Reaksiyon 100 pl 0,5 M perklorik asit ilavesi ile sonlandirildi. Reaksiyon sonunda aciga
cikan D-ksiluloz miktar1 Dishe ve arkadaslarinin (1951) gelistirmis oldugu sistein-
karbozol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon ¢ozeltisi iizerine 40 pl %1,5’lik
sistein hidrokloriir konuldu. Bunu takiben 40 pl % 0,12’lik karbozol konuldu. Olusan
karisim vortekslendikten sonra iizerine 1,2 ml %70’lik siilfiirik asit ilave edilerek
vortekslendi. Karisim 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Olciimler 545 nm dalga
boyunda gerceklestirildi. 30. dk’da yapilan ilk 6l¢iimiin ardindan yapilan herbir 6l¢iimde 1
dk ara ile gerceklestirildi. Reaksiyonlarda agiga ¢ikan Ksiluloz miktarini hesaplamak icin
ksiluloz standardi hazirland1 ve standart grafik spektrofotometreye yiiklenerek, sonraki
aciga cikan ksiluloz miktar1 hesaplamalart i¢in kullanildi. Enzim aktivitesi reaksiyon
sonrasi aciga cikan ksiluloz miktarina gére pmol/dk cinsinden hesaplandi. Reaksiyonun
gerceklestirildigi  tiim kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’si, substrat
konsantrasyonu, metal iyonlar1 derisimi, enzim miktar1) enzim karakterize edildikge

yeniden diizenlenmistir.

2.4.2. Protein Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un 1976 yilinda gelistirdigi yonteme gore
yapilmistir. 1000 ml boya solusyonu hazirlanirken 100 mg Commassie Brillant Blue G-250
boyast 6nce 50 ml % 95’lik etanol i¢inde iyice ¢oziilerek, iizerine 100 ml %85’lik fosforik
asit eklendi. Daha sonra olusan karisim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan
¢ozelti karanlik bir yerde filtre kagidi ile filtre edildi. Bu boya ile ilk olarak BSA (Bovin
Serum Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi
grafigi olusturuldu. Standart grafik icin 1, 2, 5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 80, 100 ug BSA

iceren ¢ozeltiler 0,15 mM NaCl ile 100 pul’ye tamamlandi. Her bir 6rnegin iizerine 5 ml
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hazirlanan boyadan eklenildi. Protein ve boya karisimlar1 vortekslendi ve oda sicakliginda
15 dk bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, 6rneklerin 6l¢timii yapilirken 10 pl
ornek 0,15 mM NaCl ile 100 pul’ye tamamland1 ve iizerine 5 ml boya eklendi. Protein ve
boya karistimi1 vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Siire sonunda
standart grafigin yiiklendigi Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi
kullanilarak 595 nm’de Ol¢iimler yapildi ve protein konsantrasyonu pg/ul cinsinden

hesaplandi.

2.4.3. Hiicre Uretimi

KI genini igeren klonlardan biri 50 pg/ml kanamisin iceren 20 ml LB’ye ekilerek
gece boyu biiyiimeye birakildi ve olusan kiiltiiriin O.D. olgiimii yapildi. Bu kiiltiir
kullanilarak, 300 ml 50 pg/ml kanamisin iceren normal LB’ye 600 nm’de O.D. 0,1 olacak
sekilde tekrar ekim yapildi. Kiiltiiriin O.D.’si 0,6-0,9 olduktan sonra son hacimde 1 mM
IPTG olacak sekilde, IPTG eklenerek enzim iiretimi indiiklendi. Indiikleme yapildiktan
sonra kiiltiir yaklagik 4 saat daha biiyiitiildi. Biiyiitiilen hiicreler 10.000 rpm’de 5 dk

santrifiij edilerek coktiiriildii.

2.4.4. Hiicrelerin Patlatilmasi ve Protein Ekstratinin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet 250 pl reaksiyon tamponunda (I mM MnSO;, iceren 50 mM
MOPS tamponu pH 7) ¢oziildii. Uzerlerine 0,1 mg lizozim ilave edilerek 30 dk kadar
37°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda, %80 siddetinde, 1 devirde 5 dk boyunca Sartorius
Labsonic sonikator aleti kullanilarak hiicreler patlatildi. Elde edilen hiicre soliisyonu 14800
rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak siipernatant alindi. Ekim i¢in
kullandigimiz klonun dogrulugundan emin olmak i¢in siipernatantda tekrar KI aktivitesi
bakildi. KI aktivitesinden emin olduktan sonra kaba ekstratta protein konsantrasyonunu,
spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak iizere 100 pl 6rnek

ayrilarak enzim saflastirma islemlerine baslanildi.
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2.4.5. KI’min Saflastirilmasi

2.4.5.1. Is1 Soku Uygulamasi

Elde edilen ham ekstrat 15 dk siireyle 75 °C’de bekletildi. Par¢alanan proteinleri
uzaklagtirmak i¢in 15 dk 14800 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatant alindi, ¢oken kisim
uzaklastirildi. Enzimin aktivitesini korudugundan emin olmak i¢in siipernatantda tekrar KI
aktivitesi bakildi. KI aktivitesinden emin olduktan sonra kaba ekstratta protein
konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak

tizere 100 pl 6rnek ayrilarak iyon degisimi kromatografisi basamagina geg¢ildi.

2.4.5.2. Iyon Degisimi Kromatografisi

Iyon degisimi Kromatografisi icin 50 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon
kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak DEAE-Sepharose (Anyon degistirici)
kullanildi. Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazi bir vakum
pompasinda alindi ve sonrasinda oda sicakligina geldikten sonra bir pastor pipeti
kullanilarak kolona yavas bir sekilde dolduruldu. Doldurma islemi bittikten sonra kolon
250 ml tampon (1 mM MnSO,, 50 mM MOPS, pH 7) ile dengeye getirildi. Oziit
kolondan gecirilerek icerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu malzemesine
baglanmalar1 saglandi. Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon gegirilerek kolona
tutunmayan proteinler uzaklastirildi. Daha sonra kolonun tuz (NaCl) icerigi O molardan 0,6
molara kadar ¢ikarildi. Bunun i¢in 200 ml’lik NaCl gradient kopriisii kullanildi. Tamponun
akig hiz1 1 ml/dk olarak ayarlanmis ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam tiipler icerinde 3,5
ml olacak sekilde toplandi. Elde edilen tiim tiiplerde protein tayini Bradford yontemine
gore belirlenmis icerisinde protein oldugu belirlenen tiiplerde ksiloz izomeraz aktivitesi

