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ONSOZ

Anoxybacillus gonensis ksiloz izomeraz H99E mutantinin saflastirilmast  ve
karakterizasyonu konulu tez ¢alismasi Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

Caligmalarmu ytirtitiirken gerek deneyler sirasinda gerekse tezimin yazimi sirasinda her
tiirlii degerli bilgisini ve fikirlerini benimle paylasan, destegi benden esirgemeyerek yardimci
olan damisman hocam Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’e, hocam Yrd. Dog. Sabriye
CANAKCT YA sonsuz tesekkiirii bir borg¢ bilirim. Yiiksek lisans egitimim silirecinde benden
her tiirlii bilgisini ve yardimlarmi esirgemeyen Hakan KARAOGLU 'na, bilgilerini benimle
paylasan ve desteklerini hep yanimda hissettigim Yusuf BEKTAS a, Fatih Saban BERIS e ve
Cemal SANDALLI’ya ve arkadaslarim Dilsat COLAK’a, Derya Y ANMIS, Kadriye INAN’a,
Mutlu GULTEPE’ye, Ugur UZUNER’e Fulya AY’a, Murat KACAGAN’a, Pinar
YESILGIL’e, Elif SEVIM’e, Zeliha CEVHER e tesekkiirii bir borg bilim. Yine degerli bilgi,
deneyimlerini benimle paylasan ve gerek cihaz gerekse malzeme kullanimi konusunda
gostermis olduklart anlayistan Gtiirii Mikrobiyoloji Laboratuart Hocalar1 ve calisanlarina,
Bitki Fizyolojisi laboratuar1 hocalar1 ve calisanlarina, Botanik Laboratuar1 hocalar1 ve
calisanlarina, Zooloji Laboratuari hocasi ve c¢alisanlarina, Kimya Boliimii Biyokimya
Laboratuar1 hocalar1 ve ¢aliganlarina tesekkiir eder, saygilarimi sunarim.

Ayrica benden maddi ve manevi destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen ve haklarni hig
bir zaman O6deyemeyecefim sevgili anneme, babama, kardeslerime ve tiim dostlarima
tesekkiir ederim. Ayrica sekiz yildir kahrimi ¢eken degerli dostum sevgili Hatice NAR’a, tiim
Biyoloji Boliimii elemanlarma ve gerek izin gerekse manevi desteklerini hep {izerimde
hissettigim Trabzon Gilimrilkk ve Muhafaza Basmidiirligii bilinyesinde caligan glimriik
muhafaza basta olmak iizere herkese ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak varligiyla, yaptiklariyla bana gili¢ veren her zaman yanimda olan en iyi
arkadasim, degerli esim Alper KIZILTAS a yaptigi her sey i¢in tesekkiir ederim.
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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 i¢inde D-ksilozun D-ksiluloza
izomerizasyonunu, hiicre disinda D-glukozun D-fruktoza izomerizasyonunu katalizler. KI/GI
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 6nemlidir. Sahip oldugu yiiksek ticari 6nem nedeniyle
enzimin mikroorganizma kaynaklari, oOzellikleri, c¢alisma mekanizmasi, 0Ozelliklerinin
iyilestirilmesi ve immobilizasyonu gibi konular yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Bu ¢aligma
Aoxybacillus gonensis ksiloz H99E mutantinin saflagtirilmasini ve karakterizasyonunu
icermektedir. Bu ¢alismada mutant tip gen {iriinil 151 soku, iyon degisimi kolon kromatografisi
ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamalariyla saflastirildi ve elde edilen saf
enzim karakterize edildi. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz ve ksiloz izomeraz aktivitesi
icin optimum sicakliklart 85°C olarak o6lgiildii. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz ve
ksiloz izomeraz aktivitesi i¢in optimum pH’larida 6,5 olarak 6l¢tildi. KI H99E mutantinin
glukoz aktivitesi i¢in K, ’s1 589,97 = 10 mM, Vux 5,92 £ 2 pmol/dk/mg hesaplandi. KI HO9E
mutantmin ksiloz aktivitesi i¢in K, degeri 31,88 £ 10mM, V., degeri 6,52 = 2 pumol/dk/mg
olarak hesaplandi. KI H99E mutantinin optimum c¢alisma sicakligi olan (85°C) ve optimum
pH’da (pH 6,5), glukoz izomeraz aktivitesinin yarisini 2 saatte kaybettigi belirlendi. Ksiloz
izomeraz aktivitesinin ise 3,5-4 saat sonunda yariya diistiigii belirlendi. Ayrica pH 6 ve 6,5°da
(4°C) 10 saat sonunda KI H99E mutantinin glukoz izomeraz ve ksiloz izomeraz aktivitesini

kaybetmedigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: D-ksiloz izomeraz, D-glukoz izomeraz, enzim, saflastirma, mutasyon,
enzim karakterizasyonu



SUMMARY

Purification and Characterization of Anoxybacillus gonensis Xylose Isomerase
H99E Mutation

D-xylose isomerase (D-xylose ketol isomerase; E.C. 5.3.1.5) is commonly referred to

as D-glucose isomerase. It catalyzes isomerization of D-xylose to D-xylulose intracellular and
D-glucose to D-fructose extracellular. 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. XI has also been examining 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 been extensively studying.
In the present work, Anoxybacillus génensis xylose isomerase H99E mutant was purified and
characterized. In this work, mutant type gen production purified by classical purification
methods such as heat treatment, ion-exchange chromatography and hydrophobic-interaction
chromatography. The XI H99E mutant was characterized. The optimum temperature for XI
mutant’s glucose and xylose activity was 85 °C, the optimum pH was 6,5. K, and V., values
for XI H99E mutant’s glucose activity were 589,97 £ 10mM and 5,92 + 2 pmol/dk/mg. K,,
and V., values for XI H99E mutant’s xylose activity were 31,88 + 10mM and 6,52 + 2
pmol/dk/mg. It was found that at the end of 2 hours at 85 °C (pH 6,5) reduced activity of XI
HO99E mutant’s xylose activity to half and also it was found that at the end of 3,5-4 hours at 85
°C (pH 6,5) reduced activity of XI H99E mutant’s xylose activity to half and the enzyme
was stable in pH 6 and 6,5 at 4 °C.

Key Words: Anoxybacillus gonensis, D-xylose isomerase, prufication of enzyme,
characterization of enzyme, mutation
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Canlilarda meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar1 gerceklestiren katalizorlere enzim
denir. Enzimler hiicre icerisinde meydana gelen binlerce tepkimenin hizini ve 6zgilligiinii
diizenlerler. Cogu kez hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Canli hiicrelerde reaksiyonlar
genellikle 0-50°C; c¢ogunlukla da 20-42°C arasinda meydana gelir. Bu sicaklikta
reaksiyonlarin olugsmasi biyokatalizér denen enzim ya da fermentlerle olur. Bu, aktivasyon
enerjisinin diisiiriilmesi ile basarilir. Onceleri "E n z i m" terimi, sindirim kanalindaki gibi bir
cozelti ya da sivi igerisinde etki ettigi durumlar i¢in kullanilirdi [1]; buna karsin "Ferment =
Maya" terimi ise hamur mayasinda oldugu gibi, hiicreye bagli oldugu durumlarda
kullanilmigtir. Buchner (1897) [1] , fermentlerin de hiicre disinda etki ettigini bulunca iki
terim arasindaki farklilik ortadan kalkmig oldu. Bugiin yaygm olarak kullanilan enzimlerden
bazilar1 sunlardir: proteolitik enzimler, amilolitik enzimler, glukoz izomeraz (GI), pektolitik
enzimler, seliilazlar, galaktozidazlardir.

Bunlardan glukoz (ksiloz) izomeraz (E.C.5.3.1.5) besin ve i¢ecek endiistrisinde siikroz
gibi tatli olan seker karisimlarinin mikrobiyal {iretiminde dnemli bir role sahiptir ve glukozu
geri doniisiimlii olarak fruktoza gevirir. Ayrica bir¢ok mikroorganizma tarafindan hiicre-ici
(intracellular) karakterde sentezlenmekte ve oOzellikle fruktoz igceren misir suruplarinin
tiretiminde kullanilmaktadir. Enzim bir¢ok mikroorganizma tarafindan yiiksek verimlilikte
sentezlenir bunlara Ornek olarak; Actinomyces phaeochromogenes, Aerobacter aerogenes,
Actinoplanes missourienses, Bacillus coagulans, Bacilllus stearothermophilus, Lactobacillus
brevis, Pseudomonas hydrophila, Streptomyces phaeochromogenes, Streptomyces albus,
Streptomyces bikiniensis tiirlerini vermek miimkiindiir [2]. Ozellikle, Bacillus, Arthrobacter
ve Streptomycetes tiirleri'nden elde edilen glikoz izomerazlar, ticari degere sahiptir [3].

