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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

Anoxybacillus gonensis G2 CIFT MUTANT W137F/V184S ve W137F/V184T KSILOZ
[ZOMERAZLARININ SAFLASTIRILMASI ve KARAKTERIZASYONU

Zimriit OZTEKIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2012, 59 Sayfa, 1 Sayfa Ek

Bu calisma, Gonen Kaplicasi’ndan izole edilmis olan termofilik A. gonensis G2
susuna ait Ksiloz Izomeraz (KI) W137F/V184S ve KI W137F/V184T ¢ift mutasyonlu
enzimlerin saflagtirilmasini ve karakterizasyonunu kapsamaktadir. KI W137F/V184S i¢in;
Kn= 91,13 £ 10,54 mM; Vpa= 31,71 £ 1,1 umol/dk/mg protein; Kea/ Ky = 1,161 olarak
bulundu. KI W137F/V184T ig¢in ise; K= 25,94 + 3,73 mMM; Vina=7,66 + 0,37 umol/dk/mg
protein; Kea/Km = 0,985 olarak hesaplandi. KI W137F/V184S ve KI W137F/V184T igin
optimum sicaklik 85°C, optimum pH 7,5 olarak belirlendi. KI W137F/V184S 70°C’de
yarim saatten sonra aktivitesini hizli bir sekilde kaybetmistir. KI WI137F/V184T ise
aktivitesinin yarisin1 80°C’de yarim saatte kaybetmistir. KI W137F/V184S°nin en iyi pH
8’de kararli kaldigi, KI W137F/V184T nin ise, yiiksek pH degerlerinde (pH 8 - 9,5) kararli
kaldig1 goriildi. KI W137F/V184S’nin en yiiksek aktivitesi 10 mM Mg*? varhginda
gozlendi. KI W137F/V184T nin ise, en yiiksek aktivitesi 10 mM Mn*2 varliginda gbzlendi.
Ca+2, Hg+2, Ni+2, Zn+2, Fe' ve Cu*? bivalent metal iyonlarinin her iki mutant KI iizerinde

inhibitor etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus gonensis, D-ksiloz izomeraz, mutasyon, enzim
saflastirmasi, enzim karakterizasyonu
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Master Thesis

SUMMARY

PURIFICATION and CHARACTERIZATION of W137F/VV184S and W137F/V184T
DOUBLE MUTANT of Anoxybacillus gonensis G2 XYLOSE ISOMERASE

Ziimriit OZTEKIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2012, 59 Pages, 1 Pages Appendix

This study includes purification and characterization of Xylose Isomerase (XI) of
Anoxybacillus gonensis G2 with double mutations (W137F/\VV184S and W137F/VV184T).
For X1 W137F/V184S, Kn, Vmax and Kea/Kn values were calculated as K= 91,13 + 10,54
MM; Vimax= 31,71 £ 1,1 pmol/dk/mg protein; Kea/ Ky = 1,161. Also for X1 W137F/V184T,
Km, Vmax and Kea/Kn values were calculated as K= 25,94 + 3,73 mM; Vma=7,66 £+ 0,37
umol/dk/mg protein; Kea/ Ky = 0,985. The optimum temprature and optimum pH for both
mutant XI were determined as 85°C and pH 7,5 respectively. At 70°C, after 30 minutes XI
W137F/V184S lost its activity rapidly. At 80°C, after 30 minutes XI W137F/V184T lost
half of its activity. XI W137F/VV184S was stable at pH 8, while X1 W137F/\VV184T was
stable at alkaline pH values. The maximum activity of XI W137F/V184S and XI
W137F/V184T were observed in presence of 10 mM Mg*? and 10 mM Mn*? respectively.
Ca*? Hg*, Ni*?, zZn* Fe*? and Cu* were determined as inhibitors for activities of XI
W137F/V184S and XI W137F/V184T.

Key Words: Anoxybacillus gonensis, D-xylose isomerase, mutation, enzyme purification,
characterization
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, biyolojik katalizorler olarak bilinen ve biyolojik reaksiyonlarin hizim
arttiran protein yapida bilesiklerdir. Enzimlerle gerceklesen reaksiyonlarin canli ortamina
uygun, tlimli kosullar altinda meydana gelmesi nedeniyle, bu reaksiyonlar sonucu canliliga
herhangi bir zarar gelmemektedir. Ayrica yeterli kosullarin saglanmasi sonucunda enzimler
katalitik etkilerini gosterebilmektedir. Bu sayede, enzimlerden dogal ortamlarinin disinda
yer alan pek cok alanda da yararlanilabilme imkéni ortaya c¢ikmaktadir. Bu imkanlar
dogrultusunda, enzimler hakkinda elde edilen bilgiler pratik uygulamalara imkan verdikce
enzimlerin degisik alanlarda gesitli amaglarla kullanimi hayata gegmektedir (Telefoncu,
1986). Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan bazi enzimler sunlardir: pretolitik enzimler,
amilolitik enzimler, ksiloz izomeraz (glukoz izomeraz), pektolitik enzimler, selulozlar,
galaktosidazlar.

D-Ksiloz izomeraz enzimi endiistriyel acidan énemli olan enzimler arasinda yerini
almakta ve enzim endiistrisinin en yiikksek tonajli {i¢ enziminden biri olarak kabul
edilmektedir (Bhosale vd., 1996). D-Ksiloz izomeraz enzimi, D-ksilozun D-ksiluloza geri
dontigiimlii  olarak izomerizasyonunu katalizlemektedir. Bu reaksiyon, pentoz fosfat
dongiisiinii  takiben  gerceklesen  ksiloz ~ metabolizmasinin  ilk  basamaginda
gergeklesmektedir. D-ksiloz izomeraz enzimi ayrica glukozun fruktoza olan

izomerizasyonunu da katalizlemektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Ksiloz Izomerazin izomerizasyon Mekanizmasi a) Glukoz izomeraz aktivitesi
araciligiyla D-glukozun D-fruktoza doniisimlii izomerizasyonu b) Ksiloz
izomeraz aktivitesi araciligiyla D- ksilozun D- ksiluloza doniisimlii
izomerizasyonu

Ksilozun ksiluloza déniisiimii, ¢liriimiis bitki materyalleri lizerinde yayilim gosteren
saprofitik bakterilerin beslenmede kullandiklar1 bir reaksiyon olmasinin yani sira
hemiseliilozun etanole donlismesine de yardimci olmaktadir. Yiiksek-fruktoz misir surubu
(High Fructose Corn Syrup: HFCS) iiretiminde glukozun fruktoza izomerizasyon
reaksiyonu kullanildig1 i¢in ksiloz (glukoz) izomeraz ayrica ticari olarak biiyiik bir 6neme
sahiptir. Diinyada kullanilan ana tatlandirict kaynaginin 1976 yillarmma kadar %40’ min
seker pancarindan, %60’ 1nin seker kamisindan tiretilen sukroz oldugu bilinmektedir. Fakat
giinlimiizde yaygin olarak kullanilan tatlandiricilarin yani fruktoz suruplarinin kesfi ve ilk
kez Japonya tarafindan glukoz izomeraz enziminin kullanilarak HFCS iiretiminin basarili
bir sekilde gercgeklestirilmesiyle birlikte glukoz izomeraz enziminin endiistriyel olarak
onemli hale gelmesinin temelleri atilmistir. Bunun ardindan, 1958’deki  Kiiba
Devrimi’nden sonra Amerika’da ortaya ¢ikan sukroz kaynagi sikintisindan dolayr HFCS
iretimine care olarak bagvurulmasi ile daha da 6nemli bir hale gelen glukoz izomeraz
enzimi, o yillardan giiniimiize kadar en 6nemli endiistriyel enzimlerden biri olma 6zelligini
stirdiirmektedir.

1957 yilinda Marshall ve Kooi tarafindan Pseudomonas hydrophila’dan izole edilen

enzimin glukoz izomerizasyon kapasitesinin kesfi, seker kamigindan tatlandiric liretiminin



yerini HFCS iiretiminin almasinin baslangi¢ noktasi olmustur (Marshall vd., 1957). Enzim
tiretimi sirasinda bakterinin biliylime ortaminda ksiloza ihtiyag duydugu ve arsenat
varliginda enzim {iretiminde artisin gbzlendigi belirtilmektedir. Bu enzim ksiloza
glukozdan daha spesifiktir. Sonraki yillarda ksilozdan bagimsiz olarak Escherichia
intermedia’ da bir ksiloz izomeraz aktivitesi tespit edilmistir. Escherichia intermedia’dan
elde edilen enzim ise ksiloz varligina ihtiya¢ duymayan sadece arsenat varliginda
fosforillenmemis sekerlerin izomerizasyonunu katalizleyen bir fosfoglikoz izomerazdir
(E.C.5.3.1.9.). Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda Bacillus megaterium Al bakterisinden
NAD bagl bir glukoz izomeraz izole edilmistir (Takasaki vd., 1962; Takasaki vd., 1963).
Yeni tipte glukoz izomeraz enzimlerinin kesfi Paracolobacterium aerogenoides’ten izole
edilmesiyle devam etmistir. Bu bakteriden izole edilen glukoz izomeraz enzimi, hem
glukozun hem mannozun fruktoza izomerizasyonu saglamaktadir (Takasaki vd., 1964;
Takasaki vd., 1966). Tim bu g¢alismalarin yaninda biiyiime ortaminda ksiloza ihtiyag
duyan ve yiiksek sicakliklarda kararliligini yitiren glukoz izomeraz enzimi heterolaktik
bakterilerden elde edilmistir. Tiim bu enzimlerin yani sira ticari oneme sahip ve en uygun
olan glukoz izomeraz enzimi E.C. 5.3.1.5. kodlu enzimdir. Bu enzim sicakliga karsi
kararliligin1 kaybetmez ve aktivite gosterebilmek i¢in pahali kofaktorlere ihtiyag duymaz
(NAD" veya ATP gibi). Glukozun fruktoza enzimatik olarak izomerizasyonunun
endiistriyel alanda ilk uygulamasi ABD'de Clinton Corn Processing Co. tarafindan 1967
yilinda yapilmistir. immobilize KI ise 1974 yilinda kullanilmaya baslanmistir. KI, bugiin
mesrubat, firincilik, konserve yapimi ve sekerleme endiistrisinde en biiyiik pazar payina
sahip olan bir enzimdir (Tsumura vd.,1965) (Bhosale vd., 1996).

Ticari anlamda firetilen ksiloz izomeraz enzimi aslinda D- ksiloz- ketol izomeraz
enzimidir. Enzim tretiminde mikroorganizma ksiloz veya bitkisel hemiseliiloz igeren
ortamlarda cogaltilir. Enzimin Kkatalizledigi bu reaksiyon ksilozun ksiluloza
izomerizasyonudur. D-ksiloz, bakteriler, mayalar ve mantarlar tarafindan fermente
edilebilen lignoseliillotik biokiitlenin temel bilesenini olusturmaktadir (Walfridsson vd.,
1996). Bakteriler pentoz fosfat yoluna girmeden dnce ksiloz izomeraz enzimi sayesinde
ksilozun ksiloluza izomerizasyonunu gergeklestirerek ksilulozu kullanirlar. Hiicre dist
enzimler polimerleri D-ksiloza pargalarlar. 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 vd., 1976) ya da fosfoketoz yoluna girer (Lama vd., 2001).

Yeryliziindeki bitki biokiitlesinin neredeyse % 40’1 hemiseliilozdur ve birgok



mikroorganizma tek karbon kaynagi olarak hemiselillozu kullanarak bu biokiitlenin
tizerinde yasar (Rehm ve Weed, 1982). Hemiseliilozu karbon kaynagi olarak kullanan
organizmalarin ksiloz izomeraz enzimi de hemiseliillozu alkole doniistiiren reaksiyonu
katalizlediginden endiistriyel olarak oneme sahiptir (Lehmacher ve Bisswanger, 1990).
Birgok mikroorganizma ksiloz izomeraz tretiminde indiikleyici madde olarak ksiloza
gereksinim duymaktadir (Gong vd., 1980). Ticari agidan glukoz izomeraz iiretiminde saf
ksiloz pahali olmas1 nedeniyle ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Bu nedenle, yapilan bazi
arastirmalar, ksilozun yerine gegebilecek misir kabugu, misir kogani, ksilan ve saman gibi
yapilarinda ksiloz bulunan bitkisel kaynakli maddelerin enzim iiretiminin uyarilmasinda

kullanilabilecegini gostermektedir (Takasaki vd., 1969).

1.2. Ksiloz izomeraz Elde Edilebilen Organizmalar

KI enziminin prokaryotlarda olduk¢a yaygin bir sekilde bulundugu bilinmektedir.
Pseudomonas hydrophila’da kesfinden sonra, bir¢ok bakteri ve Actinomycetes tiiriinde
arsenat yoklugunda KI aktivitesi belirlenmistir. Heterolaktik asidik bakterilerden
Lactobacillus brevis'den elde edilen Kl en yiiksek miktarda enzimi tireten bakteriydi.
Fakat Lactobacillus brevis’den elde edilen enzim diisiik pH’da aktif olmasina ragmen
yiiksek sicaklikta kararli olmadigindan ekonomik uygulamalar ig¢in uygun bir enzim
degildi. Hiicre disina nadir olarak salgilanan KI enzimi Streptomyces glaucescens ve S.
flavogriseus tarafindan tiretilmektedir (Batt vd., 1986; Beck vd., 1988). Bu organizmalarda
enzimin hiicreden salinmasi, hiicre duvarmin kismi par¢alanmasi ve hiicre duvari
gecirgenliginin degismesinde gorev yapmaktadir. Diger bir hiicre dist KI Chania sp. (Bejar
vd., 1994) ve bir alkolotermofilik olan Bacillus sp.’den (Bengston vd., 1974) iyon-degisimi
kromotografisi, jel filtrasyonu kromatografisi gibi bir dizi saflastirma teknigiyle
saflastirilmistir. Birgok Bacillus ve Streptomyces tiirti 6nemli miktarlarda KI iireticisidirler.
KI’'nin, Candida utilis ve Candida boidinii gibi birkag maya tiirinde de bulundugu
belirtilmektedir (Blacklow vd., 1988; Blow vd., 1990). Kl aktivitesine sahip oldugu
bildirilmis tek mantar ise Aspergillus oryzae’dir. KI’'nin arpa maltinda ve bugday
tohumunda da var oldugu tespit edilmistir (Blow vd., 1992; Bogumil vd., 1993). K, ticari
olarak ¢ok biiyiikk bir 6neme sahip olmasindan dolayr yeni bulunan bir¢ok KI iireten

organizma ve bu organizmalarla gelistirilmis siiregler hakkindaki bilgiler patent altina



Tablo 1. KI iireten mikroorganizmalar

alimmistir (Boguslawski vd., 1982; Bok vd., 1984; Bor vd., 1992; Briggs vd., 1984). Bazi

KI iiretici mikroorganizmalar Tablo- 1’de verilmistir.

Aerobacter aerogenes

Paracolobacterium aerogenoides

Aerobacter cloacae

Pseudomonas hydrophila

Aerobacter levanicum

Pseudonocardia spp.

Actinoplanes missouriensis

Sarcina spp.

Actinomyces olivocinereus

Shoenoplectus californicos

Arthrobacter spp.

Spondylus achinatus

Bacillus coagulans

Staphylococcus albus

Bacillus megabacterium

Staphylococcus bibila

Bacillus stearothermophilus

Streptococcus acromogenes

Bifidobacterium spp.