arandi. Aktivite tespiti yapilan 6rnekler toplanarak SDS-PAGE elektroforezinde gosterildi.
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2.4.5.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi i¢in 20 cm uzunlugunda ve 0,75 cm
capinda bir kolon kullanildi. Bu c¢alismada kolon malzemesi olarak Phenyl sepharose 6
(Sigma) kullanildi. Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazi bir
vakum pompasi yardimiyla alindi ve sonrasinda oda sicakligina geldikten sonra bir pastor
pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde dolduruldu. Kolon doldurma islemi bittikten
sonra 1,3 M amonyum siilfat iceren 100 ml tampon (1 mM MnSOy4, 50 mM MOPS, pH 7)
ile dengeye getirildi. Oziit ise 2,6 M amonyum siilfat iceren tampon ile bire bir oraninda
karnistirlld ve boylelikle dziitiinde amonyum siilfat icerigi 1,3 M olacak sekilde ayarlandi.
Oziitiin kolondan gecirilmesi ile yiiksek amonyum siilfat konsantrasyonunda proteinler
hidrofobik kolon malzemesine baglanmislardir. Daha sonra kolonun amonyum siilfat
icerigi 1,3 molardan 0 molara diisiiriildii. Bunun i¢in bir 100 ml’lik amonyum siilfat
gradient kopriisii kullanildi. Tamponun akis hiz1 0,5 ml/dk olarak ayarlanmis ve kolondan
cikan fraksiyonlar cam tiipler icerisinde 3,5 ml olacak sekilde toplandi. Elde edilen tiim
tiiplerde protein tayini Bradford yontemine gore belirlendi. Igerisinde protein oldugu
belirlenen tiiplerde ksiloz izomeraz aktivitesi arandi. Aktivite tespiti yapilan ornekler
toplanarak SDS-PAGE elektroforezinde gosterildi.

Yapilan saflastirma islemlerine ait saflagtirma tablosu hazirlandi. Verimlilik, her bir
saflagtirma sonrasi iiriinde bulunan toplam enzim {iinitesinin ham oziitteki toplam enzim
initesine bolumiiniin 100 kati alinarak hesaplandi. Saflastirma kati her saflastirma
basamagina ait Ornegin spesifik aktivitesinin, ham oOziitiin spesifik aktivitesine

boliinmesiyle hesaplandi

2.5. KI’'min Karakterizasyonu

2.5.1. Deneylerde Kullanilacak Enzim Miktarimin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak enzim miktarin1 belirlemek igin enzim reaksiyon
tamponuyla protein konsantrasyonu 0,1673 pg/ul olacak sekilde seyreltildi. Seyreltilen
enzimlerle 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl, 5 pl, 6 pl, 8 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 30 pl, 40 pl, 60 pl enzim
miktarlaryla reaksiyonlar gerceklestirildi. Reaksiyon 1 mM MnSOy iceren 50 mM MOPS
(pH 7) tamponunda 100 mM ksiloz varliginda 85°C’de 30 dk siire ile gerceklestirildi.
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Reaksiyonlar sonucunda enzim miktar — aktivite (%) grafigi olusturularak karakterizasyon

calismalarinda kullanilacak enzim miktar1 belirlendi.

2.5.2. Enzim Kinetigi

AgoG2KI’'nm ksiloz i¢in sahip oldugu K,, degeri ve bu degere bagl olarak bulunan
diger kinetik veriler 2,5 ve 150 mM araliginda ksiloz kullamlarak yapilan bir dizi
reaksiyon ile belirlendi. Deneyler 0,502 pg enzim kullanilarak, 1 mM MnSO; iceren 50
mM MOPS (pH 7) tamponunda, 100 pl son hacimde, 85°C’de, 30 dk, Biometra Personal
Cycler PCR cihazinda gerceklestirildi. Reaksiyonlar sonucu olusan ksiloz miktarindaki
artisa gore hazirlanan Linewear-Burk egrisi kullanilarak (Linewear ve Burk, 1934)
Michealis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz V,,, degerleri belirlendi. K,, ve V.
degerleri Linewear-Burk egrisinde x ve y eksenlerinin kestigi noktalara karsilik gelen

degerlerin tersi bulunarak belirlendi.

2.5.3. Optimum Sicakhk

A. gonensis G2' KI'min en iyi cahstigi sicaklik degeri, 100 mM ksiloz (substrat
doygunluk degeri), 1| mM MnSO4, 50 mM MOPS (pH 7) tamponu igerisinde 0,502 ng
enzim kullanilarak 27, 35, 41, 50, 55, 58, 65, 70, 75, 78, 84, 90, 95, 100°C’lerde BioRAD
PCR cihazinda gergeklestirilen aktivite deneyleriyle bulundu. i1k olarak 84 - 90°C arahig
belirlendi. Daha sonra sicaklik noktasini daha hassas bir bicimde belirlemek icin 84, 85,
86, 87, 90°C’lerde deney tekrarlanarak optimum reaksiyon sicakligi belirlendi. Enzim
aktivitesi icin belirlenen optimum sicaklik daha sonraki deneylerde reaksiyon sicakligi

olarak kullanilda.

2.5.4. Optimum pH

A .gonensis G2' KI'min en iyi cahstig pH’yr bulmak i¢in 1 mM MnSO, iceren
pH’s1 5,0 ve 5,5 olan 50 mM asetat tamponu; pH’s1 6,0 ve 6,5 olan 50 mM fosfat tamponu;
pH’s17,0, 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan 50 mM Tris tamponu; pH’s1 9,5, 10 olan 50 mM glisin

tamponlar1 kullanilarak aktivite deneyleri gerceklestirildi. Reaksiyonlar 0,502 pg enzim
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kullanilarak 100 mM ksiloz varliginda 100 pl son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca
gergeklestirildi. Gozlenen optimum pH daha sonraki deney sartlarinda kullanilacak olan

reaksiyon pH’s1 olarak belirlendi.

2.5.5. Isil Kararhhk

A. gonensis G2" KI'min 1s11 kararhligini belirlemek icin saflagtirilan enzim 6ziitii 25
(oda sicakligl), 55 (A.gonensis G2"nin optimum biiyiime sicakligl), 80, 85 (enzimin
optimum caligma sicakligl), 90 ve 95°C’lerde inkiibe edildi. Cesitli zamanlarda bu
tiiplerden ornekler alinarak, optimum calisma sartlarinda (25 mM ksiloz, 1 mM MnSO4
varliginda 100 pl son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca pH 6,5 olan MOPS tamponunda)

aktivite 6l¢iimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi.