Glukoz (ksiloz) izomeraz iireten mikroorganizmalarin genellikle mezofilik ve termofilik
karakterde oldugu ve enzim iiretiminin, bakteri liremesinin idofaz (Streptomyces tiirleri) ile
triofaz (Bacillus tiirleri) evrelerinde yliksek miktarlarda sentezlendigi saptanmistir [4]. Yine
yiikksek verimlilikte enzim {iretimi i¢in inkiibasyon sicakligmi 28-30 °C, pH'nin 7,0-8,5
oldugu saptanmustir [5]. Glukoz izomeraz enzimi, aldo formundaki (glukoz) basit sekerleri

keto formuna (fruktoz) izomerize eder ve katalitik aktivitesi icin Mg™* ve Co"> gibi divalent



katyonlara gereksinim duyar [6]. Magnezyum, enzimin katalitik aktivitesinde aktivator olarak
rol oynarken, kobalt, enzimin sicaklia kars1 dayanikliligini arttirmaktadir [7]. Fakat kobaltin
tepkime reaksiyonlarinda kullanilmasi bu katyonun toksik ve cevresel tehlike arz etmesi
nedeniyle pek tercih edilmemektedir. [8]. Bu yiizden, glukoz izomerazi Co™ katyonuna
ihtiyac duymayan mikroorganizmalardan iiretimi amacglanmistir. Bu c¢ergevede yapilan
aragtimalarda bazi1 Aerobacter tiirlerinden (4. aerogenes) kobalta gereksinim duymayan enzim
iiretimi gergeklestirilmistir [9]. Yine, Ca™ glukoz izomeraz igin inhibitér bir katyon olarak
bilinmektedir [10].

Bir¢cok mikroorganizma glukoz izomeraz iiretiminde indiikleyici madde olarak ksiloza
gereksinim duymaktadir [11]. Ticari acidan glukoz izomeraz iiretiminde saf ksiloz pahali
olmas1 nedeniyle pek tercih edilmez. Bu nedenle yapilan bazi arastirmalar, ksilozun yerine
gegebilecek musir kabugu, musir kocani, ksilan ve saman gibi yapilarinda ksiloz bulunan
bitkisel kaynakli maddelerin enzim iiretiminde kullanilabilecegini gostermistir [12].

Son yillarda yapilan caligmalarda glukoz izomerazin fungus kokenli tretimi
hedeflenmistir [13]. Ciinkii fungus kokenli glukoz izomerazlarin fruktoz suruplarimin
iiretiminde kullanilmasi halinde bazi avantajlar olugmaktadir. Birincisi, enzimin hiicre-dis1
karakterde olmas1 ticari olarak enzim {liretiminde Ozellikle enzim saflastirilmasinda bazi
saflastirma adimlarini ortadan kaldirir. Ikincisi fungus kaynakli glukoz izomerazin reaksiyon

ortaminda kobalta gereksinim duymamasidir.

1.2. Ksiloz izomeraz Ve Hfcr(High Fructose Corn Syrup)

Glinlimiizde ksiloz izomeraz (KI) (D-ksiloz ketol izomeraz; EC 5.3.1.5) glukoz
izomeraz olarak da bilinir. KI hiicre i¢inde D-ksilozun D-ksiluloza hiicre disinda da D-
glukozun D-fruktoza izomerizasyonunu gerceklestirir,(Sekil 1). Ksilozun ksiluloza doniisiimii
bakteride beslenme ihtiyacit yaratr ve bdylece hem bitki materyallerinin parcalanarak
bozunmasina hem de hemiseliillozun etanole doniisiimii gerceklesmis olur. Yine giiniimiizde
yenilenebilir kaynaklarin fermente edilebilen seker ve etanole doniistiiriilmesi hizla tiiketilen
fosil yakitlar agisindan 6nemli bir gelismedir. Glukozun fruktoza doniisiimii yiiksek fruktoz
misir surup (HFCS) [14] endiistrisinde ticari agidan biiyiik 6neme sahiptir. KI yiyecek
endiistrisinde ve en fazla iiretilen iic degerli enzimden biri olmasi agisinda 6nemli bir
enzimdir. Diger iki enzim ise amilaz ve proteazdir [15]. Misir nisastasindan HFCS {iretimi {i¢

onemli adimi kapsar (Sekil 2): (1) Nisastanin a-amilazla sivilastirilmasi, (2) Nisastanin



amiloglukosidaz ve pargalayic1 enzimlerle sakarifikasyonu, (3) Glukozun glukoz (ksiloz)
izomerazla izomerizasyonu. Bu iglemler neticesinde son iiriin glukoz, fruktoz ve ¢ok giizel bir
tat veren siikroz karigimini i¢ceren misir surubudur. Glukoz —fruktoz karisiminda oran 1:1 dir
ve bu karsim siikrozdan 1,3, glukozdan da 1,7 kat daha tathdir. Ayrica fiyat olarak da
digerlerine gore daha ekonomiktir. HFCS de kristalizyon agismdan problem olmadigindan
daha ¢ok tercih edilir, hatta fruktoz diyabetik tatlandiricilarda kullanilir. Ciinkii mide de ¢ok
yavag absorbe edilir ve kandaki glukoz seviyesine etki etmez. HFCS’ ler, mesrubat, kabartma

tozu, konserve ve sekerleme endiistrisinde yaygin olarak kullanilir.

HOCH, OH
CH,0H
H O H .
i D- Glukoz (Ksiloz) a\Vl  HQ/cuon
H H < -
HO OH 1zomeraz HO H
H OH D- fruktoz
D- glukoz
H H o CH,0H
o .
! h D- Glukoz (Ksiloz)
H o A\ HO/bm
OH H -
HO Y OH izomeraz
H OH HO H
. D- ksiluloz
D- ksiloz

Sekil 1. D-ksilozun D- ksiluloza , D- glukozun D-fruktoza izomerizasyonu



Nisasta bulamaci NaOH

A

Deiyonize

f

47 Y, Fruktoz

wGIukoamilaz

Sivilagtirma Sakarifikasyon izomerizasyon
pH 6.0 pH4.2-456 pH8.0-8.2
95-105°C 60°C 55 - 60°C
90 d=x 48-96 ===t Streptomyces,
Bacillus licheniformis Aspergillus oryzae, Bacillus,
B. stearothermonhilus Aspergillus niger Actinonlanes

Sekil 2. D-Nisastadan HFCS iiretimi

1.3. Ksiloz izomerazin Yapisi, Sekans Homolojisi Ve Reaksiyon Mekanizmasi

Bugiine kadar KI’larin yapi-gorev iligkilerini aydinlatmak amaciyla ¢esitli
organizmalardan KI kodlayan gen siralar1 karsilastirilmistir. KI’lar aminoasit siralarina ve N-
terminal ugtaki [16] 40-50 birimlik monomerlerine gore iki sinifa ayrilir. Smif I KI’lar 390
aminoasit icerirler, bunlara 6rnek organizmalar sunlardir: Streptomycesspp. ,Actinoplanes
spp., Ampullarielle sp. ,Artrobacter spp. ve Thermus thermophilus.

Smif II KI’lar ise 440 aminoasit igerirler, bunlara 6rnek olarak sunlardir: Escherichia
coli, Bacillus spp.,  Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Thermoanaerobacterium
thermosulfurigines ve Thermotoga spp. KI monomerleri sekiz heliksle sarilmis  silindirlerine
paralel sekiz zincir igerir ve C terminal kuyrugu uzatilmistir. Bu durum KI’'nin komsu
monomerlerle ilisgki kurmasinda genis imkanlar saglar. Aktif bolgedeki ¢ukur silindirin
girisindeki acgiklikla tanimlanmaya calisgilmistir. Bu bdlgeler aynt zamanda hidrofobik
rezidiilerde siralanmigtir. Cukurun alt tarafinda ise aspartat, glutamat ve histidin rezidiileri
bulunur. Bu rezidiiler bivalent iyonlarla ( Co*", Mg®" ve Mn'?) [17] koordineli ¢alisir.
Thermotoga maritima, Thermotoga neopolitana, Thermoanaerobacteriun thermosulfirigenes,
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Escherichia coli, Actinoplanes missouriensis

