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Yiiksek Lisans
OZET

Anoxybacillus kestanbolensis AC26 SARI L-ARABINOZ iZOMERAZ
KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE KARAKTERIZASYONU

Nazan DALKIRAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2012, 51 Sayfa, 2 Ek Sayfa

L-arabinoz izomeraz (L-Al; intramolekiiler oksidorediiktazlar; EC 5.3.1.4) hiicre i¢i
bir enzimdir ve pentoz fosfat yan yolu i¢in L-arabinozun L-ribuloza veya D-galaktozun D-
tagatoza geri doniisiimlii izomerizasyonu saglar. Mikrobiyal L-arabinoz izomerazlar
ozellikle D-tagatoz sentezlenmesi agisindan endiistriyel agidan oldukga ilgi ¢ekmektedir.
Endiistriyel kullanim i¢in 6zellikle termofilik bakterilerin enzimleri tercih edilmektedir.
Yiiksek sicakliklarda gerceklesen endiistriyel enzimatik reaksiyonlar, kontaminasyon
riskini ve substrat viskositesini azaltmaktadir.

Bu c¢alisgma Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari1 L-arabinoz izomeraz geninin
klonlanmasini, gen {riiniiniin izolasyonunu ve karakterizasyonunu konu almaktadir.
Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari1 L-arabinoz izomerazin1 kodlayan 1503 nt® lik
genin baz dizilimi belirlenerek pET28a+ vektoriine klonlandi. Geni igeren vektor, E.coli
BL21(DE3)pLysS hiicresine aktarilarak L-arabinoz izomeraz ekspres edildi ve saflastirildi.
Saflagtirilan L-Al’in optimum sicakligi 65°C ve optimum pH’1 8,5 olarak belirlendi. L-
arabinoz i¢in Kn, degeri 6,5 mM olarak belirlendi. Mn*?, Co*?, Mg*?, Fe*?,Ca*?, Cu*?, Li, K
ve Zn*? metal iyonlarimin etkisi incelendi. A. kestanbolensis AC26 Sari L-arabinoz
izomeraz molekiiler agirligi 55,6776 kDa olarak tespit edildi. Elde edilen veriler 1s18inda,
enzimin biyokimyasal Ozellikleri, enzimin 6nemli bir endiistriyel enzim olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus, L-arabinoz izomeraz, L-ribuloz, Ekspresyon

Vil



Master Thesis
SUMMARY

CLONING, EXPRESSION AND CHARACTERISATION OF L-ARABINOSE
ISOMERASE FROM Anoxybacillus kestanbolensis AC26 SARI
Nazan DALKIRAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Sabriye CANAKCI
2012, 51 Pages, 2 Pages Appendix

L-arabinose isomerase (intramolecular oxidoreductases; EC 5.3.1.4) is an intracellular
enzyme and provides reversible isomerization of L-arabinose to L-ribulose or D-galactose
to D-tagatose for pentose phosphate pathway. Microbial L-arabinose isomerases draw great
attention in terms of synthesis of D-tagatose in industry. Particularly, thermophilic
enzymes are preferred for industrial use. Industrial enzymatic reactions that occur at high
temperatures reduce the risk of contamination and viscosity of substrate.

This work describes the cloning, isolation, and characterization of L-arabinose
isomerase from Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari. A 1503 nt L-arabinose isomerase
gene coding for L-arabinose isomerase from Anoxybacillus kestanbolensis AC26 SARI
sequenced and cloned into pET28a+ vector. Vector encoding this gene was transformed
into E.coli BL21(DE3)pLysS, expressed and purified. It was determined that the purified
L-arabinose isomerase optimum temperature is 65 °C and optimum pH is 8.5. It was
determined that the enzyme had Ky, (6.5 mM) for L-arabinose. Metal ion effects to L-Al
were observed with cloride salts of Mn*2, Co*?, Mg*?, Fe*?, Ca*?, Cu*?, Li, K and Zn*metal
ions. The molecular mass of the L-Al was determined to be 55.6776 kDa on SDS-PAGE.
In the light of all data it has been suggested that the enzyme’s biocatalytic properties
proved to be one of the important industrial enzymes.

Key Words: Anoxybacillus, L-arabinose isomerase, L-ribulose, Expression
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen ve genel olarak protein
yapisinda olan molekiillerdir. Organik kimyada kullanilan metotlar ile gergeklestirilmesi
giic olan bir¢ok reaksiyonun, uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla gerceklesmesi,
enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerek cesitli amaglar i¢in kullanilmasi fikrini ortaya
koymustur. Uygun kosullarin saglanmasi halinde etkilerini gosterebilmeleri, enzimlerden
dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkan1 saglamaktadir.

Enzimatik islemlerin geleneksel islemlere oranla daha az miktarda atik olusturarak,
daha az c¢evre kirliligine yol agmasi, uygun ve ekonomik sartlarda gerceklestirilebilmesi
enzim kullanimini daha cazip hale getirmektedir (Glmiisel, 2002). Ayrica biyolojik
sistemlerde oldugu kadar endiistriyel uygulamalar i¢inde Onemli Ozelliklere sahip olan
enzimler, son derece segici ve verimli olmalari, 1limli sartlarda calismalar1 ve biyolojik
olarak parcalanabilmeleri gibi pek c¢ok avantaja sahiptirler. Bu 06zellikleri sebebiyle
endiistri agisindan biiylik 6nem tagimaktadirlar (Sagiroglu, 1999). Gilinlimiizde enzimler
tip, kimya endiistrisi, gida, ziraat, tekstil, deri sektorii, birgok endiistriyel malzemenin
dretimi ve islenmesi, g¢esitli toksik maddelerin muamelesi gibi pek cok alanda
kullanilmaktadirlar (Telefoncu, 1997).

Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli kaymaklardan elde
edilebilmektedir. Fakat potansiyel endiistriyel uygulamalarda mikrobiyal enzimler genis
capta kullanim alanina sahiptirler (Sagiroglu, 1999). Enzim kaynagi olarak
mikroorganizmalarin tercih edilmesinin nedenleri; mikroorganizma kaynakli enzimlerin
katalitik aktivitelerinin yiikksek olmasi, istenmeyen yan firiiriinleri olusturmamasi, daha
kararli ve daha ucuz olmalari, biiylik boyutlarda ve yliksek saflikta elde edilmeleri gibi
avantajlara sahip olmasidir. Ornegin mikrobiyal enzimler ekstrem sicaklik ve pH
degerlerinde ¢ok yiiksek diizeyde aktivite gosterebilirler (Horikoshi, 1999; Wiesman,
1987). Ayrica mikroorganizma kokenli enzimlerin suda ¢oziinmeyen matrikslerle
immobilize edilerek daha uzun siire kullanilabilmesi, endiistriyel alanlarda mikrobiyal

enzimlerin kullanilmasini saglamistir (Giimiisel, 2002).



Bu bilgiler dogrultusunda enzim teknolojisinin giderek gelismesi, tiriinlerin kullanim
alanlarmin  ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yilksek olmasi nedeniyle,
biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli aragtirmalar, daha da

onem kazanmaktadir.

1.2. izomerazlarm Alt Simiflar:

Izomerazlar, bir molekiil i¢indeki degisiklikleri katalize ederler ve yaptiklari kataliz
reaksiyonlaria gore alt siniflara ayrilirlar.

1. EC5.1 Rasemaz ve Epimerazlar

2. EC5.2 Cis-trans Izomerazlar

3. EC5.3 Intromolekiiler Oksidordiiktazlar

4. EC5.4 Intromolekiiler Transferazlar (Mutazlar)

5. EC5.99 Diger tiir izomerizasyon reaksiyonlarini katalize edenler.

1.2.1. L-Arabinoz izomerazlarin Ozellikleri

L-arabinoz izomeraz, bu alt smflar arasindan EC5.3 intramolekiiler
oksidorediiktazlar arasinda yer alir. L-arabinoz izomeraz ( EC 5.3.1.4) hiicre i¢i bir
enzimdir ve pentoz fosfat yan yolu i¢in L-arabinozun L-ribuloza veya D-galaktozun D-
tagatoza geridoniisiimlii izomerizasyonunu saglar. (Kim vd., 2001; Roh,vd., 2000) (Sekil
1). Mycobacterium smegmatis SMDU susunun karbohidrat metabolizmalar1 ¢alismalari
sirasinda L-ribulozun % 90 oraninda L arabinoza doniisiimii rapor edilmistir (Ahmed vd.,
1999; Ahmed and Izumori, 2001).
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Sekil 1. L-arabinoz izomeraz araciligiyla, L-arabinozun ve D-galaktozun
biyodoniisiimii (Manjasetty ve Chance, 2006).

L-Al’'larin biliylik bir ¢ogunlugu aktiviteleri ve termal kararliliklar1 i¢in metal
iyonlarma ihtiyag duyarlar (Rhimi ve Bejar, 2006). Ozellikle asir1 termofillerin Co*?
gereksiniminin aksine, mezofilik ve termofilik L-AI’larin isomerizasyon reaksiyonlarini
arttirmak i¢in kofaktor olarak Mn*? gereksinimi oldugu rapor edilmistir (Kim vd., 2002;
Lee vd., 2004). Ancak mezofilikler i¢in yapilan ¢alismalarda bu 6zelliginin mutlak gerekli
olmadig1 (Banerjee vd., 1995; Patrick vd., 1971), termofilik L-AI’ larn ise Mn*? metal
iyonlarina mutlak gereksinimi oldugu vurgulanmistir (Lee vd., 2005).

L-arabinoz izomeraz enzimi L-arabinoz igin spesifik olmasina ragmen, diger
aldozlart da (D-galaktoz, DL-fukoz ve D- xyloz) keto formlarma doniistiirebilir. L-
arabinozun enzimin aktif bolgesine baglanmasi, L-arabinozun C2 ve C5 iizerindeki
hidroksil gruplarinin hidrojenleri ve enzimin E330 ve E305 aminoasitlerinin karboksil

gruplarinin oksijenleri ile hidrojen bagi yapmasi ile olur (Manjasetty ve Chance, 2006).

1.2.2. L-arabinoz izomerazin Cahsma Mekanizmasi

L-Al'in yapist heniiz tam olarak ¢o6ziilmiis degildir. Reaksiyon mekanizmasini
anlamak igin X-ray kristallografi calismalarima ihtiya¢ vardir. izomerazlar aralarinda diisiik
sira benzerligi gostermesine ragmen, L-arabinoz izomeraz ksiloz izomeraz ile birgok
benzerlik gosterir. Iki enzim de aldoz-ketoz izomerizasyonunu gergeklestirir ve hidrit

kaymast mekanizmasi ile c¢alisirlar. Bu mekanizma, substrat halkasinin agilmasi, hidritin



C-2’den C-1’e kaydirilmasi ve halkanin kapanmasi seklinde ceryan etmektedir. Bu

mekanizmada ayrica iki degerlikli katyonlar 6nemli rol oynamaktadir (Rose vd., 1969).

1.2.3. L-Arabinoz izomerazin Kristal Yapisi

L-arabinoz izomerazin monomer yapist 3 domainden olusmaktadir; 1) N-terminal
domain, 2) Merkezi domain ve 3) C-terminal domaini. Asimetrik biriminde kristallografik
trimer yap1 olusturur. Kristal i¢inde paketlenme, hekzamer olusturabilecigi fikrini Onerir.
Daha once yapilan elektron mikroskopisi ve biyokimyasal ¢alismalar mezofilik araA
enziminin solusyon iginde hekzamer oldugunu desteklemektedir, ancak termofilik araA
enziminin tetramer yapida oldugunu ileri surer (Patrick ve Lee ,1969; Wallace vd., 1978).
Genel olarak araA monomerinin yapist 16-f zincir ve 17-a heliks igerir (Hutchinson ve
Thornton, 1996) (Sekil 2.)

C-terminal
= Domain
(328-498)

N-Terminal
Domain
(1-176)

(177-327)

Sekil 2. E.coli L-arabinoz izomeraz monomerinin N-terminal, C-terminal ve
aktif bolgesinin gosterimi (Manjasetty ve Chance, 2006).