2.5.6. pH Kararhhg:

AgoG2KI'ni pH kararliligini belirlemek icin saf enzim 6ziitii, | mM MnSOy igeren
pH’s1 5,0 ve 5,5 olan 50 mM asetat tamponu; pH’s1 6,0 ve 6,5 olan 50 mM fosfat tamponu;
pH’s1 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan 50 mM Tris tamponu; pH’s1 9,5, 10 olan 50 mM glisin
tamponlarinda +4°C’de (buzdolabinda) inkiibe edildi. Cesitli zaman araliklarinda inkiibe
edilen enzimlerden alinarak optimum calisma sartlarinda (25 mM ksiloz varliginda 100 pl
son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca pH 6,5 olan MOPS tamponunda) aktivite dl¢iimii
yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi. ilk anda alinan aktivite dl¢iimii % 100

kabul edildi.

2.5.7. Aktivator EtKisi

Genel olarak, Co*, Mn** ve Mg** bivalent metal iyonlarimin KI'lar icin aktivator
olduklar1 bilinmektedir (Bhosale ve ark.,1996). Bu metal iyonlarinin AgoG2KI’1 iizerinde
olan aktivator etkisi optimum reaksiyon sartlarinda (100 mM substrat konsabtrasyonu, pH
6,5, 85°C’de 30 dk) incelendi. Her bir metal iyonu, reaksiyon karistminda 1, 5, 10 ve 30
mM nihai konsantrasyonda kullanilarak en etkin olduklari konsantrasyon belirlendi.

Deneyin ikinci asamasinda, Co™>, Mn*> ve Mg** bivalent metal iyonlarimn farkh
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konsantrasyonlarda ikili kullanilmalarimin KI aktivitesi iizerine olan etkisi arastirildi. KI
aktivitesi iizerine; Mg®* (10 mM) ile Co** (1 mM), Mg”* (30 mM) ile Co** (5 mM), Mn**
(10 mM) ile Co** (1 mM), Mn** (30 mM) ile Co** (5 mM) iyonlarmin etkisi belirlendi.

2.5.8. Inhibitor Etkisi

AgoG2KI aktivitesi iizerine metal iyonlarinin inhibitor etkisi; Cd*, Ca*™’, Hg",
Ni*?, Zn™, Fe*> ve Cu™ bivalent metal iyonlarmin kloriir ve siilfat tuzlari ile
gergeklestirildi. Reaksiyonlar, enzimin ¢alistigi optimum reaksiyon sartlarinda (25 mM
substrat konsantrasyonu, pH 6,5, 85°C’de 30 dakika) 1 mM inhibitér metal iyonu
varliginda gerceklestirildi.

2.5.9. HPLC ile Molekiiler Agirhginin Belirlenmesi

Saf enzimin molekiiler agirhigi, Superdex™ 200 10/300 GL (Amersham (katolog
no:17-5175-01)) jel filtrasyonu kolonu, 50 mM fosfat tamponu kullanilarak, hareketli fazin
akis hiz1 0,5 ml/dk olacak sekilde Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
belirlendi. Eliisyonu yapilan bilesikler UV ile belirlendi. Molekiiler agirlik isaretcileri
olarak; Karbonik anhidraz (29 kDa), BSA (66 kDa), Alkol dehidrogenaz (150 kDa), -
amilaz (200 kDa), Apoferritin (443 kDa) kullanildi. KI enziminin geldigi dk belirlenerek,

molekiil agirligr hesaplandi.



3. BULGULAR
3.1. KI Aktivitesi

A. gonensis G2", Saccharococcus caldoxylosilyticus ve E. coli HB101 susunda KI
aktivitesi Belfaquih ve arkadaslar1 (2000) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak
aragtirildi. KI aktivitesi reaksiyon sonucunda olusan ksiluloz miktarinin spektroskopik
olarak belirlenmesi iizerinden iinite olarak hesaplandi. Bir {inite enzim aktivitesi; 85°C’de
dakikada 1 umol ksiluloz agiga cikartan enzim miktar1 olarak hesap edildi. incelemeler
sonucunda, A. gonensis G2" ve Saccharococcus caldoxylosilyticus un KI aktivitesine sahip
oldugu, negatif mutanti olan E. coli HB101 susunun KI aktivitesi gostermedigi tespit edildi

(Tablod).

Tablo 4. A. gonensis G2, Saccharococcus caldoxylosilyticus ve E. coli HB101
susunda KI aktivitesi

Bakteri Aktivite (umol/dak)
A. gonensis G2" 0,101

S. caldoxylosilyticus 0,00152

E. coli HB101 0

3.2. A.gonensis G2" KI Geninin Baz Diziliminin Belirlenmesi

AgoG2KI geninin 530 baz ciftlik bir kismi daha once yapilan ¢alismalar ile
belirlenmisti (Karaoglu, H., 2004). Tasarlanan primer ¢iftleri ile ilk seferde 530 baz ciftlik
kisma 5’ yoniinde 182 niikleotit (Mbol restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak), 3’
yonde ise 56 niikleotit (Hinfl restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak) ilave edildi.
flave edilen pargalar ile 768 baz ciftlik bir kismin baz dizilimi aciga cikarilmis oldu. Bu

yeni par¢anin u¢ kisimlarindan yeni bir ¢ift primer daha sentezlenerek yukarida anlatilan
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islemler tekrarlandi. Yeni elde edilen pargalarin ilavesiyle 1073 bp’lik bir kismin baz
dizilimi belirlendi. Bu son parganin uglarindan sentezlenen yeni primerler ile tekrarlanan
deneyler sonucunda sekansi bilinen kismin uzunlugu 1273 bp’ye kadar uzatildi ve genin 5’
bolgesi yakalandi. Sentezlenen baska bir primer ile de genin son kisminin baz dizilimi de
aciga cikarilmis oldu. Boylelikle yapilan calismalar sonucunda Anoxybacillus gonensis’e
ait 1326 bp’lik ksiloz izomeraz geninin baz dizilimi tamamiyla belirlendi. Elde edilen baz
dizilimi Ek 1°de gosterilmistir.

Elde edilen genin baz dizilimi Genbank’taki diger bakterilerin KI genleriyle
aminoasit dizilimleri dikkate alinarak karsilastirildi. Bu karsilastirma sonuglarina gore
AgoG2KI geni dikkate alindiginda; Bacillus stearothermophilus ve Geobacillus
stearothermophilus’a %90, Geobacillus thermodenitrificans ve Geobacillus kaustophilus’a
%89, Bacillus halodurans’a %79, Bacillus clausii’e %78, Bacillus cereus’a %76, Bacillus
subtilis’e %76, Bacillus megaterium’a %77, Bacillus coagulans’a %75 ve daha bir¢gok

bakterinin KI genine de %70’in iizerinde benzerlik gostermektedir.