,Streptomyces rubiginuous, Arthrobacter sp’.nin sekans homolojileri incelenmistir. Bunlardan



ticti stif I KI, besi ise swmif I KI igeriyor. Yapilan ¢aligmalar sonucunda sinif I ve smif 11
enzimleri arasindaki diisiik sekans homolojisine ragmen amino asitlerin substrata baglanma
bolgeleri (H100, T140, E231, K233, D338), metal iyon baglanma bolgeleri (E231, E267,
H270, D295, D306, D308, D338) ve katalizlemede etkili olan bolgelerinin (H100, D103,
D338) tamamen korundugu gézlenmistir. KI'larin alt iinite yapilar1 ve amino asit igerikleri
hakkinda yapilan ¢aligmalar, KI’larin non-kovalalent baglarla birbirine bagl tetramer veya
dimer, birbirine benzer alt {initelerden olustugunu ve disiilfit baglarindan yoksun oldugunu
gostermistir. Giliniimiizde en iyi bilinen KI’lar molekiiler agirlig1 her alt iinite basma 45-50
kDa olan homotetramerlerdir. KI’da enzimin katalitik aktivitesi ve kararliligi i¢in her
monomerde iki divalent katyon bulunmasi gerekir. Yapilan caligmalarda KI’larda iki ayri
metal baglanma bdlgesi (M1 ve M2) aydinlatilmistir: 1) Bu bolgedeki metal iyonu dort
karboksilat grubuyla koordinedir. 2) M2 bolgesinde ise metal bir imidazol ve ii¢ karboksilat
grubuyla koordinedir [17]. Buna gore bu metallerin hem yapisal hem de katalitik metaller
oldugu diistiniilmiistiir. Fakat bu goriisler son zamanda yapilan ¢aligmalarda degerini yitirdi.
Buna gore her iki metalde katalizlemeye girmektedir. [18]. Metal 6zgiinliigii enzim tipine ve
substratin yapisma baglidir. Ornegin Thermus aquaticus smif I KI’dir ve Mn™ varliginda
glukozu daha verimli bir sekilde izomerize ederken ksiloza kars: aktivitesi Co®" varhigmnda
daha fazladir [19]. Yine siuf II KI’lardan olan Bacillus coagulans KI't Mn™ varhiginda
ksilozu ¢ok iyi izomerize ederken fruktoza karsi aktivitesi Co" varliginda daha fazladir [20].
Ksiloz izomerazin kataliz mekanizmasinin aydinlatilamasi i¢in Arthrobacter ve Streptomyces
enzimlerinde X-ray kristallografik caligmalar [21] ve Thermoanaerobacterium
thermosulfirigenes ‘in [22] XylA geninde site-directed mutasyonlar yapilmstir. Elde edilen
biyokimyasal sonuglar katalitik mekanizmanin aydmlatilmasina imkan vermistir. Buna gore
aldozun ketoza dontigiimii KI ile olur. Substrat halka form i¢inde baglanir, substrat halka
aciklig1 olusur, linear ara iriiniin izomerizasyonu gerceklesir, halka kapanir ve iiriin
saliverilir. Tiim bu adimlar hidrit kaymasi [23] mekanizmasi yardimiyla ilerler. Bunun
yaninda D-glukoz ve D-ksilozun atomik konfigiirasyonlar1 glukoz molekiiliindeki -CH,OH
grubu disinda birbirine benzerdir. Hidroksimetil grubunun glukoz ve ksiloz izomerazin

katalitik aktivisindeki farkliligin sorumlusu oldugu diisiintiliiyor.



1.4. Termozimler Ve Termal Kararhlhiklari

Termozimler, termofilik (50-80 °C de yasayan mikroorganizmalar) ve hipertermofilik
(80°C nin tstiindeki sicakliklarda yasayan mikroorganizmalar) mkiroorganimalardan elde
edilirler. Termozimler yiiksek sicakliklarda geligsmis yapi-gorev ozellilklerine sahiptir [24].
Termozimler molekiiler biyolojide (6rnegin Taqg DNA Polimeraz), nigasta endiistrisinde
(6rnegin o-amilaz, glukoz izomeraz) kullanilir. Ayrica organik sentez, tani bilimi, kagit
hamuru ve kagit iiretimi ve hayvansal besin T{retimi gibi yiiksek kararhilik isteyen
uygulamalarda miikemmel katalitik enzimlerdir. Bu enzimlerin bir¢ok biyoteknolojik
faydalar1 vardir, bunlar (1) Mezofilik konaklarda ekspres edilebilirler boylece yiiksek sicaklik
uygulamasiyla enzimi saflastirmak daha kolay olur, (2) Yiiksek sicaklarda kimyasal ajanlara
karst 1s1l kararlihigi olduk¢a fazladir, (3) Yiiksek sicakliklarda gergeklesen enzimatik
reaksiyonlarla yiiksek substrat konsantrasyonu, diistik viskozite, diisilk kontaminasyon orani
ve yiiksek reaksiyon orani saglanmis olur.

Termozimlerdeki 1s1l kararlilig1 saglayan ve {izerinde ¢alisilan mekanizmalar sunlardir
[24]: (1) Hidrofobik etkilesimler, (2) Aromatik etkilesimler, (3) Tuz kdpriileri, (4) Disiilfit
kopriileri, (5) Hidrojen baglari, (6) Metal baglanma bdlgeleri, (7) Konformasyonel zincirin
uzatilmasi, (8) Heliks kararliligi, (9) Loop kararliligi, (10) Kovalent etkilesimlere kars1 direng,
(11) Hidrofobik ylizeyde ¢oziicii giriginin azaltilmasi ve verimliligin korunmasi, (12) Prolin

siibstitlisyonu ile entropinin azaltilmasi, (13) Post-translasyonel modifikasyonlar.



1.5. Ksiloz izomeraz Enziminin Genetik Miihendisligi

1.5.1. Isil Kararhlik Mutasyonlan

Farkli mikroorganizmalardan elde edilen KI'larin aktif bolgelerinde aromatik amino
asitlerin oldugu gozlenmis, bu amino asitlerin arasindaki hidrofobik etkilegsimlerin
monomerleri aktif dimerlerle birlestiren 6nemli gili¢lerden biri oldugu disiiniilmiistiir [25].
Ayrica Meng ve ark. (1993) [26] Thermoanaerobacterium thermosulfigenes bakterisinde
yaptig1 calismalarda kofaktor olarak Co” iyonu igeren 1s1l kararhliga sahip aromatik rezidiiler
(Trp 48, Phe 59, Trp 138, Phe 144 ve trp 187) bulmustur. Bunlardan Trp187His ve
Phel44Lys mutantlarmin 75°C’de sicaklik muamelesine dayanikli olmadig1 gozlenmistir. Bu
da Trpl87 ve Phel44 rezidiilerinin hidrofobik karakterlerinin yiiksek sicakliklarda enzim
yapisinin korunmasinda etkili oldugunun bir gostergesidir. Bununla birlikte Trp138 rezidiisiin
kiictik hidrofobik rezidiilerle siibtitiisyonu enzimin 1s1l kararhiligmi aktitiviteyi etkilemeden
85°C ye cikardigr gozlenmistir. Bu calismada Trp138°deki indol grubu enzimin aktif
bolgesindeki kaviteye dogru bir ¢ikinti olusturdu ve Trpl38’in Phe, Met veya Ala ile
yerdegisimi sonucu hidrofobik ylizeydeki aktif bolgenin ¢evresi daraltilmis oldu. Boylece
enzimin 1s1l kararliligi arttirildi. Buna karsilik Trp48Arg mutasyonu enzimin aktivisinde
herhangi bir degisiklige sebep olmadig: fakat 1s1l kararliligi %60 oraninda arttirdig1 gézlendi.
Yine Phe95His mutantinin yaban tipe gore 1s1l kararliliinin ve yar1 dmriiniin daha az oldugu
anlagildi. Cha et al.(1994)[27] Streptomyces rubiginosus KI’'nin His219 rezidiisiinde enzimin
1s1l kararlilig1 ve aktivitesinin arastirilmasi amaciyla site-directed mutasyon yapti. Bu rezidii
tiim KI’larda korunmustur. Enzimin ii¢ boyutlu yapisi lizerinde yapilan ¢aligmalar His219’un
enzimin aktif bolgesindeki M2 nin oktahedral koordinasyonun bir parcast oldugunu gosterdi.
His219’un Ser, Glu ve Asn ile yaptig: siibstitlisyonlarmsa enzimin k¢, degerinde sadece
%0,3-0,5 artisa sebep oldugu gosterildi. Fakat bu ¢alismada K, degerleri 30—50 kat arttig1

goriildi. His219Lys mutant1 aktivitede 6nemli bir degisiklige neden olmada.