1.2.4. L-Arabinoz izomerazin Alt Birim Arayiizii ve Aktif Bolgesi

Alt birimler arasindaki etkilesimler, potansiyel tuz kopriileri, iyon ¢iftleri ve hidrojen
baglarindan olusur. Ayrica alt birim etkilesimleri 6nemli 6lglide hidrofoik etkilesimleri de
icerir. Mezofilik, termofilik ve asir1 termofilik enzimlerde alt birim etkilesimlerine katilan
bir¢ok bolge korunmustur. Bitisik alt birim ara yiizlerindeki yariklarin olusumu sasirtic
derecede ti¢ arayiiz bolgesi ile uyumludur. Sekil 3°te X olarak ifade edilen bu aminoasitler
yarik boyunca siralanan her ti¢ domainde de vardir. Bu amino asitler mezofilik, termofilik
ve asir1 termofilik enzimler arasinda iyi korunmustur. Bu aminoasitlerin ¢ogu aktif bolgeye
giren substratin ve aktif bolgeden ¢ikan {irliniin geometrisini degistiren yapisal
diizenlemeler igin 6nerilen loop bolgelerinde yer alir (Manjasetty ve Chance, 2006).

Ayrica alt birim arayiizlerinde giiglii bir elektron yogunlugunun oldugu ve bu
bolgelerin proteine metal iyonlarmin baglanma bolgeleri (H450, H350, E330, E306)
oldugu ileri siiriiliir (Stark ve Russell, 2003).
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Sekil 3. E.coli L-Al yapist ve dizi hizalamasi; Termofilik Al’lardan TSAI (Thermus sp tr
Q846C7. IM6501) 60%; GSAI (Geobacillus stearothermophilus gi5616309) %59;
GTAI (Geobacillus thermodenitrificans @i49574582,) %60 ve TaMAI
(Thermoanaerobacter metharanii trQ70G56) % 24 benzerlik gostermektedir.
Asiritermofilik Al’lardan TNAI (Thermotoga neapolitana tr Q8RMB9) %54 ve
TMAI (Thermotoga maritima sp Q9WYB3) %53 benzerlik gostermektedir.
Korunmusluk derecesine gore maviyle gosterilen aminoasitler %100; yesille
gosterilenler %80 ve krem ile gosterilenler ise %60 korunmus amino asitlerdir.
Aktif bolgede olduklari kabul edilen aminoasitler ise (E306, E333, H350 ve
H450) kirmuizi ile gosterilmistir. Ikincil yapi elementleri (B-zincirler ve o-
sarmallar) sirasiyla oklar ve silindirlerle gosterilmistir. Hizalamanin altinda X
olarak gosterilenler ise yariklarda bulunan amino asitlerdir (Manjasetty ve
Chance, 2006).

1.2.5. L-Arabinoz izomerazin Mikrobiyal Kaynaklar

Enzim kaynagi olarak, ¢esitli biyokatalizor kaynaklari kullanilmaktadir. Bunlarin
icinden L-arabinoz izomeraz kaynagi olarak patenti alinan bakteriler; A. flavithermus (Li
vd., 2011), E. coli (Roh vd., 2000), G. stearothermophilus (Kim vd., 2001), Thermotoga
neapolitana (Kim vd., 2002), Thermus sp. (Kim vd. 2003), Thermotoga maritima (Lee vd.,
2004), ve Thermoanaerobacter mathranii (Jergensen vd., 2004). Arthrobacter globiformis



(Izumori vd., 1984), Gluconobacter oxydans (Manzoni ve Rollini 2001), Enterobacter
agglomerans (Muniruzzanman vd., 1994) ve Klebsiella pneumoniae (Shimonishi vd. 1994)
olarak rapor edilmistir. Bu mikroorganizmalar arasinda A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-
arabinoz izomerazi bugiine kadar rapor edilmemistir.

Endiistriyel kullanim igin Ozellikle termofilik bakterilerin enzimleri tercih
edilmektedir. Yiiksek sicakliklarda gerceklesen endiistriyel enzimatik reaksiyonlar,

kontaminasyon riskini ve substrat viskositesini azaltmaktadir.

1.3. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi Pikuta vd., (2000) tarafindan Bacillus cinsinden ayrilip bakteri
sistematigine kazandirlmistir. A. pushchionensis K1 bu cinsin tip tiiriidiir Anoxybacillus
cinsi de bu sekilde sicak su kaynaklarindan izole edilerek sistematige kazandirilmistir.
Anoxybacillus cinsi Bacillus cinsinden Pikuta vd., (2000) tarafindan ayrilan bir cinstir
Anoxybacillus cinsini Bacillus cinsinden ayirmada 16S rRNA gen siralart kullanilmaktadir.
16S gen analizleri sonucu Anoxybacillus cinsinin bakterileriyle Bacillus cinsinin bakterileri
arasinda % 95’den daha az benzerlik oldugu gériilmektedir. Ancak Anoxybacillus cinsinin
kendi tiyeleri arasindaki benzerlik ¢ogu zaman % 97 nin {izerindedir ve cins i¢inde 16S
sonucuna gore bir tir ayrimi yapmak olduk¢a zordur. Anoxybacillus cinsi bakterilerin
kendi arsindaki ayrim1 DNA-DNA hibridizasyonu ile yapmak miimkiindiir (Inan, 2011).

Bu cins 19 tiir i¢ermektedir. Bu tiirler; A. flavithermus, A. kestanbolensis, A.
ayderensis, A. pushchinoensis, A. voinovkiensis, A.gonensis, A. bogrovensis, A.
contaminans, A. caldiproteolyticus, A. eryuanensis, A. mongoliensis, A. salavatliensis, A.
tengchongensis, A. tepidamans, A. thermarum, A. kamchatkensis, A. rupiensis ve
A karnarcensis, A. amylolyticus’dur.

Genellikle bu cinse ait bakteriler fakiiltatif anaerop, gram pozitif, hareketli veya
hareketsiz ve endosporludurlar. Orta derecede termofilik 6zellikteki bakterilerdir.

Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin habitatlar1 asir1 sicak olmayan termal
kaplicalardir. Optimum biiyiime sicakliklar1 ortalama 55 °C olan bu bakteriler 37-70 °C

arasinda hayatta kalabilmektedirler.



1.4. Enzim ve Termal Kararhhk

Mezofilik organizmalardan elde edilen proteinlerin denatiire oldugu yiiksek
sicakliklarda termal kararli proteinler aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar.
Mezofilik ve termofilik proteinler arasindaki sistematik farkliliklar1 belirlemek i¢in Kumar
ve arkadasglar1 (2001) yapmis olduklart bir arastirmada asir1 termofilik Pyrococcus furiosus
ve mezofilik Clostridium symbiosum bakterilerindeki glutamat dehidrojenaz enzimini
incelediler. Mezofilik glutamat dehidrojenazin 107 tuz kopriisii icerirken termofilik
glutamat dehidrojenazin ise 168 tuz kopriisii icerdigini belirlediler. Bdylece yapilan
caligmalar mezofilik proteinlerdeki tuz kopriisii sayisinin, termofilik proteinlerdeki tuz
kopriisiine sayisina oranla yaklasik % 70 daha az oldugunu gdstermistir. Tuz kopriilerinin
sayisi ile proteinin termal kararlilig1 arasinda kuvvetli bir korelasyon vardir. Bunun nedeni
tuz kopriileri yliksek sicakliklarda daha kararlidir ve yiiksek sicakliklardaki tuz kopriilerini
kirmak i¢in daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulur. Boylece tuz kopriileri yiiksek sicakliklarda
protein ¢ozlilmesine karsi kinetik kararlilik saglar (Das ve Gerstein, 2000).

Yapilan bir ¢alismada, termal kararlilig1 arttiran en az 13 farkh fiziksel ve kimyasal
faktoriin  oldugunu gosterilmistir (Querol vd., 1996). Bu faktorlerden bazilar1 tuz
kopriilerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin miktarinin azaltilmasi ve
prolin miktarinin arttirilmasi, hidrojen baglar1 ve proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik
paketlemelerdir. Bu faktorler {izerine birgok arastirmaci tarafindan yapilan arastirmalar
mevcuttur (Colacina ve Crichton, 1997; Grupta vd., 1995; Querol vd., 1996; Jaenicke ve
Bohm, 1998; Scandurra vd., 1998; Vieille vd., 1996; Vogt ve Argos, 1997).

Haney vd., (1999) termofilik bir arkeobakteri olan Methanococcus jannaschii’den
izole edilen 115 adet termofilik protein ile mezofilik Methanococcus tiirlerindeki bu 115
adet proteinin homologu olan proteinlerin siralarin1 karsilasgtirmistir. Bu ¢alisma sonucunda
proteinin termal kararliliginin olusmasinda, amino asit degisimlerinin 6nemli bir rol
oynadigini ortaya koymuslardir. Termofilik proteinlerin yiiklii amino asitler (Arg, Lys, His,
Asp ve Glu), valin ve izoldsin igeriginde artis goriiliirken, yiiklii polar amino asit (Ser, Thr,
Gln, Asn, Cys) iceriginde ve denatiirasyona sebep olan asparagin ve glutamin igeriginde
azalma oldugu goriilmiistiir.

Mezofilik proteinler termofilik proteinler ile karsilastirildiginda, bunlarin daha az
halka delesyonuna maruz kaldig1 goriiliir ve bu yiizden termofilik proteinler mezofilik

proteinlerden daha kisadir. Halka delesyonu proteinin ii¢ boyutlu yapilarmin entropisini



diistirerek, serbest enerjisini arttirir. Proteinlerdeki halka delesyonu protein kararliligini
arttirir  (Thompson ve Eisenberg, 1999). Ayn1 zamanda termofilik proteinler {i¢ boyutlu
yapilarina katlanirken, daha kii¢iik ve daha az sayida oyuklar olusturabilecek daha etkili bir
paketlemeye sahiptirler (Russell vd., 1997, 1998).

1.5. Termofilik Organizmalarin ve Enzimlerin Biyoteknolojide Kullanim

Termofilik organizmalar, mikrobiyologlar ve biyokimyacilar i¢in oldukca cezbedici
bir konudur. Termofilik organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli oldugu gibi, asir1
derecede asidik ve alkalik sartlarin denatiirasyonlarina da direnglidir (Haki ve Rakshit,
2003).

Gilintimiizde dogal kaynaklarin azalmasi nedeniyle mikroorganizmalar birgok iiretim
alan1 icin potansiyel kaynak olarak goriinmekte ve bu konuda yogun caligmalar
yapilmaktadir (Topal vd., 2000). Endiistride son yillarda termofilik mikroorganizmalardan
elde edilen enzimler tercih edilmektedir. Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve
yiiksek sicakliklara karsi gosterdigi kararlilik, bu enzimlerin endiistri alanlarinda tercih
edilme nedenleridir. Termofilik enzimler, mikroorganizmalarin optimum biiylime
sicakligindan daha yiliksek bir sicaklikta bile kararli ve aktiftir. Bu yiiksek sicakliklar,
reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek kontaminasyon riskini énemli derecede azaltir,
¢linkii biyolojik dongilide kontaminasyona sebep olan bakterilerin cogu mezofiliktir (Burg,
2003). Ayrica bu yiiksek sicakliklarda, reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar1 ve
coziinlirliikleri dnemli derecede artar ve bu da daha fazla iiriin olusumunu saglar (Kumar
ve Swati, 2001; Mozhaev, 1993).

Bu nedenle termofilik organizmalar biyoteknoloji acisindan olduk¢a 6nem tasimakta
ve pek cok biyoteknolojik uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Farkli ekolojik
alanlardan termofilik mikroorganizmalarin  fazla miktarda izolasyonu ve bu
mikroorganizmalardan faydali enzimlerin ekstraksiyonu ile biyoteknoloji alaninda daha
biiylik adimlar atilabilir (Kohilu vd., 2001).

