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Yiksek Lisans Tezi
OZET

Geobacillus stearothermophilus 12 SUSUNDAN iKI FARKLI
ALFA-L-ARABINOFURANOSIDAZ GENININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU,
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Iclal SAHIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2014, 54 Sayfa

Gergeklestirilen bu ¢alismada, daha 6nce yapilan ¢alismalarla iki adet arabinofuranosidaz
enzimine sahip oldugu belirlenen Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin bu her
iki enzimine ait olan gen dizileri oncelikle ortaya g¢ikarildi. Her bir gen bir E. coli
ekspresyon vektorii olan pET28a’ya klonlanarak E. coli BL21 pLys hiicresi i¢inde ekspres
edildi. Ekspres edilen proteinler sahip olduklari histidin kuyruktan faydalanilarak afinite
kromotografisi yardimiyla saflastirildi. Saflastirilan proteinlerin  karakterizasyonlari
gerceklestirildi. Her iki enzimin de 56-57 kDa civarinda oldugu, optimum c¢alisma
sicakliklarinin birbirlerinden farkli olup Abfl’in optimum olarak 65°C’de, Abf2’nin ise
50°C’de aktivite gosterdigi, optimum ¢alisma pH’larmin ise Abfl’in 6,5; Abf2’nin ise 5,5
oldugu belirlendi. Abf 1’in 6,0’nin {izerindeki pH’larda uzun siire kararli oldugu, buna
kars1 Abf2’nin pH kararliliginin iyi olmadig: tespit edildi. Her iki enzimin de subtrat olarak

p-NP o-L arabinofuranosidden baska bir substrati1 kullanmadig1 goriildii.

Anahtar Kelimeler: Geobacillus stearothermophilus 12, a-L arabinofuranosidaz, enzim
saflagtirilmasi, enzim karakterizasyonu
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Master Thesis
SUMMARY

CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION of TWO
DIFFERENT ALPHA-L-ARABINOFURANOSIDASE GENES FROM Geobacillus
stearothermophilus 12 STRAIN

Iclal SAHIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Sabriye CANAKCI
2014, 54 Pages

This study, firstly, finds out the gene sequence of two arabinofuranosidase enzymes
belonging to the bacteria called Geobacillus stearothermophilus 12 which has been found
out to have these two enzymes in former studies. On the basis of these sequences, each
gene is expressed in the cell of E. coli BL21 plys by cloning them to pET28 which is an
E.coli expression vector. The proteins expressed were purified via affinity chromatography
and by making use of their Histidine Tag. The characterization of these purified proteins
was done. In this study, it is shown that both enzymes are about 57 kDa and that they have
different optimum activation temperature. The optimum activation temperature of Abfl is
65°C whereas it is 50°C for Abf2. Moreover, it is found out that the optimum PH
activation of Abfl is 6,5 and it is 5,5 for Abf2. It is also identified that Abfl is stable a
long time at pH over 6,0 but the pH stability of Abf2 is not good. It is also observed that
both enzymes do not use any substrate other than pNP a-L arabinofuranosidase.

Key Words: Geobacillus stearothermophilus 12, a-L arabinofuranosidase, enzyme
purification, enzyme characterization
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

a.a. : Amino acid

Abfl - Arabinofuranosidasel

Abf2 : Arabinofuranosidase?