1.5.2. Aktif Bolge Mutasyonlar

Birgok aktif bolge mutasyonu enzim aktivitesini azaltir veya yok eder. Bazilar1 da
basarilt olur [28]. Buna 0Ornek bir c¢alismay1 Meng ve ark. (1990) [29]
Thermoanaerobacterium thrmosulfirigenes KI’nda site-directed mutasyon ile yapti. Substrat
baglanma bolgesini yeniden dizayn ederek enzimin substrat tercihi ksilozdan glukoza
degistirildi. Arthrobacter KI’da ise alt1 karbonlu yarigmaci inhibitdre sahip enzimin yapisi
incelenmistir. Buna gore hidroksimetil grubu substrat baglanma ¢ukuruna karsi yerlesmistir.
Bu bolgeler ayn1 zamanda Met87, Thr89 ve Vall84 rezidiilerine komsudur. Bu rezidiilerin
KI’larda olduk¢a korunmus oldugu ve TTKI’daki Trp138, Thr140 ve Vall85 ile uyustugu
gbzlenmistir. Bu nedenle Trpl138’in Phe ile yerdegisimi glukoz icin yiiksek katalitik
aktiviteye sahip bir enzim liretir. Ayrica ksiloz i¢in K, degerini yiikseltir ve enzimin katalitik

aktivitesini azaltir.

1.5.3. Anoxybacillus gonensis ve GI (KI) Acisindan Onemi

Anoxybacillus gonensis bakterisi Balikesir Gonen Kaplicasi’'ndan 2003 yilinda Beldiiz
ve ark. tarafindan izole edilerek literatiire kazandirilmis yeni bir termofilik bakteri tiirtidiir.
Comak sekilli, gram pozitif, kendine 6zgli hareketli ve spor olusturabilen, 0,75 x 5,0 um
biiyiikliigiinde bir bakteridir. Besi ortaminda olusturdugu koloniler, piiriizlii ve krem renkli
goriiniimdedir. Onemli biyokimyasal dzellikleri, zayif katalaz-pozitif, oksidaz-pozitif, nisasta
ve jelatini pargalayabilen, karbon kaynagi olarak glukoz, glikojen, raffinoz, sukroz, ksiloz,
fruktoz ve mannitol kullanabilme yetenegindedir. % 4 NaCl iceren sivi besiyerinde
biiyliyebilen 4. gonensis bakterisinin pH aralig1 6,0-10,0 olarak belirlenmistir. Termofilik bir
organizma olmast dolayisiyla, biliylime sicaklik arali§i, 55-60°C’dir. Oksijen kullanimi
acisindan fakiiltatif anaerobiktir ( Beldiiz ve ark., 2003 ) [30].

Cesitli mikroorganizmalardan izole edilen GI’larin enzimatik ve biyokimyasal 6zelikleri
yogun bir sekilde ¢alisilmistir. Enzimin pH ve 1s1l karaliligi, metal iyon gereksinimi, substrat
spesifikligi gibi spesifik 6zellikleri hakkindaki bilgiler enzimin inhibe olmasini engellemek
icin ve HFCS {iretiminde ticari olarak uygulanabilirligini degerlendirmek agisindan dnemlidir.
GI’lar aminoasit dizilimlerine gore iki grup altinda smiflandirilirlar (Bhosale ve ark.,1996)
[15]. Tipl GI’lar N-Terminal ucunda 30 ila 40 aminoasitlik bir fazlalik parca bulunmaktadir

ve bu enzimler birbirlerine aminoasit dizilimi bakimmdan olduk¢a benzerdir. A. gonensis



G2"’ye yakn tiirlerin GI genlerinin Tipl GI smnifina girmesinden dolay: 4. gonensis G2"
GI’smi1 yakalamak icin tasarlanan dejenerat primerler Tipl GI genine sahip bakterilerde
yapilan karsilastirmalar sonucu belirlenmistir. 4. gonensis G2"*den, bu primerler kullanilarak
gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonucu elde edilen parcanin baz diziliminin  diger
organizmalara ait GI’lar ile karsilastirilmasi ile bu parcanin Tipl GI’lara yiiksek benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. A. gonensis G2' GI’st  optimum 85°C’de aktivite gosterdigi
bulunmustur. A. gonensis G2" GI’smmn pH ve 1s1l kararliligina bakildiginda enzimin oldukga
kararli bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. +4 °C’de 300 saat bekletilen enzimin
aktivitesinde bir azalma olmadig1 gozlenmistir. 4. gonensis G2" GI’s1 en iyi sekilde Co™
varliginda calistig1 belirlenmistir. Cd™, Ca™, Sn*?, Hg+2, Ni%, Zn™, Fe™* ve Cu™ bivalent
metal iyonlarmmn, A. gonensis G2' GI aktivitesi iizerinde inhibitor etkisi gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda A. gomensis G2' GI’simn alt birimlerinin
molekiiler agirlig1 43.000 olarak hesaplandi [31]. Termofilik bir bakteri olan A. gonensis G2"
GI’s1 lizerinde yapilan bu arastirmada enzimin endiistriyel uygulamalarda arzu edilen; glukoz
icin diisiik K, degerine sahip olma, diisitk pH degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda yiiksek
aktivite ile calisabilme ve yiiksek 1s1l ve pH kararliligi gibi biyokimyasal 6zelliklere sahip
oldugu tespit edildi. Bu ozellikler goz Oniine alindiginda, A. gonensis G2' GI’smin

endiistriyel kullanim icin ideal bir enzim oldugu sonucu agiga ¢ikmaktadir



2.YAPILAN CALISMALAR

2.1.Kullanilan Materyal ve Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast Ekstrak (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), D-Ksiloz (Sigma Y4625), 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), EDTA (Merck 84211000), CaCl, (Aktar
Kimya), X-gal (Applichem A10070005), Commassie Brillant Blue G250, Etanol, Fosforik
asit, DEAE-Sepharose (Sigma), Phenyl sepharose 6 (Sigma), Amonyom siilfat (Merck
A734116), Sodyum asetat (Merck TA867065), K;HPO,4 (Merck 1,050,211), KH,PO4 (Merck
1,050,212), Tris (Melfoid Lab 14271), CoCl, (Applichem 25,559-9)

2.2.Genin Klonlanmasi ve Mutasyon

Daha oOnce molekiiler biyoloji laboratuarinda A.gomnensis XylA geni pET28a+
ekspresyon vektorline klonlanan ve genin 99. Amino asitini (histidin) kodlayan bazlar
degistirilerek glutamik asitli enzim tireten klonlar yapilmisti. Mutant geni iceren pET28a+
E.coli BL21(DE3) hiicelerine aktarilip eksprelenerek mutant KI enzimi ( KI H99E) elde
edildi. Mutasyon c¢aligmalar1 su sekilde gergeklestirildi. E.coli BL21 igerisinde bulunan His
Tag kuyrugu icermeden klonlanan geni tasiyan vektdr (pETG2GI), 1 gece biiyiitiildigi
kiiltiirden plazmit izolasyon kiti kullanilarak izole edildi. pETG2GI, ilgili mutasyon primerleri
ile PCR’da ¢ogaltildi. Bu amagla yapilan PCR’da Taq DNA polimeraz yerine 25kb’ e kadar
zincir sentezleyebilen yiliksek dogruluga sahip bir DNA polimeraz enzimi kullanildi
(Roche’un Expand long Range dNTP packs). Kalip olarak ilgili vektoriin kullanildig:
PCR’da, PCR ile sentezlenen zincirler metillenmemis haldedir fakat vektoriin kendisi
metillidir. PCR sirasinda vektoriin her iki zinciri de kalip olarak kullanilmaktadir. Bu
reaksiyon tamamlandiktan sonra PCR iiriinii, PCR temizleme kiti ile temizlendi. Boylelikle
kesim reaksiyonu i¢in uygun hale getirilmis oldu. Sonrasinda 50 pl son hacimde 10 iinite
Dpnl enzimi ile 37°C’de kesildi. Dpnl enzimi GATC dizisini tanidigi yerden A’nin

metilenmis halini keser. Dolayisi ile reaksiyon sonunda ana plazmitten gelen DNA zinciri bu
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enzim ile kesilirken yeni {iretilen zincirde kesim meydana gelmez. Reaksiyon sonrasi kesim
iiriinii herhangi bir ligasyon islemine tabi tutulmaksizin dogrudan CaCl2 transformasyon
metodu ile E.coli DH5a susuna aktarildi. (Uretilen PCR fragmentlerinin iki ucu birbirine
homolog oldugundan hiicrede bu uclar rekombine olarak PCR iiriinii bir plazmit halini alir.)
Kanamisin ihtiva eden LB kat1 besiyerine ekilerek buradan biiyliyen hiicrelerden plazmit
izolasyonu yapildi. Izole edilen plazmitler sekans ettirilerek mutasyonun olup olmadigi

arastirildi. Mutasyonlarinin her biri basarili bir sekilde gergeklestirildi [36].