Streptococcus venuceus

Brevibacterium pentosoaminoacidium

Streptococcus virginial

Brevibacterium incertum

Streptomyces bikiniensis

Chainia spp.

Streptomyces cinnamonensis

Cortobacterium helvolum

Streptomyces echinatus

Corynebacterium spp.

Streptomyces flavovirens

Escherichia coli

Streptomyces fracliae

Escherichia intermedia

Streptomyces fradiae

Escherichia freundi

Streptomyces glaucescens

Flavobacterium devorans

Streptomyces griseus

Flavobacterium arborescens

Streptomyces hivens

Lactobacillus buchneri

Streptomyces matensis

Lactobacillus fermentum

Streptomyces niveus

Lactobacillus gayonii

Streptomyces olivaceus

Lactobacillus lycopersici

Streptomyces olivochromogenes

Lactobacillus mannitopoeus

Streptomyces phaeocromogenes

Lactobacillus pentosus

Streptomyces roseochromogenes

Lactobacillus plantarum

Streptomyces rubiginosus

Lactobacillus brevis

Streptomyces venezaelie

Leuconostoc mesenteroides

Streptomyces wedmorensis

Microbispora rosea

Streptosporangium album

Microellobosporia flavea

Streptosporangium oulgare

Micromonospora coerula

Spirulina platensis

Mycobacterium spp.

Thermopolyspora spp.

Nocardiopsis corallia

Thermus spp.

Nocardiopsis dassonvillei

Xanthomonas spp.

Nocardia asteroides

Zymononas mobilis




1.3. Ksiloz Izomeraz Enziminin Onemi

Ksiloz izomeraz enzimi termofilik enzimlerin yap1 ve islevleri arasinda bulunan
iliskiyi biyokimya ve genetik miihendisligi teknikleriyle aragtirabilmek i¢in iyi bir model
olmaktadir. Bunun yani sira endiistride potansiyel bir uygulama alanina sahiptir.
Hemiseliilozdan ethanol iiretilmesi ve glukoz izomerizasyonu yonii ile HFCS iiretiminde
yaygin olarak kullanilmasindan 6tiirli endistriyel alanda sahip oldugu ilgi her gecen giin

gittikge artmaktadir (Yanmais, 2008).

1.3.1. HFCS Uretimindeki Onemi

Glukozun fruktoza izomerizasyonu yiiksek fruktoz misir surubu (HFCS)
endistrisinde ticari agidan biiyilk Oneme sahiptir. Yapilan caligmalarda saf sekerin
tiretiminin maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle ve siikroz tiiketiminin insan sagligi
tizerinde olumsuz etkilerinin bulunmasindan dolayi, saf sekere olan talebin artmasina
ragmen sukrozun yerini alabilecek baska segeneklerin arastirilmasini gerektirmistir.
Yapilan arastirmalarda, sakkarin, siklamat, asestilfam-K, aspartam ve taumatin gibi
kalorisiz ve karbohidrat olmayan yapay birgok tatlandirici bulunmustur. Fakat bu
tatlandiricilar {izerinde yapilan diger c¢aligmalarda ise saglik uzmanlari tarafindan insan
sagligina zararlar1 oldugu belirtilmis ve kullanimlar1 yasaklanmistir. Tatlandiric1 olarak
mesrubat yapiminda kullanilan aspartamin diisiik pH’da yavas yavas hidrolize olmasindan
dolay1 belli bir zaman sonra mesrubatlarin tatlarinin kayboldugu bildirilmistir. Tautamin
ise her ne kadar siikrozdan 2000 kat daha tatli bir tatlandirict olmasina ragmen tadinin hos
olmamasindan dolay1 tercih edilememektedir. HFCS iiretiminde ise glukoz ve fruktozun
esit miktarlarinin karisimi yani (1:1) oraniyla karisimi siikrozdan 1,3 kat, glukozdan 1,7 kat
daha tatlidir. Glukozun tatlandirma kapasitesi siikrozun tatlandirma kapasitesinin %70-75’1
kadar1 olmasina ragmen fruktozun tatlandirma kapasitesi siikrozun iki katidir (Barker,
1976). HFCS tamamen tatsiz olan nisastadan iiretilmektedir. Tatlandirma giicii goz Oniine
aliarak bir karsilastirma yapildiginda HFCS’nin siikrozdan %10-20 daha ucuz oldugu
anlasilmaktadir. HFCS'nin diger bir tercih nedeni ise sukroz gibi kristallenme problemine
sebep olmamasidir. Tiim bunlara ek olarak, sadece fruktozun midede oldukca yavas bir
bi¢cimde emilmesinden ve kandaki glukoz seviyesine herhangi bir etkide bulunmamasindan

dolay1, D-fruktoz diabetik tatlandirici olarak da ¢ok 6nemli bir rol oynar. Fruktoz suruplar



tatll bir tat verme Ozelliklerinin yaninda gida endistrisinde gidalarda lezzetin
gelistirilmesinde de dnemlidir. Sakkaroza gore fruktozun dil izerinde algilanmasi ¢ok daha
yogundur. Bu nedenle gidalarda karakteristik olarak 6n plana ¢ikarilan lezzet 6zelliklerinin

algilanmasinda 6nemli derecede etkilidir (Howling, 1992).

1.3.2. Etanol Uretimindeki Onemi

Fosil yakitlarin hizla tiikenmekte oldugu géz oniine alinirsa, yenilenebilir biokiitlenin
fermentasyon yolu ile alkol {iretiminin ham maddesi olabilecek sekerlere
dondistiiriilebilmesi olduk¢a dnemli bir olaydir. Biokiitle %40 seliiloz, %30 hemiseliiloz ve
%30 ligninden olusur. En ekonomik sekilde biyoetanol iiretimi seliiloz ve hemiseliillozun
glukoz ve ksiloza hidrolizi ve bunlarin hemen ardindan mayalarla alkole fermente edilmesi
seklinde gerceklestirilebilir. Yakin zamana kadar, calismalar yogun olarak seliilozun
biyolojik indirgenmesi {izerine yogunlasmisti. Sonraki yillarda lignoseliillozun ve tarimsal
sularin biyolojik indirgenmesinin etkili bir sekilde biokiitlenin hemiseliiloz bilesenlerini
iiretebildiginin fark edilmesi, dikkatin hemiseliiloz fermentasyonuna kaymasina neden
olmustur (Wang vd., 1980). Ksilan, hemiseliilozun ana bileseni olmakla birlikte B (1,4)
baglariyla birbirine baglanan ksiloz birimlerinden olusmaktadir. D-ksiloz, ksilanin
enzimatik veya asidik pargalanmasiyla iiretilir. Saccharomyces cerevisiae gibi endiistriyel
maya tiirleri genellikle heksozlart verimli bir sekilde fermente ederler, fakat D-ksiloz bu
fermentasyon sonucunda tiretilmez. Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis, Candida utilis
ve Candida shehatae gibi birka¢ maya tiirii oksidorediiktatif yollarla pentozlar liretebilirler.
Ancak bu organizmalarin fermantasyon miktarlari oldukg¢a diisikk olmaktadir (duPreez vd.,
1985). Ayrica, bu organizmalarin etanole olan diisiik toleransi ve oksijenin varliginda
etanolu katabolize etmeleri, bu mayalarin endiistriyel alanda kullanilmalarimi
engellemektedir (duPreez vd., 1987). KI, ksilozdan ksiluloz iiretilmesinde de kullanilir,
ancak ksiluloz Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarin ksilozun alkole fermentasyonunu
saglayan metabolik yol i¢in bir engelleyicidir (Chaing vd., 1981). D-ksilozun D-glukoza
gore alkole fermantasyon orami ¢ok daha diisiik olmasina ragmen, bugiin bilimsel
arastirmalar KI geninin mayalara aktarilmasiyla ksilozun alkole kendiliginden

fermantasyonunun saglanmasi tizerine yogunlasmuistir.



1.4. KI Uretimi

Enzimin endiistriyel alanda daha wuygun bir sekilde kullanilabilir duruma
getirilebilmesindeki c¢alismalarin temelini enzim {retimindeki maliyetin disiiriilmesi
olusturmaktadir. Bu nedenle ksiloz izomeraz enzimi iiretmek igin gerekli fermantasyon
sartlari1 en uygun ve en ekonomik hale getirmek amaciyla pek ¢ok calisma yapilmistir. KI
enziminin bu sartlar1 yerine getirmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar li¢ temel baglik altinda
toplanabilir: 1) Enzimin verimliliginin arttirilmasit 2) Fermantasyon ortamimnin hem
ksilozun yerine kullamlacak daha ucuz bir ham maddenin kullamlarak hem de Co**
iyonlar1 ortamdan kaldirilmasin1 saglayacak sekilde optimize edilmesi 3) Enzimin

immobilize edilmesi.

1.4.1. Enzimin Verimliliginin Arttirilmasi

KI enziminin sahip oldugu o6zelliklerin hem 1iyilestirilmesi hem de verimliliginin
arttirillabilmesi amaciyla geleneksel mutasyonlardan ve rekombinant DNA teknolojisi
yontemlerinden yararlanilmistir. Ticari 6neme sahip birgok sus enzim tretim seviyesini
arttirmak ve enzim {retimini siirekli kilmak i¢in bircok mutasyona ugratilmislardir.
Bunlardan Streptomyces wedmorensis’in etilenamin ve N-metil-N-nitro-N-nitrozguanidin
ile mutasyona ugratilmasiyla enzim {iretim seviyesinin %60 oraninda arttig1 goriilmiistiir
(Brownewell, 1982). Streptomyces olivochromogenes’in UV ile mutasyona ugratilmast ile
de mutant susta KI aktivitesinde %70 oraninda artis oldugu belirtilmektedir (Bucke, 1981).
Bacillus coagulans ile yapilan bir diger caligmada ise Bacillus coagulans’un 2-
deoxyglukoza dayaniklilig1 temel alinarak elde edilen mutantlarinin aktivitesi ana hiicrenin
iki kati aktivite gostermistir. En yliksek verimliligi laktozda gosteren iki kat verimli siirekli
mutantlardan birinin glukoz tlizerinde ksilozdan daha yiiksek verim verdigi Lee tarafindan
belirtilmektedir (Lee, 1976). Streptomyces acidodurans’a ¢oklu UV isinlari uygulayarak
birgok siirekli ve verimli enzim {ireten mutantlar izole edilmistir (Callens, 1988). Etil
metansiilfonat ile elde edilen mutantlardan biri ve sadece glukoz iizerinde biiyiitiildiigiinde
ayn1 kosullarda ana hiicre 10 U ml™ iiretirken, 1,500 U ml™ iirettigi tespit edilmistir (Bok
vd., 1984). Ayrica suslarin genetik manipulasyonlarla gelistirilmeleri miimkiindiir.
Rekombinant DNA teknolojisi arzu edilen proteinin geninin izole edilmesi ve manipule

edilmesi konusunda oldukga basarili yontemlere sahiptir. Giinlimiizde endiistriyel olarak



kullanilan ~ enzimlerin ~ %50’den  fazlasinin  genetik  olarak  degistirilmis

mikroorganizmalardan elde edildigi bilinmektedir (Callens vd., 1986).

1.4.2. Fermentasyon Ortaminin Optimum Hale Getirilmesi

Kl enzimi, genel olarak bakildiginda havalandirmali fermentasyon ortamlarinda
tiretilmektedir. Fermentasyon ortaminin optimum hale getirilmesi, yani KI {iretimi
esnasinda ekonomik olarak en iyi kosullar1 bulmak i¢in olduk¢a fazla ¢alisma yapilmistir.
Fermentasyon ortaminin optimizasyon c¢aligsmalar1 6zellikle 1) Maksimum enzim iiretimi
icin pH ve sicaklik optimizasyonunun yapilmasi 2) Fermentasyon ortaminda Co®" iyonlari
yerine baska bivalent metal iyonlarinin kullanilmasi 3) Ksiloz yerine kullanilabilinecek
daha ucuz bir indiikleyicinin bulunmasi 4) Enzim verimi iizerine daha ucuz azot
kaynaklarinin etkisinin degerlendirilmesi, konular1 iizerine yogunlagmistir. Her
organizmanin maksimum enzim iiretimi i¢in ihtiya¢ duydugu fermentasyon ortami kendine
ozgiidir (Callens vd., 1988). Farkli mikroorganizmalarin hepsine birden kullanilabilinecek

diizeyde olan tek bir miikemmel fermentasyon ortam1 yoktur.

1.4.2.1. pH ve Sicakhik Optimizasyonu

KI dretimi genel olarak eger bir pH kontrolii yoksa pH 7,0-8,0 arasinda
gerceklestirilmektedir. Optimum sicaklik ise organizmanin biiylime kosullarina gore
degisiklik gostermektedir. Ornegin, Streptomyces spp., Arthrobacter sp. ve Actinoplanes
missouriensis yaklasik 30°C’de yasar (Anheuser-Busch Inc. 1974). Termofilik Bacillus
spp. ise 50-60°C’de yasar (Brownewell, 1982). KI {iretimi i¢in kullanilan kiiltiir tipine
bagli olarak fermentasyon periyodunun 6 saatten 48 saate kadar degisim gosterdigi
belirtilmektedir.

1.4.2.2. Metal iyon Gereksinimi

Organizmalar optimum KI {iretimi igin fermentasyon ortaminda bivalent katyonlara
ithtiya¢ duymaktadir. Ancak, bu ihtiyacin karsilanmasi i¢in gerekli olan metal iyon kaynagi

organizmadan organizmaya degisiklik gostermektedir. Ornegin, Streptomyces YT-5 susu
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icin Co*" gerekliyken, Bacillus coagulans icin Mn®* veya Mg”* gerekli olmaktadir
(Outtrup, 1974; Yoshimura vd., 1966). Genellikle kobalt metal iyon olarak mezofilik
Streptomyces tiirleri tarafindan kullanilirken, termofilik tiirler tarafindan kullanilmazlar. KI
iiretimi yapilan fermentasyon ortamina Co? iyonu ilavesinin azaltilmaya c¢alisilmasi ya da
tamamen gereksiniminin ortadan kaldirilmasi, Co®"’li HFCS tilketiminin insan saglig
lizerine olan zararlari ve kullanilmig besiyerinin atilmasinin ¢evreye verdigi zararlar
diisiiniildiigiinde olduk¢a &nemli bir konu olmaktadir. Ote yandan, Arthrobacter spp.,
Streptomyces olivaceus ve Streptomyces olivochromogenes’in bazi mutant suslar1 gibi bazi
organizmalar optimum enzim iiretimi i¢in Co*"’ya ihtiya¢ duymamaktadir (Anheuser-

Busch Inc. 1974; Reynolds, 1973).