3.3. Genin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

Baz dizilimi belirlenen A. gonensis G2' KI geni Xyla_Ex_FI ve Xyla_Ex_RI
primerleri kullamilarak pET-28a(+) ekspresyon vektoriine HisTag kuyrugu icerecek sekilde
klonlandi. Bu gen E.coli BL21(DE3) susunda ekspres edildi. Ancak, bu hiicreden izole
edilen hiicre oziitiinde yapilan KI aktivite calismalarinda aktivitenin cok diisiikk oldugu
gozlendi. (spesifik aktivite: 0,05 U/mg). Aktivitenin diisilk gézlenmesi nedeniyle gen,
Xyla_Ex_F1 ve Xyla_Ex_R2 primerleri kullanilarak, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
HisTag kuyrugu icermeyecek sekilde klonlandi. Bu gen E.coli BL21(DE3) susunda
ekspres edildi. Yapilan KI aktivite deneyi sonucunda yiiksek aktivite gozlendi (spesifik
aktivite: 3,18 U/mg). Bu islemden sonra, ekspres olan gen {iriinii HisTag kuyrugu
icermedigi icin, saflastirma islemlerine HisTag saflastirma kiti ile degil, 1s1 soku ve kolon

kromatografisi yontemleriyle devam edildi.
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3.4. K’min Saflastirilmasi

3.4.1. Hiicre Oziitii Elde Edilmesi ve Is1 Soku Uygulamalari

Elde edilen hiicre oziitiinde ve bu 0Oziitiin 1s1 soku uygulamasindan elde edilen
Oziitte protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini yapildi. Elde edilen veriler

Tablo 5’te gosterildi.

3.4.2. Iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Is1 soku uygulamasindan sonra elde edilen hiicre Oziitii iyon degisimi kolon
kromatografisinden gecirildikten sonra, aktivite goriilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de
yiiriitiildii ve aktivitenin yiiksek gozlemlendigi fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonlar
birlestirildikten sonra, kismen saflastirilmig Oziitte protein konsantrasyonu tayini ve
spesifik aktivite tayini yapildi. Bulunan veriler Tablo 5’te, elde edilen jel goriintiisii Sekil

3’te verildi.

Sekil 3. Iyon degisim kromatografisi sonras1 aktivite goriilen fraksiyonlarin
SDS-PAGE jel goriintiisii
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3.4.3. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Iyon degisimi kolon kromatografisi uygulamasindan sonra elde edilen kismen
saflastirilmis 6ziit, hidrofobik kolon kromatografisinden gecirildikten sonra, aktivite
goriilen fraksiyonlar SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve uygun goriilen fraksiyonlar birlestirildi.
Fraksiyonlar birlestirildikten sonra, saflagtirilmis enzimin konsantrasyon tayini ve spesifik
aktivite tayini yapildi. Bulunan veriler Tablo5’te, elde edilen jel goriintiisii Sekil 4’te

verildi.

Sekil 4. Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonras1 aktivite goriilen
fraksiyonlarin SDS-PAGE jel goriintiisii

Tablo 5. AgoG2KTI’nin saflastirma tablosu

Toplam Toplam Spesifik

Saflastirma basamagi  protein aktivite aktivite Verimlilik  Saflastirma

(mg) (U) (U/mg) (%) katsayisi
Ham ekstrat 20,88 66,39 3,18 100 1
Is1 soku 4,624 63,67 13,77 95,89 4,330
Iyon degisimi 2,15 57,8 26,88 87,05 8,45

Hidrofobik etkilesim 1,39 48,56 34,94 73,14 10,98
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3.5. K’min Karakterizasyonu
3.5.1. Deneylerde Kullamilacak Enzim Miktarmin Belirlenmesi
Substrat miktar1 sabit tutularak, kademeli olarak enzim miktart arttirildi ve enzim

artisina kargilik gelen aktiviteler hesaplandi. Deneylerde kullanilacak enzim miktarinin 0,5

pg olmasina karar verildi. Elde edilen sonuclar Sekil 5’te goriilmektedir.

1.6

1.4 4 b

1.2

0.8

0.6 I
0.4

Unite x 1000

0 T T T 1
0 2 4

=]
(=]

Enzim (pg)

Sekil 5. Enzim miktar1 —KI aktivite grafigi

Enzim miktari-KI aktivite grafiginde enzim miktarinin ve aktivitenin dogrusal artig

gosterdigi yani enzimin yari doygun oldugu bir noktadaki enzim miktar1 deneylerde

kullanilmak iizere secildi.

3.5.2. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi deneyleri 0,5 pg enzim kullanilarak gerceklestirildi. AgoG2KI nin
ksiloz varliginda substrat-aktivite grafigi cizilerek enzimin basit Michaelis-Menten

kinetigine uydugu tespit edildi (Sekil 6). Ksiloz’un substrat oldugu reaksiyonda ksiloz icin
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cizilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun x-eksenini kestigi nokta -1/
K,’ye esitlenerek K, degeri 25£2 mM, y-eksenini kestigi nokta ise 1/ V,,,’a esitlenerek
Vinax degeri 0,12958 +0,002 pmol/dak olarak hesaplandi (Sekil 7). Michaelis-Menten
grafigi incelendiginde, 100 mM ksiloz enzimin substrat doygunluguna ulastig1 nokta olarak
belirlendi. Bu asamadan sonra yapilan tiim karakterizasyon c¢aligsmalarinda, substrat

konsantrasyonu olarak 100 mM ksiloz kullanildi.

4 ™
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< 008
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-
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Sekil 6. AgoG2KI'nin ksiloz varliginda Michaelis-Menten grafigi

( y=1956x+7,773 )
RZ=0,993
100
89 s
62 //
- 4
- *
20
I =4 T T T 1
01 g 0.1 0.2 03 0,4 0,5
9 1/[5] )

Sekil 7. AgoG2KTI’1n ksiloz varliginda Lineweaver- grafigi
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3.5.3. Optimum Sicakhk

AgoG2KTI'mnn 27, 35, 41, 50, 55, 58, 65, 70, 75, 78, 84, 87, 90, 95, 100°C’lerde
aktivitesi Olciilerek enzimin caligmasina sicakligin etkisi arastirildi ve sicaklik-aktivite
grafigi olusturuldu. Olusturulan ilk grafige gore 84-87°C araliginda bulunan aktivite
degerlerinin birbirine oldukg¢a yakin oldugu gozlendi. Bu nedenle daha dogru bir optimum
sicaklik belirlemek icin deney 84, 85, 86 ve 87°C’lerde tekrarlandi. Bu sicakliklarda
Olciilen aktivitelere gore olusturulan sicaklik-aktivite grafigi Sekil 8’de gosterildi. Sonug
olarak enzimin optimum sicakligir 85°C olarak belirlendi, sonraki deneylerde reaksiyonlar

bu sicaklikta gerceklestirildi.
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Sekil 8. Optimum Sicaklik- Aktivite grafigi
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3.5.4. Optimum pH

pH'min KI aktivitesi lizerine etkisi pH 4 - 9,5 aralifindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite dl¢iimlerine gore pH-
Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 9’da da goriildiigii iizere KI aktivitesi en yiiksek 6,5

pH’ya sahip tamponda gozlendi.