Biyoteknolojide termofilik organizmalar, baz1 yakit ve kimyasallarin iiretilmesinde
ve genetik manipulasyonlarin yapilabilmesinde kullanilmasima ragmen, biyoteknoloji
acisindan en Onemli Ozellikleri biyokimyasal reaksiyonlar1 ¢ok yiiksek sicakliklarda

katalizleyebilen termofilik enzimleri tiretmeleridir.
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Bu enzimlerden bazilari, son zamanlarda saflagtirllmig ve basarili bir sekilde
klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere 6rnek olarak, DNA
polimerazlar, amilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, seliilazlar, proteazlar, lipazlar, izomerazlar
ve gida ve kimya endiistrilerinde DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu
enzimler molekiiler biyoloji alaninda, nisasta endiistrisi, gida endiistrisi, petrol endiistrisi,
kimyasal endiistrisi, ilag endiistrisi, kagit ve kagit hamuru endiistrisi gibi pek ¢ok endiistri

alaninda genis Ol¢iide kullanilmaktadir. Termofilik bakterilerin kullanildig1 biyoteknolojik

uygulamalar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Termofilik bakterilerin kullanildig1 biyoteknolojik uygulamalar

Sicakhik
Enzim Arahg Reaksiyonlari Kullanim alanlar
O
Firincilik, mayalanma,
Am.”O“tlk 90-100 Nisasta — dekstroz surup det'erjan, glda," ..
enzimler ve igecek endiistrisinde ve
tatlandirici liretiminde
. . . . Kagit ve kagit hamuru
Ksilanaz 45-65, 105 Kraft hamuru — ksilan+lignin A
endiistrisinde
Kifin — kitobioz Gimento endistisinde. ati
Kitinazlar ~ 65-75 Kitin — N-asetil glukozamin ¢ . . NS
o : su temizlenmesinde, kagit
Kitin — deasetilaz e
iretiminde
Deterjan ve tekstil
Seliilaz 45-55,95  Seliiloz — glukoz endiistrisinde, cop  ve
atiklarin islenmesinde
Protein — peptidler ve amino Firneilik, mayalanma,
Proteaz 65-85 . Pep deterjan, gida, ila¢ ve deri
asitler o
endiistrisinde
5 . 4. . Sut, deterjan, kagit, ilag,
Lipazlar 30-70 Yag ‘.lz.aklast.lm?ls.l’ hidrolizis, kozmetik, deterjan, deri ve
alkolizis, aminolizis . L
tekstil endistrisi
DNA , 9 S e
90-95 DNA’nin ¢ogaltilmast Genetik miihendisligi / PCR

polimeraz
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1.5.1. L-Arabinoz izomerazin Endiistriyel Onemi ve L-ribuloz

L-arabinoz izomeraz (EC 5.3.1.4), L-arabinozu L-ribuloza kolayca doniistiiriir
(Cheetham ve Wootton 1993; Roh vd., 2000). Bir ketopentoz olan L-ribuloz, pahali ve
dogada nadir bulunan bir sekerdir. Ozellikle tatlandiric1 ve ilag endiistrisinde, yapay ve
nadir bulunan sekerlere olan ilgi siirekli artmaktadir (Scott, 2002). Mikrobiyal ve
enzimatik reaksiyonlar, D sekerleri L sekerlere doniistiirmek i¢in oldukc¢a uygundur. L-
ribuloz farkli organizmalarda, bir metabolik yolun ara iiriinii olmasina ragmen dogada
nadir bulunur (Ahmed, 2001). Biyoteknolojik L-ribuloz iiretimi esas olarak, ribitolun ham
madde olarak kullanildig1 ¢alismalarda incelenmistir. Ozellikle asetik asit bakterileri
kullanilarak rbitolden L-ribiloz iiretimi c¢alismalar1 yapilmistir (Ahmed vd., 1999).
Ribitolden L-ribulozun diretildigi baska g¢alismalarda mevcuttur ( Compello ve Veiga,
1973; Moses ve Ferrier, 1962; Osao vd., 2001). Fakat ribitol olduk¢a pahalidir ve dogada
nadir bulunmaktadir (Aldachi vd., 2001). Bunun aksine bir aldopentoz olan L-arabinoz
dogada bol miktarda bulunmaktadir. Ozellikle hemiseliiloz ve pektin gibi lignoseliilozik
maddelerin genel bilesenidir. Ornegin, seker endiistrisinin yan {iriinii olan seker pancari
posasinin, Onemli miktarlarda L-arabinoz icerdigi rapor edilmistir. L-arabinoz, kagit
hamurundan asit veya enzimatik hidroliz, filtrasyon ve aseton damitma yontemleri ile
kolayca izole edilebilir (Spagnuolo vd., 1999). L-ribuloz pek ¢ok bakteride, L-arabinoz
izomeraz ile L-arabinozu kullanan yolun bir ara tiriiniidiir.

L-arabinoz izomeraz, substratlarin benzer konfigiirasyonlar1 sayesinde, endiistriyel
acidan dikkat ¢eken D-galaktozun D-tagatoza doniisiimiinii de gerceklestirir. Ticari olarak
kimyasal ve biyolojik tagatoz iiretimi yapilmaktadir. Her iki yontemde galaktozun tagatoza
izomerizasyonuna dayanmaktadir (Cheetham ve Wootton 1993; Roh vd., 2000). D-
tagatoz, D-galaktozdan kimyasal olarak iiretilmesine ragmen, kimyasal iiretim, islemlerinin
olduk¢a kompleks olmasi, yan {irlinlerin olugsmas1 gibi bazi1 dezavantajlara sahiptir. L-
arabinoz izomeraz, dogada fazla bulunan ve ucuz olan D-galaktozu D-tagatoza geviren

etkili bir enzimdir.


http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34582001000200008&script=sci_arttext&tlng=e#20
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34582001000200008&script=sci_arttext&tlng=e#20
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34582001000200008&script=sci_arttext&tlng=e#58
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-34582001000200008&script=sci_arttext&tlng=e#65
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1.6. L-Arabinoz Operonu

Operon, islevsel olarak iligkili genlerin olusturdugu gen kiimeleridir. Genellikle bir
polisistronik mRNA iizerindeki, ¢ok sayida polipeptiti (veya rRNA) kodlayan genleri
kapsar (Brock, 2010). L-arabinoz operonu (araBAD) bu sistemlerden biridir.

Bu calismada incelenen A. kestanbolansis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazi, L-
arabinoz operonunun bir pargasidir ve operonun ¢alisma mekanizmasimin bilinmesi, bu

operonda bulunan genlerin nasil ¢alistigini anlamak i¢in gereklidir.

1.6.1. L-Arabinoz Operonunun Regiilasyonu

Esherichia coli, karbon ve enerji kaynagi olarak L-arabinoz iizerinde
biiyiiyebilmektedir (Scheif, 1996). Arabinoz operonunun genlerinden birinin {iriinii olan
AraC proteini ekspresyon seviyesini kontrol eder ve bu nedenle de arbinoz varliginin
algilayicisidir. AraC proteini, arabinozun katabolizmasi igin gerekli olan araB, araA, araD
genlerinin yani sira, arabinozun alinimi i¢in gerekli olan arakE, araFGH genlerinin seker
varhigindaki indiiklenme oranlar1 hakkinda da bilgi verir (Scheif, 2002).

Arabinoz operonunun genetik analizlerine 40 yildan fazla zaman Once Ellis
Englesberg tarafindan baglanmistir (Gross ve Englesberg, 1959). Englesberg ve arkadaslar
AraC proteinin, diger arabinoz spesifik protenlerin expresyonun indiiklenmesinde primer
aktivitesinin olduguna dair, olduk¢a ikna edici kanitlar saglamiglardir (Englesberg
vd.,1965, 1969; Gielow vd., 1971; Sheppard ve Englesberg, 1967). Yani, AraC
exspresyonun agilmasinda pozitif bir rol oynamaktadir. Daha sonra, tanimlayici
biyokimyasal deneyler gercekten de araB, araA, araD, genlerine hizmet eden pgap
promotorunun exspresyonunun a¢ilmasinda AraC’nin pozitif bir rol oynadigim
kanitlamistir (Greenblatt ve Schleif, 1971).

Englesberg’in genetik ¢aligmalari ayn1 zamanda AraC’nin pgap promotorunu negatif
olarak baskiladigini ortaya ¢ikarmigtir. Sadece baskilamanin varligini degil ayni zamanda
baskilama icin gerekli bolgenin promotordan en az birka¢ yliz niikleotit yukarida yer
aldigini dogrulamak i¢in yapilan ¢esitli deneyler DNA loop’un kesfedilmesine yol agmistir
(Dunn vd., 1984). Loop olusumunda, AraC proteini ayn1 anda DNA iizerinde 200’den fazla
baz cifti ile ayrilan 2 alana baglanir ve sonu¢ olarak DNA loop yapisi meydana gelir.

Bunun sonucunda ise psap promotoru negatif olarak baskilanir.
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1.6.1.1. Arabinoz Varhgmma Cevap Olarak DNA Loop ve Isik -Anahtar
Mekanizmasinin Diizenlenmesi

AraC proteini homodimer olarak fonksiyon gostermektedir. DNA baglanma domaini
ve arabinoz baglanma bolgesini iceren dimerizasyon domaininden olusur.

Arabinozun yoklugunda AraC proteini 1; ve O, bélgelerine baglanarak DNA loop
olusumunu saglar (Sekil 3). Boylece hem RNA polimerazin pgap promotoruna ulasimini
hem de cAMP-CRP (cAMP reseptdr protein) kompleksinin CRP’ ye baglanmasini
engeller. Ayn1 zamanda pc promotorundan da kendi sentezini engellemis olur. Bu sekilde
negatif regililasyonda rol alir.

Ancak arabinozun varliginda AraC bitisik olan l;ve I, bolgelerine baglanmayi tercih
eder. I, bolgesine baglanma muhtemelen dogrudan RNA polimeraz etkilesimi ile
sonuglanir. Oysaki RNA polimerazda ayni zamanda 1;” de bagli bulunan AraC’nin DNA
baglanma bdlgesi ile temas eder. Bu nedenle indilklenme meydana gelir, ¢linkii artik AraC
DNA looping yapmaz ve AraC, RNA polimeraz ile etkileserek aktif olarak transkripsiyonu
destekler (Seabold ve Schleif, 1998) (Sekil 4).

C-termzsinal, DNA
=1

baglanma domaimi

< ) N-terminal kolu
-
’ \
- . (: Arabinoz baglanma bolgesi
N-termina¥ o o
domaini -

Arabinoz yoklugunda

Avrabinoz varhgimmda

Ar wnd RNA polimeraz

Sekil 4. AraC‘nin rol aldigi 1sik-anahtar mekanizmasi: L-arabinoz
varliginda N-terminal kol DNA baglanma bdlgesi ile etkilesir ve
O, ve |y bolgelerine baglanarak loop olusumunu saglar. Bu pc ve
Peap promotorlarmin ikisinide baskilar. L-arabinoz yoklugunda
arabinoz ve N-terminal kol arasinda etkilesim meydana gelir
DNA baglanma bolgeleri ayrilir. Bu bolgeler ayri ayri 11 ve I,
bolgelerine baglanir ve pgap promotorunun indiiklenmesine neden
olur (Schleif, 2002).
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Oncedende bahsedildigi iizere L-arabinoz izomerazlar endiistriyel kullanim alanina
sahip olan enzimler arasinda yer almaktadir. Ancak iilkemizde bu konu ile ilgili yapilmis
fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bundan dolayi, bu ¢alisma ile 6zellikle endiistriyel alanda
kendi g¢aligmalarimizin sonuglari ve iriinlerinden faydalanabilmek amaglanilmistir. Bu
dogrultuda, Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin klonlanmasi
ve saflagtirilmasi yapilmistir. Saflastirilan enzimin karakterizasyon caligmalarinda, etkili
oldugu pH ve sicaklik degerleri, metal iyonlar1 ile etkilesimi, substrat spesifikligi
belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda L-arabinoz izomerazin endiistriyel agidan
onemi ve bu alanda kullanilabilirligi belirlenerek endiistriye ve literatiire yeni bir enzim

kazandirmak amaglanilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Maya ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), Etil alkol, Kanamisin (Applichem A1493), IPTG (Applichem A1008),
Amfisilin (Applichem A0839), Nhel (Promega), EcoRI (Promega), BamHI (Fermemtas),
T4 DNA ligaz (NEB), Tag DNA polimeraz (Promega), Genomik DNA izolasyon Kiti
(Promega A1125), Jelden DNA Cikarma Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck
84211000), dNTP seti (Promega), pGEM-T Easy Klonlama Vektorii (Promega A1360),
PET-28a(+) Ekspresyon Vektorii (Invitrogen), Etidyum Bromiir (Sigma), Agaroz (Sigma),
Lizozim (Merck), CaCl, (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem A10070005), Commassie
Brillant Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250 (Merck 2C2133453), Fosforik Asit
(Merck 563.2500), BSA (NEB), HisLink™ Protein Prufication kiti (Promega), Sodyum
Asetat (Merck TA867065), K,HPO,4 (Merck A678671), KH,PO, (Merck 567300), Trizma
Baz (Sigma T1503), Nutrient Agar (MerckVL646350), SDS (Merck), Akrilamid (Sigma
A8887), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu 080702), B-merkaptoetanol
(Merck 805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), Gliserol (Merck
K40789992008), Amonyom siilfat (Merck A734116), TEMED (Janssen Chimica), Protein
markir (Biolab), KCl (Merck), CoCl, (Merck ), ZnCl, ( Merck), MgCl, (Sigma), CaCl,
(Aktar Kimya), LiCl (Sigma), FeSO, (Merck) CuCl, (Merck), MnCl, (Merck), Karbazol
(Sigma), L-sistein (Merck), Siilfirik asit (Merck), MOPS (Amresco), Glisin (Merck), L-
arabinoz (Sigma), D-riboz, D-mannoz (Bacto), D-ksiloz (Fisher Bioreagents), D-galaktoz
(Sigma), D-glukoz (Himedia), Imidazol (Merck).
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2.2. Kullanilan Hiicreler

Escherichia coli BL21(DE3)pLysS, Escherichia coli JM101, Anoxybacillus
kestanbolensis AC26 Sar1

2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Agar ortamindan aliman tek koloni, 3 mL hacimli Luria Bertani (LB) ortamina
aktarilarak A. kestanbolansis AC26 Sari hiicreleri bir gece boyunca 55 °C’de bir sulu
calkalayicida inkiibe edildi.