2.3.Gen Uriinlerinin Elde Edilmesi ve Saflastiriimasi

2.3.1. Glukoz ve Ksiloz izomeraz Aktivitesi Deneyleri

Karakterizasyon deneylerinde kullanilan glukoz ve ksiloz aktivite deneyi Belfaquih ve
arkadaslar1 (2000) [30] tarafindan gelistirilmis bir yontemdir. Reaksiyon 10 pl enzim
kullanilarak, 200 mM Glukoz, 1 mM MgSO4, 0.5 mM CoClL, 20 mM MOPS pH 6,5
tamponunda, 100 pl son hacimde, 85°C’de, 30 dk BioRAD Thermal Cycler cihazinda
gergeklestirildi. Reaksiyonun durdurulmasi igin 100 pl 0,5 M perklorik asit eklendi.
Reaksiyon sonunda aciga cikan D-fruktoz miktar1 Dishe ve arkadaslarinin (1951) [32]
gelistirmis oldugu sistein-karbozol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Elde edilen numune
tizerine 40 pl %1,5’1ik sistein hidrokloriir konuldu. Bunu takiben 40 pl % 0,12’lik karbozol
konuldu. Olusan karisim vortekslendikten sonra tizerine 1 dk ara ile 1,2 ml %70’lik siilfiirik
asit ilave edilerek vortekslendi. Yani, 30. dk’da yapilan ilk 6l¢limiin ardindan yapilan herbir
olcimde 1 dk ara ile gergeklestirildi. Olgiimler 560 nm dalga boyunda yapildi.
Reaksiyonlarda aciga ¢ikan fruktoz miktarini hesaplamak i¢in fruktoz standardi hazirlandi ve
standart grafik spektrofotometreye yiiklenerek, daha sonra agiga cikan fruktoz miktar1
hesaplamalar1 i¢in kullanildi. Enzim aktivitesi reaksiyon sonras1 agiga ¢ikan fruktoz miktarina
gore umol/dk cinsinden hesaplandi.

Ksiloz izomeraz i¢in de tiim bu yapilan iglemler aynidir. Ksiloz i¢in kullanilan tampon
100 mM Ksiloz, 1 mM MnSO4, 50 mM MOPS igerir ve pH’s1 6,5’tur. Yine reaksiyonda 10 pl
enzim kullanildi ve reaksiyon 85°C’de, 30 dk, BioRAD Thermal Cycler cihazinda
gergeklestirildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pl 0,5 M perklorik asit eklendi. Reaksiyon
sonunda ac¢iga c¢ikan D-ksiluloz miktar1 Dishe ve arkadaslarmin (1951) gelistirmis oldugu

sistein-karbozol-siilflirik asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon ¢ozeltisi tlizerine 40 pl
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%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. Olgiimler 540 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. 30. dk’da yapilan ilk 6l¢limiin ardindan yapilan herbir 6l¢iim 1 dk ara ile
gerceklestirildi. Reaksiyonlarda agiga c¢ikan ksiluloz miktarin1 hesaplamak i¢in ksiluloz
standard1 hazirland1 ve standart grafik spektrofotometreye kaydedilerek, reaksiyonlardan
ac1ga ¢ikan ksiluloz miktar1 hesaplamalari i¢in kullanildi. Enzim aktivitesi reaksiyon sonrasi

ac18a ¢ikan ksiluloz miktarina gére pmol/dk cinsinden hesaplandi.

2.3.2. Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonu tayini, Bradford’un 1976 [33] yilinda gelistirdigi yonteme gore
yapilmistir. 1000 ml boya soliisyonu hazirlamak i¢in, 100 mg Commassie Brillant Blue G—
250 boyast 6nce 50 ml % 95’lik etanol i¢inde iyice ¢oziildi, tizerine 100 ml %85°1ik fosforik
asit eklendi. Daha sonra saf su ile 1000 mlI’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti karanlik bir
yerde filtre kagidi ile filtre edildi. Bu boya ile BSA (Bovin Serum Albumin) kullanilarak 595
nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi grafigi olusturuldu. Standart grafik i¢in
1, 2,5, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 80, 100 pg BSA iceren ¢ozeltiler 0,15 mM NacCl ile 100 pl’ye
tamamlandi. Her numunenin iizerine 5 ml hazirlanan boyadan eklendi, vortekslendi ve oda
sicakliginda 15 dk bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, orneklerin O6lglimii
yapilirken 10 pl 6rnek 0,15 mM NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi ve iizerine 5 ml boya eklendi.
Protein ve boya karisimi vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Daha sonra
standart grafigin yiiklendigi Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi
kullanilarak 595 nm’de Olglimler yapildi ve protein konsantrasyonu pg/pul cinsinden

hesaplandi.
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2.3.3. Hiicre Oziitiiniin Elde Edilisi

KI H99E mutant genini tasiyan plazmitler E.coli DHS5a susundan izole edilerek
ekspresyonun yapilacagi E.coli BL21 (DE3) susuna CaCl, transformasyon metodu ile
aktarildi. Daha sonra aktarilan petriden tek koloni segilerek 50 pg/ml kanamisin igeren 30 ml
stvi LB’ye ekilerek gece boyu biiylimeye birakildi ve olusan kiiltiiriin O.D’si 6l¢iildii. Bu
kiiltiirden 250 ml 50 pg/ml kanamisin iceren sivi LB’ye 600 nm’de O.D. 0,1 olacak sekilde
tekrar ekim yapildi. O.D.’si 0,6-0,9’ulaginca son hacimde 1 mM IPTG olacak sekilde, IPTG
ilave edilerek indiiklendi. Indiikleme yapildiktan sonra kiiltiir 44,5 saat biiyiitiildii.
Biiyiitiilen hiicreler 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

Elde edilen pellet 1 ml reaksiyon tamponund (pH’st 6,5 olan 5 mM MgSO;, 0,5 mM
CoCl,, 50 mM MOPS tamponu) ¢oziildii. Daha sonra %80 siddetinde, 10 saniye %100
siddetinde, 1 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikator kullanilarak patlatildi. Elde edilen
hiicre soliisyonlar1 15300 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kism1 atilarak daha
sonraki islemlerde kullanmak amaciyla her bir oziitten 150 pl 6rnek ayrilarak saflagtirma

islemlerine gecildi.

2.3.4. Sicak Soku Uygulamasi

Elde edilen kaba ekstrakt 20 dk siireyle 85 °C’de bekletildi. Denatiire olan proteinleri
uzaklagtirmak i¢in 20 dk 14800 rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant alindi, ¢dken kisim
uzaklastirildi. Daha sonra yapilacak caligmalar i¢in 150 pl 6rnek ayrildi Sicaklik soku

uygulamasiyla enzim kismi olarak saflagmis oldu.

2.3.5. Iyon Degisimi Kromatografisi

Iyon degisimi kromatografisi igin uzunlugu 50 cm ve c¢ap1 1,5 cm olan bir kolon
kullanild1. Kolon malzemesi olarak DEAE-Sepharose (Anyon degistirici) kullanildi. Kolon
malzemesinin ve deney i¢in kullanilan tiim tamponlar gazi vakum pompasinda alind1 ve oda
sicakligina geldikten sonra bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavasca dolduruldu.
Doldurma islemini takiben kolon 300 ml tampon (1 mM MnSO4, 50 mM MOPS, pH 7) ile

dengeye getirildi. Enzim kolondan gegcirilerek igerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu
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malzemesine baglanmalar1 saglandi. Bu islemi takiben kolondan 50 ml daha tampon
gecirilerek kolona tutunmayan proteinlerin uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra kolonun tuz
(NaCl) igerigi 0 molardan 0,6 molara ¢ikarildi. Tuz konsantrasyonun dengeli bir sekilde
artmasimni saglamak amaciyla toplam hacim 200 ml olacak sekilde NaCl tuz gradiyenti
kullanildi. Tamponun akig hizi 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam
tiipler igcerinde ve her bir tiipte 3,5 ml olacak sekilde toplandi. Elde edilen tiim tiiplerin protein
tayini Bradford yontemine gore belirlendi ve igerisinde protein oldugu belirlenen tiiplerde
glukoz izomeraz aktivitesi arand1. igerisinde aktivite olan numuneler toplanarak birlestirildi
ve yogunlastirilmas1 amacuiyla filtreden gegirildi ve diger islemlerde kullanmak amaciyla 2 ml

ornek ayrildi.