be : Baz gifti

BSA : Bovine serum albumin

DNA : Deoksiriboniikleic Asit

dNTP : Deoxyribonucleotide triphosphate
DTT : Dithiothreitol

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid
HCI : Hidrokloriir

IPTG : Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Kan : Kanamysin

kDa : Kilodalton

LB - Luria Broth

M : Molar

MALDI-TOF : Matrix-assisted laser desorption/ionization- Time-of-flight

mg : Miligram

mM : Milimolar

Ni-NTA : Nickel- Nitroloacetic acid

nm : Nanometer

oD : Optical Density

PAGE : Polyacrylamide gel electrophoresis
PCR : Polymerase Chain Reaction

rRNA : ribozomal Ribontikleic Acid

SDS : Sodium dodecyl sulfate

U - Unit

uv : Ultraviyole

X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside
ul : Mikroliter

uM : Mikromolar
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

16S rRNA dizin analizleri dikkate alindiginda, ¢ogu termofilik tiiriin Bacillus rRNA
grup 5’e ait oldugu goriilmektedir (Ash vd., 1991; Rainey vd., 1994). Bu bakterilerin ¢ogu
daha sonra Geobacillus olarak tekrar isimlendirilerek, siniflandirilmaya katilmistir (Nazina
vd.,, 2001). Bunlar. Geobacillus stearothermophilus, G. thermoglucosidasius, G.
thermodenitrificans (Manachini vd., 2000), G. kaustophilus, G. thermocatenulatus ve G.
thermoleovorans (Maugeri vd., 2000).

Bacillus cinsine ait olan termofilik bakteriler 60°C ve ustii yiiksek sicakliklarda
biiylime gostermektedirler. Yiiksek sicakliklarda biiylime gosteren bu Bacillus cinsi
bakteriler kaplicalardan, kiikiirt kaynaklarindan, jeotermal olarak sicak olan topraklardan
ya da insan kaynakli termal sistemlerden izole edilmektedirler (Hjorleifsdottir ve arkl.,
1989; Marteinsson ve arkl., 1996; Maugeri vd., 2000). Bu bakteriler termal kararh
enzimleri (proteazlar, amilazlar, pullulanazlar, glukoz-izomerazlar, glukoz hidrolazlar,
ksilanazlar ve DNA restriksiyon endoniikleazlar) ve endiistriyel kullanima sahip ekzo-
polisakkaritleri nedeni ile biyoteknolojik éneme sahiptirler (Harwood, 1989; Sharp vd.,
1992; Maugeri vd., 2000).

Son yillarda, ksilan degrede eden enzimler, tarimsal alanlardaki pratik uygulamalari
nedeni ile oldukca dikkat c¢ekici olmuglardir. Hemiselulozlar, lignoselulozik biyomasin
yaklasik 9%20-35’ini meydana getiren ve Onemli Ol¢iide yenilenebilir bir biyomas
polimeridir, bu 6zellikte olan bir diger polimer de seliilozdur (Ward ve Moo-Young, 1989).
L-arabinosil rezidiileri tipki arabinan, arabinoksilan, gum arabik ve arabinogalaktanda
oldugu gibi, hemiselulozlar igerisine de genis miktarda yayilmistir. (Saha, 2000).

a-L-arabinofuranosidazlar (EC 3.2.1.55) arabinoksilan, arabinogalaktan ve L-
arabinan gibi hemiselulozlar1 pargalayan enzimlerdir, o-L-arabinofuranozidik baglar
kirmas1 ve diger enzimler ile sinerjistik caligmasi hemiseluloz ve pektinlerin tamamen
hidroliz edilmesine izin vermektedir. o-L-arabinofuranosidazlar bitki, bakteri ve
mantarlarda bulunmaktadir.

a-L-arabinofuranosidazlara karsi biiyliyen ilginin sebebi cesitli endiistriyel

islemlerde kullanilabilmeleridir. Bu islemler arasinda L-arabinozun katki maddesi olarak



kullanilmasi, monoterpenollerin hidrolizi ile sarabin aromasinin arttirilmasi, meyve
sularmin berraklastirilmasi, ekmegin bayatlamasimin geciktirilmesi, hayvansal besin

sindiriminin gelistirilmesi ve kagit hamuru delignifikasyonunun arttirilmasi bulunmaktadir.

(Amore vd., 2012).