Inkiibe edilen gece kiiltiirii 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant atilds.
Hiicreler 480 pl 50 mM EDTA igerisinde ¢oziildii. 120 pul 10 mg/ml lizozim ilave edildi,
hafifce pipetleyerek karistirildi ve 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Elde edilen karisim
13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Tipe 600 pl Nuclei Lyzis
sollisyonu eklendi ve hafifce pipetle karistirildi. Karistm 80 °C’de 5 dk inkiibe edildi ve
oda sicakligina ulastiktan sonra 3 pl RNase soliisyonu eklendi. Tiip 2-5 kez alt-iist edildi ve
37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Karisim oda sicakligina ulastiktan sonra 200 pl Protein
Precipitation solusyonu eklendi ve 20 sn vortekslendikten sonra 5 dk siireyle buzda
birakildi. 5 dk sonunda 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant icinde 600 pl
izopropanol bulunan yeni bir ependorfa aktarildi. Ependorf pellet olusuncaya kadar alt {ist
edildi ve 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii ve kurutma kagidi
kullanarak tiim stipernatant sivisinin atildigindan emin olundu. Pelletin tizerine 600 pl oda
sicakliginda % 70’lik etanol eklendi ve alt list edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi. Pipetorle siipernatant uzaklastirildi ve etanolun tamaminin uzaklagmasi i¢in
mikrosantrifiij tipii 15 dk 37 °C’de bekletildi. Pellet iizerine 100 ul DNA Rehydration
soliisyonu eklendi ve 65 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Genomik DNA izolasyonu
tamamlandiktan sonra, elde edilen DNA kullanilacagi zaman kadar +4 °C’de saklandi.

DNA miktar1 spektrofotometrede 260 nm’de yapilan Ol¢iimler ile hesaplandi.
DNA’lar % 0,8’lik 0,5 pg/mL etidyum bromiir iceren agaroz jelde yiiriitiildii ve

BioDocAnalyze sistemi kullanilarak goriintiilendi.
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2.3.2. Primerler

Anoxybacillus cinsine ait bir tiir olan A. flavithermus (NCBI GenBank: CP000922)
tiiriiniin genom haritasindan yararlanilarak Anoxybacillus cinsi iiyelerinde kullanilabilecek
olan 2 adet PCR primeri dizayn edildi.

Primerlerin siralart su sekildedir:

AraisoF: 5’- gTg TTATTATTACQT CCTT-3> 19nt

AraisoR: 5’- CgT AAA ggC ggT gAAgTT gCC -3’ 21 nt

2.3.3. L-Arabinoz izomeraz Geninin PCR Yontemi ile Baz Diziliminin
Belirlenmesi ve Klonlanmasi

AraisoF ve AraisoR primerleri ile A. kestanbolensis in genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PCR sartlar1 su sekildedir: 95 °C’de 2
dakikalik denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 50-55
°C’de 1.30 dk baglanma (annealing) ve 72 °C’de 2 dk uzama (extention) ve son olarak da
72 °C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR
sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden % 1’lik
agaroz jelde yiiriitillerek BioDocAnalyze jel goriintilleme sistemi ile goriintiilendi. PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltilan parcalar, pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak pGEM-T
Easy klonlama vektoriine, firmanin 0Ongordiigii konsantrasyonlar ve sartlar
gerceklestirilerek klonlandi (5 pl 2X tampon, 1 pl pGEM-T vektor, 3 pl PCR iirtinti ve 1 pl
T4 DNA ligaz). Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis
vd. (1982) gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edildi ve agaroz jelde
yiiriitiilerek rekombinant genler secildi. Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz
dizini, otomatik dizi analizatorleri aracilig1 ile (Macrogen, Giiney Kore) belirlendi. Sekans
sonuclart Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle karsilagtirildi ve bu

sekansin L-arabinoz izomeraz genine ait oldugu tespit edildi.
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2.3.4. Ekspresyon Primerlerinin Sentezi

Yapilan ¢alismalar sonucunda tiim sirasi elde edilen geni klonlamak i¢in bir E. coli
ekspresyon vektorii secildi. pET28a+ ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesinde,
kesim bolgesi bulunan restriksiyon enzimlerinin ¢alisabildigi bolgeyi igine alan (Nhel ve
BamHI restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri igerecek sekilde) ve bu enzim geninin
igerisinde kesim bolgesi olmayan 6zel ekspresyon primerleri dizayn edildi.

Nhel ve BamHI restriksiyon endoniikleaz kesim bdolgelerini igerecek sekilde dizayn

edilen primerler su sekildedir;

AraizF -5 CQCTAQC gTg TTATTATTA CgT CCT TAT g -3’ 29 nt
AraizR -5’ gggATCC CTATTATAT TAAATCTTATTT TCC -3’ 31 nt.

2.3.5. L-Arabinoz Izomeraz Geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

Dizayn edilen ekspresyon primerleri kullanilarak ayni1 PCR sartlar1 ile yeniden PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. PCR ile iiretilen bu genin u¢ kisimlarinda Nhel ve BamHI
restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri bulunmaktadir. pET-28a(+) ekspresyon vektorti,
ve igerisinde arabinoz izomeraz geni tasiyan pGEM-T vektorii, Nhel ve BamHI
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim reaksiyonu, 10X enzim tamponu
igerisinde, 10 U enzim varliginda 37 °C’de 2 saat boyunca gergeklestirildi. Birinci enzim
kesim basamagindan sonra etanol presipitasyonu yapildi ve sonra ikinci enzim kesim
basamagi gerceklestirildi. Kesim iirlinleri % 1’lik agaroz jelde yiiriitiildi. Lineer hale
getirilen pET28a+ vektorii ve pGEM-T vektoriinden kesilen arabinoz izomeraz genin
bulundugu bantlar jelden kesilip alindi ve bir Jelden Cikarma Kiti (Fermentas) aracilig ile
temizlendi. Temizlenen triinler ligasyon islemi ile halkalagtirildi. Ligasyon; 1 pl 10X
tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi, 3 pl vektor DNA, 2 ul insert DNA ve 3 ul ddH,0
icerecek sekilde 10 pl son hacimde 16 °C’de 16 saat boyunca gergeklestirildi.

Ligasyon drlinleri CaCl, transformasyon metodu kullanilarak E. coli
BL21(DE3)pLysS susuna aktarildi. Transformasyon i¢in, 200 pl konak hiicre igeren tiipe
10 ul ligasyon iiriinii eklendi ve tiip 30 dakika buz iginde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda
42 °C 1sitict blokta 2 dakika bekletildi ve her bir tiipe 200 pl LB besiyeri eklendi. Tiipler
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37 °C’de iki saat bekletildikten sonra LBA petrilerine (50 pg/ml kanamisin iceren)
yayilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi. Petri lizerinde olusan kolonilerden rastgele se¢im
yoluyla tarama yapildi. Secilen koloniler 3 ml (50 pg/ml kanamisin igeren) LB besiyeri
icerinde bir gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Uretilen hiicrelerden plazmitler izole
edildi. Izole edilen plazmitler Nhel ve BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile
kesildi ve klon olan koloniler tespit edildi. Dogru klon oldugu belirlenen koloniler LBA
petrisine ekim yapilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe edildi ve dogru oldugu belirlenen koloni

bundan sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere saklandi.

2.4. Gen Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Saflastiriimasi

2.4.1. Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un (1976) gelistirdigi yonteme gore yapildi.
Protein boyas:t ve BSA (Bovin Serum Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda
protein konsantrasyonu standardi grafigi olusturuldu. Standart grafik igin 2, 4, 6, 10, 15,
20, 40, 60, 80 ng BSA iceren ¢ozeltiler 0,15 m NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Her bir
ornegin tlizerine 5 ml boya eklendi. Protein ve boya karisimlari vortekslendi ve oda
sicakliginda 15 dk bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, drneklerin 6l¢limii
yapilirken degisik miktarlardaki 6rnekler 0,15 M NaCl ile 100 ul’ye tamamlandi ve
tizerlerine 5 ml boya eklendi. Protein ve boya karisimi vortekslendikten sonra oda
sicakliginda 15 dk bekletildi. Siire sonunda standart grafigin yiiklendigi Agilent 8453E
UV-Visible Spectroscopy System cihazi kullamilarak 595 nm’de Olgiimler yapildi ve

protein konsantrasyonu pg/pl cinsinden hesaplandi.

2.4.2. L-Arabinoz izomerazin Ekspresyonu

L-arabinoz izomeraz genini igeren koloniden 50 pg/ml kanamisin igeren 100 ml LB
besiyerine ekim yapilarak, 37 °C’de 1 gece biiylimeye birakildi ve olusan kiiltiiriin optik
yogunlugu ol¢iildii. Bu kiiltiir kullanilarak, 2 L 50 pg/ml kanamisin iceren LB’ye optik
yogunlugu 0,1 olacak sekilde tekrar ekim yapildi. Kiiltiiriin optik yogunlugu 0,6-0,9
olduktan sonra son hacimde 1 mM IPTG olacak sekilde, IPTG eklenerek T7 promotoru
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alinda enzimin {iretimi indiiklendi. indiikleme yapildiktan sonra kiiltiir 4 saat daha
biiyiitiildii. Biiyiitiilen hiicreler 11.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Yapilan
islemlerin aynis1 negatif olarak kabul edilecek olan L-arabinoz izomeraz genini igermeyen

pET28a+ vektoriinii tagiyan E. coli BL21(DE3)pLysS susu i¢in yapildi.

2.4.3. Hicre Ekstratinin Elde Edilmesi

Enzim iretiminden sonra elde edilen pellet 50 mM fosfat (pH 7) tamponunda
¢oziildii ve % 70 siddetinde, 0,6 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikator ile sonike
edildi. Hiicre soliisyonu 14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak
stipernatant kismi alindi. Ayni islemler, L-arabinoz izomeraz genini bulundurmayan

pET28a+ vektoriinii barindiran E. coli BL21(DE3)pLysS susu igin yapildi.

2.4.4. L- Arabinoz izomerazin Saflastirilmasi
2.4.4.1. Is1 Soku Uygulamasi

Elde edilen kaba ekstrat 15 dk. 65 °C’de bekletildi. Daha sonra 20 dk 14800 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernant alinarak, ¢oken kisimdan uzaklastirildi. Enzimin aktivitesini

korudugundan emin olmak i¢in siipernatantta L-arabinoz izomerazin aktivitesi arandi.

2.4.4.2. Kolon Kromotografisi

L-Al enziminin saflagtirilmsi, N-terminaline takilan HisTaq kuyrugundan
yararlanilarak nikel iceren bir saflagtirma kiti olan HisLink™ Protein Purification Resin
(Promega) sayesinde gerceklestirildi. Saflagtirma i¢in; 1. Ni baglama tamponu (Ni-Binding
Buffer-20 mM Tris-HCI pH:7,5, 200 mM NaCl, 5 mM B-merkaptoetanol), 2. Ni yikama
tamponu (Ni-Washing Buffer-20 mM Tris-HCI pH:7,5, 200 mM NaCl, 5SmM -
merkaptoetanaol, 20 mM imidazol) ve 3. Ni-eliisyon tamponu (Ni Elution Buffer-20 mM
Tris-HCI pH: 7,5, 200 mM NaCl, SmM B-merkaptoetanol, 500 mM imidazol ) ¢ozeltileri
kullanildi. Hazirlanan 1. tampon ¢ozeltisinden 5 ml kolondan gecirildi ve kolona Ni-

baglanmas1 saglandi. Ardindan 2. tampon ve 1s1 soku ile saflastirilan enzim karigimini
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iceren solusyon (10 ml buffer ve 5 ml enzim) 2 kez kolondan gecirildi. Bu basamakta
HisTag kuyruguna sahip olan L-Al’m nikel afinitesi ile kolona baglanmasi ve
baglanamayan proteinlerin kolondan ayrilmasi saglandi. Daha sonra washing buffer (15
ml) kolondan gegirildi ve baglanamayan proteinlerden temizlendi. Ardindan 3. tampon
¢ozeltisi 2 ml olucak sekilde kolondan gegirildi ve bu islem kolon temizlenene kadar
gerceklestirildi ve ayri ayn tiiplere alindi. 3. tamponda bulunan imidazol araciligiyla
HisTag kuyruguna sahip olan protein nikelden ayrildi ve kolondan alindi. Tiiplerdeki
enzimler ayr1 ayr1 protein boyasi ile test edildi. Enzimin en aktif oldugu tiiplerden enzimler

alindi.