1.4.2.3. Ksiloz izomeraz Enziminin Uretilmesini Arttiran Indiikleyici Ajanlar

Ksiloz izomeraz enzimi iireten organizmalarin biiyiik bir ¢ogunlugu enzimin iiretimi
icin besiyeri ortaminda ksiloza ihtiya¢ duyarlar. Fakat ekonomik olarak bakildiginda ksiloz
oldukca pahali olmasinin yan1 sira kullanimi1 da ekonomik olarak pratik degildir. Glukoz,
sorbitol, nisasta veya gliserol, ksilozun ksiloz izomeraz enzimi iizerindeki etkisinin
%75’ine varan bir etkiyle kullanilabilir (Drazic vd., 1980). GI iireten organizmalardan
hangisinin secilecegi hangisinin daha ucuz ortamda biiyiidiigiine bakilarak yapilir.
Gilinlimiizde, bircok organizma ksiloz yerine glukozu kullanan KI iiretmektedir. Bu
organizmalarin  basinda  Actinoplanes, Bacillus coagulans ve  Streptomyces
olivochromogenes gibi ¢esitli suslar gelmektedir. Bu indiikleyicilerin yani1 sira
Streptomyces YT-5 susunun bugday kepegi ve misir kocani gibi ksilan ya da ksilan igeren
diger materyallarin varligindaki ortamlarda biiyliyebilmektedirler (Takasaki ve Tanabe,
1966). Mutasyon caligmalar1 sayesinde esas indiikleyici olarak ksiloza ihtiyag duymayan
KI iiretebilen bakterilerin elde edildigi yaklasimlari bulunmaktadir. Bunlarin yani sira
Actinoplanes missouriensis’in mutant olmayan tiplerinden biri Gist Brocades tarafindan
ticari olarak KI iiretiminde kullanilmaktadir. Baska bir yaklasim ise, XylA genini giiclii

Streptomyces promotorunun 6niine klonlamaktir.
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1.4.2.4. Azot Kaynag

Azot kaynagi her enzim iireten organizma i¢in ayri ayr1 6zel olarak optimize edilmesi
gereken en onemli faktorlerden biridir. KI iiretimi i¢in genellikle karisik azot kaynaklar
kullanilmasina ragmen, 6zel bir azot kaynagi gerekliligi organizmadan organizmaya
degisir. Ornegin, Bacillus coagulans igin pepton, maya ekstrakt;, amonyum tuzlar
kullanmak uygun iken, iire ve nitrat kullanmak uygun olmamaktadir (Yoshimura vd.,
1966). Ucuz ve uygun bir azot kaynagi olarak kaynatilmis misir suyunun kullanilmasi bazi
aragtirmacilar tarafindan bulunmustur (Anheuser- Busch Inc. 1974; Hafner vd., 1985).
Fakat kullaniminin sezonluk olmasi musir suyunun kullanimini simirlandirmistir. Bu
sinirlama nedeniyle misir suyunun yerini alabilecek daha uygun kullanimli bir azot
kaynagi son zamanlarda dahi arastirilmaktadir. Soya unu, misir suyundan %350 daha zengin
bir azot kaynagidir (Shich, 1977). Fermentasyon ortamina belirli bazi aminoasitlerin
eklenmesi Streptomyces violaceoruber’in Kl enziminin iretimini arttirmistir (Vaheri vd.,
1977; Vandamme vd., 1981). Diger yapilan aragtirmalarda, Streptomyces coelicolor’da
yapilan mutasyon ile KI enziminin maya ekstraktina oranla misir suyunu daha fazla tercih

etmesi saglanmigtir (Hafner vd., 1985).

1.4.3. Ksiloz Izomeraz Enziminin Saflastiriimas

Birgok  mikroorganizmada KI enziminin  degisik  yOntemlerle iiretimi
gerceklesmektedir. Fakat bu yontemlerden sadece birkac tanesi tamamen saf olarak KI
enziminin elde edilmesi i¢in kullanima uygun haldedir. Enzimin tekrar tekrar
kullanilmasiyla ticari 6neme sahip olan en yaygin yontem enzimin immobilize halinde
uretilmesidir. Bu sayede enzimin ayrica saflastirilmasi ve yogunlastirilmasi gibi
basamaklara ihtiya¢c duyulmamaktadir. Ticari olarak immobilize edilmis haldeki KI
enziminin degeri biiyiik olmasina ragmen, akademik boyutta yapilan ¢aligmalarda enzimin
saf olarak elde edilmesi biiyilk 6neme sahiptir. Ciinkii yapilan bu g¢alismalarin iginde
kimyasal modifikasyonlar, yapi-gorev iligkileri ve 6zellikleri bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar
icin de enzimin saf olarak elde edilmesi gerekmektedir. Daha 6nceden enzimin sadece bazi
organizmalar tarafindan hiicre disina salgilandig1 belirtilmisti. Geri kalan organizmalar KI
enzimini hiicre i¢i olarak iiretmektedirler. Bu nedenle KI enziminin saflastirilmasinda

hiicrenin sonikasyon, 6glitme, homojenizasyon gibi mekanik pargalamast ya da lizozim,
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katyonik deterjan, toluen kullanilarak kimyasal parcalanmasi yontemleri kullanilmaktadir
(Chen, 1980a). Literatiirde ayrica KI enziminin saflastirilmasinda affinite kromatografisi
kullanildig1 da belirtilmektedir. Bir affinite adsorbani olan ksilitol-sefaroz Streptomyces
spp.’den KI saflagtirmak ic¢in kullanilmistir (Chen, 1980b). Silika jel iizerine immobilize
edilmis ksiloz veya mannitol ile birlestirilmis Biojel-P 100 gibi diger affinite matriksleri de
kullanilmistir. Streptomyces sp. NCIM 2730 susundan tek basamakta hizli bir sekilde

immunoafinite ile saflastirma islemi rapor edilmistir (Ghatge vd., 1991).

1.4.4. Ksiloz izomerazin Immobilizasyonu

Bir onceki kisimda belirtildigi gibi, ticari olarak maliyeti azaltacak sekilde KI
enziminin kullanilmasini, yani bu enzimin defalarca geri alinip tekrardan verimli bir
sekilde kullanilmasini saglayacak yontem KI enziminin immobilize hale getirilmesidir.
Literatiir bilgilerine bakildiginda KI enziminin immobilize olarak kullanildigina dair
bilgiler ¢ok genis ¢aptadir. Enzimin immobilize halinin kullanimi, ticari boyutta ekonomik
olmasindan dolay1r dnemli hale gelmesi nedeniyle pazarda daha ¢ok tercih edilmektedir
(Hemmingsen, 1979; Pedersen, 1993; Verhoff, 1985). KI enziminin hem hiicre i¢i bir
enzim olmasi hem de glukoza olan yiikksek Km’yi telafi etmek igin yiiksek miktarlarda
enzim gerektiginden KI kullanimi ¢ok pahali olmaktadir. Bu nedenle, endiistriyel
uygulamalar i¢cin KI'min immobilize edilmesi ¢ok Onemlidir. Daha Once yapilan
caligmalara bakildiginda, KI enziminin immobilizasyonuna ydnelik birgok metot
tanimlanmistir (Antrim, 1979). Ancak, bu immobilizasyon calismalarindan elde edilen
sonuglardan sadece birka¢ tanesi ekonomiktir ve ticari yonden HFCS iiretiminde

kullanilmak tizere yiiksek aktiviteli enzim elde edilmesine imkan verir.

1.5. Ksiloz izomeraz’in Ozellikleri

Degisik mikroorganizmalardan elde edilen KI enziminin enzimatik ve biyokimyasal
ozellikleri yogun bir sekilde calisilmistir. KI enziminin; pH ve 1sil kararliligi, metal
iyonlarina olan gereksinimi, substrata olan 6zgilinliigii gibi 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi
olmak, enzimin inhibe olmasin1 engellemek ve HFCS iiretiminde ticari olarak

uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in 6nemlidir (Karaoglu, 2004).
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1.5.1. Optimum pH ve Sicakhk

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
icin arzu edilen bir 6zelliktir. KI'nin optimum sicakligi 60°C’den 80°C’ye kadar dagilim
gosterir ve optimum sicaklik Co®* varliginda artar. Streptomyces spp., Bacillus spp.,
Actoplanes missouriensis ve Thermus thermosulfrogenes’e ait KI enzimleri yiiksek
sicakliklarda kararli olduklar1 halde Lactobacillus ve Escherichia spp.’ye ait KI enzimleri

yiiksek sicakliklarda ¢ok az kararli kalirlar (Karaoglu, 2004).

1.5.2. Metal iyon Ihtiyaci ve Inhibitorleri

Ksiloz Izomeraz enzimi, maksimum aktivite gdsterebilmek igin baslica ii¢ divalent
katyona ihtiya¢ duymaktadir. Bunlar Mg®*, Co?* veya Mn?* katyonlar1 ya da bunlarin
kombinasyonlarindan olusmaktadir. Birgok KI enziminin aktivitesi i¢in hem Mg2+ hem de
Co” katyonlar gereklidir. Bu iki katyonun sahip oldugu gorevler birbirinden farklidir.
Mg?* iyi bir aktivator etkiye sahipken Co®" KI enziminin kuarterner yapisinda kararli bir
sekilde kalmasi i¢in gerekmektedir (Callens vd., 1988; Callens vd., 1986). KI'nin katalitik
aktivitesi Ag", Hg2+, Cu®*, Zn** ve Ni*" metal iyonlar1 ile tamamen inhibe olmaktadir.
Ayrica Ca?* ile enzimin aktivitesinde tamamen kayip olmamasina ragmen O6nemli derece
diisiis olmaktadir. KI’'nin diger bilinen inhibitdrleri ksilitol, arabitol, sorbitol, mannitol,

liksoz ve Tris’tir (Bucke, 1983; Smith vd., 1991).

1.5.3. Substrat Ozgiinliigii

Kl enziminin pentoz, heksoz, seker alkolleri ve seker fosfatlarini izomerize etme
kabiliyeti genis ve yogun bir bicimde arastirilmistir (Karaoglu, 2004). Bilindigi iizere KI
birgok farkli organizma tarafindan iretilmektedir. Enzimin elde edildigi organizmanin
tirtine gore substrat spesikligi de degisiklik gostermektedir. KI enzimi, D-riboz, L-
arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi bir¢cok sekeri substrat olarak
kullanabilmektedir. Buna karsin KI’'nin en yaygin olarak kullandigi substratlar D-glukoz

ve D-ksilozdur. KI'nin maksimum izomerizasyon gosterdigi substratlar ise glukoz ve
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ksiloz gibi ekvatoral diizlemindeki 3. ve 4. karbonlarinda hidroksil grubu tasiyan
substratlardir. Farkli mikroorganizmalardan ¢oziinmiis veya immobilize formda bulunan
KI’larin D-glukozu D-fruktoza doéniistirme orani %26-59 arasinda dagilim gosterir.
Enzimin Km degeri D-glukoz i¢in 0,086 ile 0,920 M arasinda, D-ksiloz i¢in 0,005 ile 0,093
M arasinda dagilim gosterir (Chen, 1980b).

1.5.4. Aktif-Bolge Calismalari

X-151n kristallografisi ve gruba o6zel kimyasal modifiye ediciler sayesinde KI
enziminin aktif bolgesindeki veya aktif bolgesinin yakinindaki aminoasitlerin 6zelliklerinin
belirlenmesi basarilmistir. Bu calismalar sonucunda 6zellikle histidin ve karboksilat
gruplarinin enzimin aktivitesi i¢in bu bolgelerde gerekli oldugu kanitlanmaktadir (Callens
vd., 1988; Gaikwad vd., 1988; Ghatge ve Deshpande, 1993). KI enzimi bilindigi iizere hem
glukozun hem de ksilozun izomerizasyonundan sorumludur. Ancak KI'nin her iki substrat
icin tek bir aktif bolgeye mi, yoksa farkli iki aktif bolgeye mi sahip oldugu uzun yillar
boyunca arastirma konusu olmus fakat kesin bir bilgiye ulasilamamisti. Ancak Keleti ve
arkadaslar1 tarafindan kinetik metot kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda
KI’'nin her iki substrat igin tek bir aktif bolgeye sahip oldugu gosterilmistir (Keleti vd.,
1987).

1.5.5. Alt Unite Yapisi

KI enziminin sedimentasyon sabitleri 7,55- 11,45 arasinda degisiklik gosterirken,
molekiiler agirligt 52.000- 191.000 arasinda dagilim gostermektedir (Chen, 1980a).
Enzimin alt {inite yapisi ve aminoasit kompozisyonu {izerine yapilan ¢aligmalar
gostermektedir ki KI enzimi birbirine benzeyen ya da ayn1 olan dort alt tiniteden olugmakta
ya da iki alt {initenin birbirlerine kovalent olmayan baglarla baglanmasi sonucu
olugsmaktadir ve bu alt {initeler arasinda distilfit baglar1 bulunmamaktadir. Bunlarin yani
sira, Bacillus sp’den hiicre dis1 olarak elde edilen KI enziminin {i¢ alt birimden meydana
geldigi bulunmustur (Chauthaiwaleve ve Rao, 1994). Ayrica Basuki ve arkadaslari
Streptomyces phaechromogenes’den elde ettikleri KI izoenziminin sahip oldugu dort alt

tinitenin  birbirinden farkli oldugunu bulmuslardir (Basuki, 1992). Bulunan KI



15

izoenzimleri, N-terminal aminoasitleri ve tripsin, Achromobacter proteaz I ve siyaniir
bromid ile sindirilebilen peptid g¢iftleri bakimindan farklidirlar. Arthrobacter ve
Streptomyces spp.’den elde edilen KI'lar ile yapilan caligmalar ise gostermistir ki
molekiiliin biyolojik aktivitesinde dimer ya da tetramerler rol oynarken, monomer iiniteler
tek baslarina herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip degillerdir (Gaikwad vd., 1992;
Rangarajan vd., 1992).

1.6. K’min Caliyma Mekanizmasi

Kl enzimi ticari olarak biiylik bir 6neme sahiptir, fakat KI’'nin yapist ve calisma
mekanizmas1 hakkinda elde edilen bilgi ¢ok azdir. Bu nedenle KI'nin ¢alisma mekanizmast
bircok arastirmaci tarafindan ilgiyle arastirilmaktadir. Ilk baslarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda KI'nin seker fosfat izomerazlara benzer bir bigimde c¢alistigi ve en-diol
mekanizmasini takip ettigi diistiniilmekteydi (Rose vd., 1969). Fakat sonradan yapilan
caligmalar enzimin hidride-shift mekanizmasi ile ¢alistigini gostermistir (Whitlow vd.,
1991) (Sekil 2). Bu mekanizmada, hidrid iyonunun ya nétral H atomu ve elektron olarak ya
da proton ve iki elektron olarak transfer edildigi kabul edilmektedir. Teoriye gore hidrojen,
ekspres edilen H™ olarak transfer edilir. Basit olarak reaksiyon;

H3CH + CH3" — H3C" + HCH3 seklinde gdsterilir ve kompleks olan hydride-shift
prosediiriinii  6zetlemektedir. Bu reaksiyonun temelinde birbirine belli bir uzaklikta
bulunan CH4 molekiilinden CH3z" karbonyum iyonuna, baglantili olan iki karbon arasinda

hidrojenin hareket etmesi yatmaktadir.
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Sekil 2. KI’'nin ¢alisma mekanizmasi. a) cis-enediol. b) Proton transfer. ¢) Hidrid-
shift. Kutular stereospesifik olarak transfer edilen hidrojen atomlarin
gostermektedir.