1.2. Termofilik Bakteri Olarak Geobacillus’lar

Oldukga genis bir cins olan Bacillus cinsi, zaman ile yeni cinslere ayrilmistir. Bunlar:
Alicyclobacillus,  Paenibacillus, Brevibacillus,  Aneurinibacillus, Virgibacillus,
Salibacillus, Gracilibacillus, Ureibacillus ve Geobacillus (Nazina vd., 2001). Bu cinsler
16S rRNA dizi analizleri esas alinarak, filogenetik gruplara ayrilmistir. Orijinal Bacillus
cinsi aerobik ve fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, gram-pozitif (ya da gram-degisken)
endospor meydana getirebilen bir cinstir (Claus ve Berkeley, 1986; Banat vd., 2004). Bu
cins aym1 zamanda, termofilik, sakrofilik, asidofilik, alkalofilik, heterotropik veya
ototropikal biiyiime gosterebilmek icin genig bir karbon kaynagi kullanim 6zelligine sahip
tatli su ve halofilik bakteri tiirlerini de iginde barindirmaktadir. (Nazina vd., 2001).

Daha once Bacillus grup 1 ve grup 5°te bulunan organizmalarin ¢ogu termofilik,
aerobik ve spor meydana getiren tiirlerdir. Termofilik basiller ile ilgili yapilan taksonomik
calismalar sonunda Geobacillus stearothermophilus’u tip tiirii kabul eden yeni bir cins olan
Geobacillus cinsi ortaya ¢ikarilmistir.

Geobacillus’lar aerobik ve fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, tek ya da kisa bir
zincir olusturan, gram pozitif ya da gram degisken, elipsel ya da silindirik spor
olusturabilen, bir bakteridir. Sporlarimin hiicredeki yeri terminal ya da subterminal
olabilmektedir. Kemoorganotropik canlilardir. Fakiiltatif termofiliktirler. Biiylime
sicakliklart 37-75°C arasinda olmak ile birlikte optimum biiylime sicakliklar1 55-65°C
arasindadir. Optimum pH araliklar1 6,2—-7,5’dir. % 48,2—58 G:C oranina sahiptirler (Nazina
vd., 2001).

1.3. Termofilik Organizmalar ve Biyoteknolojideki Kullanimlar:

Termofilik bakteriler toprakta ve volkanik habitatlarda yaygin olarak mevcutturlar ve

sinirlt bir tiir kompozisyonlar1 bulunmaktadir. Buna ragmen ana besinsel igeriklerin



hepsinde biiyliyebilir ve mezofilik bakteriler ile ayni substratlart metabolize edebilirler.
60°C iizerindeki optimal biiyiime sicakliklarinda gosterdikleri ¢ogalabilme kabiliyetleri, bu
gibi yiiksek sicakliklarda dahi kararli olabilen makramolekiillere sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir.

Termofilik  bakterilerin  yiiksek  sicakliklarda  biiylimelerinin =~ ve  essiz
makromolekiillere sahip olmalarmin bir takim sonuglart bulunmaktadir: 1. metabolizma
hizlar1 yiiksektir, 2. sahip olduklar1 enzimler fiziksel ve kimyasal olarak kararlidir ve 3.
mezofilik tiirlerden daha yiiksek miktarda son {iriin meydana getirirlerken, bunlardan daha
diisiik bir biiyiime hizina sahiptirler. Termofilik islem siirecleri olduk¢a kararli, hizli ve
mali agidan ucuz bir sekilde gerceklesirken; reaktant aktiviteyi ve irlin eldesini
kolaylastirir.

Termofilik bakteriler; kimyasal hammadde ve yakit tiretiminde, atiklarin biyolojik
doniistimiinde, enzim teknolojisinde ve tek hiicre proteinlerinin iiretiminde
kullanilmaktadirlar (Zeikus, 1979).

Endiistrideki enzimlerin teknik uygulamalarda kullanilabilmeleri igin ¢esitli sicaklik
ve pH araliklarinda, ortamda tuz, alkali ve yilizey maddeleri bulundugunda calisip
caligmadiklarina bakmak gerekir. Enzimlerin ana uygulamalari, yiiksek sicaklik, diisiik tuz
konsantrasyonu, diisiik alkalin sartlar ve yiizey aktif maddelerinin bulunup bulunmamasi

tizerine yogunlasmaktadir (lyer ve Ananthanarayan, 2008).