2.3.6. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi icin uzunlugu 20 cm ve ¢ap1 0,75 cm olan bir
kolon kullanildi. Kolon malzemesi olarak Phenyl sepharose 6 (Sigma) kullanildi. Kolon
malzemesinin, deneyde kullanilan tiim tamponlarin ve suyun gazi vakum pompasinda alindi
ve oda sicakligma geldikten sonra bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavasca dolduruldu.
Bu islem bittikten sonra 1,3 M amonyum siilfat iceren 300 ml tampon (I mM MnSQO4, 50 mM
MOPS, pH 6,5) ile dengeye getirildi. Enzim, 2,6 M amonyum siilfat igeren tampon ile bire bir
oraninda karistirildi bdylece enzimde amonyum siilfat icerigi 1,3 M olacak sekilde ayarlandi.
Enzimin kolondan gecirilmesi ile yiiksek amonyum siilfat konsantrasyonunda proteinler
hidrofobik kolon malzemesine baglandilar. Bu islemle iyon degisim kromotorafisindeki
islemin aksine tuz konsantrasyonu diisiiriildii. Kolonun amonyum siilfat icerigi 1,3 molardan
0 molara indirildi. Bunun i¢in toplam hacim 150 ml olacak sekilde amonyum siilfat gradiyenti
kullanild1i. Tamponun akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam
tiipler icerisinde ve her bir tiipte 1 ml olacak sekilde toplandi. Elde edilen tiim tiiplerde protein
tayini Bradford yontemine gére yapildi. Igerisinde protein oldugu belirlenen tiiplerde aktivite
arandi. Igerisinde aktivite bulunan numuneler toplanarak SDS-PAGE elektroforezinde
gosterildi. H99E mutasyonunun ksiloz izomeraz enziminin karakteristik 6zellilkleri {izerine
etkisini aragtirmak amaciyla 5 ml enzim ayrilarak 20 mM ph’s1 6,5 olan 2 litre reaksiyon

tamponunda diyaliz edildi.
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2.3.7. KI H99E Mutantimin Karakterizasyonu

2.3.7.1. Enzim Kinetigi

KI H99E mutantinin glukoza ilgisi (K,, ) degeri ve bu degere bagh kinetik 6zellilkler
2,5-150 mM araliginda glukoz kullanilarak yapilan deneyler sonrasinda belirlendi. Deneyler,
5 mM MgSO;4 ve 0,5 mM CoCl, igeren 50 mM MOPS (pH 6,5) tamponunda, 100 pl son
hacimde, 85°C’de, 30 dk, Biometra Personal Cycler PCR cihazinda yapildi. Reaksiyonlar
sonucunda olusan glukoz miktarindaki artisa gore hazirlanan Linewear-Burk egrisi
kullanilarak Michealis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz V,,,, degerleri belirlendi. K,, ve
Vmax degerleri Linewear-Burk egrisinde x ve y eksenlerinin kestigi noktalara karsilik gelen
degerlerin tersi bulunarak belirlendi. Ksiloz izomeraz iginse 2-120 mM araliginda ksiloz
kullanilarak K, degeri belirlendi. Deneyler, 1 mM MnSOQO; iceren 50 mM MOPS (pH 6,5)
tamponunda, 100 pl son hacimde, 85°C’de, 30 dk, Biometra Personal Cycler PCR cihazinda
yapildi.

2.3.7.2. Optimum Sicakhk

KI H99E mutasyonunun glukoz ve ksiloz izomeraz aktivitesinin ¢aligma sicakligi
izerine etkisi, GI i¢in; 200 mM glukoz iceren 1 mM MgSO,, 0,5mM CoCl, ve 20 mM
MOPS pH 6,5 tamponu igerisinde ve KI aktivitesi i¢cin pH’s1 6,5 olan 100 mM ksiloz 1 mM
MnSO4 50 mM MOPS tamponu igerisinde 25, 37, 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95’lerde BioRAD

Thermal Cycler cihazinda yapilan aktivite deneyleriyle bulundu.

2.3.7.3. Optimum pH

KI H99E mutasyonunun GI ve KI aktivitesinin pH’s1 lizerine etkisi, pH 5 — 5,5 aralig1
icin 50 mM asetat tamponunda; pH 6 — 7,0 aralig1 icin 50 mM fosfat tamponunda; pH 7,5 —
9,0 aralig1 igin 50 mM Tris-HCL tamponunda ve pH 9,5-10 aralig1 i¢in 50 mM glisin
tamponunda, 200 mM glukoz ve 100 mM ksiloz konsantrasyonunda, 85°C’de 30 dakika,

BioRAD Thermal Cycler cihazinda yapildi. Mutant enzimin glukoz ve ksiloz aktivitesi i¢in
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optimum pH yaban tip enzimdeki gibi 6,5°C olarak belirlendi. KI H99E mutasyonunun
optimum pH’da herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gozlendi.

2.3.7.4. Isill Kararhhk

KI H99E mutantinin 1s1l kararliligini belirlemek i¢in saflagtirilan enzim 6ziitii 85 °C’de
inkiibe edildi. Cesitli zamanlarda Ornekler alinarak, optimum caligma sartlarinda aktivite

Ol¢limii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesapland1.

2.3.7.5. pH Kararhhg:

KI H99E mutantinin pH kararliligin1 belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii, 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 enzimlerden Ornekler alinarak
optimum caligma sartlarinda aktivite 6l¢limii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi.

[k anda &lgiilen aktivite % 100 kabul edildi.



3.BULGULAR

3.1. KI H99E’nin Saflastirilmasi

3.1.1. Hiicre Oziitii Eldesi ve Is1 Soku Uygulamalar

Elde edilen oziitlerin ve bunlarm 1s1 soku uygulamalarindan elde edilen Oziitlerde
protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktiviteleri belirlendi. Bulunan veriler Tablo 1°de,

elde edilen SDS-PAGE goriintiisii Sekil 3°te verildi.

3.1.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Is1 soku uygulamasindan sonra elde edilen oziitler iyon degisimi kolon
kromatografisinden gecirildikten sonra KI aktivitesi belirlenen fraksiyonlar birlestirilerek elde
edilen enzim ekstraktlarinin protein konsantrasyonu ve spesifik aktiviteleri belirlendi.

Bulunan veriler Tablo 1°’de, elde edilen SDS-PAGE goriintiisii Sekil 3’te verildi.

3.1.3. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Iyon degisimi kolon kromatografisi uygulamasindan sonra elde edilen kismen
saflastirilmis  Oziitler hidrofobik kolon kromatografisinden gegirildikten sonra, aktivite
goriilen fraksiyonlar1 birlestirildi ve SDS-PAGE’de vyiiriitiildii. Fraksiyonlar birlestirildikten
sonra, saflagtirilmig enzimlerin protein konsantrasyonlar1 ve spesifik aktiviteleri belirlendi.

Bulunan veriler Tablo1de, elde edilen SDS-PAGE goriintiisii Sekil 3°te verildi.
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Sekil 3. Saflagtirma sonrasi aktivite goriilen fraksiyonlarin SDS-PAGE
jel goriintiisti
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(1) Kaba ekstrakt, (2) Is1 soku sonrasi, (3) Iyon degisim sonrasi, (4)

hidrfobik kolon sonras1
Saflagtrma basamagn gsf;m g;lr;)/trergl)] ;l;;lgotem ;F[.Daktwlte E%e;rsrllf;l; aktivite Verim Sljlafsfstuma
Hiicre oziitii 6,1 35,74 218 2100 9,63 100 1.00
Is1-soku 5,1 15,29 78 1986 25,4 94,57 2.64
Iyon degisimi 24,5 1.22 30 1412 47,06 67,23 4.88
Hidrofobik etkilesim 16 1,43 23 1200 52,17 57,14 5,41

Tablo 1. KI H99E nin Saflastirma Tablosu (Glukoz izomeraz esas alinarak

hazirlanmaistir).
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3.1.4. KI H99E’nin Karakterizasyonu

3.1.4.1.Enzim Kinetigi

KI H99E mutantinin glukoz izomeraz aktivitesinin substrat-aktivite grafigi cizilerek
enzimin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Glukozun substrat oldugu
reaksiyonda glukoz izomeraz aktivitesi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu
dogrunun x-eksenini kestigi nokta -1/ K,,’ye esitlenerek K, degeri 589,97mM =10 y-eksenini
kestigi nokta ise 1/ V., a esitlenerek V., degeri 5,92 = 2 pmol/dak/mg olarak hesaplandi.

KI H99E mutantinin ksiloz izomeraz aktivitesi i¢in K,, degeri 31,88 = 10 mM , V,4x
degeri 6,524 +2 umol/dk/mg olarak hesaplandi.