Enzimin yap1 ve fonksiyonu arasindaki iliskiyi calismak i¢in aktif bolgenin
diizenlenisi hakkinda bilgi sahibi olmak son derece Onemlidir. KI'nin aktif bolgesini
calismak ve ¢alisma mekanizmasini sematize etmek i¢in farkli yaklagimlar denenmistir. Bu
yaklagimlar: 1) Kimyasal modifikasyon, 2) X-1sm1 kristallografisi, 3) Izotop degisimi’dir.
KI’nin ¢alisma mekanizmasi igin dnerilen mekanizma substrat halkasinin agilmasi, hidritin

C-2’den C-1’e kaydirilmasi ve halkanin kapanmasi seklinde gerceklesmektedir.

1.7. Ksiloz izomeraz Enziminin Genetik Miihendisligi

Rekombinant DNA teknolojisi sayesinde bir¢ok proteini kodlayan gen basaril bir
sekilde izole edilmekte ve izole edilen bu genin bir¢ok yontem kullanilarak manipulasyonu
gergeklestirilebilmektedir. Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %50’sinden fazlasinin
geni modifikasyona ugratilmistir (Hodgson, 1994). KI iiretimini arttirmanin yollarindan

biri KI genini belirlemek ve bu geni lac, tac, veya pL gibi giiglii promotorlara sahip ¢ok
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kopyali bir vektor sistemine klonlamaktir. KI geninin klonlanmasinin amaglari: 1) Ki
enziminin Uretimini arttirmak 2) Mayalar tarafindan ksilozun etanole dogrudan
gevrilmesini  saglamak 3) Biyoteknolojik uygulamalar i¢in enzimin O6zelliklerini
degistirmek ve iyilestirmek. Molekiiler klonlama ve Kl ekspresyonu hem heterolog, hem

homolog konaklarda ve mayalarda ger¢eklestirilmistir.

1.7.1. Isil Kararhlhik Mutasyonlari

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, farkli mikroorganizmalardan elde edilen KI’larin aktif
bolgelerinde aromatik amino asitlerin oldugu belirlenmistir (Collyer vd., 1990). Ayrica
kofaktor olarak Co®* iyonunu kullanan Thermoanaerobacterium thermosulfigenes bakterisi
ksiloz izomerazi Trp 48, Phe 59, Trp 138, Phe 144 ve Trp 187 amino asitleri {izerinde
mutasyon calismalar1 yapilarak bu amino asitlerin 1s1l kararlilik {izerindeki etkileri
belirlenmeye calisilmistir (Meng vd., 1993). Yapilan bu c¢alismalar ile Trpl87His ve
Phel144Lys mutantlarinin 75°C’de sicaklik muamelesine dayanikli olmadigi ve enzimin
aktivitesini kaybettigi goOsterilmistir. Buradan Trpl87 ve Pheld44 amino asitlerinin
hidrofobik karakterlerinin yiiksek sicakliklarda enzim yapisinin korunmasinda etkili
oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Bunlara ilave olarak, Trp138 amino asitinin Phe, Ala ya da
Met gibi daha kiigiik hidrofobik yan gruplara sahip amino asitlerle mutasyonu ile enzimin
1s1l kararliligini 85°C de %43 ile %91 oraninda arttirdigi goézlenmistir. Ayrica Trp48Arg
mutasyonunun enzimin aktivitesinde herhangi bir degisiklik yapmadan 1s1l kararliligi %60
oraninda arttirdig1r gozlenmistir. Yapilan bir diger calismada ise Phe95His mutantinin
yaban tipe gore 1sil kararliliginin ve yari 6mriiniin daha az oldugu anlagilmistir (Cha vd.,
1994). Streptomyces rubiginosus KI’'nin His219 rezidiisiinde enzimin 1sil kararliligi ve
aktivitesinin arastirilmasi amaciyla site-directed mutasyon yapilmistir. His219’un Ser, Glu
ve Asn ile yaptigi siibstitiisyonlarin enzimin Kg; degerinde sadece %0,3—0,5 artisa sebep
oldugu belirtilmistir. Fakat bu ¢alismada Ky degerlerinin 30-50 kat arttig1 goriilmistiir.
His219Lys mutantinin ise aktivitede dnemli bir degisiklige neden olmadig: ifade edilmistir.

(Hartley vd., 2000)
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1.7.2. Aktif Bolge Mutasyonlar:

KI enziminin aktif bolgesinde bulunan amino asitlerin belirlenmesinin ardindan
enzim aktivitesini arttirmak amaciyla bir¢ok aktif bolge mutasyonu calismasi yapilmistir.
Bu c¢alismalardan bazilar1 aktiviteyi azaltarak bazilari ise arttirarak sonug¢lanmaktadir
(Hartley wvd., 2000). Gergeklestirilen bir c¢alismada, Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes'den elde edilen KI’min yapilan site-directed mutasyon ile substrat
baglanma bolgesi degistirilmis ve sonug olarak enzimin substrat tercihi ksilozdan glukoza
yonelmistir. Bu c¢alismada, Trp138’in Phe ile yer degisimi glukoz i¢in yiiksek katalitik
aktiviteye sahip bir enzimin tiretilmesine neden olmustur. Ayrica ksiloz igin Ky degerini
yikseltmis ve enzimin Kkatalitik aktivitesini azaltmistir. Bu mutant enzimin ksiloz
molekiiliiniin girebilmesi i¢in genis bir aktif bolgeye sahip oldugunu fakat mutasyonun

ksilozun baglanma etkinligini zayiflattigini1 gostermektedir.

1.8. Anoxybacillus gonensis G2" Ksiloz izomeraz Cahsmalar

Laboratuarimizda daha 6nceden Anoxybacillus gonensis G2 ksiloz izomerazinin
yaban tipi saflastirilmis ve saflastirilan enzimin kinetik parametreleri, optimum sicaklik ve
pH’s1, pH ve 1s1l kararliliklari, aktivatorleri ve inhibitorleri belirlenmistir (Yanmis, 2008).
Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda Anoxybacillus gonensis G2 ksiloz izomerazinin yiiksek
KT aktivitesine sahip oldugu anlasilmistir. Yaban tip enzimin optimum olarak 85 °C’de, pH
6,5°da calistigi sonucuna varilmistir. Cd*%, Hg*™, Zn*?, Fe™? Cu™ metal iyonlarmmn
enzimin aktivitesini %20’nin altina diisiirdiigii sonucuna varilmistir. Yiiksek sicakliklarda
ve pH 6 ile 6,5 arasinda da aktivitesini korudugu anlasilmigtir. Yapilan metal iyonu ihtiyaci
calismalarinda ise Co+2, Mg+2 ve Mn+2’yi aktivator olarak kullandigi fakat en iyi

aktiviteyi 5 mM’lik Mn+2 varliginda gosterdigi anlagiimistir (Yanmuis, 2008).

1.9. Genin Klonlanmasi ve Mutasyon Calismalari

Anoxybacillus gonensis G2 ksiloz izomerazinin biyokimyasal ozelliklerinin ve
kinetik parametrelerinin  gelistirilmesi amaciyla daha o6nceden molekiiler biyoloji

laboratuarimizda, Anoxybacillus gonensis xylA geni pET28a+ ekspresyon vektoriine
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klonlandi. Genin 137. amino asitini (triptofan) kodlayan niikleotidler degistirilerek
fenilalaninli ve 184. amino asiti (valin) kodlayan bazlar degistirilerek serinli enzim iireten
cifte mutasyonlu klonlar yapildi. Mutant geni iceren pET28a+ (pGI-W137F/VV184S) E.coli
BL21 hiicrelerine aktarilip, ekspreslenerek mutant KI enzimi (KI W137F/\VV184S) elde
edildi (Bhosale vd., 1996).

Ayni1 sekilde ksiloz izomeraz enziminin 137. amino asiti (triptofan) kodlayan bazlar
degistirilerek fenilalaninli ve 184. amino asiti (valin) degistirilerek treoninli enzim tireten
cifte mutasyonlu klonlar olusturuldu. Mutant geni igeren pET28a+ (pGIl- W137F/\VV184T)
E.coli BL21 hiicrelerine aktarilip eksprelenerek mutant K1 enzimi (KI W137F/V184T) elde
edildi.

Bu ama¢ dogrultusunda mutasyonlar1 gergeklestirebilmek icin Tablo 2’de belirtilen
primer ¢iftleri kullanildi. Yapilan mutasyon c¢aligmalar1 “QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent, Stratagene, Santa Clara, CA, USA)” protokoliine gore
gerceklestirildi.

Tablo 2. Mutasyonlarin gergeklestirilmesinde kullanilan primerler

W137F FO01 | 5°>-AAC CAAQTT gCT TTT CAATAC AgC TAATTT ATT TAC AC-3°

W137F ROL | 5°-gTg TAA ATA AAT TAg CTg TAT TgA AAA gCA ACT Tgg TT-3’

V184S _FO1 | 5°-ggT gCA gAA AAC TAT TCA TTC Tgg ggC ggg C-3°

V184S ROL | 5°-gCC CgC CCC AgA ATg AAT AgT TTT CTg CAC C-3

V184T FO1 | 5°-ggT gCA gAA AAC TAT ACC TTC Tgg ggC ggg C-3°

V184T RO1 | 5°-gCC CgC CCC AgA Agg TAT AgT TTT CTg CAC C-3°

*K=GveT *M=Cve A

E.coli BL21 igerisinde bulunan A.gonensis G2 ksiloz izomeraz genini tagiyan vektor
(PETG2GI), 1 gece biiyiitiildiigi kiiltiirden plazmit izolasyon kiti kullanilarak izole edildi.
Ilgili mutasyon primerleri ile pPETG2GI, PCR aracilig1 ile gogaltildi. Bu amagla yapilan
PCR’da Taq DNA polimeraz yerine 25 kb’a kadar zincir sentezleyebilen yiiksek dogruluga
sahip bir DNA polimeraz (Roche Expand Long Range DNA Polimeraz) enzimi kullanildi.
Kalip olarak ilgili vektoriin kullanildigt 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 {iriinii,
PCR temizleme kiti ile temizlendi. Boylece PCR iiriinii, kesim reaksiyonu i¢in uygun hale

getirilmis oldu. Bunun ardindan 50 pl son hacimde 10 {inite Dpnl enzimi ile 37 °C’de 2
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saat boyunca kesildi. Dpnl enzimi metillenmis GATC dizisini keser. Dolayisi ile reaksiyon
sonunda ana plazmitten gelen DNA zinciri bu enzim ile kesilirken yeni iiretilen zincirde
kesim meydana gelmez. Reaksiyon sonrasi kesim {iriinii herhangi bir ligasyon islemine tabi
tutulmaksizin dogrudan CaCl, transformasyon metodu ile E.coli DH5a susuna aktarildi.
(Uretilen PCR fragmentlerinin iki ucu birbirine komplementer oldugundan, hiicrede bu
uglar rekombine olur ve PCR iiriinii bir plazmit halini alir). Kanamisin ihtiva eden LB kati
besiyerine ekilerek buradan biiyiiyen hiicrelerden plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen
plazmitler sekans ettirilerek ilgili mutasyonlarin olup olmadig1 arastirildi. Sekans
sonuclarina gére mutasyonlarin her birinin basarili bir sekilde gergeklestirildigi goriildii.
Bu tez calismasi kapsaminda yukarida belirtilen Ksiloz izomeraz mutantlarmin
(WI37F/V184T ve WI137F/V184T) ekspresyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonu

amagclanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyal ve Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast Ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), D-Ksiloz (Sigma Y4625), D-Ksiluloz (Sigma X4625), MOPS (AppliChem
A29470100), MnSO,4 (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 TAB867065), K,HPO, (Merck 1,050,211),
KH,PO, (Merck 1,050,212), Tris (Melford Lab 14271), CoCl, (Applichem 25,559-9).

2.2. Tamponlarin Hazirlanmasi

Asetat tamponu (pH 5; 50 mM; 50 ml): 0,34 g Sodyum Asetat (CH3;COONa.3H,0)
tartilir, bir miktar suda ¢oziiliir, Asetik asit ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye
tamamlanir.

Asetat tamponu (pH 5,5; 50 mM; 50 ml): 0,34 g Sodyum Asetat (CH3COONa.3H,0)
tartilir, bir miktar suda ¢oziiliir, Asetik asit ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye
tamamlanir.

Asetat tamponu (pH 6; 50 mM; 50 ml): 0,34 g Sodyum Asetat (CH3COONa.3H,0)
tartilir, bir miktar suda ¢oziliir, Asetik asit ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye
tamamlanir.

MOPS tamponu (pH 6,5; 50 mM; 50 ml): 0,52 g MOPS (C;H35sNO,S) tartilir, bir
miktar suda ¢oziliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.

MOPS tamponu (pH 7; 50 mM; 50 ml): 0,52 g MOPS (C;H15NO,4S) tartilir, bir
miktar suda ¢oziiliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.

MOPS tamponu (pH 7,5; 50 mM; 50 ml): 0,52 g MOPS (C;H15NO,4S) tartilir, bir

miktar suda ¢6ziiliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.
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MOPS tamponu (pH 8; 50 mM; 50 ml): 0,52 g MOPS (C;H15sNO,S) tartilir, bir
miktar suda ¢oziiliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanr.

Tris-HCI tamponu (pH 8,5; 50 mM; 50 ml): 0,3 g Tris (C4H11NOs) tartilir, bir miktar
suda ¢oziiliir, HCl ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.

Tris-HCI tamponu (pH 9; 50 mM; 50 ml): 0,3 g Tris (C4H11NOs) tartilir, bir miktar
suda ¢oziiliir, HCl ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.

Glisin tamponu (pH 9,5; 50 mM; 50 ml): 0,18 g Glisin (NH,CH,COOH) tartilir, bir
miktar suda ¢6ziiliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.

Glisin tamponu (pH 10; 50 mM; 50 ml): 0,18 g Glisin (NH,CH,COOH) tartilir, bir
miktar suda ¢oziiliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanur.

Glisin tamponu (pH 10,5; 50 mM; 50 ml): 0,18 g Glisin (NH,CH,COOH) tartilir, bir

miktar suda ¢6ziiliir, NaOH ile pH ayar1 yapildiktan sonra su ile 50 ml’ye tamamlanir.

2.3. Gen Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Saflastiriimasi

2.3.1. Mutant Enzimlerin Uretilmesi

Kl W137F/V184S mutant genini tasiyan plazmitler (pGI-W137F/VV184S) ve KI
WI37F/V184T mutant genini tasiyan plazmitler (pGIl-W137F/VV184T) E.coli DH5a
susundan izole edilerek ekspresyonun yapilacagi E.coli BL21 (DE3) susuna CaCl,
transformasyon metodu ile aktarildi. Mutant KI genini i¢eren klonlardan bir tanesi 250
ml’lik erlende 50 pg/ml kanamisin iceren 50 ml LB’ye ekilerek gece boyu biiyiimeye
birakildi ve olusan kiiltlirin O.D. Ol¢limii yapildi. Bu kiiltiir kullanilarak, 50 pg/ml
kanamisin igeren 500 ml LB’ye 600 nm’de O.D. 0,1 olacak sekilde tekrar ekim yapildu.
Kiiltiiriin O.D.’si 0,6-0,9 olduktan sonra son hacimde 1 mM IPTG olacak sekilde IPTG
eklendi. Bu sayede enzim iiretimi indiiklenmis oldu. Indiikleme yapildiktan sonra kiiltiir
yaklasik olarak 4 saat daha biiyiitiildii. Biiyiitiilen hiicreler falkonlarda 10.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.
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2.3.2. Ham Hiicre Ekstratinin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet, pH 6,5’da hazirlanan 5 mM MgSO,4, 1 mM CoCl,, 50 mM MOPS
tamponu igeren 1 ml reaksiyon tamponunda ¢oziildii. Daha sonra hiicreler %80 siddetinde,
10 saniye %100 siddetinde, 1 devirde 5 dk Sartorius Labsonic M (BBI-8535035)
kullanilarak sonike edildi. Elde edilen hiicre soliisyonlar1 14800 rpm’de 15 dk boyunca
santrifiij edildi. Pellet kismi1 atildiktan sonra, ekim i¢in kullandigimiz klonun
dogrulugundan emin olmak igin siipernatantta tekrar KI aktivitesi bakildi. KI aktivitesinin
var olduguna emin olunduktan sonra kaba ekstrattan protein konsantrasyonunu, spesifik
aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak tiizere 300 pl 6rnek

ayrilarak enzim saflastirma islemlerine baslanildi.