1.4. Arabinofuranosidaz Enzimi

Hemiselulozlar dogada genis oOlglide bulunmaktadirlar.  Yenilenebilir ve
stirdiiriilebilir bir enerji kaynagi olmalarindan dolay1r da, arastirmacilar tarafindan son
zamanlarda oldukga ilgi gdsterilen bir kaynak olmustur. Cogu tarimsal hammadde ve atik,
hemiseluloz igermektedir (misir kogani, misir kabugu, piring kepegi ve bugday kepegi).
Bunlarin hepsi yiiksek miktarlarda da ksilan icermektedir (Raweesri vd., 2008). Bundan
dolay1 da arabinofuranosidazlar olmadan sadece endo-ksilanazlar ile pargalanmalar1 kolay
degildir (Liab vd., 2000; de lima Damasio vd., 2013).
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Sekil 1. Misir kepeginin heteroksilaninin sematik yapisi (Saulnier vd.’den alint1, 1995,
Elsevier Science izni ile.)

Ksilanlar, bitki hiicre duvarinin ana heteropolisakkarit yapidaki bilesenlerinden biri
olmasinin yaninda ikincil hiicre duvarinda yiiksek miktarda bulunmaktadir, yapisinda diiz
B-D-(1,4)-bagli ksilopiranosid omurgasina bagh (1,2)- ya da (1,3)-bagh a-L-
arabinofuranosil, o-D-glukuronik asit, O-2- ve/veya 0O-3-bagli asetat gruplari
bulunmaktadir. Ayrica biyomasin kaynagina gore degisik yapilar da icermektedir (Zhou
vd., 2012). Bu heterojen igerikten dolayi, arabinoksilanin enzimatik degredasyonu, dallari
kiran ve depolimerize edici enzimlere ihtiyag duymaktadir (de lima Damasio vd., 2013)

Hemiselulozun tamamen pargalanmasi i¢in ana omurgayl depolimerize eden bu
enzimler; endoksilanazlar (EC 3.2.1.8), B-ksilosidazlar (EC 3.2.1.37) ve glukuronoksilan
hidrolazlar (EC 3.2.1.136) ile ksilan omurgasindaki diger atomlar1 hidroliz edebilen a-L-
arabinofuranosidazlar (EC 3.2.1.55), asetilksilan esterazlar (EC 3.1.1.72), feruloyil
esterazlar (EC 3.1.1.73) ve a-glukuronidazlardir (EC 3.2.1.39).

Tablo 1. Heteroksilanlarin par¢alanmasinda gorev alan enzimler

Enzim Gorevi

Endo-ksilanaz Ksilan omurgasindaki -1,4-ksiloz baglarini pargalamak

Ekzo-ksilanaz Ksilobiyoz agiga ¢ikaran B-1,4- ksiloz baglarimi kirmak

B-Ksilosidaz Kisa zincirli ksilooligosakkaritlerden ve ksilobiyozdan ksiloz agiga ¢ikarmak
a-Arabinofuranosidaz Arabinoksilanlardaki terminal indirgenmeyen a-arabinofuranozu pargalamak
a-Glukuronidaz Glukuronoksilanlardan glukuronik asit agiga ¢ikarmak

Asetilksilan esteraz Asetil ksilanlardaki asetilester baglarini kirmak

Ferulik asit esteraz Ksilanlardaki feruloyilester baglarini kirmak

p-Kumarik asit esteraz | Ksilanlardaki p-Kumaril ester baglarin1 kirmak
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Bu enzimlerden arabinofuranosidazlar ksilan omurgasindaki arabinofuranosil
tnitelerini  uzaklastirmaktadir, bdylece endoksilanaz hidrolizi kolaylasmakta ve
ksilosidaz/arabinofuranosidaz’in  bifonksiyonel kapasitesi sayesinde hiicre duvari
materyalinin tamamen hidrolizi miimkiin olmaktadir (Zhou vd., 2012).