2.4.43. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Molekiiler Agirhginin
Belirlenmesi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde % 10°lik jel
kullanilarak 18 mA’lik akim altinda gerceklestirildi. A. kestanbolensis AC26 Sari L-
ATD’simin molekiiler agirligint belirlemek i¢in saf L-Al ve molekiiler agirligt belli olan bir
protein markiri ile SDS-PAGE yapildi. Her bir 6rnekten 50 pg protein (saf enzim, kaba
ekstrakt, negatif, protein marker) kullanildi. Orneklerin {izerine esit miktarlarda muamele
tamponu (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; % 4 SDS; % 20 Gliserol; % 6 B-merkaptoetanol) ilave
edildi ve 99 °C’de 4 dakika bekletilerek Maniatis vd., (1982) tarafindan tanimlanan %
10’luk SDS-PAGE’e yiiklendi ve 18 mA akim altinda yiritildi. Yirlitme islemi
sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (% 0,125 Commasie Brillant Blue R-250, % 50
metanol, % 10 asetik asit) boyasi ile 1 saat boyandi. Ardindan 1. yikama soliisyonunda (%
50 Metanol, % 10 Asetik asit % 40 ddH20) 1 saat ve 2. yikama solusyonunda (% 7 asetik
asit ve % 5 metanol) bantlar belirginlesinceye kadar bekletildi. Jel goriintiisii bilgisayar

tarayicisi ile fotograflandi.

2.5. L-Arabinoz izomerazin Karakterizasyonu

2.5.1. Karakterizasyon Deneylerinde Kullanilan L-Arabinoz izomeraz Aktivite
Deneyi

Karakterizasyon deneylerinde kullanilan L-arabinoz izomeraz aktivite deneyi i¢in
0,39 pg/ul enzim kullanilarak, 40 mM substrat (L-arabinoz), 1 mM MnCl, ve 1mM CoCl,
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iceren 100 mM MOPS pH 7 tamponunda (oda sicakliginda), 100 pl son hacimde, 55
°C’de, 20 dk, Biometra Personal Cycler PCR cihazinda gerceklestirilen reaksiyon sartlar
kullanildi. Reaksiyon buz iizerinde (+4 °C’de) sonlandirildi. Reaksiyon sonunda aciga
¢ikan L-ribuloz miktar1 Dishe vd., (1951) tarafindan gelistirilmis sistein karbozol- stilfiirik
asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon ¢ozeltisi tizerine 40 pl % 1,5’1ik sistein hidrokloriir
konuldu. Bunu takiben 40 pul % 0,12’lik karbozol konuldu. Olusan karisim
vortekslendikten sonra tizerine 1,2 ml % 70’lik siilfiirik asit ilave edilerek vortekslendi.
Karistm 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Olgiimler 560 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. 30. dk’da yapilan ilk 6l¢limiin ardindan, yapilan her bir 6l¢iim 1 dk ara ile
gerceklestirildi. 1 iinite, hazirlanan enzim 6ziiti ile 65 °C’de L-arabinozdan 1 dakikada
olusan L-ribuloz (umol/dk) olarak tanimlandi. Reaksiyonun gerceklestirildigi tiim kosullar
(reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’ si, substrat konsantrasyonu, metal iyonlar1 derigimi,

enzim miktar1) enzim karakterize edildik¢e yeniden diizenlendi.

2.5.2. Enzim Miktarimin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak enzim miktarini belirlemek igin 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml,
6 ml, 7 ml, 8 ml, 9 Ml enzim miktarlariyla reaksiyonlar gergeklestirildi. Reaksiyon 40 mM
substrat (L-arabinoz), 1 mM MnCl, ve 1ImM CoCl; igeren 100 mM MOPS pH 7
tamponunda (oda sicakliginda), 100 pl son hacimde, 55 °C’de, 20 dk siire ile
gerceklestirildi. Reaksiyonlar sonucunda enzim miktari-aktivite (%) grafigi olusturularak

karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilacak enzim miktar1 belirlendi.

2.5.3. Optimum Sicakhk

A. kestanbolansis AC26 Sar1 L-AT’sinin en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ve 99 °C’ye ayarlanmis Biometra Personal
Cycler PCR cihazinda gergeklestirilen seri reaksiyonlar sonucu belirlendi. Bu reaksiyon

serisinde enzimin en iyi ¢alistig1 sicaklik degeri sonraki ¢alismalarda kullanildu.
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2.5.4. Optimum pH

A. kestanbolansis AC26 Sar1 L-Al aktivitesine aktivitesine pH’nin etkisinin
arastirilmast amactyla, 100mM MOPS (pH 4-8) ve glisin glisin ( pH 8-11) tamponlari
kullanildi. Belirlenen optimum pH aktivite degeri daha sonra yapilacak kinetik

parametrelerin belirlenmesi galismalarinda kullanilda.

2.5.5. Metal iyonlar ve inhibitorlerin L-AI Aktivitesi Uzerine Etkileri

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi optimum
sartlarda enzim reaksiyonunun igerisine 1 mM’lik MnCl,, CoCl,, MgCl,, FeSO,, CaCly,
ZnCl,, CuCl,, LiCl ve KCI, gibi gesitli metal iyonlar1 ve EDTA ve B-merkaptoetanol
kimyasallar1 ilave edilerek belirlendi. igerisinde metal iyonu ve kimyasal bulundurmayan
reaksiyonun aktivitesi %100 kabul edildi. Deneyin ikinci asamasnda Mn*? ve Co™
iyonlarmin kullanilan farkli konsantrasyonlarmin (1-2,5-5-10 mM ) L-Al aktivitesi
lizerindeki etkileri belirlendi. Inhibitér olarak seker alkolleri (L-arabitol, ribitol ve

mannitol), normal reaksiyon sartlarinda son hacimde 10 mM olacak sekilde kullanildi.

2.5.6. Isil Kararhhg

A. kestanbolensis AC26 Sart L-Al’nin kararliligina 1sinin etkisini incelemek igin
saflastirilan enzim belirli zaman araliklarinda (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 dk.) 50, 55,
60, 65, 70 75 ve 80 °C ‘lerde inkiibe edildi. 30 dk araliklarla gergeklestirilen reaksiyonlar
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

2.5.7. pH Kararhhg

A. kestanbolansis AC26 Sar1 L-Al' nin pH kararliligim1 belirlemek igin saf enzim
oziti, pH 4-8 MOPS (100 mM) ve pH 8-11 glisin glisin (100 mM) tamponlarinda 25
°C’de inkiibe edildi. Cesitli zaman araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden alinarak

optimum ¢alisma sartlarinda (40 mM L-arabinoz varliginda 100 pl son hacimde ve 65
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°C’de 20 dk boyunca pH 8,5 olan glisin tamponunda) aktivite 6l¢limii yapildi ve enzimin
kalan aktivitesi hesapland:. ilk anda alinan aktivite 6l¢iimii % 100 kabul edildi.

2.5.8. Susbtrat Spesifikligi

A. kestanbolansis AC26 Sar1 L-Al'nin substrat spesifikligini incelemek icin L-
arabinoz, D-riboz, D-mannoz, D-ksiloz, D-galaktoz, D-glukoz gibi farkli aldoz grubu
sekerler substrat olarak kullanildi. Optimum reaksiyon sartlarinda A.kestanbolensis AC26

Sar1 L-AI’smin farkli aldozlar tizerindeki etkisi belirlendi.

2.5.9. Enzim Kinetigi

A. kestanbolensis AC26 Sart L-AI'mn Kinetik verilerini hesaplamak igin
spektrofometrede hazirlanan L-ribuloz standardi kullanildi. Reaksiyonlar degisen substrat
konsantrasyonlari (1 mM - 50 mM) ile 5 pl enzim varliginda gerceklestirildi. Michaelis-
Menten sabiti (Kyn) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk
egrisinde x ve y eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlendi
(Lineweaver ve Burk, 1934). Michaelis-Menten grafigi ¢izilerek yapilacak olan

caligmalarda kullanilacak substrat konsantrasyonu olarak belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sar1 L- Arabinoz izomeraz Geninin Baz
Diziliminin Belirlenmesi

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al geninin baz dizilimini belirlemek amaciyla, kalip
olarak bu bakterinin genomik DNA’s1 kullanilmis ve AraisoF ve AraisoR primerleri ile
PCR gergeklestirilmistir. PCR sonuglart 0,5 mg/ml etidyum bromiir igeren % 1,0’lik
agaroz jelde yiiritildii ve sonuglar BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile
gorlintiilendi. PCR reaksiyonu ile g¢ogaltilan parcalar, pGEM-T Easy Klonlama Kiti
kullanilarak pGEM-T Easy klonlama vektoriine, klonlandi. Klonlama sonunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon yontemine gore izole edildi, dogru
klon bulunduktan sonra sekans ettirildi. Sekans sonuglari Genbank’taki (NCBI, NIH,
Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekansin 1503 nt’lik L-arabinoz izomeraz
geni oldugu ve 496 aminoasiti kodladig: belirlendi. Elde edilen niikleotit gen dizini ekte
verilistir. A.  kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomeraz geninin diger

mikroorganizmalara % niikleotit benzerligi Tablo 2’de gosterilmistir.

1500 bp
1000 bp
500 bp
300 bp
100 bp

Sekil 5. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al geninin pGEM-T Easy
vektoriine klonlanmasi 1-a) Marker b) L-Al geni PCR iiriinii (5
ul) ¢) L-Al geni PCR iiriinii (3 ul) 1lI- a-b) L-Al genini iceren
pPGEM-T Easy klonlama vektoriiniin EcoRI ile kesimi c) L-Al
geni PCR {irlin.
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Tablo 2.  Akestanbolensis AC26 Sar1 L- arabinoz izomeraz geninin diger
mikroorganizmalarin L-Al % niikleotit benzerligi

Mikroorganizma % Benzerlik
Anoxybacillus flavithermus WK1 % 98
Thermus sp. IM6501 % 90
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 % 89
Geobacillus stearothermophilus strain IAM 11001 % 88
Anoxybacillus flavithermus strain TC-06 % 88
Geobacillus kaustophilus HTA426 % 87
Geobacillus sp. Y412MC52 % 86
Bacillus stearothermophilus % 86
Geobacillus thermoleovorans CCB_US3 UF5 % 86
Geobacillus sp. C56-T3 % 85
Alicyclobacillus acidocaldarius % 85

3.2. L-Arabinoz Izomeraz Geninin pET28a+ Vektériine Klonlanmasi ve
Ekspres Edilmesi

L-arabinoz izomeraz geninin vektore (pET28a+) klonlanmasi i¢in, A. kestanbolensis
AC26 Sar1 susuna ait genomik DNA kullanilarak, klonlama i¢in sentez edilen ekspresyon
primerleri ile PCR gergeklestirildi. PCR sonucu elde edilen DNA fragmeti pGEM-T Easy
vektoriine klonlandi. Plazmit izolasyonu ile elde edilen L-Al genini iceren pGEM-T Easy
vektorii ve pET28a+ ekspresyon vektorii Nhel ve BamHI restriksiyon ezimler ile kesildi.
Kesim tirlinleri % 1,0’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jelden ¢ikartma Kiti ile jelden ¢ikartildi.
Jelden ¢ikartilan vektor ve insert DNA ile ligasyon yapildi.

Ligasyon iiriinii E. coli JIM101 susuna aktarildi ve bu sus i¢indeki plazmitlerin izole
edilmesi sonucu L-Al genini igeren klon bulundu. Elde edilen klon E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicresine transforme edildi.
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Sekil 6. A. kestanbolensis AC26 Sart L-Al geninin
pET28a+ vektoriine klonlanmasi a) Kesilmemis
pET28a+ vektorii b) pET28a+ vektoriiniin Nhel
ve BamHI enzimleri ile kesimi ¢) L-Al genini
iceren pET28a+ vektoriiniin Nhel ve BamHI
enzimleri ile kesimi d) L-Al geni PCR iiriinti.