2.3.3. W137F/V184S ve W137F/V184T Cifte Mutant KI’larin Saflastiriimasi
2.3.3.1. Is1 Soku Uygulamasi

Laboratuarimizda daha 6nceden yapilan KI enziminin saflastirilma ¢aligmalarindan
yola cikilarak, elde edilen kaba ekstrat 15 dk siireyle 85 °C’de bekletildi. Denatiire olan
proteinleri uzaklastirmak i¢in 15 dk 14800 rpm’de santrifiij yapildi. Coken kisim
uzaklastirilarak siipernatant alindi. Enzimin aktivitesini korudugundan emin olmak igin
stipernatantta tekrar Kl aktivitesi bakildi. KI aktivitesinden emin olduktan sonra kaba
ekstratta protein konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel
elektroforezinde kullanmak iizere 300 pl 6rnek ayrilarak iyon degisimi kromatografisi
basamagna gecildi. A. gonensis G2" xylA’nin kodladig1 ksiloz izomeraz oldukea termofilik
karakterli bir enzimdir. E.coli BL21/pETG2GTI sistemi ile iiretilen KI enzimi de (ki buna
mutant enzimler de dahil) termofilik karakter tasimaktadir. Dolayisi ile ekspresyon
vektoriinden ifade edilen enzimimiz diginda diger tim proteinler (E.coli BL21 hiicresine
ait) mezofilik karakterde olduklarindan dolay1 kisa bir sicak soku uygulamasinda bu
proteinlerin ¢ok biiyiik bir boliimii denatiire olmaktadir. Termofilik karakterli KI enzimi ise
bu durumdan etkilenmemektedir. Denatiire olan proteinler, santrifiijleme ile ¢okertilerek
uzaklastirilabildi  ve boylece KI enziminin saflagtirnlma basamaklarindan ilki

gergeklestirilmis oldu.
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2.3.3.2. iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi i¢in 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon
kullanildi. Kolon malzemesi olarak DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kullanildi. Kolon
malzemesi ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazlari vakum pompasit kullanilarak
alindi. Gazi alinmis olan kolon malzemesi oda sicakligina getirildikten sonra bir pastor
pipeti yardimiyla yavas bir sekilde kolona dolduruldu. Kolon, 0,5 mM CoCl; ve 5 mM
MgSQ;, iceren 20 mM MOPS (pH:6,5) iceren 250 ml tampon ile dengeye getirildi. Sicaklik
uygulamasindan elde edilen enzim igeren 6rnek kolona akis hizi 1 ml/dk olacak sekilde
yiiklendi. Numunenin kolona yiiklenmesinden sonra, tutunmayan proteinlerin kolondan
uzaklastirilmasi i¢in 25-30 ml kadar tampon kolondan gecirildi. Kolondan ¢ikan 6rnekler
bir tiip igerisinde biriktirilip bu tiip igerisinde ksiloz izomeraz aktivitesi arandi. Daha sonra
kolonun NaCl konsantrasyonu sifirdan baslayarak 0,6 Molara kadar yiikseltildi. Bunun igin
0-0,6 M NaCl gradient kopriisii kullamild: (Iki beher igerisine 200 ml tampon koyulup
kaplardan birisinin igerisine 0,6 M olacak sekilde NaCl ilave edildi. Beherler arasindaki
tampon gecisi ince bir cam boru ile saglandi. Peristaltik pompa 0 Molar tuz igeren
tampondan sivi ¢ektikge, 0,6 M tuz igeren beher igerisindeki tamponun 0 M tuz igeren
behere gecisi saglandi ve boylelikle tuz konsantrasyonu dereceli olarak arttirildi).
Kolondan c¢ikan fraksiyonlar 3,0 ml olacak sekilde cam tiipler icerisinde biriktirildi.
Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga boyunda yapilan Olglimler sonucu
belirlendi. Ayrica tiim fraksiyonlarda ksiloz izomeraz aktivitesine bakildi. KI aktivitesi
bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Toplanan enzim Oziitii (saflagtirma tablosu icin
gerekli verilere ulasildiktan sonra) 50000 Dalton MWCO vivaspin consantrator
kullanilarak 7500Xg’de 10 dk santrifiij edilerek yogunlastirildi (Lama vd., 2001). Aktivite
tespiti yapilan ornekler toplanarak SDS-PAGE elektroforezinde gosterildi.

2.3.3.3. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromotografisi i¢in 20 cm uzunlugunda ve 0,75 cm
capindaki bir kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak Phenyl sepharose 6
(Sigma) Fast Flow kullanildi. Kolon malzemesinin gazi vakum pompasi ile alind1 ve 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
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tampon (0,5 mM CoCl; ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH 6,5)) ile
kolon recinesi dengeye getirildi. Iyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim 6ziitii
ise 2,6 M amonyum siilfat i¢ceren tampon ile bire bir oraninda seyreltilerek Oziitiin
amonyum siilfat iceriginin 1,3 M olmas1 saglandi. Oziit kolona yiiklenerek yiiksek
amonyum siilfat konsantrasyonunda proteinlerin hidrofobik kolon malzemesine
baglanmasi saglandi. Daha sonra kolonun amonyum siilfat igerigi 1,3 molardan 0 molara
disiiriildii. Bunun i¢in 100’er ml’lik amonyum siilfat gradient kopriisii kullanildi.
Tamponun akis hiz1 0,5 ml/dk olarak ayarlanarak kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam tiipler
icerinde 1,7 ml olacak sekilde toplandi. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga
boyunda yapilan Ol¢iimler sonucu belirlendi. Ayrica tiim fraksiyonlarda ksiloz izomeraz
aktivitesi aragtirildi. KI aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Bir araya
getirilen bu enzim soliisyonu ile karakterizasyon galigmalar1 baglatildi (Lama vd., 2001).
Aktivite gosteren fraksiyonlar toplanarak SDS-PAGE’e yiiklendi ve elektroforez islemi
gerceklestirildi.

Yapilan saflastirma islemlerine ait saflastirma tablosu hazirlandi. Verimlilik, her bir
saflastirma sonrasi iiriinde bulunan toplam enzim {initesinin ham 6ziitteki toplam enzim
initesine bolimiiniin 100 kat1 alinarak hesaplandi. Saflastirma kati, her saflastirma
basamagina ait Ornegin spesifik aktivitesinin, ham oOziitiin spesifik aktivitesine

boliinmesiyle hesaplandi.

2.3.3.4. Metal Iyonlariin Uzaklastirilmasi

Kobalt kloriir ve magnezyum siilfat metal iyonlari, enzimin glukoz izomeraz
aktivitesi i¢in kofaktor olarak ¢alismaktadirlar. Enzimin ksiloz izomeraz aktivitesi igin ise
kofaktor olarak mangan siilfat gereklidir. Bu sebepten dolay1 enzimin preparasyonunun
glukoz izomeraz kofaktdrlerinden arindirilmas: gerekmektedir. Bunun i¢in, W137F/V184S
ve W137F/V184T mutasyonlarinin ksiloz izomeraz enziminin karakteristik ozellikleri
lizerine etkisini arastirmak amaciyla igerisinde 0,2 M EDTA igeren (Kobalt kloriir ve
magnezyum siilfat metal iyonlarin1 uzaklastirmak igin) 2 litre 20 mM MOPS pH 6,5
tamponuna kars1 bir gece boyunca diyaliz edildi (Smith vd., 1991). Béylece enzimimiz,
glikoz izomeraz i¢in aktivator olarak kullanilan kobalt kloriir ve magnezyum siilfat metal
iyonlarindan arindirilmig oldu.  Saflagtirma islemleri esnasinda kobalt kloriir ve

magnezyum siilfat kullanilmasinin sebebi ise bu metal iyonlar1 ile enzimin daha kararh
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olarak saflastirilabilmesidir. Ciinkii enzimimiz kobalt ilavesi ile daha kararli hale gelmekte
ve saflagtirma sonrasinda kararli olarak kalabilmektedir. Saflagtirma 6ncesinde tamponlar
kobalttan arindirilarak saflastirma yapilirsa, enzim hem glukoz hem de ksiloz aktivitesinde
onemli kayiplara ugramaktadir. Bundan sonraki ¢alismalarda ksiloz izomeraz aktivitesi
icin reaksiyon tamponu olarak, 1 mM mangan siilfat igeren 50 mM MOPS pH 7,5 tamponu
kullanildi.

2.4. Biyokimyasal Calismalar

2.4.1. Protein Konsantrasyonu Tayini

Yapilan biitin ¢aligmalarda protein miktarinin tayini Bradford (1976)’ya gore
yapildi. 100 ml boya ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Commasie Brillant Blue G-250, 5 ml
%95’lik etanol igerisinde iyice ¢oziilerek lizerine 10 ml %85°lik fosforik asit ilave edildi ve
saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile karanlik bir ortamda
stizillerek temizlendi. Hazirlanan boya, boyanin yapisinin giines 1si§indan etkilenip
bozulmamasi amaciyla karanlik bir ortamda ve kahverengi cam sise igerisinde
saklanmalidir.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak bovin serum albumin (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ng BSA igeren ¢ozeltiler
0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 5 ml yukarida anlatildig: gibi
hazirlanan boya ¢ozeltisinden ilave edildi ve nazikge vortekslenerek 10 dakika oda
sicakliginda beklemeye birakildi. Elde edilen 6rnekler i¢in BSA yerine degisik miktarlarda
hiicre ekstrat1 kullanilarak ayni islemler gergeklestirildi. Bekleme siiresinin sonunda
Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de olglimler
yapildi ve protein miktar1 pg/pl cinsinden hesapland: (Bradford, 1976).

2.4.2. Ksiloz Izomeraz Aktivite Deneyi

KI aktivite deneyi Belfaquih ve arkadaslar1 (2000) tarafindan gelistirilmis olan bir
yontemdir. Reaksiyon 15 pl hiicre oziitii kullanilarak, (W137F/V184S i¢in 250 mM,
WI137F/V184T i¢in 100 mM) Ksiloz, 1 mM MnSQO, igeren 50 mM MOPS pH 7,5
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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 (1951)
gelistirmis oldugu sistein-karbozol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon ¢ozeltisi
tizerine 40 pl %1,5’1ik sistein hidrokloriir konuldu. Bunu takiben 40 pl % 0,12’lik karbozol
ilave edildi. Olusan karisim vortekslendikten sonra iizerine 1,2 ml %70’lik siilfiirik asit
ilave edilerek tekrar vortekslendi. Karisim 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Olgiimler
540 nm dalga boyunda gergeklestirildi. Reaksiyonlarda a¢iga ¢ikan ksiluloz miktarini
hesaplamak igin ksiluloz standardi hazirlandi ve standart grafik spektrofotometreye
yiiklenerek daha sonraki agiga ¢ikan ksiluloz miktart hesaplamalari i¢in kullanildi. Enzim
aktivitesi, reaksiyon sonrast agiga c¢ikan ksiluloz miktarina goére pmol/dk cinsinden
hesaplandi. Reaksiyonun gerceklestirildigi tim kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon
pH’s1, substrat konsantrasyonu, metal iyonlar1 derigimi, enzim miktar1) enzim karakterize

edildik¢e yeniden diizenlendi.

2.5. Mutant Enzimlerin Karakterizasyonu

2.5.1. Reaksiyonlarda Kullanilacak Enzim Miktariin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak enzim miktarini belirlemek igin; 1 pl, 2 ul, 3 pl, 4 ul, 5 pl, 6
ul, 8 ul, 10 pl, 15 pul, 20 pl, 30 pl, 40 pl, 60 pl enzim miktarlariyla reaksiyonlar
gerceklestirildi. Reaksiyon 1 mM MnSO, igeren 50 mM MOPS (pH 7,5) tamponunda 200
mM ksiloz varliginda 85°C’de 30 dk siire ile gergeklestirildi. Reaksiyonlar sonucunda
enzim miktar1 — aktivite (%) grafigi olusturularak karakterizasyon c¢alismalarinda
kullanilacak enzim miktar1 belirlendi. Enzim miktarin belirlerken dikkat edilmesi gereken
en onemli husus belirledigimiz enzim miktarini kullandigimizda daha sonraki ¢caligmalarda
Lambert-Beer kanununa gére 6lgiim sonuglarinda verilerin ger¢ek degerlerinin altinda
goriinmesine neden olacak bir enzim miktar1 segmemek. Bu nedenle enzim miktari-Kl
aktivite grafiginde enzim miktarinin ve aktivitenin dogrusal artis gosterdigi yani enzimin
yar1 doygun oldugu bir noktadaki enzim miktar1 deneylerde kullanilmak tizere se¢ildi. Bu

enzim miktar1 her iki mutasyon i¢in de 15 pl olarak belirlendi.
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2.5.2. Enzim Kinetigi

KI W137F/VV184S ve KI W137F/V184T mutasyonlarinin ksiloz izomeraz enziminin
ksiloza olan ilgisini belirlemek amaciyla 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 90, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400 ve 500 mM ksiloz kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirildi.
Deneyler, 1 mM Mangan siilfat iceren 50 mM MOPS (pH 7,5) tamponunda, 100 pl son
hacimde, 85°C’de, 30 dk, Biometra Personal Cycler PCR cihazinda yapildi. Ksiloz
izomeraz aktivitesi agi3a ¢ikan ksiluloz miktarinmn belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler
sirasinda ksilozdan kaynaklanan interferans sorunu; ayni derisimde ksiloz iceren korler
kullanilarak ortadan kaldirildi. Michaelis-Menten sabiti (Kn) ve maksimum hiz (Vmax)
degerleri OriginPro 8.1-analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile
belirlendi. Ayrica Michaelis-Menten egrisi kullanilarak ¢aligmalarin bundan sonraki
kisimlarinda kullanilacak olan substrat miktar1 belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda
Michelis-Menten egrisinde enzimin sustrata doydugu alandan segilen substrat miktar1 bir

sonraki ¢aligsmalar i¢in kullanilacak olan substrat miktar1 olarak belirlendi.