a-L-arabinofuranozidazlar (EC 3.2.1.55) ekzo hemiselulazlardir. Bu enzimler
arabinan, arabinogalaktan ve heteroksilan igeren degisik oligosakkarit ve
polisakkaritlerden arabinofuranosil ac¢iga ¢ikarmak icin terminal o-1,2, a-1,3 ve o-1,5
baglarin1 hidroliz etmektedir (Kaji, 1984; dos Santos, 2011). a-L-arabinofuranosidazlar
diger glikozit hidrolazlar ile beraber g¢aligmaktadir. Beraber galistiklart bu enzimler;
arabinanazlar (EC 3.2.1.99) ve ksilanazlardir (EC 3.2.1.8). Bu enzimler hayvansal besin
stoklarinin sindiriminin gelistirilmesini igeren tarimsal islemlerde, kagit hamurunun
delignifikasyonunda, sarap yapimi siirecinde aromanin arttirilmasinda, meyve sularinin
berraklastirilmasinda, biyoyakit tiretimi i¢in lignoselulosik biyomasin fermente edilebilir
sekerlere indirgenmesinde kullanilabilir olmalar1 (Sheehan ve Himmel 1999; dos Santos,
2011) ve antiglitemik etki gostermeleri (Seri vd., 1996) sebebi ile dikkat ¢ekici olmuslardir
(Canakei vd., 2008).

Termal kararl a-L-arabinofuranosidazlar cogu kullanim i¢in yiiksek sicakliga ihtiyag
duymaktadir. Cilinkii yiiksek sicaklik reaksiyon hizini ve substrat ¢ozliniirliiglinii artirirken
kontaminasyon riskini azaltmaktadir (Beguin ve Aubert 1994). Bu nedenlerden dolay1 a-L-

arabinofuranosidazlar endiistriyel olarak oldukga ilgi ¢cekmektedirler (dos Santos, 2011).

1.5. a-L-Arabinofuranosidazlarin Calisma Mekanizmalari

Diger glikozit hidrolazlarda oldugu gibi, a-L-AFazlar da asit-baz destekli kataliz
yontemi iceren 2 esas mekanizmay1 kullanarak glikozidik bagi kirmaktadir. Bu iki yontem
ya tamamen tutulmaya ya da anomerik seklin inversiyonuna sebep olmaktadir (de Grootet
vd., 2000;, Zechel ve Withers, 2000). Her iki mekanizmada da, Sekil 2’de gosterildigi gibi,
hidroliz genellikle 2 karboksilik aside ihtiya¢ duyar ki bu asitler her glikozit hidrolaz
ailesinde (Rye ve W.ithers, 2000) bulunmaktadir ve ekzokarbonyum iyonu benzeri
transisyon durumu boyunca devam etmektedir (Piston vd.,1996; Rye ve Withers, 2000;
Zechel ve Withers, 2000; Shallom vd., 2002).

GH3, GH51 ve GH54 ailelerinin liyelerinden olan ve iki basamakli ¢ift-yer degisimli
mekanizmay1 kullanarak glikozidik bagi kiran diger a-L-AFazlar Sekil 2a’da



gosterilmektedir. Bu da kristal yap1 ¢calismalari ile dogrulanmistir. GH51 ailesinde yer alan
enzimlerin reaksiyon yollarindaki anlar Hovel ve ark. (Hovel vd., 2003) tarafindan
tanimlanmistir. Reaksiyonun (glikolizasyon) ilk basamaginda, asit-baz rezidiisii genel bir
asit gibi ig goriir, glikozidik oksijeni protonlar ve ayrilan grubun kararliligin1 saglar.
Substratin kars1 anomerik sekli ile kovalent bir glikozil enzim ortami meydana gelince,
niikleofilik rezidii, kesilen zincirin anomerik karbonuna saldirir. Ikinci basamakta
(deglikolizasyon), genel bir baz gibi is goren asit-baz rezidiisii su molekiiliinii aktiflestirir
ve boylece su molekiilii orijinal bagin ayni dogrultusunda bulunan glikozil enzim
ortaminin anomerik merkezine saldirir, bu merkez anomerik seklin overall retentionu ile
sekerlerin serbestlesmesini saglar (Ferchichi vd., 2003; Hovel vd., 2003).