3.1.4.1.1. Mutasyonun Km ve V,,,, iizerine etkisi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda yaban tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait K,
degeri 25 = 2 Mm [37] iken mutant tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait K,, degeri
31,88 £10 mM olarak saptandi. Buna gore K,, degerinde yaklagik 1,2 kat artig goriildii. Yine
yaban tip enzimin glukoz izomeraz aktivitesine ait K, degeri 100,27+10 mM [36] iken mutant
tip enzimin glukoz aktivitesine ait K, degeri 589,97 = 10mM olarak saptandi. Buna gore K,,
degerinde yaklagik 5,8 kat bir artig goriildii. Ayrica V. degerleride degisti. Yaban tip
enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait V.. degeri 25,73 + 2 pmol/dk/mg iken mutant tip
enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait V. degeri 6,52 +2 pmol/dk/mg olarak saptandi.
Buna gore V. degerinde yaklasik 3,9 kat diislis gézlendi. Yine yaban tip enzimin glukoz
izomeraz aktivitesine ait V. degeri 21,71 + 2 pmol/dk/mg iken mutant tip enzimin glukoz
aktivitesine ait V. degeri 5,92 = 2 umol/dk/mg olarak saptandi. Buna gore V., degerinde
yaklagik 1,6 kat diisiis gdzlendi.
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Sekil 4. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz aktivitesine ait Michaelis-

Menten grafigi
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Sekil 5. Yaban tip enzimin glukoz izomeraz aktivitesine ait Michaelis-Menten
grafigi
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Sekil 6. KI H99E Mutantinin ksiloz izomeraz aktivitesine ait Michaelis-
Menten grafigi
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Sekil 7. Yaban tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait Michaelis-Menten
grafigi [37]
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y = 3298,7x + 32,894
R% = 0,9985

2000,00

1500,00 -
1000,00
500,00 /

000 010 020 030 040 050 0,60
(15)

(1N)

Sekil 8. Yaban tip enzimin glukoz izomeraz aktivitesine ait Lineweaver grafigi
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Sekil 9. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz aktivitesine ait Lineweaver
grafigi
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Sekil 11. Yaban tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait Lineweaver-

grafigi [37]
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Sekil 10. KI H99E mutantinin ksiloz izomeraz aktivitesine ait Lineweaver-
grafigi
( y=1956x+7,773 )
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3.1.4.2.0ptimum Sicakhk

KI H99E mutasyonunun KI ve GI aktivitesinin ¢alisma sicakligi iizerine etkisi, (1mM
MgSO4, 0,5m MCoCl,, 20 mM MOPS pH 6,5) 20 mM MOPS tamponu igerisinde 25, 37, 55,
60, 70, 80, 85, 90, 95°C’lerde BioRAD Thermal Cycler cihazinda yapilan aktivite
deneyleriyle bulundu. KI H99E mutantinin glukoz ve ksiloz izomeraz aktivitelerine ait
optimum ¢alisma sicakligi yaban tip enzimdeki gibi 85°C olarak belirlendi. Mutasyonun

optimum sicaklikta herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gozlendi.

120
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Aktivite (%)
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Sekil 12. KI H99E mutantinin ksiloz izomeraz aktivitesine ait sicakligin etkisi
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Sekil 13. Yaban tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine sicakligin etkisi [37]

/
120
100 /OT
:\J 80
= S
£ 60
> \
=
= 40 x
20
=
O T T T T T T T T T T T T 1
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
\_ Sicakhk

J

Sekil 14. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz aktivitesine ait sicakligin

etkisi
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Sekil 15. Yaban tip enzimin glukoz izomeraz aktivitesine sicakligin etkisi

3.1.4.3. Optimum pH

KI H99E mutasyonunun GI ve KI aktivitesinin pH’s1 iizerine etkisi, pH 5 — 5,5 aralig1
icin 50 mM asetat tamponunda; pH 6 — 7,0 aralig1 icin 50 mM fosfat tamponunda; pH 7,5 —
9,0 aralig1 i¢gin 50 mM Tris-HCL tamponunda ve pH 9,5-10 araligi i¢cin 50 mM glisin
tamponunda, 200 mM glukoz konsantrasyonunda, 85°C’de 30 dakika, BioRAD Thermal
Cycler cihazinda yapildi. Mutant enzimin glukoz ve ksiloz aktivitesi i¢in optimum pH yaban

tip enzimdeki gibi 6,5°C olarak belirlendi. KI H99E mutasyonunun optimum pH’da herhangi
bir degisiklige neden olmadig1 gdzlendi.
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Sekil 16.

KI H99E mutantinin ksiloz izomeraz aktivitesine ait pH nin etkisi
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Sekil 17. Yaban tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait pH’ nin etkisi [37]
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Sekil 18. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz aktivitesine ait pH’nin etkisi
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Sekil 19. Yaban tip enzimin glukoz izomeraz aktivitesine ait pH’nin etkisi [36]
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3.1.4.4. Isil Kararhhk

KI H99E mutantinin 1s1l kararliligini belirlemek i¢in saflagtirilan enzim 6ziitii 85 °C’de
inkiibe edildi. Cesitli zamanlarda 6rnekler alinarak, optimum caligma sartlarinda aktivite
Olglimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi. 85°C’lik uygulamada mutant tip
enzimin yaban tip enzimdekine nazaran 1sil kararliliginda disiis gozlenmistir. KI H99E
mutantinin glukoz izomeraz aktivitesinin 1s1l kararliliginin yaris1 2 saatte kaybettigi belirlendi.
Ayn1 enzimin ksiloz izomeraz aktivitesinin yarisint 3,54 saat sonunda kaybettigi belirlendi.
Ksiloz izomeraz aktivitesi bakimimdan 1s1l kararliligindaki diisiisiin ¢cok fazla oldugu yani KI
HI99E mutasyonun enzimin 85°C’de 1s1l kararligmin 6nemli dl¢iide azalmasina neden oldugu

gdzlendi.
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Sekil 20. KI H99E mutasyonunun glukoz izomeraz aktivitesinin sicaklik
kararlilig1 lizerine etkisi
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Sekil 21. KI H99E mutasyonunun ksiloz izomeraz aktivitesinin sicaklik
kararlilig1 lizerine etkisi

3.1.4.5. pH Kararhhg:

KI H99E mutantmin pH kararliligini belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii, 1 mM MnSO4
iceren pH’s1 5,0-5,5 olan 50 mM asetat tamponu; pH’s1 6,0-6,5 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 enzimlerden
ornekler alinarak optimum caligma sartlarinda aktivite dl¢limii yapildi ve enzimin kalan
aktivitesi hesaplandi. Ilk anda alinan aktivite dl¢iimii % 100 kabul edildi. Yapilan aktivite
denemeleri sonucunda GI ve KI aktivitelerinin pH 6 ve 6,5 ’da yaban tip enzimdeki gibi
kararli oldugu belirlendi. Mutasyonun GI ve KI aktivitelerinin pH kararliligi iizerinde

herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gbzlendi.
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Sekil 22. KI H99E mutantinin GI aktivitesinin pH kararlilig1 degisim

grafigi
120
—t—5
100
=6
— 80 —tr—6,5
e\-e‘ ’
w ———]
s 0
= ——7.5
<
40 o—5
20 — 8.5
— O
0 T T T T T 1
—05
0 2 4 6 8 10 12
—4—10
Zaman

Sekil 23. KI H99E mutantinin KI aktivitesinin pH kararlilig1 degisim grafigi



4.TARTISMA

Daha 6nce KTU Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji laboratuarinda 4.gonensis XylA
geni pET28a+ ekspresyon vektoriine klonlanan ve genin 99. Amino asitini (histidin) kodlayan
bazlar degistirilerek glutamik asitli enzim iireten klonlar yapilmisti. Bu mutant geni igeren
pET28a+ E.coli BL21(DE3) hiicelerine aktarilip eksprelenerek mutant KI enzimi ( KI H99E)
saflastirildi [36].