2.5.3. Optimum Sicakhk

Kl W137F/V184S c¢ifte mutasyonunun ksiloz izomeraz enziminin en iyi calisma
sicakligr tizerine etkisi, pH’s1 7,5 olan 1 mM MnSO, igceren 50 mM MOPS tamponu
icerisinde 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100°C’de 250 mM ksiloz
konsantrasyonunda (Michelis-Menten egrisinde enzimin substrata doydugunu gosteren
grafigin diizlestigi kisimdan secilerek belirlendi) BioRAD Thermal Cycler cihazinda
yapilan aktivite deneyleriyle bulundu. Ayni sekilde, KI W137F/V184T ¢ifte mutasyonunun
ksiloz izomeraz enziminin en iyi ¢alisma sicakligi iizerine etkisi, pH’s1 7,5 olan 1 mM
MnSQ;, igeren 50 mM MOPS tamponu igerisinde 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100°C’de, 100 mM ksiloz konsantrasyonunda (substrat doygunluk degeri) BioRAD
Thermal Cycler cihazinda yapilan aktivite deneyleriyle belirlendi. Mutant enzim aktivitesi
icin belirlenen optimum sicaklik daha sonraki deneylerde reaksiyon sicakligi olarak

kullanild1 ( Lee vd., 1990).
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2.5.4. Optimum pH

Kl W137F/V184S ve Kl WI137F/V184T ¢ifte mutasyonlarmin ksiloz izomeraz
aktivitesinin pH’s1 iizerine etkisi, pH 5 - 5,5 - 6 aralig1 i¢in 50 mM asetat tamponunda; pH
6,5 - 8 araligr i¢cin 50 mM MOPS tamponunda; pH 8,5 - 9,0 aralig1 i¢in 50 mM Tris-HCL
tamponunda ve pH 9,5 -10,5 aralig1 igin 50 mM glisin tamponunda, KI W137F/V 184S i¢in
250 mM, KI W137F/V184T igin 100 mM ksiloz konsantrasyonunda, 85°C’de 30 dakika,
BioRAD Thermal Cycler cihazinda gerceklestirilen deneyler sonucunda belirlendi.
Belirlenen optimum pH daha sonraki karakterizasyon deney sartlarinda kullanilacak olan
reaksiyon pH’s1 olarak belirlendi (Lee vd., 1989).

2.5.5. Mutasyonlarin Isil Kararhlig Uzerine Etkisi

KI W137F/V184S ve W137F/VV184T gifte mutasyonlu ksiloz izomeraz enziminin 1sil
kararliliginm1 belirlemek i¢in saflastirilan enzim o6ziiti 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100°C’lerde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bu tiiplerden 6rnekler alinarak, optimum
calisma sartlarinda (KI W137F/V184S igin 250 mM, Kl W137F/V184T igin 100 mM
ksiloz, 1 mM MnSQO, varliginda 100 pl son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca pH 7,5
olan MOPS tamponunda) aktivite 6l¢imii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi
(Lee vd., 1989).

2.5.6. Mutasyonlarin pH Kararhlig Uzerine Etkisi

Mutant enzimlerin pH kararliligint belirlemek i¢in enzimler, | mM MnSOy igeren;
50 mM asetat tamponunda pH 5 - 6; 50 MM MOPS tamponunda pH 6,5 - 8; 50 mM Tris-
HCL tamponunda pH 8,5 - 9,0 degerlerinde ve 50 mM glisin tamponunda pH 9,5-10,5
degerlerinde 85°C’de inkiibe edildi. Cesitli zaman araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden
15’er pl alinarak optimum galisma sartlarinda aktivite dlglimii yapildi ve enzimin kalan
aktivitesi hesapland1 (Tilbeurgh vd., 1992). Ik anda alinan aktivite l¢iimii % 100 olarak
kabul edildi.
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2.5.7. Aktivator Etkisi

Genel olarak, Co*, Mn*? ve Mg*? bivalent metal iyonlarinin KI’lar i¢in aktivator
olduklar1 bilinmektedir (Belfaquih vd., 2000). Bu metal iyonlarmin mutant enzimler
lizerinde olan aktivator etkisi optimum reaksiyon sartlarinda incelendi. Her bir metal
iyonu, reaksiyon karigiminda 1, 5, 10 ve 30 mM nihai konsantrasyonda kullanilarak en

etkin olduklar1 konsantrasyon belirlendi (Vieille vd., 2001).

2.5.8. inhibitor Etkisi

Mutant enzimler iizerine metal iyonlarinin inhibitor etkisi; Ccd*™?, ca, Hg+2, Ni*?,
Zn*?, Fe*? ve Cu* bivalent metal iyonlarinin kloriir ve siilfat tuzlarn ile gergeklestirildi.
Reaksiyonlar, enzimin ¢alistigi optimum reaksiyon sartlarinda 1 mM nihai

konsantrasyonda inhibit6r metal iyon varliginda gergeklestirildi.

2.6. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri, Hoeffer SE 600 marka elektroforezde %12°lik jel
kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirildi. A. gonensis G2 KI’nin molekiiler
agirligini hesaplamak igin; A. gonensis G2 KI’'1 molekiiler agirlig: belli olan bir protein
markir ile SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile her bir 6rnekten 100 pg protein
kullanilarak yiirtitiildii. Her bir 6rnek iizerlerine esit miktarda muamele tamponu (0,15 M
Tris-HCI pH 6,8; %4 SDS; %20 Gliserol; %6 p-merkaptoetanol) ilave edildi. Sonrasinda
90°C’de 5 dakika bekletilerek ve %12’lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline
(SDS-PAGE) yiiklendi ve 15 mA akim altinda, ylirlitme boyas: jelden ¢ikana kadar
yiiriitiildii (Maniatis ve ark. 1982). Yiiriitme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue
(90,125 Commasie Billant Blue R-250, %50 Metanol, %10 Asetik Asit) boyasi ile 2-4
saat boyand1 ve hemen ardindan yikama c¢ozeltisinde (Solusyon 1: %36 Metanol, %9

Asetik Asit) 3-4 saat yikanarak bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi.



3. BULGULAR

3.1. KI W137F/V184S ve Kl W137F/V184T’nin Saflastirilmasi

3.1.1. Hiicre Oziitii Elde Edilmesi ve Is1 Soku Uygulamalar1

Elde edilen hiicre 6ziitlinde ve bu 6ziitiin 1s1 soku uygulamasindan elde edilen 6ziitte
protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini Glukoz Izomeraz aktivitesi ile
yapildi. SDS-PAGE’de yiiriitiildii. KI W137F/V184S igin elde edilen veriler Tablo 3’de,
elde edilen jel goriintiisii Sekil 3’te gosterildi. KI W137F/V184T i¢in elde edilen veriler
Tablo 4’te, elde edilen jel goriintiisti Sekil 4°te gosterildi.

3.1.2. Iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Is1 soku uygulamasinin ardindan elde edilen hiicre o6ziiti, iyon degisimi kolon
kromatografisinden gegirildi ve fraksiyonlarda aktivite taramasi yapildi. Aktivitenin
yiiksek olarak gozlemlendigi fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonlar birlestirildikten sonra,
kismen saflastirilmis Oziitte protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini
Glukoz izomeraz aktivitesi ile yapildi. SDS-PAGE’de vyiiriitiildii. KI W137F/V184S i¢in
elde edilen veriler Tablo 3’de, elde edilen jel goriintisii Sekil 3’te gosterildi. KI
WI37F/V184T icin elde edilen veriler Tablo 4°de, elde edilen jel goriintiisii Sekil 4’te
gosterildi.

3.1.3. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Iyon degisimi kolon kromatografisi uygulamasindan sonra elde edilen kismen
saflastirilmis 6ziit, hidrofobik kolon kromatografisinden gecirildikten sonra fraksiyonlarda
aktivite taramasi yapildi. Aktivite gorillen fraksiyonlar birlestirildi. Fraksiyonlar
birlestirildikten sonra, saflastirilmis enzimin konsantrasyon tayini ve spesifik aktivite tayini
Gl aktivitesi ile yapildi. SDS-PAGE’de yiiriitiildii. KI W137F/V184S igin elde edilen
veriler Tablo 3’de, elde edilen jel goriintiisii Sekil 3’te gosterildi. KI W137F/V184T igin

elde edilen veriler Tablo 4°de, elde edilen jel goriintiisii Sekil 4’te gosterildi.
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Tablo 3. KI W137F/V184S’nin saflastirma tablosu, (GI esas alinarak hazirlanmistir).

Saflastirma basamag Hacim | [Protein] | T.protein T.aktivite S.aktivite verim Saflastirma
(ml) (mg/ml) (mg) V) (U/mg) kati

Hiicre oziitii 11,5 21,25 2444 2957 12,10 100,0 1,00

Is1 bozunum 9 7,75 69,8 1904 27,30 64,4 2,26

Iyon degisimi (DEAE-S.) 48 1,00 48,0 1624 33,84 54,9 2,80

Hidrofobik etkilesim 36 0,62 22,3 1308 58,60 44,2 4,84

Tablo 4. KI W137F/V184T nin saflastirma tablosu, (GI esas alinarak hazirlanmistir).

50 kDa <GP -f

o Hacim | [Protein] | T.protein | T.aktivite S.aktivite . Saflagtirma
Saflastirma basamagi (ml) (mg/ml) (mg) L) (U/mg) Verim Kat1
Hiicre oziitii 9,7 13,71 133,0 831 6,25 100,0 1,00
Is1 bozunum 9 4,04 36,3 528 14,53 63,5 2,32
Iyon degisimi (DEAE-S.) 39 0,47 18,3 414 22,67 49,8 3,63
Hidrofobik etkilesim 23,5 0,58 13,7 362 26,36 43,6 4,22
a: b c d e
60kDa « —

Sekil 3. KI W137F/V184S’nin saflastirma sonras1 SDS-PAGE jel
gorlintiisii a) saflastirilmis enzim b) markir c¢) iyon
degisimi kolon kromatografisi d) 1s1 soku e) kaba ekstrat
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Sekil 4. KI WI37F/V184T nin saflastirma sonrast SDS-
PAGE jel goriintiisii a) kaba ekstrat b) 1s1 soku c)
iyon degisimi kolon kromatografisi d) saflagtirilmis
enzim

3.2. KI W137F/V184S ve KI W137F/V184T’nin Karakterizasyonu

3.2.1. Deneylerde Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Substrat miktar1 sabit tutularak, kademeli olarak enzim miktar1 arttirildi ve enzim
artisina karsilik gelen aktiviteler hesaplandi. Enzim miktari-KI aktivite grafiginde enzim
miktarinin ve aktivitenin dogrusal artis gosterdigi yani enzimin yart doygun oldugu bir
noktadaki enzim miktar1 deneylerde kullanilmak {izere segildi, bdylece enzimden
kaynaklanan Lambert-Beer kanununa gore verilerin gergek degerinin altinda gériilmesinin
Oniine gecildi. Buna gore her iki mutant enzim i¢in de aktivite ¢aligmalarinda 15 ul (0,4

pg) enzim kullanilmasina karar verildi.

3.2.2. Enzim Kinetigi

3.2.2.1. KI W137F/V184S’nin Enzim Kinetigi

KI WI137F/V184S mutant1 i¢in enzim kinetigi deneyleri 0,4 pg enzim kullanilarak
gerceklestirildi. KI W137F/V184S mutantinin ksiloz varliginda substrat-aktivite grafigi
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cizilerek enzimin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Hazirlanan
Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; KI W137F/VV184S
mutantinin ksiloz i¢in Ky, degeri degeri 91,13 + 10,54 mM ve Vpax degeri ise 31,71 £ 1,1
umol/dk/mg protein olarak hesaplandi (Sekil 5). Bu veriler dogrultusunda enzimin Ky
degeri 105,82 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren Kea/ Ky, degeri 1,161 olarak hesaplandi.
Ayrica Michaelis-Menten egrisi  kullanilarak ¢alismalarin  bundan sonraki
kisimlarinda kullanilacak olan substrat miktar1 belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda
Michelis-Menten egrisinde enzimin sustrata doydugu alandan segilen substrat miktar1 Kl

WI137F/V184S i¢in 250 mM olarak belirlendi.

0,18
0,18 4
0,14
Z 0,12
E ]
o 0,10 4
= ]
= 0,084
E 4
S 0,06
jf EI.EI4—- Fm.:'x=31:?1:1:%
1 Ew=01.13=10,54
0,024 RI=008631
0,00
! I j T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
D-ksiloz (mM)

Sekil 5. KI W137F/V184S mutanti’nin ksiloz varliginda Michaelis-Menten
grafigi

3.2.2.2. KI W137F/V184T’nin Enzim Kinetigi

KI W137F/V184T mutanti i¢in enzim kinetigi deneyleri 0,5 pg enzim kullanilarak
gerceklestirildi. KI W137F/V184S mutanti’nin ksiloz varliginda substrat-aktivite grafigi
cizilerek enzimin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Hazirlanan
Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; KI W137F/\VV184T
mutantinin ksiloz i¢cin Ky degeri 25,94 + 3,73 mM ve Vpax degeri ise 7,66 = 0,37
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umol/dk/mg protein olarak hesaplandi (Sekil 6). Bu veriler dogrultusunda enzimin Ky

degeri 25,55 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren Kea/ Kny degeri 0,985 olarak hesaplandi.
Ayrica Michaelis-Menten egrisi  kullanilarak ¢alismalarin  bundan sonraki

kisimlarinda kullanilacak olan substrat miktar1 belirlendi. Bu amag¢ dogrultusunda

Michelis-Menten egrisinde enzimin sustrata doydugu alandan secilen substrat miktart Kl

W137F/V184T ig¢in 100 mM olarak belirlendi.