GHA43 ailesinde bulunan inverting a-L-AFazlar tekli-yer degistirme mekanizmasini
kullanir. Bu mekanizmada, ayrilan aglikon ile protonlanan genel bir katalist asit gibi
davranan diger karboksil asitlerin aksine, tek bir karboksilat, genel bir katalist baz gibi
davranir, proton kaybeden niikleofilik su molekiilii, baga saldirir (Sekil. 2b) (Shallom vd.,
2002; Zechel ve Withers, 2000; Numan ve Bhosle, 2006).
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Sekil 2. Glikozidazlarin genel mekanizmalari: a:Tutulma mekanizmasi,
b:invert mekanizma. Ref.’tan alint1. (98).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Mikroorganizmalar
2.1.1. Geobacillus stearothermophilus 12
Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisi Karadeniz Teknik Universitesi (KTU),

Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji laboratuarinca izole edildi

ve bu laboratuvarda stoklanmaktadir.

2.1.2. Escherichia coli DH5a,

E. coli DH50 susu klonlama hiicresi olarak kullanildi. DH5a fhuA2 A(argF-
lacZ)U169 phoA ginV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17
genotipik ozelliklere sahiptir. JIM101 A(LacZ)M15 genini igerir ve bdylece rekombinant

plazmitlerin mavi veya beyaz koloni goriiniimlerine izin verir.

2.1.3. Escherichia coli BL21 (D3) LysS
Calisamada G. stearothermophilus 12 Abfl ve Abf2 proteinin ekspresyonu, F,

ompT, hsdSg, (rB” mB"), gal, decm (DE3), pLysS (Cam® ) fenotipik 6zellige sahip E. coli
BL21 (D3) LysS susunda gergeklestirildi.

2.2. Plazmitler
2.2.1. pPGEM®-T Easy Klonlama Vektorii
pPGEM®-T Easy (Promega) vektorii PCR {irlinlerinin klonlanmasinda kullanildu.

PGEM®-T Easy PCR firiinlerinin klonlanmas1 i¢in uygun bir sistemdir. Bu vektor pGEM®-

5Zf(+) vektoriiniin ECORV ile kesimi ve 3’ uglarina terminal timin bazlarinin ilavesi ile



tiiretilmistir. pGEM®-T Easy vektérii T7 ve SP6 RNA polimeraz promotorlarmin kusattig:
ve igerisinde ¢oklu restriksiyon kesim bdolgesinin bulundugu B-galaktosidaz enziminin ao-
peptidini kodlayan gen bdlgesini igerir. a-peptidinin inaktivasyonu rekombinant klonlarin

renk degisimi ile kolayca segilebilmesine olanak tanir (Sekil 3).
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Sekil 3. pPGEM-T Easy vektoriiniin sematik goriiniimii

2.2.2. pET28a+ Ekspresyon Vektori

Giicli T7 RNA polimeraz promotor bolgesi iceren pET28a+, yiiksek seviyede
protein ekspresyonuna izin verir. Ayrica vektor N-terminal ve C-terminal uglarinda his taq
kuyrugu igerir ve bu 6zelligi ile proteinlerin nikel kolon kromotografisi ile kolay ve hizlica
saflastirilmasina imkan verir. Caligmada abfl ve abf2 genlerinin ekspresyonu igin

kullanilan bu vektor kanamisin direng geni tagimaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4. pET28a+ ekspresyon vektoriiniin sematik goriiniimi