4 ™
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Sekil 9. pH - KI aktivite grafigi
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3.5.5. Isil Kararhhik

AgoG2KI'ini 95, 90, 85, 80, 55 °C’lerde ve oda sicakliginda 0. dk’dan itibaren
farkli zaman araliklarinda aktivite 6l¢iimleri alindi ve alinan bu 6lciimler degerlendirilerek
bu sicakliklarda enzimin kararliligi belirlendi (Sekil 10). Yapilan deney sonucunda
enzimin oda sicaklifinda aktivitesini kaybetmedigi belirlendi. 95 ve 90°C’lik
uygulamalarda enzimin 4-6 saat gibi kisa bir siirede tiim aktivitesini kaybettigi belirlendi.
Sekil 9’da da goriildiigii gibi enzimin optimum c¢alisma sicaklifi olan 85°C’lik
uygulamalarda ise 50 saat sonunda enzim aktivitesinin yariya diistiigii belirlendi. Oda

sicakliginda ise enzimin kararliligini korudugu belirlendi.

120

100

- ; = == = L
p T = L il |
o . —— Lo —
é v \\ -.-93
@ . )
g \ | ’ "
40
-« =80
20 =55
& | —0=25
0 T T T T T 1
0 20 L0 60 80 100 120
Zaman (Saat)

o

Sekil 10. KI'mn sicaklik kararliliginin zamana kars1 degisim grafigi
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3.5.6. pH Kararlhihg:

AgoG2KI'1n pH kararliligini belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii pH’s1 5 ile 10 arasinda
degisen tamponlar icerisinde +4°C’de (buzdolabinda) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
yapilan aktivite denemeleri sonucunda enzimin, 6 ve 6,5 pH’larda oldukca kararli oldugu
belirlendi. Daha yukar1 (pH 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 ve 10) ve asag1 pH degerlerinde (pH 5, 5,5
ve 6) ise enzim aktivitesinin 15 giiniin sonunda yariya indigi belirlendi (sekil 11). Enzim
aktivitesinin % olarak zamana gore degisiminin grafigini cizerken ilk alinan aktivite degeri

% 100 kabul edildi.

120 A

100 ‘l—i\k
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Sekil 11. KI'm pH kararliliginin zamana kars1 degisim grafigi
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3.5.7. Aktivator Etkisi

Co*?, Mg** ve Mn** gibi bivalent katyon iyonlarimin KI aktivitesi iizerine olan
etkisi, 1, 5, 10 ve 30 mM konsantrasyonlarda metal iyonu varliginda bir dizi reaksiyon ile
belirlendi (Sekil 12). Yapilan Deneyler sonucunda enzimin Co**, Mg ve Mn*? iyonlar
yok iken oldukca diisiik aktivite gosterdigi, yani KI aktivitesi i¢in bivalent bir metal

iyonuna ihtiya¢ duyuldugu belirlendi. Ayrica en yiiksek aktivite 5 mM Mn** varlhiginda

gozlendi.
( 400 )
350
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&
<250 _—
e
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'E 200 H Metal yok
K m Mg+2
5 150 &
- Mri+2
100 -
W Co+2
50 -
0 | T T T T
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Metal ivonu konsantrasyonu
N /

Sekil 12. KI aktivitesi iizerine farkli konsantrasyonlardaki farkli metal iyonlarinin
aktivator etkisi

Deneyin ikinci asamasinda, KI aktivitesi iizerine Mg>*, Co>*, Mn*" iyonlarinin
farkli konsantrasyonlardaki karisimlarinin etkisi arastirildi. Enzimin metal iyonu olmadan
gosterdigi aktivite degeri %100 kabul edildi. Diger metal iyonlar1 kombinasyonlarinin KI
aktivitesi iizerine etkisi % aktivite iizerinden hesaplandi. Sonuclar Tablo 6’da

goziikkmektedir.
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Tablo 6. A. gonensis G2" KI'a farkli metal iyonlarinin farkli konsantrasyonlarda
ikili etkisi

% Aktivite

Metal Iyonu
Metal Iyonu yokken 100
Mg** (10 Mm) - Co™ (1 Mm) 325
Mg (30 Mm) - Co** (5 Mm) 203
Mn** (10 Mm) - Co** (1 Mm) 257
Mn** (30 Mm) - Co”* (5 Mm) 287

3.5.8. inhibitor Etkisi

AgoG2KI aktivitesi iizerine metal iyonlarinin inhibitor etkisi; Cd*, Ca*, Hg",
Ni*%, Zn**, Fe*> ve Cu" bivalent metal iyonlarmin kloriir ve siilfat tuzlari ile
gerceklestirildi.  Sekil 13°de de goriildiigii gibi Cd*?, Hg™, Zn**, Fe* ve Cu™ metal

iyonlar1 AgoG2KI aktivitesinin % 20’nin altina diistirmiistiir.
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Sekil 13. KI aktivitesi iizerine farkli metal iyonlarinin inhibitor etkisi
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3.5.9. HPLC ile Molekiiler Agirhigin Belirlenmesi

Yapilan HPLC Isleminde, 20,5. dk’da Apoferritin (443 kDa), 23. dk’da B-amilaz
(200 kDa), 24,3. dk’da Ksiloz Izomeraz (180 kDa), 25. dk’da Alkol dehidrogenaz (150
kDa), 27. dk’da 66 kDa BSA, 32. dk’da Karbonik anhidraz (29 kDa) eliie edildi. 24,3.
dk’da eliie edilen KI'1n molekiiler agirligi 180 kDa olarak hesaplandi.

3.5.9. izoelektrik Noktasi Tayini

A. gonensis G2" KI’smin izoelektrik noktas1 Tagldent EXPASy adli internet tabanl
licretsiz bilgisayar yazilimi ile aminoasit dizilimi kullamilarak teorik olarak hesaplandi. A.

gonensis G2* KUsimin izoelektrik noktasi 6.1 olarak belirlendi.



4. TARTISMA

Bu calismada Génen kaplicalarindan izole edilen A. gonensis G2"a ait KI enzimini
kodlayan genin klonlanmasimna ve enzimin biyokimyasal ozelliklerinin ve kinetik
parametrelerinin ortaya konulmasina calisilmistir.