3.3. L-Arabinoz izomerazin Saflastiriimasi

E.coli BL21(DE3)pLysS hiicresine transforme edilen L-Al geninin ekspresyonu
saglanarak dnce hiicre dziitiiniin elde edilmesi, bunun ardindan 1s1 soku uygulamasi ve son
olarak N-terminalinde bulunan HisTaq kuyrugu araciyla HisLink™ Protein Prufication kiti
ile kolon kromotografisi yapilarak saflastirildi. Saflastirilan L-arabinoz izomeraz SDS
PAGE’de yiiriitiilerek protein band1 gosterildi. Molekiiler agirliginin 55,6776 kDa (URL-1,
2012) oldugu belirlendi.
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Sekil 7. Saflastirilmis rekombinant A. kestanbolansis AC26 Sar1 L-Al
SDS-PAGE analizi: 1) Kaba ekstrat Il) Saf enzim I1ll) Gen

icermeyen vektor 1V) Ist soku uygulamasi V) Protein marker (2-
212 kDa- Biolabs).

3.4. L-Arabinoz izomerazin Karakterizasyonu
3.4.1. L-Arabinoz izomeraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Saf olarak elde edilen L-Al aktivitesini belirlemek i¢in sistein, karbozol, stlfirik asit

yontemi kullanildi ve renk degisimi sonucu aktivite varligi tespit edildi.

Sekil 8. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin
aktivitesinin gosterilmesi. I- Kontrol Il - Al genine sahip
olmayan vektor ile indiiklenmis E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicre 6ziitii reaksiyonu III- saf L-Al aktivitesi.
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3.4.2. Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Substrat miktar1 sabit tutularak, kademeli olarak enzim miktar1 arttirildi ve enzim
artisina karsilik gelen aktiviteler hesaplandi. Deneylerde kullanilacak enzim miktart 1,95
ug olarak belirlendi. Enzim miktar1 L-Al aktivite grafiginde enzim miktarinin ve
aktivitenin dogrusal artis gosterdigi noktadaki enzim miktar1 deneylerde kullanilmak iizere

secildi.
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Sekil 9. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al enzim miktarinin belirlenmesi

3.4.3. Optimum Sicakhik

A. kestanbolensis AC26 Sari1 L-arabinoz izomerazinin optimum sicakligini
belirlemek i¢in 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 99 °C’ lerde aktivitesi
Olctildii. Sicaklik—aktivite grafigi olusturulmasi sonucu enzimin optimum sicakligr 65 °C
olarak belirlendi. Bundan sonraki c¢aligmalarda reaksiyonlar bu sicaklik kullanilarak

gerceklestirildi.
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Sekil 10. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’in optimum sicaklik grafigi

3.4.4. Optimum pH

L-arabinoz izomeraz aktivitesi lizerinde pH’ nin etkisini incelemek i¢in pH 4-8
(MOPS), pH 8-11 (glisin glisin) araligindaki tamponlar kullanilarak bir seri reaksiyon
gerceklestirildi. Spektrofotometrede yapilan Sl¢timler ile elde edilen pH-aktivite grafigi

sonucu optimum pH 8,5 olarak belirlendi.
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Sekil 11. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’m optimum pH grafigi
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3.4.5. Isil Kararhhg:

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al kararliliginda 1sinin etkisini incelemek i¢in enzim
belirli sicakliklarda, belirli zaman araliklarinda (50, 55, 60, 65, 70, 75, 80°C’ de 3,5 saat)
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 50 ve 55 °C’ lerde enzimin diger sicakliklara gore
daha kararli oldugu, ilk yarim saatten sonra her sicaklikta enzimin aktivite kaybettigi
belirlendi. Enzim aktivitesinin % olarak zamana gore degisen grafigi ¢izilirken enzimin

baslangigtaki aktivite degeri (0. dk) % 100 kabul edildi.
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Sekil 12. A. kestanbolensis AC26 Sart L-AI’m 1s1l karalilig:

3.4.6. pH Kararhhg

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al’in pH karaliligin1 belirlemek i¢in, enzim farkli
pH’daki (5-10) tamponlar igerisinde 25 °C’ de (~oda sicakliginda) inkiibe edildi. Belirli
zaman araliklarinda alinan aktivite Ol¢limleri sonucu enzimin 8, 8,5, 9, 10 pH’larinda
kararl1 oldugu belirlendi. pH 5, 6 ve 7 degerlerinde ise enzim aktivitesinin 24. saatten sonra
diistiigii belirlendi. Enzim aktivitesinin % olarak zamana gore degisen grafigi cizilirken

enzimin baslangictaki aktivite degeri (0. dk) % 100 kabul edildi.
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Sekil 13. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’in pH karalilig

3.4.7. Substrat Spesifikligi

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al substrat spesifikligini incelemek i¢in L-arabinoz,
D-riboz, D-mannoz, D-ksiloz, D-galaktoz, D-glukoz gibi farkli aldoz sekerleri optimum
reaksiyon sartlarinda substrat olarak kullanildi. Bu reaksiyonlar sonucu alinan 6lgiimler ile
en yiiksek aktivite degeri % 100 olarak kabul edildi. Bu ol¢iimler sonucu olusturulan
substrat- aktivite grafiginden bu enzimin sadece L-arabinoz aldozuna spesifik oldugu
goriildii. Diger aldoz sekerleri ile ¢cok az reaksiyona girdigi glukoz ile reaksiyon vermedigi

belirlendi.
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Sekil 14. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’n substrat spesifikligi
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3.4.8. Metal Iyonlar: ve inhibitorin Etkisi

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al aktivitesi tizerinde ¢esitli metal iyonlarinin ve
kimyasallarin nasil bir etksi oldugunun incelenmesi amaciyla substrat olarak L- arabinozun
kullanildig1 cesitli deneyler yapildi. Ilk olarak cesitli metal iyonlarmnin klor ve siilfat tuzlari
ve bazi kimyasallarin enzimin aktivitesi tizerindeki etkileri incelendi. EDTA ile muamele
ve diyaliz edilen saf enzimi ile yapilan bu deneyde, igerisinde metal iyonu bulunmayan
reaksiyonun aktivitesi % 100 kabul edildi. Deneyin sonucunda enzimin aktivitesini en fazla
MnCl,’tin  arttirdigi  belirlendi. MnCl,> den sonra CoCl, MgCl, CaCl, KCI ve
MnCI,+CoCl; “iin enzimi aktive ettigi belirlendi. Diger metal iyonlari ve kimyasallarin ise
enzimin aktivitesini inhibe ettigi gbzlemlendi. Bunlarin arasindan en fazla enzim
inhibisyonuna neden olanin CuCl, oldugu goriildii. EDTA ve B-merkaptoetanoliin de

enzim aktivitesini inhibe ettigi belirlendi.
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Metal iyonlari ve kimyasallar

Sekil 15. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’sina metal iyonlarmnin etkisi

Deneyin diger asamasinda Co*? ve Mn "¢ nin farkli konsantrasyonlarda (1, 2,5, 5, 10
mM) enzimin aktivitesi tlizerindeki etkileri incelendi. Bunun sonucunda her iki metal

tuzunun da 1 mM’lik konsantrasyonlarinin en yiiksek aktivite degerini verdigi belirlendi.
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Sekil 16. A. kestanbolensis AC26 Sari L-AI’'lna MnCl, ve CoCl,’nin farkli
konsantrasyonlarmin etkisi

Seker alkollerinin L-AI’nin aktivitesi tizerindeki etkileri incelendi ve sonug olarak L-

arabitol ve ribitoliin enzim aktivitesini inhibe ettigi, mannitolin aktiviteyi etkilemedigi

belirlendi.
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Sekil 17. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AT’sina seker alkollerinin etkisi
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3.4.9. Kinetik incelemeler

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al kinetik parametrelerinin incelenmesinde substrat
olarak L-arabinoz varliginda, substrat konsantrasyonu-aktivite grafigi ¢izilerek enzimin
basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Substrat olarak L-arabinoz igin
cizilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun X-eksenini kestigi nokta -
1/Kq’ye esitlenerek Kn, degeri 6,552 mM, y-eksenini kestigi nokta ise 1/Vmaks’a esitlenerek
Vinaks degeri 140,1002 U/mg olarak hesaplandi. Sonuglar Sekil 14 ve 15'de gosterildi.
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Sekil 18. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’in Michaelis-Menten egrisi
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Sekil 19. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’in Lineweaver-Burk egrisi



4. TARTISMA

Yapilan bu tez galismasi ile Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sar1 bakterisine ait
olan L-arabinoz operonu igerisinde yer alan L-arabinoz izomeraz geninin klonlanmasi ve
karakterizasyonun yapilmasi amag¢lanmistir. Bu ¢alisma, L-Al enziminin bu bakteride ilk
kez incelenmesi bakimindan 6nemlidir. Bunun yaninda giliniimiizde mirobiyal kdkenli
enzimlere ilginin artmasi ve bunlarin i¢inden 6zellikle termofilik bakterilerin ilgi odagi
olmasi, yapilan bu tez ¢alismasinin 6nemini arttirmaktadir.

Bu tez calismasinda incelenen L-arabinoz izomeraz geni, A. kestanbolensis AC26
Sar1 bakterisinin L-arabinoz operonunda yer almaktadir. Bu bakterideki L-arabinoz
operonunun gen sirast Anoxybacillus cinsine ait bir tiir olan A. flavithermus (NCBI
GenBank: CP000922) tiiriiniin genom haritasindan yararlanilarak bulunmustur. Bu iki
bakterinin L-arabinoz operonunun gen siralart karsilastirildiginda regiilator gen olarak
araR geninin varligi belirlenmistir. Benzer sekilde Bacillus subtilis L-arabinoz operonunun
regiilator geni araR geni olarak rapor edilmistir (Sa-Nogueira vd., 1997). E.coli’de ise
araR regiilatér genine karsilik araC geni bulunmaktadir. Operonda yer alan yapisal
genlerin sirasi, A. flavithermus ve A. kestanbolensis AC26 Sar1’ da araDBA, E.coli’de
araBAD, Bacillus subtilis’de ise araABD olarak belirlendi.

Bu tez calismasinda A. kestanbolensis AC26 Sari L-Al geninin tiim niikleotit ve
aminoasit siras1 belirlenerek Genbank’taki mevcut diger L-Al’lar ile karsilastirilmustir.
Elde edilen verilere gore, A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al niikleotit siras1 A. flavithermus
WK1 L-Al geni ile % 98, Thermus sp. IM6501 L-Al geni ile % 90, Geobacillus
thermodenitrificans NG80-2 L-Al geni ile % 89, Geobacillus stearothermophilus 1AM
11001 L-Al geni ile % 88, A. flavithermus TC-06 L-Al geni ile % 88, Geobacillus
kaustophilus HTA426 L-Al geni ile % 87, Bacillus stearothermophilus L-Al geni ile % 86
benzer bulunmustur. Elde edilen enzimin Genbank’ taki verilere gore 5.3.1.4 E.C
numarasina sahip L-arabinoz izomeraz oldugu belirlenmistir.

Elde edilen niikleotit dizisi aminoasit dizisine ¢evrilerek literatiirdeki diger L-Al’lar
ile karsilastirilmistir. Diger L-AI’larda korunmus bolgelerin ¢ogunun A. kestanbolensis
AC26 Sar1 L-Al’sinda da korunmus oldugu, sadece bu bdlgeler arasinda yer alan dort
(V226-1226; R295-Q295; G340-S340; 1468-V468) amino asitin farkli oldugu belirlendi.

Bu bolgeler lizerinde mutasyon c¢aligmalar1 yapilarak enzimin substrata (6zellikle D-
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galaktoza) ve metal iyonlarina ilgisinin arttilabilecegi diistiniilmektedir. Metal baglanma
bolgeleri olarak belirlenen E306, E330, H350, H450 amino asitlerin ise sirasiyla E306,
E331, H348 ve H448 amino asitlerine denk geldigi belirlendi. Bununla birlikte substratin
baglandig1 ve iirliniin salindig1 bolgelerdeki amino asitlerin ayni sekilde korunmus oldugu
gorildi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al enzimi pET-28a(+) vektoriine klonlanmis ve genin
fazla miktarda ekspresyonu i¢in E.coli BL21(DE3)pLysS hiicresine transforme edilmistir.
Ekspresyonu saglanan enzimin saflastirilmasi i¢in enzimin N-terminaline takilan HisTaq
kuyrugundan faydalanilmistir. Hiicre oziitiiniin elde edilmesinden sonra 1s1 soku
uygulamasinin ardindan Ni*? afinite kolon kromotografisi ile enzim saflastirilmistir. Elde
edilen protein SDS-PAGE ile analiz edilerek denatiire haldeki molekiiler agirliginin
55,6776 kDa (URL-1 2012) oldugu belirlenmistir ve literatiir taramas1 yapildiginda T.
maritima’da 56,658 kDa (Lee vd., 2004), T. neapolitana’da 56,677 kDa (Kim vd.,2002),
Geobacillus stearothermophilus’da 56 kDa (Kim vd., 2005), Thermoanaerobacter
mathranii’de 53 kDa (Jorgensen vd., 2004), E.coli’de 56 kDa olarak belirlenmis oldugu
goriildli. Bu sonuclar dogrultusunda proteinin beklenilen molekiiler agirlikta ve diger L-
AT’lar ile benzer oldugu goriildii.