0,05
0,04 -
=
= 0,03
=]
E
=
o 0,02 S
= . R
> V=766 = 0,37
L p.01 4 En=2304373
R1=096354
0,00 S
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Dksiloz (mM)

Sekil 6. KI W137F/V184T mutanti’nin ksiloz varliginda Michaelis-Menten
grafigi

3.2.3. Optimum Sicakhik

3.2.3.1. KI W137F/V184S’nin Optimum Sicakhig

KI W137F/V184S’nin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100°C’lerde aktivitesi Olgiilerek enzimin ¢alismasina sicakligin etkisi
arastirildi ve sicaklik-aktivite grafigi olusturuldu. Bu sicakliklarda 6lgiilen aktivitelere gore
olusturulan sicaklik-aktivite grafigi Sekil 7°de gosterildi. Sonug¢ olarak enzimin optimum
sicakligi  85°C olarak belirlendi, sonraki deneylerde reaksiyonlar bu sicaklikta

gergeklestirildi.
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Sekil 7. KI W137F/V184S’nin optimum sicaklik-aktivite grafigi

3.2.3.2. KI W137F/V184T’nin Optimum Sicakhgi

KI W137F/V184T nin optimum sicakligin1 belirlemek amaciyla 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100°C’lerde aktivitesi Olgiilerek enzimin ¢alismasina sicaklifin etkisi
arastirildi ve sicaklik-aktivite grafigi olusturuldu. Bu sicakliklarda 6l¢iilen aktivitelere gore
olusturulan sicaklik-aktivite grafigi Sekil 8’de gosterildi. Sonug olarak enzimin optimum
sicakligi  85°C olarak belirlendi, sonraki deneylerde reaksiyonlar bu sicaklikta

gerceklestirildi.
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Sekil 8. KI W137F/V184T nin optimum sicaklik-aktivite grafigi
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3.2.4. Optimum pH
3.2.4.1. KI W137F/V184S’nin Optimum pH’s1

pH’nmin KI aktivitesi tizerine etkisi pH 5-10,5 araligindaki tamponlarda
gergeklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite 6l¢timlerine goére pH-
Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 9’da goriildiigii gibi KI aktivitesi en yiiksek 7,5 pH’ya

sahip tamponda gozlendi.
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Sekil 9. KI W137F/V184S’nin optimum pH-aktivite grafigi

3.2.4.2. KI W137F/V184T’nin Optimum pH’s1

pH'nin KI aktivitesi iizerine etkisi pH 5-10,5 arahigindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite 6l¢limlerine gére pH-
Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 10°da goriildiigii gibi KI aktivitesi en yiiksek 7,5 pH’ya

sahip tamponda gozlendi.
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Sekil 10. KI W137F/V184T nin Optimum pH-Aktivite grafigi

3.2.5. Mutasyonlarin Isil Kararlihg Uzerine Etkisi
3.2.5.1. KI W137F/V184S°nin Isil Kararhihig:

KI W137F/V184S’nin 1s1l kararliligini belirlemek i¢in saflastirilan enzim 6ziitii 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C’lerde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bunun ardindan
optimum reaksiyon sartlarinda reaksiyon gerceklestirildi ve aktivite Olgiimleri alindi.
Alinan bu oOlciimler degerlendirilerek bu sicakliklarda enzimin kararliligr belirlendi.
Yapilan deney sonucunda, Sekil 11°de goriildiigii gibi enzimin 70 °C’den sonra yarim
saatlik bekleme siiresinin ardindan aktivitesi hizli bir sekilde kaybettigi belirlendi. Ist

muamelesine maruz kalmamis enzimin aktivite 6l¢iim sonucu %100 olarak kabul edildi.
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Sekil 11. KI W137F/V184S’nin 1s1l kararlilik grafigi, (Is1 ile
muamele edilmemis enzime gore kalan aktiviteler).
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3.2.5.2. KI W137F/V184T’nin Isil Kararhihg

KI W137F/V184T nin 1s1l kararliligin1 belirlemek i¢in saflastirilan enzim 6ziiti 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C’lerde 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Bunun ardindan
optimum reaksiyon sartlarinda reaksiyon gerceklestirildi ve aktiviteleri 6l¢iildi. Alinan bu
Olctimler degerlendirilerek bu sicakliklarda enzimin kararliligi belirlendi. Yapilan deney
sonucunda, Sekil 12°de goriildigii gibi enzimin 80 °C’den sonra yarim saatlik bekleme
stiresinin ardindan aktivitesinin yarisin1 kaybettigi 90 °C’de biiylik bir ¢ogunlugunu
kaybettigi belirlendi. 100 °C’de ise enzim aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Is1

muamelesine maruz kalmamis enzimin aktivite 6l¢iim sonucu %100 olarak kabul edildi.
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Sekil 12. KI WI37F/V184T nin 1s1l kararlilik grafigi, (Ist ile
muamele edilmemis enzime gore kalan aktiviteler).

3.2.6. Mutasyonlarin pH Kararlih@ Uzerine Etkisi
3.2.6.1. KI W137F/V184S’nin pH Kararhhg:

KI W137F/V184S’nin pH kararliligim1 belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii pH’s1 5 ile
10,5 arasinda degisen tamponlar icerisinde 85°C’de 2, 4, 6 saat boyunca inkiibe edildi.
Cesitli zaman araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden alinarak optimum calisma
sartlarinda aktivite dl¢iimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesapland: (Sekil 13). Ilk
anda alman aktivite 6l¢timii % 100 olarak kabul edildi. Enzimin en yiiksek kararliligi pH

8’de gosterdigi belirlendi.
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Sekil 13. KI W137F/V184S’nin pH kararhligmin zamana bagh degisim grafigi,
(Ilk anda alinan aktivite 6l¢timiine gore kalan aktiviteler).

3.2.6.2. KI W137F/V184T’nin pH Kararhhg:

KI W137F/VV184T nin pH kararliligini belirlemek igin saf enzim 6ziitii pH’st 5 ile
10,5 arasinda degisen tamponlar icerisinde 85°C’de 2, 4, 6 saat boyunca inkiibe edildi.
Cesitli zaman araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden alinarak optimum ¢alisma
sartlarinda aktivite dlgiimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesapland1 (Sekil 14). Tk
anda alian aktivite dl¢limii % 100 olarak kabul edildi. Enzimin yiiksek pH’larda daha
kararl1 oldugu goriildii.
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Sekil 14. KI W137F/V184T nin pH kararliliginin zamana bagh degisim grafigi, (ilk
anda alinan aktivite 6l¢iimiine gore kalan aktiviteler).

3.2.7. Aktivator Etkisi
3.2.7.1. Aktivatorlerin KI W137F/V184S Uzerine EtKisi

Co*?, Mg*? ve Mn*? gibi bivalent katyon iyonlarmin KI W137F/V184S aktivitesi
tizerine olan etkisi, 1, 5, 10, 15, 20 ve 30 mM konsantrasyonlarda metal iyonu varliginda
bir dizi reaksiyon ile belirlendi (Sekil 15). Yapilan ¢alismalar sonucunda KI
WI137F/V184S c¢ifte mutasyonu sonucu 1 mM metal iyonu varlinda sadece MgJ'2 metal
iyonunun aktiviteyi 6nemli 6l¢iide arttirdigi belirlendi. 5 mM, 10 mM, 15 mM, 20 mM ve
30 mM metal iyonu konsantrasyonlarinda Co*? ve Mn*? metal iyonlarinin herhangi bir
aktivator etkiye sahip olmadig1 gozlendi. Bunun yan sira en yiiksek aktivite 10 mM MgJ'2

varliginda gozlendi.
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Sekil 15. KI W137F/V 184S aktivitesi tizerine farkli konsantrasyonlardaki metal

iyonlarinin aktivator etkisi

3.2.7.2. Aktivatorlerin KI W137F/V184T Uzerine Etkisi

Co*™2, Mg ve Mn*? gibi bivalent katyon iyonlarmin KI W137F/V184T aktivitesi
tizerine olan etkisi, 1, 5, 10, 15, 20 ve 30 mM konsantrasyonlarda metal iyonu varliginda
bir dizi reaksiyon ile belirlendi (Sekil 16). Yapilan ¢alismalar sonucunda KI

W137F/V184T aktivitesi i¢in aktivator olarak Mn*? metal iyonuna ihtiya¢ duydugu

belirlenmistir. Ayrica en yiiksek aktivite 10 mM Mn*? varliginda gozlenmistir.
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Sekil 16. KI W137F/V184T aktivitesi lizerine farkli konsantrasyonlardaki metal
iyonlarinin aktivator etkisi

3.2.8. inhibitor Etkisi
3.2.8.1. inhibitorlerin KI W137F/V184S Uzerine Etkisi

KI WI137F/V184S aktivitesi lizerine metal iyonlarmin inhibitor etkisi; Ca*?, Hg+2,
Ni+2, Zn+2, Fe'> ve Cu' bivalent metal iyonlarinin  kloriir ve stilfat tuzlar ile
gerceklestirildi. Sekil 17°de goriildigii gibi Hg™, Ni%, Zn*? Fe*? ve Cu*? metal iyonlari
KI W137F/VV184S aktivitesinin tamamen kaybolmasina neden olmustur. Ca*? ise %30

oraninda aktiviteyi diigiirm{istiir.
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Sekil 17.

3.2.8.2. inhibitorlerin KI W137F/V184T Uzerine Etkisi

KI W137F/V184T aktivitesi lizerine metal iyonlarmin inhibitor etkisi; Ca*?, Hg",
Ni+2, Zn+2, Fe> ve Cu' bivalent metal iyonlarmin kloriir ve siilfat tuzlan ile
gerceklestirildi. Sekil 18’de gorildiigi gibi Hg™, Zn™ ve Cu™ metal iyonlari KI
W137F/V184T aktivitesinin tamamen kaybolmasma neden olmustur. Ni*?’nin enzim

aktivitesini 6nemli derecede etkilemedigi, Fe*? ve Ca™nin ise aktiviteyi %80 civarinda

azalttig1 anlagilmistir.

KI WI37F/V184S aktivitesi iizerine farkli metal iyonlarinin
inhibitor etkisi

(" 120

Aktivite (O
N B (o)) (o) o
o o o o o

o

\

metal
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NiClI2

FeSO4 CaCl2

Metal iyonlari

HgCl2 CuSO4 ZnCI2

J

Sekil 18. KI WI137F/V184T aktivitesi lizerine farkli metal iyonlarinin

inhibitor etkisi



4. TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda, daha 6nce Gonen kaplicalarindan izole edilen A. gonensis
G2"ye ait Kl enziminin kinetik parametrelerinin ve 1s1l kararhhmn gelistirilmesi
amaciyla yapilan 6zgiin mutasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen W137F/V184S ve
W137F/V184T c¢ifte mutasyonlu KI enzimlerinin karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.

A. gonensis G2' Kl enziminin tim baz dizilimi daha 6nce yapilan calismalar
sonucunda agiga cikarilmis ve basarili bir sekilde klonlama islemleri gerceklestirilmistir.
Bunun ardindan yapilan literatiir taramalar1 sonucunda biitiin KI enzimleri i¢in ortak olan
ve aktif bolgede var oldugu diisiiniilen aminoasitler tizerinde W2137F/\VV184S ve
W137F/V184T ¢ifte mutasyon ¢alismalari ile enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin
gelistirilmesi amaciyla calismalar gergeklestirilmistir. Sekil 21°de KI enziminin aktif
bolgesinde oldugu diisiiniilen aminoasit siralar1 gosterilmektedir. Bu mutasyonlar ile genel
olarak enzimin Ky, degerinde azalma, Vmax degerinde bir artis ve 1s1l kararliliginda ise bir
yitkselme hedeflenmistir. A. gonensis G2" KI yaban tip ve mutant KI’lara ait sonuclar
Tablo 5’te gosterilmektedir.

Mutant enzimin saflastirma ¢alismalarinda ilk olarak 80°C’de 15 dakikalik bir 1s1
soku muamelesi gerceklestirilmistir. Enzimin mezofilik bir bakteriye klonlanmasindan
dolay1 1s1 soku sayesinde mezofilik bakteriye ait proteinlerin biiyiik bir cogunlugu denatiire
olmaktadir. Bu sayede enzimin hidrofobik ve iyon degisim kromotografileri ile saflagtirma
basamaklarinda kolaylik saglanmaktadir. Enzimin saflastirma basamaklar1 kobalt
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bunun nedeni ise enzimin kobalt iyonu ile daha kararli
olarak saflastirilmasidir.

Mutant enzimlerin karakterizasyon c¢alismalari enzimin aktivite hesaplamalar ile
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in Dische ve arkadaslar (1951) tarafindan uygulanan sistein-
karbozol-siilfirik ~ asit yontemi kullanmilmistir.  Ag¢iga ¢ikan ksiluloz miktarinin
spektrofotometrik ~ yontemle Olgiilmesi ile enzimin karakterizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Ksilozun ksiloluza olan doniistim reaksiyonunda ortaya pembe renk
cikmaktadir. Spektrofotometrede yapilan 6lgiimlerde ksilulozun fazla renk vermesinden
dolayi1 reaksiyon olgiilememekte ve Lambert-Beer kanununa goére sonuglar gercek degerin
altinda goriinmekteydi. Bu nedenle, elde edilen veriler dogruyu yansitmamaktaydi. Bu

sorun ise spektrofotometrede yapilan Glgiimler sirasinda 1s1k yolunun kisaltilmasi (1 mm
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151k yollu quartz kiivet kullanilarak) ile agilmistir. Bu sayede seyreltme islemi yapmaya

gerek kalmadan olasi pipetleme kaynakli hatalarin 6niine gecilmistir.

H99
. . [

¢ Anoxybacillus gonensis GET ——FCH
Bacillus megaterium ——FLF
Bacillus subtilis ——FLF|
Bacillus stearcthermcphilus ——FCH

! Bacillus halcdurans ——FCF
L < Bacillus licheniformis ——FCF
ﬁ' Thermotoga maritima ——FCH
Bifidobacterium longum ——FCF
Pirellula sp. ——YLW
Xanthomonas axcnopodis ——YCF

\ Bradyrhizcbium japeonicoum ——F'TF

¢ Thermoanasrobacter yonsesii ——FCFH
Thermcanasrobacterium ——FCH
Ocsancbacillus iheyensis ——FCH

_ Lactocooous lactis ——YCF
f { Entercccocccus fascalis ——FCFH
= Pssudomeonas flucrescsns ——YCF
= Pseudomeonas syringae —— Y3
A.pleurcpneumconia ——YCF

\ Baoteroidss thetaictaomicron ——YCH

Sekil 19. Tip 1 ve Tip 2 ksiloz izomerazlarda aktif bolgede oldugu diisiiniilen korunmus
amino asitler

Tablo 5. Yaban tip ve mutant enzimlerin kinetik parametreler agisindan karsilastiriimalari

s Km Vimax Keat Katalitik etkinlik
Ksiloz Izomeraz | np | (imol/dk/mag protein) | (1/sn) (Keat/Kin)
AgoG2KIyt 16,07+ 1,68 16,62+ 0,781 55,45 3.45
AgoG2KI-rec | 14.2740,68 20,12+ 0.43 80,56 5,64
WI37F/ V184S | 91.13 10,54 3171+ 11 105,82 1161
WI37F/ VI8AT | 2594 3.73 7,66 £ 037 25 55 0,985

Clostridium thermosulfurogenes KI’sinda yapilan W139F/V186S ve W139F/V186T
cifte mutasyonlari ile enzim katalitik etkinligi enzimin ilgisini ksilozdan glukoza cevirerek
sirastyla 2 kat ve 5 kat olacak sekilde artirilmig, fakat ksiloz kisminda ters etkiye neden
olmustur (Bhosale vd.,1996). Laboratuarimizda yapilan daha onceki galismalar sonucunda

139. siradaki triptofan amino asitinin bizim dizimizde 137. siradaki amino asite; 186.
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siradaki triptofan amino asitinin bizim dizimizde 184. siradaki amino asite karsilik geldigi
belirlenmigtir. Triptofan amino asiti, fenilalanine gore daha hidrofobik bir yan zincire
sahiptir; ayrica hidrofobik karakterli valin amino asiti hidrofilik karakterde olan serin ve
treonin amino asitine degistirilerek katalitik etkinlik ve 1s1l kararligi {izerine olan etkileri
belirlenmistir. Clostridium thermosulfurogenes’e benzer olarak A. gonensis G2 KI’sinda
yapilan W137F/ V184S mutasyonu enzimin ilgisini glukoza degistirmistir.

Yapilan kinetik incelemelerde, A. gonensis G2' KI’nin ksiloz icin diisiik Ky degerine
sahip oldugu, dolayisi ile enzimin ksiloza olan ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Tablo
6’da da goriildigii iizere, A. gonensis G2 KI’simin Ky, degerinin bircok mikroorganizma ile
karsilastirildiginda diisiik bir degerde oldugu goriilmektedir. Yapilan mutasyon ¢alismalari
sonucunda ise her iki mutasyonda da mutant A. gonensis G2 KI’sinin K, degerlerinin arttigi
ve Ozellikle W137F/ V184S mutant1 diger organizmalar ile karsilastirildiginda elverissiz bir

sonug elde edildigi anlagilmaktadir.