A. gonensis G2" KI geninin 530 baz ¢iftlik bir kismu daha énce yapilan ¢alismalar
ile belirlenmisti (Karaoglu, H., 2004). Bu tez kapsaminda oncelikle, genin tiim baz dizilimi
aciga cikarilmistir. Sonrasinda, A. gonensis G2" KI’s1 Genbank’taki diger bakterilerin KI
genleriyle aminoasit dizilimleri dikkate alinarak karsilagtirllmistir. Bu karsilagtirma
sonuclarina  gore AgoG2KI’st amino asit dizilimleri bakimindan;  Bacillus
stearothermophilus ~ ve  Geobacillus  stearothermophilus’a %90,  Geobacillus
thermodenitrificans ve Geobacillus kaustophilus’a %89, Bacillus halodurans’a %79,
Bacillus clausii’e %78, Bacillus cereus’a %76, Bacillus subtilis’e %76, Bacillus
megaterium’a %77, Bacillus coagulans’a %75 ve daha bircok bakterinin KI genine de
%70’in tizerinde benzerlik gostermektedir. Genel olarak bakildiginda KI’lar aminoasit
dizilimlerine gore iki grup altinda siniflandirilirlar (Bhosale ve ark.,1996). Tipl KI'lar N-
Terminal ucunda 30 ila 40 aminoasitlik bir fazlalik parca bulunmaktadir ve bu enzimler
birbirlerine aminoasit dizilimi bakimindan olduk¢a benzerdir. Genbank’ta yapilan bu
karsilastirma sonucunda AgoG2KTI’sinin Tip1 KI'lara benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

A. gonensis G2" KI geni Xyla_Ex_F1 ve Xyla_Ex_R1 primerleri kullanilarak pET-
28a(+) ekspresyon vektoriine, C-terminalinde HisTag kuyrugu icerecek sekilde klonlanmis
ve E.coli BL21(DE3) susunda ekspres edilmistir. Ancak, bu hiicreden izole edilen hiicre
oziitiinde yapilan KI aktivite ¢alismalarinda aktivitenin ¢ok diisiik oldugu gdzlenmistir. Bu
durumda proteinin karboksil ucuna taktigimiz HisTag kuyrugunun proteinin aktivitesi
tizerinde olumsuz bir etki yaptig1 anlasiimistir. Bu sebepten enzimi vektor igerisine HisTag
kuyrugu olmadan klonlanmasina karar verilmis ve Xyla_Ex_F1 ve Xyla_Ex_R?2 primerleri
kullanilarak, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Klonlama sonrasi elde
edilen hiicre oziitiinde yiiksek KI aktivitesi gdzlenmesi bir dnceki klonlamadaki aktivite
kaybina sebebin HisTag kuyrugu oldugunu gostermektedir.

Yukarida anlatildign sekilde elde edilen hiicre 6ziitii mezofilik olan E.coli BL21
hiicresinden elde edilmistir. Dolayist ile ekspresyon vektoriinden ¢ogaltilan enzimimiz

diginda diger tiim proteinler mezofilik karakterde olduklarindan dolay1 kisa siireli bir sicak
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soku uygulamasinda mezofilik karakterdeki proteinlerin ¢ok biiyiik bir boliimii denatiire
olmaktadir. Termofilik karakterli enzimimiz ise bu durumdan etkilenmemektedir.
Kuyruksuz KI enzimi igeren hiicre Oziitiine, HisTag ile saflastirma yapmayacagimizdan
dolayi, daha fazla saflastirma saglayabilmek i¢in 15 dakika 75°C’lik bir 1s1 soku
uygulamast yapilmistir. Is1 soku sonrasi parcalanan tiim proteinler 14.800 rpm’de 15 dk
santrifiij edilerek uzaklastirilldi. Boylelikle kolon kromatografisi 6ncesi 4,3 katlik bir 6n
saflastirma islemi yapilmistir.

Karakterizasyon c¢alismalar1 enzim aktivasyonu {izerinden yapilmaktadir. Bu
calisgmada enzim aktivasyonu, reaksiyon sonucu acia ¢ikan D-ksiluloz miktarina gore
belirlenmektedir. Dolayist ile ksiloz izomeraz enzimin karakterizasyonun yapilabilmesi
icin reaksiyon sonrasinda aciga c¢ikan D-ksiluloz miktarinin belirlenmesi gerekmektedir.
Olusan D-ksiluloz miktar1 Dische ve arkadaslarinin (1951) gelistirdikleri sistein-karbozol-
siilfirik asit metoduyla belirlenmektedir. A¢iga ¢ikan D-ksiluloz, bu reaksiyon sonrasinda,
pembe-mor renkli bir iiriine doniismektedir. Bir ¢ozelti icerisindeki D-ksiluloz miktar1 540
nm dalga boyunda yapilan spektroskopik Ol¢iimler sonrast olusturulan D-ksiluloz
standardindan belirlenebilmektedir. Reaksiyon sonrasinda 6zellikle analiz yapilacak ornek
icerisinde yiiksek miktarda D-ksiluloz bulunmasi durumunda yiiksek miktarlarda renkli
iriin olugmaktadir. Bu durum ise 6zellikle belli bir yogunluktan sonra spektrofotometrede
gercek degerinin altinda 6l¢iim alinmasina sebep olmaktadir. Lambert-Beer Kanunu olarak
bilinen bu durum sonucunda artan D-ksiluloz icerigine kars1 belli bir noktadan sonra alinan
Olctimlerin gergegi yansitmadigi saptanmistir. Bu sonuca, yiiksek miktarlarda enzim igeren
ekpresyon vektorii ile elde edilen ve saflastirilan enzim oziitii ile yapilan caligmalar
sonrasinda varilmistir. Bu oziitle yapilan deneyler sonucunda reaksiyon sonrasi olusan
cozeltinin en az 30 kat hatta bazen 50 kat seyreltilmesi gerektigi tespit edilmistir.
Seyreltme islemi reaksiyon bittikten sonra yapilmalidir. Enzimi seyreltmek ¢6ziim degildir.
Ciinkii ozellikle substrat olan D-ksilozun konsantrasyonunu arttirdigimizda D-ksilozdan
meydana gelen renklenme (ki D-ksilozda D-ksiluloza nazaran ¢ok az da olsa belli bir
oranda renk olusturmaktadir) D-ksilulozdan meydana geleni baskilamaktadir. Enzimi
seyreltmeksizin reaksiyon bittikten sonra yapilan seyretme isleminde D-ksiloz da D-
ksiluloz ile birlikte seyrelecegi icin deneyin sonuglarini etkilememektedir.