Bu tez kapsaminda ise KI H99E mutant enzimi saflastirildi, bu enzimin glukoz
izomeraz ve ksiloz izomeraz aktiviteleri karakterize edilerek, yaban tip enzimle karsilastirildi.
Burada amag¢ yapilan H99E mutasyonu yaparak enzimin endiistriyel uygulamalarda arzu
edilen; glukoz ve ksiloz i¢in diisiik K, degerine sahip olma, diisiik pH degerlerinde ve yiiksek
sicakliklarda yliksek aktivite ile caligabilme ve yliksek 1s1l ve pH kararlilig1 gibi biyokimyasal
ozelliklere sahip olmasmi saglamaktir. H99E mutasyonun glukoz izomeraz ve ksiloz
izomeraz aktivitesinin karakteristik Ozelliklerini dnemli derecede ancak olumsuz yonde
degistirdigi belirlendi. Ornegin yaban tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait K, degeri
25 + 2 mM iken mutant tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait K, degeri 31,88 £10 mM
olarak saptandi. Buna gore K, degerinde yaklagik 1,2 kat artig goriildii. Yine yaban tip
enzimin glukoz izomeraz aktivitesine ait K, degeri 100,27+10 mM iken mutant tip enzimin
glukoz aktivitesine ait K,, degeri 589,97 £ 10mM olarak saptandi. Buna gore K,, degerinde
yaklasik 5,8 kat bir artig goriildii. Ayrica V. degerleride degisti. Yaban tip enzimin ksiloz
izomeraz aktivitesine ait V. degeri 25,73 £ 2 umol/dk/mg iken mutant tip enzimin ksiloz
izomeraz aktivitesine ait V., degeri 6,52 +2 umol/dk/mg olarak saptandi. Buna gore ksiloz
izomeraz aktivitesine ait V. degerinde yaklasik 3,9 kat diisiis gézlendi. Yine yaban tip
enzimin glukoz izomeraz aktivitesine ait V. degeri 21,71 £ 2 umol/dk/mg iken mutant tip
enzimin glukoz aktivitesine ait V. degeri 5,92 + 2 umol/dk/mg olarak saptandi. Buna gore
glukoz izomeraz aktivitesine ait V. degerinde yaklasik 1,6 kat diislis gdzlendi. Mutant
enzimlerin aktivitesinin optimum sicakligt 85°C olarak saptandi. Optimum pH’larida
degismedi ve 6,5 olarak o6l¢iildii. KI H99E mutantinin glukoz izomeraz aktivitesinin 1s1l
kararliligmin yarisin1 2 saat sonunda kaybettigi belirlendi. Mutant tip enzimin ksiloz izomeraz
aktivitesinin 1s1l kararliliginin yarisint 3,5 — 4 saat sonunda kaybettigi belirlendi. Yaban tip
enzime nazaran mutant enzimin ksiloz izomeraz aktivitesinin 1s1l kararliligindaki diisiisiin ¢ok

fazla oldugu goézlendi. Literatiirde yapilan incelemelerde benzer sekilde His 271°deki bir
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mutasyonun KI'nin 1s1l kararliliginda diisiise neden oldugu belirtildi. Bunun nedeni bu
bdlgenin enzimin aktif bolgesindeki metal iyonlarindan biri i¢in ligand gorevi gérmesi oldugu
belirtildi. Buna ragmen mutasyon enzimin yapisinda dnemli bir degisiklige neden olmadi
[34]. Aslinda bugiine kadar KI kararliliginda metal baglanma bolgelerinin 6nemi ayrintili bir
sekilde aragtirilmamistir [24]. Fakat bu konuya iliskin bazi yaklasimlar 6ne stiriilmiistiir.
Ornegin site-directed mutasyonlar metal baglanma bdlgelerini doldururlar. Boylece M1 ve
M2 bdlgelerinin yapisint bozarlar [27]. Streptomyces rubiginosus KI'mdaki His220
mutasyonu M2 boélgesini etkilemistir. Benzer bir durumda E.coli KI’ nda goézlenmistir.
His271 (M2’ye bagli) mutasyonu enzimin yapisini énemli derecede bozmustur [34]. Diger
nokta mutasyonlar1 aktif bolgedeki monomerlerdeki konformasyonel degisimi tetikliyor ve
boylece Kl’larin yapilarinin bozulmasini sagliyor [35]. Metal iyonlar1 biiyiik ihtimalle
enzimin kararli yapisindaki aktif bolgeyi kapatmada rol oynuyor, metal iyonlarmin
eksikliginde de kararli yap1 bozuluyor. H99E mutasyonu sonucu enzimin 1s1l kararhiligindaki
diisiisiin metal baglanma bdlgesindeki konformasyonel degisime bagli oldugu sdylenebilir ve
bu durum mutasyonun enzimin aktif bolgesinde yapildigina dair bir kanit olabilir. Yapilan
arastrmada Cha et al.(1994) [27] Streptomyces rubiginosus KI’'nin His219 rezidiisiinde
enzimin 1s1l kararlilig1 ve aktivitesinin arastirilmasi amacuiyla site-directed mutasyon yapti. Bu
rezidii tim KI’larda korunmustur. Enzimin ii¢ boyutlu yapisi iizerinde yapilan ¢aligmalar
His219’un enzimin aktif bdlgesindeki M2’nin oktahedral koordinasyonun bir pargasi
oldugunu gosterdi. His219’un Ser, Glu ve Asn ile yaptig: siibstitiisyonlarda K,, degerleri 30—
50 kat artt1. Yine Meng et al. , (1990) aktif bolge calismalarma [29] Thermoanaerobacterium
thrmosulfirigenes KI’nda site-directed mutasyon yapti. Substrat baglanma bolgesini yeniden
dizayn ederek enzimin substrat tercihi ksilozdan glukoza degistirdi. Arthrobacter KI’da ise
alt1 karbonlu yarigmaci inhibitdre sahip enzimin yapisi incelendi. Buna gore hidroksimetil
grubunun substrat baglanma bolgesine karsi yerlesmis oldugu goriildii. Bu bolgeler ayni
zamanda Met87, Thr89 ve Vall84 rezidiilerine komsudur. Bu rezidiilerin KI’larda olduk¢a
korunmus oldugu ve TTKI’daki Trp138, Thr140 ve Vall85 ile uyustugu gozlenmistir. Bu
nedenle Trp138’in Phe ile yer degisimi glukoz i¢in yiiksek katalitik aktiviteye sahip bir enzim
tiretir. Ayrica ksiloz i¢in Ky, degerini yiikseltir ve enzimin katalitik aktivitesini azaltir. Buna
gore H99E mutasyonun enzimin aktif bolgesinde oldugu goriilmektedir. Ancak enzimin metal
baglanma bdlgelerinden birinde veya ikisinde konformasyonel degisime neden oldugundan
dolay1 enzimin yaban tipe nazaran 1sil kararliligi 6nemli derecede diisti, K, degeri artt1 ve

Vnax degeri diistii..
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Mutant tip enzimde pH kararlilig1 agisindan GI ve KI aktivitelerinin pH 6 ve 6,5’da
kararliligimi korudugu goézlendi. Mutasyonun GI ve KI aktivitelerinin pH kararlilig tizerinde
etki gostermedigi gozlendi.

Bu calisma H99E mutasyonun ve bu mutasyonun karakterlerinin ortaya cikarilmasi

acisindan basarili olmustur



S.SONUCLAR

A. gonensis XylA geninin pET28a+ ekspresyon vektoriine aktarilarak HisTag
icermeyecek sekilde klonland1 ve pETG2 G1 H99 olarak adlandirildi. Daha sonra E. coli
BL21 hiicrelerine aktarilarak ekspresyonu saglandi. His99E mutant enzimi mutasyonun
enzimin glukoz izomeraz ve ksiloz izomeraz aktiviteleri iizerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla saflastrildi. Daha Once yaban tip enzimin glukoz izomeraz aktivitesinin Ky, ’si
100,27 £ 10 mM ve V4 degeri 21,71 pmol/dk/mg [36], ksiloz izomeraz aktivitesinin K,
degeri 25 =+ 2 mM ve V. degeri 25,73 pmol/dk/mg [37] olarak bulunmustu. Yapilan
karakterizasyon caligmalarinda mutant tip enzimin ksiloz izomeraz aktivitesine ait K,, degeri
31,88 £10 mM, V4 degeri 6,52 + 2 pmol/dk/mg ve glukoz izomeraz aktivitesi i¢in Ky, degeri
589,97 £ 10 mM , V4 degeri 5,92 pmol/dk/mg olarak belirlendi. Mutant enzimin glukoz ve
ksiloz izomeraz aktivitesinin optimum pH’lar1 6,5 olarak olgiildii. Yine mutant enzimin
glukoz ve ksiloz izomeraz aktivitesinin optimum sicakliklar1 85°C olarak saptandi. Yapilan
is1l kararliligir caligmalarinda KI H99E mutasyonunun enzimin 2 saat sonunda glukoz
izomeraz aktivitesinin yarisim1 kaybettigi belirlendi. KI H99E mutasyonun enzimin ksiloz
izomeraz aktivitesini ise 3,5-4 saat sonunda yariya indirdigi belirlendi. KI H99E
mutasyonunun pH kararliligi acisindan GI ve KI aktivitelerine bakildiginda, pH 6 ve 6,5°da
kararliligmi korudugu gozlendi. KI H99E mutasyonun enzimin pH kararlilig1 iizerinde etki

gostermedigi gozlendi.



6.ONERILER

Bu ¢aligma kapsaminda enzimin 1s1l kararliliginin azalmasindaki neden arastiriimalidir.
K., degerlerindeki artisin ve V., degerlerindeki azalisin sebebi daha ayrintili arastirilabilir.
Yine KI H99E mutasyonunun substrat spesifikligi, metal iyon ihtiyact ve inhibitorleri

arastirilmalidir.
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