Yiiksek sicakliklarda gergeklesen endiistriyel enzimatik reaksiyonlar, kimyasal
bozulmalara daha dayanikli olmalarindan dolayi, endiistriyel kullanim igin &zellikle
termofilik bakterilerin enzimleri mezofilik bakterilerinkine oranla daha fazla tercih
edilmektedir. L-AT’lar igin optimum sicakliklar; mezofiller i¢in 30-50 °C, termofiller igin
60-70 °C, asir1 termofiller i¢in ise 85-90 °C olarak belirlenmistir (Izumori vd., 1978;
Jorgensen vd., 2004; Kim vd.,2002, 2003; Lee vd., 2004). 50 °C’nin {izerindeki aktivitenin
nedeni mezofilik ve termofilik organizmalarin amino asit siralart karsilastirilarak
arastirildi. Yapilan caligmlar, termofilik ve asir1 termofilik proteinlerde, polar amino asit
bilesenlerinde (Q, N, S veya T) azalma, yiiklii amino asit (K, E veya R) bilesenlerinde
artma oldugunu gostermistir (Chakravarthy ve Varadarajan 2000; Sterner ve Liebl 2001).
Mezofilik bir L-Al ile karsilastirildiginda, A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al amino asit
bilesimde gulutamat (E) ve arjinin (R) amino asitinin sayisinda artma, threonin (T),
glutamin (Q) ve asparajin (N) amino asitlerinin sayisinda azalma vardir. Bu sonuglar
termoaktiflik ve amino asit icerigi arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Yapilan optimum
sicaklik ¢aligmalar1 sonucunda enzimin optimum 65 °C’de aktivite gosterdigi bulunmustur.

Literatiirede bu enzimin diger bakterilerdeki optimum ¢alisma sicakliginin; Thermus
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sp.IM6501°de 60 °C (Kim vd., 2003), Thermoanaerobacter mathranii’de 65 °C (Jorgensen
vd., 2004), Geobacillus stearothermophilus’ da 65°C (Kim vd., 2005), T. neapolitana’da
85 °C (Kim vd., 2002), oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla optimum sicakligin diger
termofilik L-arabinoz izomerazlara yakin oldugu séylenebilir.

Reaksiyonun gergeklestigi ortamim pH’s1 enzimin primer ve sekonder yapisini,
dolayisiyla aktivitesini etkiler. Mikrobiyal sistemlerden elde edilen diger benzer enzimlerin
ortak oOzellikleri L-arabinozun izomerizasyonunda oldugu gibi alkalin pH‘larda
gerceklesmesidir. Bu bilgiye parallel olarak yapilan optimum pH calismalarinda enzimin
optimum aktivitesi pH 8,5 olarak belirlenmistir. Literatiirdeki diger L-AI’larin optimum
pH karsilastirilmasinda; Geobacillus thermodenitrificans’da pH 8,5 (Kim ve Oh, 2005), T.
neapolitana’da pH 7.0 (Hong, vd., 2006), Thermoanaerobacter mathranii’de pH 8.0
(Jorgensen vd., 2004), Thermus sp. IM6501°de pH 8,5 (Kim vd., 2003) ve Geobacillus
stearothermophilus’ da pH 8,0 (Kim vd., 2005) dir. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al
optimum pH’si, optimum pH’s1 bilinen enzimlerin optimum pH’s1 ile benzer olarak
bulunmustur. Bu sonuglara bakildigi zaman mezofilik, termofilik ve asir1 termofilik L-
AT’larin genellikle alkalin ortamlarda optimum aktiviteye ulastigi soylenebilir.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin 1sil kararlilik c¢alismalari
sonucunda ilk yarim saatte, 60 °C’nin altindaki sicakliklarda aktivitenin % 60’ altina
distigii gorilmektedir. 60 °C’nin istiindeki sicakliklarda ise % 15°in altina diistiigii
belirlendi. Ik 50 dk’dan sonrasinda ise aktivitenin korundugu belirlendi. Literatiirdeki
caligmalara bakildiginda G. thermodenitrificans L-AI’sinin 60 °C’nin altinda kararli
kaldig1 (en fazla % 90’a kadar diistiigii), ancak 60 °C’nin {istiinde reaksiyon siiresinin
artmasiyla enzim aktivitesinin diistiigii (% 50’nin altina) goriilmiistir (Kim ve Oh., 2005).
G.stearothermophilus’ da 55 °C’nin altinda kararli, fakat 60 °C’nin tiistiinde kararsiz oldugu
belirlenmistir (Kim vd., 2005). Bu enzimin metal bagh bir enzim oldugu, fakat 1sil
kararliliginin yiiksek olmadigi belirlenmistir. Bunun 1s1 muamelesi sirasinda enzimi kararh
tutucak tampon ve metal iyonlarmin ortamda bulunmamasindan kaynaklandigi
diiginiilmektedir. Isil kararlilik enzimin yapisiyla alakalidir (Zhou vd., 2001). Isil
kararlilik pH ve metal iyonlar1 gibi g¢evresel faktorlerlerden etkilenmektedir. Enzimin
immobilizasyonu ile 1s1l kararlilig1 artan enzim ¢alismalar1 bulunmaktadir.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin pH karaliligiin incelenmesi
sonucu, 96 saat inkiibe edildikten sonra aktivitenin; pH 8,’de % 79, pH 8,5’ta % 86, pH
9’da % 92 ve pH 10’da % 87’ye kadar, pH 5-6-7’de ise % 40’a kadar kararh kaldig:
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gozlemlendi. Bu sonuglar dogrultusunda A.kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’'nin yiiksek
pH’larda  daha  kararli  oldugu  sdylenebilir. Literaturler  incelendiginde
G.thermodenitrificans’'m L-A’'nin nétral pH’larda (7,5-8,0) daha kararli oldugu
bulunmustur (Kim ve Oh, 2005). Yine aym sekilde G.stearothermophilus’un L-AI’'nin
notral pH’larda (7-8) daha kararli oldugu belirtilmistir. Escherichia coli’ de L-AI’in alkalin
sartlarda (8-10) kararli oldugu asidik sartlarda enzim kararliliginin bozuldugu rapor
edilmistir (Yoon vd, 2002). A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin pH
kararliigi, pH kararliigi bilinen L-AI ‘larin pH Kkararliliklar1 ile benzer olarak
bulunmustur.

Bilinen biitiin L-AI’lar, aldozlardan L-arabinoza ve D-galaktoza kars1 yiiksek aktivite
gostermektedir (Izumori vd., 1978; Jorgensen vd., 2004; Kim vd., 2002, 2003 ; Patrik ve
Lee 1968; Yamanaka ve Wood, 1966). A. kestanbolensis AC26 Sari LAI substrat
spesifikligine bakildiginda en yiiksek aktiviteyi L-arabinoza (%100) karsi gosterdigi
belirlenmistir. D-ribozda %6, D-mannoz %2, D-glukozda %0,3, D-galaktozda %5 ve D-
ksilozda %8 aktivite gostermistir. Bu sonuglar L-AI’in substrat olarak L-arabinoza spesifik
oldugunu gostermistir. G. thermodenitrificans ve G. stearothermophilus L-Al’lar1 ile
yapilan g¢alismalarda da L-arabinoza karsi yiiksek aktivite goriiliirken D- glukoza karsi
aktiviteye rastlanilmamis ve diger aldozlara karsi disiik aktivite goriilmistir (Kim vd.,
2003; Kim ve Oh 2005). Kim vd. (2009) L-AI'nin kristal yapist iizerine yaptiklari
caligmada L-arabinoz ve D-galaktozun enzimin aktif bolgesine hidrojen baglari ile nasil
baglandig1 gosterilmistir. Bu substratlarin C2 ve C5 atomlart ile enzimin E330 ve E305
amino asitleri arasinda hidrojen bagi olusmaktadir. Bu baglanmada L-arabinozun C2-C5
atomlar1 ve E330-E305 amino asitleri arasindaki mesafe 2.0A ve 1.9A olarak belirtilmistir.
D- galaktoz igin bu degerler ise 5.5A ve 5.3A “dur. L-arabinozun aktif bolgeye daha yakin
olmasi1 D-galaktozdan daha ¢ok L-arabinozu tercih etmesinin sebebini agiklamaktadir. Li
vd.,(2011) yapmis olduklari ¢alismada Anoxybacillus flavithermus L-arabinoz
izomerazinin D-galaktoza olan ilgisini L-arabinoza olan ilgisinden % 60 daha fazla
oldugunu belirmislerdir. Anoxybacillus cinsi bir bakteri olmasina ragmen, A.
kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazi ile substrat spesifikligi agisindan farklilik
gostermektedir. Diger L-Al’lar ve A. flavithermus L-Al’min aktif bolgelerinin korunmus
bolgeleri A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al’inda 4 aminoasit agisindan (V226-1226;
R295-Q295; G340-S340; 1468-V468) farklilik gostermektedir. A. flavithermus ve A.
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kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’nin substrat ilgisindeki farkliliginin aminoasit dizilerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

L-arabinoz izomerazlar C2’den C1’e hidrit degisim mekanizmasi ile izomerizasyon
yaparlar ve metal iyonlari bu reaksiyonda énemli bir rol alir. Ozellikle Mn*? ve Co* metal
iyonlarinin L-arabinoz izomerazi aktive ettikleri bilinmektedir. Yapilan bu ¢aligmada L-
arabinoz izomerazin saflastirilmasi sirasinda, ortama katilan metal iyonlarinin
uzaklastirilmasi i¢in enzim, EDTA ile diyaliz edilmistir. Bu ylizden igerisinde metal iyonu
olmadan yapilan reaksiyon Ol¢iimii negatif kabul edildi ve metal iyonlarinin enzimin
aktivitesi tizerindeki etkileri goriilmiis oldu. En yiiksek aktivite Mn*? (% 432) ve Co*? (%
344) varliginda goriilmiistiir. Mg*? (% 244), Mn*%+ Co*? (% 209), Ca** (% 138) ve K** (%
107) metal iyonlarinin aktiviteyi arttirdigs, Li* (% 73), Cu*? (% 24), Fe*? (% 87) ve Zn*?
(% 47) metal iyonlarinin ise inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu sonuglarin sebebinin enzimin
metal baglanma bolgelerindeki aminoasitlerle etkilesimi sonucu oldugu diistintilmektedir.
Ozellikle Mn*? aktif bolge aminoasitleri ile koordine edilerek substrat ve aktif bolge
arasinda aracilik etmektedir. Literatiire bakildiginda; G.thermodenitrificans’da Mn*2, Co*?,
Mg*?, Ca*? iyonlarmin aktiviteyi arttirdigi, Fe*?, Cu™ iyonlarinin aktiviteyi inhibe ettigi
belirtilmistir. Cu*? iyonunun Thermus sp. (Kim vd.,2003), T.neopolitana (Kim vd., 2002),
Bacillus stearothermophilus US100 (Rhimi ve Bejar, 2005) enzim aktivitesini inhibe ettigi,
Mn*2, Co* iyonlarimin ise aktive ettigi sonuclariyla rtiismektedir. Mn*2, mezofilik ve
termofilik bakterilerde, arabinozun ribuloza doniigiim reaksiyonun oranini arttiran, enzimin
kofaktorii olarak bilinmektedir (Jorgensen vd., 2004; Nakamatu ve Yamaka, 19609;
Patrick ve Lee, 1968). Asir1 termofiller ise gida iiriinlerinde kullanilmasina izin verilmeyen
Co*? iyonuna gereksinim duyarlar. Bu yiizden, A. kestanbolensis AC26 Sari L-arabinoz
izomeraz1 aktivitesi igin Co*? iyonuna gereksinim duymadigindan endiistriyel L-ribuloz
tiretiminde kullanilabilir. Bu enzimin diger inhibitorleri olan seker alkollerinin etkisi
incelendiginde L-arabitol ve ribitolun giliglii bir inhibitér oldugu G.thermodenitrificans,
G.stearothermophilus, E. coli ve Mycobacterium smegmatis (Kim ve Oh, 2005; Patrick ve
Lee, 1968; Yamaka ve Wood, 1966) L-Al’lar ile yapilan ¢alismalarda da rapor edilmis ve
A.kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al’y1 da inhibe ettigi goriilmiigtiir. Mannitoliin enzim
aktivitesini diistirmedigi goriilmiistiir. L. gayoni L-AI’s1 ile yapilan ¢alismada mannitoliin
enzim aktivitesini degistirmedigi rapor edilmistir (Patrick ve Lee, 1968; Yamaka ve Wood,
1966).
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Bu yiiksek lisans tezinde A.kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI’ nin L-arabinoz igin Ky,
(6,5 mM) degerinin literatiirdeki AI’larin Km’sine gore oldukga diisiik, yani substrata
ilgisinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. G. stearothermophilus’un 67 mM (Kim vd.,
2005), Escherichia coli’nin 60 mM (Yoon vd., 2003), Bacillus stearothermophilus
US100°de 28,57 mM (Rhimi ve Bejar, 2005), T. neapolitana’da 116 mM (Kim vd., 2002),
T. maritima’da 31 mM (Lee vd., 2004), olarak belirlenmistir. Bu degerler ile
karsilastirildiginda A.kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin oldukga iyi bir
Km degeri vardir ve diger L-Al’lara karsi endiistriyel agidan avantaj saglamaktadir.
A kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI'nin Vpyax degeri 140,1002 U/mg bulunmustur.
Literatiirler incelendiginde T. neapolitana’da Vmax 119 U/mg (Kim vd., 2002), T.
maritima’da 41,3 U/mg (Lee vd., 2004), B. stearothermophilus US100‘de 41,8 U/mg
(Rhimi ve Bejar, 2005), G. stearothermophilus’un 96 U/mg (Kim vd., 2005) dir.
A kestanbolensis AC26 Sar1 L-AI'nin iyi bir Vi degerinin oldugu goriilmektedir ve bu