Yapilan optimum pH c¢alismalart sonucunda A. gonensis G2" KI'min optimum pH
degeri 6,5 olarak bulunmustur. Thermoanaerobacterium sp. (Liu ve ark., 1996),

Actinoplanes missouriensis (Van Tillbeurgh ve ark., 1992), Lactobacillus brevis
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(Yamanaka, 1975) ve Thermus aquaticus (Lehmbacher, 1990) KI'lar1 haricindeki diger
KI'larin optimum pH degeri 6,5’ten daha yiiksektir. Bu 6zelligi ile enzimi bircok
mikroorganizmanin KI’sina gore, daha asidik bir ortamda ¢alismaktadir.

A. gonensis G2' KI'in optimum calisma sicakligt 85°C olarak bulunmustur.
Literatiirde yapilan incelemelerde ise benzer sekilde Streptomyces sp. (Inyang ve ark.,
1995) ve Bacillus sp.( Chauthaiwale ve ark., 1994) tiirlerine ait KI’in optimum calisma
sicakliklarinin da 85°C oldugu goriilmektedir. Thermotoga neapolitana KI'inin ise
optimum 95°C’de calistig belirtilmistir. (Hess ve ark., 1998). Bu KI’lar haricindeki diger
KI'lar genel olarak optimum 60°C ile 80°C arasinda aktivite gdstermektedirler (Bhosale
ve ark.,1996). Bu verilere dayanilarak, 85°C’lik optimum ¢alisma sicakligi ile A. gonensis
G2" KI’simin oldukga termofilik bir enzim oldugu séylenebilir.

KI, D-ksilozdan etanol iiretiminde endiistriyel olarak kullanilmaktadir. D-ksilozdan
etanol iretiminde diisiik fermentasyon oram gozlenmesine ve diisiik iiriin verimliligi elde
edilmesine ragmen su anda ksilozun izomerizasyonunu ve etanole fermentasyonunu es
zamanda saglamak amaciyla KI geninin mayalara transfer edilmesi caligmalari hizla
artmaktadir (Chaing ve ark., 1981; Chan ve ark., 1989; Gong ve ark., 1981; Schneider ve
ark., 1981; Wang ve ark., 1980). Fakat boylesi bir calisma optimum calisma sicaklig
85°C olan A. gonensis G2* KI’s1 i¢in uygun degildir. Ancak, optimum calisma sicakligi
90°C olan Thermus thermophilus KI‘inin etanol iiretmek amaciyla, yapilan mutasyonlarla
optimum sicakliginin 60°C’ye diisiiriilerek Saccharomyces cerevisiae’ye aktarildigi (Léhn
ve ark.,, 2003) rapor edilmistir. Boyle bir calisma AgoG2KI icinde miimkiin gibi
goziikmektedir.

Yapilan kinetik ¢alismalar sonucunda A. gonensis G2" KI'min K,, degeri 25+2 mM
olarak hesaplanmistir. Enzim veri bankasindan (BRENDA) yapilan karsilastirmalar
sonucundan (Bacillus coagulans KI K,, degeri 1,1 mM, Lactobacillus lactis KI K,, degeri
2,25 mM, Thermus thermophilus KI K, degeri 3,44 mM, Bacillus sp. KI K, degeri 6,6
mM, Thermus aquaticus Kl K,, degeri 15 mM) D-ksiloz substrat:1 ile ilgili bu degerin
oldukca yiiksek bir deger oldugu goriilmektedir. Buradan A. gonensis G2* KI’smin D-
ksiloza olan ilgisinin diger KI'lar ile karsilastirildiginda genel olarak daha az oldugu
sOylenebilir.

Yapilan kararlilik ¢alismalar sonucuna A. gonensis G2 KI'sinin gerek pH gerekse
11l olarak oldukga kararli oldugu ortaya ¢ikmistir. Enzimin optimum caligsma sicakligi olan

85°C’lik uygulamalarda, 50 saat sonunda enzim aktivitesinin yariya diistiigii belirlenmistir.
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Oda sicakliginda ise enzimin kararliligin1 korudugu belirlendi. Literatiirde yapilan
karsilastirmalarda (Bacillus coagulans KI’s1 pH 9’da, 50°C’de, 60 dk’lik uygulamalarda
%20 aktivite kaybetmektedir, Bacillus coagulans KI’st pH 4’te, 50°C’de, 60 dk’lik
uygulamalarda tamamen inaktiftir; Bacillus sp. KI’s1 80°C’de 10 dk kararhdir; Bacillus sp.
KI’s1 60°C’de 60 dk sonunda %35 aktivite kaybetmektedir; Bifidobacterium adolescentis
KI's1 pH 6°da, 8°C’lik, 18 saatlik uygulamalarda %50 aktivite kaybetmektedir) diger
KT'lara gore oldukga kararli oldugu goziikmektedir.

Ksiloz, Saccharomyces cerevisiae’yr da igeren bircok maya tarafindan iki
basamakli bir islemle fermente edilmektedir. Bu islemde, ilk olarak ksiloz KI ile hiicre
disinda ksiluloza izomerize edilir. Ikinci basamakta, ksiluloz mayalarla etanole fermente
olur. Bu nedenle, ucuz KI tiretimi endiistriyel kullanim ag¢isindan 6nemlidir. Bu ¢alismada,
KI enziminin E.coli BL21(DE3) susuna pET-28a(+) ekspresyon vektoriiyle aktarilmis
olmas1 bize enzimi ¢ok iiretme sans1 verdigi icin A. gonensis G2 KI's1 endiistriyel olarak
onemlidir. Ancak, enzimin ksiloza kars1 K, degerinin mutasyonlarla diisiiriilmesi
gerekmektedir.

Bu tezde ilk kez bir Anoxybacillus KI’s1 incelenmistir ve bu cins icerisindeki diger
bakteri suslarinda yapilacak KI enzimi ¢alismalari i¢in yol gosterici oldugundan akademik

yonden de onemlidir.



5. SONUCLAR

Bu calisma da A. gonensis G2" KI geninin tamamimn baz dizilimi belirlendi ve
expresyon vektoriine klonlandi. Gen ekspres edildikten sonra, gen iiriinii olan enzim
saflastirildi.  Saflagtinlan KI'nin kinetik parametreleri, optimum pH’si, pH ve 1s1
kararhiligi, aktivatorleri ve inhibitorleri belirlendi.

Anoxybacillus gonensis G2' ‘nin KI aktivitesine sahip oldugu Belfaquih ve
arkadaslarinin (2000) gelistirmis oldugu aktivite deneyi kullanilarak gosterildi. A. gonensis
G2"nin yiiksek KI aktivitesine sahip oldugu saptand.