Tablo 6. Cesitli mikroorganizmalara ait KI'nin ksiloz i¢in Km degerleri

Mikroorganizma Kn (MM) Kaynaklar
Bacillus sp. 0,076 | (Kwon ve vd., 1987)
Streptomyces flavogriseus 0,078 | (Chenve vd., 1979)
Thermus aquaticus 15 (Inyang ve vd., 1995)

A. gonensis G2" 16,07 Bu Calisma
Streptomyces sp. 35 (Lehmacher ve vd., 1990)

Cesitli organizmalar ile karsilastirildiginda, A. gonensis G2" KI’'nin ksiloz icin diisiik
sayilabilecek bir Kca degerine sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 7). Yapilan mutasyonlar
g6z Oniine alindiginda ise yaban tipe gore W137F/V184S mutasyonundan elde edilen Ky
degerinin yiikseldigi goriilmektedir. Ancak mutasyonun katalitik etkinligine bakildiginda
yiikselen Ky, degerinden dolayr yaban tip enzime gore bir diisiis oldugu goriilmektedir.
W137F/ V184T mutasyonunun ise hem K degerini hem de enzimin katalitik etkinligini

diistirdiigti belirlenmistir.
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Tablo 7. Cesitli mikroorganizmalara ait KI'nin ksiloz i¢in Kcat degerleri

Mikroorganizma Keat (1/sn) Kaynaklar
Bacillus sp. 230 (Chauthaiwale ve vd., 1994)
Lactococcus lactis 184 (Park ve vd., 2004)
Anoxybacillus gonensis G2" 55,45 Bu Calisma
Actinoplanes missouriensis 17,3 (Jenkins ve vd., 1992)
Arthrobacter sp. 8,88 (Smith ve vd., 1991)
Thermus aquaticus 8,6 (Lehmacher ve vd., 1990)

Ayrica her iki ¢ift mutasyonlu enzimin her ikisinin de glukoz izomeraz o6zelligi
acisindan  yapilan  kinetik incelemelerde, WI137F/V184S ve WI37F/V184T
mutasyonlarinin enzimin substrata olan ilgisini ksilozdan glukoza dogru cevirdigi
anlagilmaktadir (Karaoglu, 2010). Her iki mutasyon da enzimin KI kisminda kinetik
yonden GI’ya gore negatif sonuglar vermektedir. Bu nedenle KI enziminin ksiloza olan
substrat ilgisini arttirmaya yonelik bagska mutasyon ¢alismalar1 da gergeklestirilmelidir.

WI137F/V184S ve W137F/V184T mutasyonlarinin optimum sicakligini belirlemek
icin yapilan ¢alismalarda mutasyonlarin optimum sicaklikta herhangi bir degisime neden
olmadig1 goriilmektedir. Yaban tip enzim gibi her iki mutasyonun da optimum sicakligi
85°C’dir. Literatiirde yapilan incelemelerde ise benzer sekilde Streptomyces sp. (Inyang
vd., 1995) ve Bacillus sp. (Chauthaiwale vd., 1994) tiirlerine ait KI’mn optimum ¢alisma
sicakliklarinin da 85°C oldugu goriilmektedir. Thermotoga neapolitana KI’min ise
optimum 95°C’de calistigi belirtilmistir (Hess vd., 1998). Diger KI'lar genel olarak
optimum 60°C ile 80°C arasinda aktivite gostermektedirler (Bhosale vd.,1996). Bu verilere
dayanarak, mutant enzimlerin termofilik karakterde birer enzim olduklari sdylenebilir.
Ksiloz izomeraz enziminin D-ksilozdan etanol iiretiminde kullanildigi bilinmektedir.
Ksilozun izomerizasyonunu ve etanole fermentasyonunu es zamanli olarak saglamak
amactyla KI geninin mayalara transfer edilmesi ¢alismalar1 mevcuttur (Chaing vd., 1981;
Gong vd., 1981; Schneider vd., 1981; Wang vd., 1980). Fakat mutant A. gonensis G2 KI
enzimlerinin optimum sicakligi 85°C’dir ve bu mezofilik karakterde olan mayalara
aktarildiginda yiiksek verimlilikte galismayacagini gosterir. Fakat literatiirde Thermus
thermophilus’da yapilan mutasyonlar ile optimum sicakligi 90°C olan termofilik karakterli
ksiloz izomerazin optimum sicakliginin 60°C’ye diisiiriildiigii ve bu sayede Saccharomyces

cerevisiae’ye aktarildigi goriilmektedir. A. gonensis G2’de de farkli mutasyonlar ile
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optimum sicaklik disiiriilebilir ve boylece Saccharomyces cerevisiae’ye aktarilarak hem
ksilozun izomerizasyonu hem de etanol iiretimi es zamanl olarak ger¢eklestirilebilir.

Optimum pH’ya baktigimiz da ise her iki mutasyonun da optimum ¢alisma pH’simi
yaban tipe gore yiikselttigi gozlenmistir. Yaban tipin optimum pH’s1t 6,5 iken
mutasyonlarin her ikisi de optimum olarak pH 7,5’da aktivite gostermektedir. Optimum
pH’daki bu degisimin nedeni yapilan mutasyonlarin enzimin aktif bolgesinde olmasina
ragmen, metal iyonunun baglanma bdlgesine yakin olmasindan dolay1 bir yandan aktivite
icin gerekli olan metal iyonu tiiriinii degistirirken, bir yandan da optimum pH degerini
degistirebilir (Tilbeurgh vd., 1992). Literatiirde bulunan ¢alismalara bakildiginda, ksiloz
izomeraz enziminde Mn*? iyonunun ¢alisma sartlari olarak asidik ortami se¢mesine karsin,
Mg*#nin daha ¢ok nétral degerlerde enzimle etkilesime girdigi ve aktivite gosterdigi
goriilmektedir. Bu nedenle optimum pH’da olan degisimin, ihtiya¢ duyulan metal iyonu
tirtiniin degisimi ile paralel olabilecegi diisiiniilmektedir (Tilbeurgh vd., 1992). Fakat
W137F/V184T mutasyonu bu duruma uymamaktadir. Ciinkii W137F/V184T mutasyonu,
metal iyonu olarak Mn**yi kullanirken optimum olarak pH 7,5°da calismaktadir. Bunun
nedeni olarak yapilan mutasyonda valin amino asitinin, tirosin aminoasitine
doniistiiriilmesi  ile metal baglanma bolgesinin bu mutasyondan etkilenmedigi
diistiniilebilir. Buradan sonug olarak, optimum pH’daki degisimin 137. noktadaki amino
asitin degisimi ile alakali, metal iyonu tercihindeki degisiminin ise 184. noktadaki amino
asitin degisimi ile alakali oldugu diisiiniilebilir. Literatiire bakildiginda bazi amino asitlerin
optimum pH ve metal iyonlarinda degisime neden oldugu goriilmektedir (Bhosale
vd.,1996). Bunlara ilave olarak, glukoz izomereaz enzimi i¢in pH’nin asidik olmasi
endiistriyel kullanimi agisindan bir avantaj olarak goriilmesine ragmen ksiloz izomeraz igin
boyle bir ayrim bulunmamaktadir.

Mn*? metal iyonunun bir¢ok KI enziminin aktivitesinde aktivatdr olarak 6nemli bir
rol oynadig1 yapilan literatlir taramalarindan bilinmektedir (Danno, 1970). Bu ¢alismada
yapilan W137F/V184S mutasyonunda ise aktivator olarak en iyi sonucu Mg*? metal iyonu
gostermektedir. M,g+2 metal iyonunun KI enziminin aktivitesi i¢in gerekli oldugu bazi
organizmalar mevcut olmakla birlikte, A.gonensis G2" K1 enzimi ile daha 6nceden yapilan
calismalardan bilinmektedir ki, A.gonensis G2" K1 enzimi aktivitesi icin aktivator olarak
Mn*? metal iyonuna ihtiyag duymaktadir (Yanmus, 2008). KI W137F/V184S mutant
enziminin aktivatdr gereksinimi ise bu mutasyon ile Mng2 yoniinde degismistir. Enzimin

GI aktivitesi agisindan ise, Mg+2 metal iyonu, en yiiksek aktivite i¢in gerekli olan bir
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iyondur. W137F/V184S kinetik caligsmalarinin sonuglarina paralel olarak enzimin Mg+2’de
en iyi aktiviteyi gostermesi enzimin substrata olan ilgisinin ksilozdan glukoza yoneldigini
gostermektedir. Ayrica yapilan bu mutasyonun aktif bolgede olup substrat ilgisini
degistirip katalitik etkinligini etkilemesinin yaninda, bu mutasyon enzimin metal baglanma
bolgesine yakin olabilir ve boylece metal iyonu gereksinimini de degistirebilir (Tilbeurgh
vd., 1992). KI W137F/V184T mutasyonunda ise, yaban tip KI enzime benzer olarak,
mutant enzimin aktivitesi icin aktivatdr olarak Mn*? metal iyonunun varligina ihtiyag
duymaktadir.

KI enzimi tizerinde etkili oldugu bilinen ¢esitli inhibitorlerin mutant enzimlerin
aktivitesi iizerine olan etkisi aragtirllmistir. Yapilan aktivite g¢aligmalar1 sonucunda,
W137F/V/184S mutasyonunun, Ca*? metal iyonu varliginda yaban tip enzime benzer olarak
%30 oraninda, diger inhibitorler varlifinda ise yaban tipe gore oldukg¢a fazla olarak
aktivitesini kaybetmistir. Yaban tip gibi, W137F/V184T mutant: da, Ca*?, Fe™ ve Ni*?
metal iyonlarinin varliginda 6nemli derecede aktivite kaybina ugramamistir (Yanmis,
2008).

W137F/V184S mutasyonunun 1sil kararhilik c¢alismalart sonucunda 30°C-70°C
sicakliklart arasinda enzimin yarim saat 1stya maruz birakilmasi sonucunda aktivitesinde
bir degisiklik olmadigr belirlenmistir. Fakat yarim saat boyunca 75°C’lik sicakliga maruz
kalmas1 sonucu aktivitesinin %50°lik kismin1 kaybettigi goriilmiistiir. 80°C’nin iizerindeki
sicakliklarda ise KI W137F/V184S mutant enzimi aktivitesini kaybetmistir. Yapilan
W137F/V184T mutasyonunda ise 30°C- 80°C sicakliklar1 arasinda enzimin aktivitesinde
bir degisiklik olmazken 85°C’de aktivitesi %50 oraninda azalmistir. 90°C ve 100°C’lerde
ise KI W137F/V184T mutant enziminin aktivitesi tamamen kaybedilmistir. Mutant
enzimlerin yliksek sicakliklarda kararli kalmasi endiistriyel kullanimi agisindan olumlu
sonuglar ortaya ¢ikarmistir. Literatiirde yapilan karsilastirmalara gore Bacillus sp. KI’s1
80°C’de 10 dk kararli kalmakla birlikte 60°C’de 60 dk’da aktivitesinin %35’ini
kaybetmektedir. Ote yandan, Bacillus coagulans KI'st pH 9’da, 50°C’de, 60 dk’lik
uygulamanin ardindan %20 aktivite kaybetmektedir, ayrica pH 4’te, 50°C’de, 60 dk’lik
uygulama sonucunda tamamen inaktif hale gelmistir. Bu bakimdan yapilan mutasyonlarin
ardindan mutant enzimlerin her ikisinin de 1s1l kararlilig1 bakimindan digerlerine gére daha
1yi bir durumda oldugu soylenebilir.

pH degerlerinin mutant enzimlerin iizerine olan etkisini belirlemek i¢in mutant

enzimlerin degisik pH araliklarinda 2, 4, 6 saat boyunca bekletilmistir. Yapilan ¢alismalar
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sonucunda KI W137F/V184S mutant1 6 saat sonunda pH 8 degerinde aktivitesinin ancak
%20’lik kismin1 kaybetmistir. KI W137F/V184T mutantinin ise 6 saatlik zamanin sonunda
yiiksek pH degerlerinde aktivitesini korumustur. Notral pH degerlerinde, yani mutant
enzimlerin optimum olarak c¢alistigi pH degerlerinde kararli olarak kalmasi endiistriyel
kullanimlarinda avantaj olarak gosterilebilir.

Yapilan mutasyon caligsmalari sonucunda, mutant enzimlerin optimum pH 7,5 ve
85°C’de calistiklar1 belirlenmistir. Her iki mutasyon da enzimin 1si1l kararliliginda bir
degisime sebep olmazken, katalitik etkinligini ve aktivitesini yaban tip enzime gore negatif
yonde etkilemis ve sonu¢ olarak enzimin substrata olan ilgisini ksilozdan glukoza

yonelttigi sonucuna varilmistir.



5.SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda daha 6nceden laboratuarimizda Anoxybacillus gonensis G2
ksiloz izomeraz geninde yapilmis olan WI137F/V184S ve WI137F/VI84T cifte
mutasyonlarii karakterizasyonu yapilmistir. Ik olarak ksiloz izomeraz enzimini
kodlayan gen pET28a+ ekspresyon vektoriine klonlandi ve E.coli BL21(DE3) susunda
fazla miktarda iiretildi. Bunun ardindan izole edilerek kolon kromatografisi yontemiyle
saflastirildi ve biyokimyasal karakterizasyon caligsmalarina gegildi. Calismalardan elde
edilen verilere gore, KI W137F/V184S mutasyonunun Ky, degeri 91,13 £ 10,54 mM, Vyax
degeri 31,71 = 1,1 umol/dk/mg, katalitik etkinligi 1,16 olarak belirlendi. KI W137F/V184T
mutasyonunun Ky, degeri 25,94 + 3,73 mM, Vpax degeri 7,66 + 0,37 umol/dk/mg, Katalitik
etkinligi ise 0,98 olarak hesaplandi. Laboratuarimizda daha dnceden yapilan ¢aligmalara
gdre Anoxybacillus gonensis G2 ksiloz izomeraz enziminin K, degeri 16,07+ 1,68 mM,
Vimax degeri 16,62+ 0,781 umol/dk/mg, katalitik etkinligi ise 3,45 olarak belirlendi. Ayrica
klonlanan enzimin K degeri 14,27+0,68 MM, Vpyax degeri 20,12+ 0,43 pmol/dk/mg,
katalitik etkinligi ise 5,64 olarak hesaplanmuistir.

Elde edilen veriler karsilagtirildiginda W137F/V184S mutasyonunda yaban tip
enzime gore Vmax degerinin yiikselmesi iyi bir sonug¢ olarak goriilmesine karsin K
degerinin de ylikselmesi ve dolayisiyla enzimin katalitik etkinliginde azalmaya neden
olmasindan dolay1 yapilan bu W137F/V184S mutasyon caligmasi enzim {iizerinde negatif
etkiye neden olmustur. Ayn1 sekilde W137F/V184T mutasyonu sonuglar1 incelendiginde
katalitik etkinligin yaban tip enzime gore azaldigi belirlenmistir. W137F/V184S ve
W137F/V184T mutasyonlarinin Anoxybacillus gonensis G2 glikoz izomeraz enziminin
katalitik etkinligi iizerine etkilerine bakildiginda bu iki mutasyonun ksiloz izomeraz
enzimin substrata olan ilgisinin ksilozdan glukoza dogru yoneldigi anlasilmaktadir
(Karaoglu, 2010).

Ksiloz izomeraz enziminin, ksiloza olan ilgisini ve katalitik etkinligini arttirmak
amaciyla daha degisik mutasyon c¢alismalar1 yapilmalidir. Ayrica endiistriyel alanda

kullanimin1 gelistirebilmek i¢in enzimin immobilizasyon ¢alismalari yapilabilir.
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