acidan diger L-Al’lara karsi endiistriyel agidan avantaj saglamaktadir.



5. SONUCLAR

Bu calismada Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari L-arabinoz izomeraz geni
klonland1 ve ekspres edildi. Saflastirilan L-arabinoz izomeraz enziminin optimum pH,
optimum sicaklik, metal iyon etkisi ve kinetik parametreleri gibi biyokimyasal 6zellikleri
arastirildi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 bakterisinin PCR ile elde edilen 1503 nt’lik L-arabinoz
izomeraz geni, ilk olarak p-GEMT Easy klonlama vektoriine klonlandi ve sekans edilerek
L-arabinoz izomeraz oldugu kesinlesti. L-arabinoz izomeraz oldugu kesinlestikten sonra
gen pET28a+ ekspresyon vektoriine klonlanarak ekspres edildi ve saflagtirildi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin molekiiler agirligmin
aminoasit sekansina gore 55,6776 kDa oldugu tespit edildi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin optimum pH degerinin 8,5,
optimum c¢aligma sicakliginin ise 65 °C oldugu belirlendi. Enzimin substratt olarak L-
arabinoz kullanilarak ilgili kinetik parametreleri incelendi ve bu substrat icin Ky, degeri
6,552 MM ve Vnax degeri 140,1002 U/mg olarak belirlendi.

A. kestanbolensis AC26 Sari1 L-arabinoz izomerazinin 1sil kararlihigi incelendi.
50°C’de aktivitesinin 210. dk’da % 32 ‘ye, 55 °C’de % 15’¢ diistiigii, 60 °C’de % 12’ye,
65 °C’de % 7’ye, 70 °C’de % 6, 75 °C’de % 4 ve 80 °C ‘de aktivitenin % 3’e diistiigl
belirlendi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin pH kararlilig: incelendi.
Enzimin aktivitesinin 96. saate pH 5’de % 40’a, pH 6’da % 45’¢ ve pH 7°de % 42’ye pH
8de % 79, pH 8,5’ta % 86’ya, pH 9’da % 92’ye, pH 10°da ise % 87’ye diistligii
gbzlemlendi.

MnClI;, CoCl,, MgCl,, FeSQ,4, CaCl,, ZnCly,, CuCl,, LiCl ve KCI metal iyonlarinin
enzim aktivitesi lizerindeki etkisi incelendi. Metal iyonlarmin 1 mM’lik
konsantrasyonlarda aktiviteyi; LiCl’in % 73’¢, CuCly’in % 24’e, FeSO4s’mm % 87’ye
ZnCly’tin % 47’ye disiirdiigii gozlemlendi. MnCly’tin % 432’ye, CoCly’iin % 344’e,
MgCl,’tin % 244°¢, CaCly’tin %138’¢, ve KCI’nin % 107’ye ve CoCl,+MnCl,’iin % 209’a
ve % 102’ye ¢ikardigr gozlemlendi. Kimyasallarin A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz
izomerazinin aktivitesi {izerindeki etkisi incelendiginde EDTA’nin aktiviteyi % 46’ya, -

merkaptoetanolun % 90’a diisiirdiigii gézlemlendi. Diger bir inhibitér grubu olan seker
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alkollerinden L-arabitol ve ribitoliin aktiviteyi % 50 ‘den fazla disiirdiigii ve mannitoliin
enzim aktivitesini etkilemedigi belirlendi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-arabinoz izomerazinin substrat spesifikligi arastirildi.
Aldoz grubu sekerler ile yapilan incelemede, L-arabinoz ile yapilan reaksiyonun aktivite
degeri % 100 kabul edildi. Buna bagli olarak aktivitenin, D-riboz’da % 6’ya, D-mannoz’da
% 2’ye, D-xyloz’da % 8’e, D-galaktoz’da % 5’e¢ ve D-glukoz’da % 0,3’e diistiigl

gozlemlendi.



6. ONERILER

L- ribuloza karsilik, D-Tagatoz tiiketimini endiistride oldukca genis yer kaplamakta
ve bunun Oneminin daha da artacagina dair beklentiler bulunmaktadir. D-tagatozun
tiretimek i¢in, L-arabinoz izomeraz kaynagi olarak termofilik bakteriler tercih
edilmektedir. Cilinkii tagatoz iiretimi igin yiiksek sicaklikligin sagladigi; D-galaktozun D-
tagatoza doniistimiindeki dengenin D-tagatoz yonilinde olmasi, kontaminasyon riskini
minimuma indirgemesi gibi avantajlari bulunmaktadir. Bu nedenle yiiksek sicakliga,
yiiksek pH’ya ve kimyasal denatiirasyona dayanikli yeni enzimlerin elde edilmesine ihtiyag
vardir. Yapilan bu ¢alismada 1s1l kararliliginin ¢ok yiiksek olmadigi belirlenen bu enzimin
daha da kararli hale getirilmesi i¢in enzimin muhafaza edildigi kosullar degistirilebilir.
Enzim tampon ve metal iyonlar1 icerisinde muhafaza edilerek kararlilig: arttirilabilir.

Ozellikle 1s11 kararliigmi arttirmak ve endiistride yararli bir enzim olmasim
saglamaya yonelik L-arabinoz izomerazin aktif bolgesinde ¢esitli mutasyonlar ve bununla
birlikte enzimin immobilizasyon c¢aligmalar1 yapilabilir.

Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari L-arabinoz izomerazinin aragtirildigi bu
caligmadaki karakterizasyon deneyleri L-arabinozun L-ribuloza g¢evrimi reaksiyonlarina
gore yapilmistir. L-arabinoz iizerinden yapilan bu ¢alismalarin D-galaktoz iizerinden D-
tagatoza ¢evrimi i¢in yapilmasi onerilebilir.

Enzim inhibisyonu {izerinde yapilan caligmalarda kullanilan inhibitdr g¢esitleri
arttirilarak karakterizasyon calismalar1 zenginlestirilebilir.

Ayrica karakterize edilmis olan bu enzimin L-arabinoz operonunda bulunan diger
genlerle birlikte klonlanip karakterizasyonu yapilarak, operon c¢aligmalarina katki

saglanabilir.
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8. EKLER

Ek 1. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al geninin niikleotit sirasi

GTGTTATTATTACGTCCTTATGAATTTTGGTTTTTGACAGGAAGTCAGCATTTATATGGGG
AAGAGGTATTACAACAAGTGGAAGGGCATTCGAGAACGATCGTCAATGAGTTGAATCGTGA
TTCCGTGTTCCCGTTCTCCTTCGTTTTCAAATCGGTCGTAACAACGCCAGAAGAAATTCGG
AACGTTTGCCTTGAGGCGAATGCGAGCGAACAATGCGCCGGAGTCATTACTTGGATGCATA
CGTTCTCGCCAGCGAAGATGTGGATTGGCGGCCTGTTGGAGTTGCGAAAACCATTATTGCA
TCTTCATACGCAGTTTAACCGTGATATTCCATGGGATAGCATCGATATGGACTTTATGAAC
TTAAACCAATCGGCTCACGGTGACCGGGAATACGGATTTATCGGTGCGAGAATGGGAGTGG
CCCGGAAAGTGGTTGTTGGTCATTGGGAAGACCCAGAAGTCCGGGAGCGGCTGGCGAAATG
GATGCGGACGGCCGTCGCCTTTGCGGAAAGCCGCCAGCTCAAAGTGGCTCGTTTCGGCGAT
AACATGCGTGAAGTGGCGGTAACGGAAGGGGACAAAGTGGGAGCGCAAATTCAATTCGGTT
GGTCGGTCAACGGTTATGGTGTTGGGGATTTAGTGCAATCGATTCGTGATGTTTCTGAACA
AAGCATTAACGAACTGCTTGATGAATACGCCGAACTGTATGACATGGTACCTGCCGGCCGT
CAAGATGGACCTGTTCGCGAATCCATCCGCGAGCAGGCTCGAATTGAGCTTGGGTTAAAAG
CCTTTTTGCAAGATGGCAACTTCACCGCCTTTACGACGACGTTCGAGGACTTGCATGGCAT
GAAGCAACTCCCAGGACTTGCGGTTCAACAGCTCATGGCAGAAGGATATGGATTTGGCGGC
GAAGGCGATTGGAAAACAGCCGCCCTCGTTCGGTTGATGAAAGTGATGGCCGATGGCAAAG
GGACGTCGTTTATGGAAGACTACACGTACCACTTTGAGCCGAGCAACGAACTGATTCTCGG
CGCTCATATGCTCGAAGTATGTCCGACGATCGCGGCAACGCGACCGCGCATTGAAGTTCAT
CCGCTTTCCATTGGCGGAAAAGAAGATCCAGCCCGCCTCGTGTTTGACGGCGGCGAGGGCG
CGGCGGTCAATGCTTCGCTGATCGATTTAGGGCACCGCTTCCGTCTCATTGTCAATGAAGT
CGATGCGGTAAAACCGAAACACAACATGTCGAAATTGCCAGTTGCCCGCATTTTATGGAAA
CCGCGCCCATCGTTGCGCGATTCGGCTGAAGCATGGATTTTAGCTGGCGGCGCGCATCATA
CGTGTTTCTCATTTGCGGTTACAACAGAACAATTGCAAGACTTTGCGGAAATAATCGGTGT
GGAGTGTGTAGTGATTAATGAACATACTTCTGTCGCATCGTTCAAAAATGAATTGAGATGG
AATGAGGTGTTCTGGGGTGGAAAATAAGATTTAATATAATAG
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Ek 2. A. kestanbolensis AC26 Sar1 L-Al geninin amino asit sirasi
VLLLRPYEFWFLTGSQHLYGEEVLQQVEGHSRTIVNELNRDSVFPFSFVFKSVVTTPEEIR
NVCLEANASEQCAGVITWMHTFSPAKMWIGGLLELRKPLLHLHTQFNRDIPWDSIDMDFMN
LNQSAHGDREYGFIGARMGVARKVVVGHWEDPEVRERLAKWMRTAVAFAESRQLKVARFGD
NMREVAVTEGDKVGAQIQFGWSVNGYGVGDLVQSIRDVSEQSINELLDEYAELYDMVPAGR
QDGPVRESIREQARIELGLKAFLQDGNFTAFTTTFEDLHGMKQLPGLAVQQLMAEGYGFGG
EGDWKTAALVRLMKVMADGKGTSFMEDYTYHFEPSNELILGAHMLEVCPTIAATRPRIEVH
PLSIGGKEDPARLVFDGGEGAAVNASLIDLGHRFRLIVNEVDAVKPKHNMSKLPVARILWK
PRPSLRDSAEAWILAGGAHHTCFSFAVTTEQLQDFAEIIGVECVVINEHTSVASFKNELRW
NEVFWGGKStopDLIStopStop
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