Yiiksek KI aktivitesine sahip oldugu saptanan A. gonensis G2"nin daha 6nce
belirlenmis olan 530 baz ¢iftlik kismina ek olarak, genin geriye kalan kismi da bulunarak
KI geninin 1326 bp’lik baz dizilimi tamamen belirlendi. Elde edilen baz dizilimi
Genbank’taki diger bakterilerin KI genleriyle aminoasit dizilimleri dikkate alinarak
karsilastirildi.

Baz dizilimi belirlenen A. gonensis G2" KI geni pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
HisTag kuyrugu icerecek sekilde klonlandi. Bu gen E.coli BL21(DE3) susunda ekspres
edildi. Ancak, bu hiicreden izole edilen hiicre 6ziitiinde yapilan KI aktivite caligsmalarinda
aktivitenin ¢ok diisiik oldugu gozlendi (spesifik aktivite: 0,05 U/mg). Aktivitenin diisiik
gozlenmesi nedeniyle gen, pET-28a(+) ekspresyon vektorine HisTag kuyrugu
icermeyecek sekilde klonlandi. Bu gen E.coli BL21(DE3) susunda ekspres edildi. Yapilan
KI aktivite deneyi sonucunda yiiksek aktivite gozlendi (spesifik aktivite: 3,18 U/mg). Yani,
HisTaq kuyrugu KI aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir

Ekspres edilen gen iiriinii 1s1 soku uygulamasi, iyon degisimi ve hidrofobik degisim
kromatografisiyle %73,14 verimle, 10,98 kat saflastirild.

Karakterizasyon deneylerinde kullanilacak enzim miktart 0,5 pg olarak belirlendi.
Yapilan kinetik ¢aligmalar sonucu KI’'nin D-ksiloz i¢in K, degeri 25+2 mM, V,,,, degeri
0,12958 £0,002 pmol/dk olarak hesaplandi. Literatiirde yapilan karsilastirma sonucu
KI'nin D-ksiloz i¢in Km’sinin ¢ok yiiksek oldugu belirlendi. Enzimin optimum calisma
sicakligi 85 °C, optimum calisma pH’s1 6,5 bulundu. Yapilan deney sonucunda enzimin
oda sicakliginda ve optimum pH’sinda (pH 6,5) aktivitesini kaybetmedigi belirlendi. A.
gonensis G2"nin biiyiime sicaklig1 olan 55°C’lik uygulamada, optimum pH’sinda (pH 6,5)

enzimin ¢ok az bir aktivite kaybiyla kararliligin1 korudugu belirlendi. Enzimin optimum
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calisma sicakligi olan 85°C’lik uygulamalarda ise 50 saat sonunda enzim aktivitesinin
yartya diistiigi belirlendi. 95 ve 90°C’lik uygulamalarda enzimin 4-6 saat gibi kisa bir
siirede tiim aktivitesini kaybettigi belirlendi. Enzimin, 6 ve 6,5 pH’larda oldukca kararl
oldugu belirlendi. Daha yukari ve asag1 pH degerlerinde ise enzim aktivitesinin 15 giiniin
sonunda yariya indigi belirlendi. KI'nin aktivite gostermek icin Co™, Mg™ ve Mn**
bivalent katyon iyonlarindan birine ihtiya¢ duydugu belirlendi. Ancak en ¢ok aktiviteyi 5
mM Mn*? iyonu varliginda gosterdigi belirlendi.

Yapilan inhibitér deneyleri sonucunda Cd*, Hg*, Zn*, Fe** ve Cu*’ metal
iyonlarinin AgoG2KI aktivitesini % 20’nin altina diisiirdiigii belirlendi.

Teorik olarak yapilan hesaplamalar ile enzimin izolektrik noktas1 6.1 bulundu.

Yapilan HPLC sonucunda AgoG2KI molekiiler agirligi 180 kDa olarak hesaplandi.



6. ONERILER

KI, hiicre i¢inde D-ksilozu D-ksiluloza izomerize eder. Enzimin bu 6zelligi mayalar
tarafindan alkole fermente edilebilen ksilulozun iiretilmesinde kullanilir. Fosil yakitlarinin
hizla tiikenmekte oldugu goz Oniine alinirsa, yenilenebilir biokiitlenin fermentasyon yolu
ile alkol iiretimin ham maddesi olabilecek sekerlere doniistiiriilebilmesi olduk¢a énemli bir
olaydir. Bu nedenle daha once calisgiimamus A. gonensis G2' KI enzimini calisarak,
endiistriyel acidan 6nemli bir enzim ac¢iga cikarmak amaglandi. Ancak, enzimin ksiloza
kars1 yiiksek K,,’ye sahip olmasi endiistriyel kullanim agisindan degerini azaltmaktadir. Bu
nedenle enzimin ksiloza kars1 K,,’sini diisiirmeye yonelik mutasyonlarin yapilmasi faydal
olacaktir. Enzimin pH ve 1s1l kararliliginin ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir. Eger K, ‘yi
diisiirmeye yonelik mutasyonlar gergeklestirilirse, bu mutasyonlarin pH ve 1s1l kararhiliga
etkisinin arastirilmasi gerekmektedir.

Gliniimiizde bilimsel aragtirmalar, KI geninin mayalara aktarilmasiyla ksilozun
alkole kendiliginden fermentasyonunun saglanmasi iizerine yogunlasmistir. A. gonensis G2
geninin mayalara transfer edilerek, etanol iiretiminde kullanilabilmesi i¢in enzimin 85 °C
olan optimum calisma sicakliginin mutasyonlar araciligiyla diisiiriilmesi gerekmektedir
gerekmektedir.

Ksilozun hiicre disinda KI ile ksiluloza izomerize edildikten sonra mayalar
tarafindan etanole fermente edilmesi de etanol iiretmek icin arastirilan diger bir
yaklagimdir. Bu nedenle KI iiretim maliyetini diisiirmek amaciyla, KI'nin tekrar tekrar
kullanimini saglamak icin enzimi immobilize etmek faydali olabilir.

Yapilan calismalarda, AgoG2KI'in -20°C’de saklandiktan sonra, ¢oziilmesinin
enzimde aktivite kaybina neden oldugu saptanmistir. Bu nedenle enzimin -20°C yerine
4 °C’de saklanmasi uygundur. Enzimi -20°C’de saklayabilmek i¢in ise saklama tamponu
iceriginin belirlenmesi gereklidir.

Bu calismada enzimin pH ve 1s1l kararliligina farkli metal iyonlarinin etkisi
arastirilmamistir. Farkli metal iyonlarinin pH ve 1s1l kararliliga etkisinin ¢aligilmasi faydal
olacaktir.

KI'in karakterizasyon calismasinin tamamlanabilmesi icin: izoelektrik focusing

yontemi ile enzimin izoelektrik noktasinin bulunmasi gerekmektedir.
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