2.3. Kullanilan Besiyerleri, Kimyasallar ve Antibiyotikler

2.3.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan diger kimyasallar; Tris-HCI, Stikroz, Lizozim, Akrilamit, Bis-
Akrilamit, Glisin, Trizma Baz, Gliserol, Coomassie Brillant Blue R-250, Coomassie
Brillant Blue G-250, Kloroform, izoamiloalkol, Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA),
Sodyum Asetat, Amonyum Asetat, IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), X-Gal
(5-bromo 4-chloro 3-indolyl beta D-galactopyranoside), Brom Fenol Blue, Agaroz,
Sodyum dedosil siilfat (SDS), Metanol, Asetik asit, Etanol, Etidyum bromiir, orto-
nitrofenil galaktosidaz, Sodyumbikarbonat, Sodyum fosfat, Potasyum kloriir, Magnezyum
stlfat, DTT, Triton X-100, Sodyum deoksikolat, Sodyum sarkosil, Magnezyum kloriir
Sigma firmasindan; Amonyum persiilfat, Beta-merkaptoetanol, Glukoz, Sodyum hidroksit,
pNP-alfa-L-arabinopiranosid, pNP-B-L-arabinopiranosid, pNP-B-D-galaktopiranosid, pNP-
-D-ksilopiranosid, pNP-N-acetil-3-D-glukosaminid, pNP-B-D-fucopiranosid, pNP-alfa-D-
galaktopiranosid, pNP-alfa-D-glukopiranosid, pNP-p-D-glukopiranosid, pNP-alfa-L-
ramnopiranosid, pNP-alfa-D-ksilopiranosid ve pNP-alfa-L-arabinofuranosid,
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metilumbelliferil o-L arabinofuranosid, Kalsiyum Kkloriir, Sodyum kloriir Merck
firmasindan; ¢alismada kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleri, tamponlar1 ve BSA

New England Biolab firmasindan, dTTP, dATP, dCTP, dGTP Fermentas firmasindan

saglandi.

2.3.2. Antibiyotikler

Calismada kullanilan antibiyotikler ve konsantrasyonlari asagidaki Tablo 2’ de

verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan antibiyotikler

Antibiyotikler Stok mg/ml Son pg/ml E.coli Son pg/ml Geobacillus
Kanamisin 15 30 10
Ampisilin 100 100

2.4. Arabinofuranosidaz Proteinlerinin Tespiti

Karbon kaynagi olarak arabinoz igeren LB broth igerisinde 60°C’de 72 saat
biiytitillen Geobacillus stearotermophilus 12 kiiltiirii inkiibasyon siiresinin sonunda
santrifiij edilerek c¢oktiiriildi. Pellet kismi uzaklastirildiktan sonra ekstraselliiler kisim
liyofilizasyon islemine tabii tutuldu. Yogunlastirilan ekstraselliiler kisimdan bir miktar
native jel elektroforezinde kullanildi. Jele kontrol olarak daha once laboratuvarda
calisilmis olan ve molekiiler biiyiikliigii belirli olan arabinofuranosidaz aktivitesine sahip
olan suslarin ekstraselliiler ekstraklar1 da yiiklendi. Abinofuranosidaz aktivitesi Canakgi
vd., (2007) prosediiriine gore 4-methylumbelliferyl-o-Larabinofuranoside kullanilarak
boyandi ve goriintiilendi. Yapilan bu deneme sonucunda G. stearothetmophilus 12 susunda
ekstraselliiler arabinofuranosidaz aktivitesi olan iki protein bandinin varligi gézlemlendi

(Sekil 5).
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Sekil 5. Native jelde G. stearothermophilus 12
arabinofuranosidaz aktivitesi. 1: 12 susu, 2:
pozitif kontrol

Bu asamadan sonra G.stearothermophilus 12 susu arabinoz igeren 2 1t LB broth
icerisinde 72 saat inkiibe edildi. Santrifiij islemine tabi tutulan kiiltiiriin siipernatatant kismi
liyofilize edildi ve yogunlagmasi saglandi. Yogunlasan siipernatatant kismi1 Kaneko vd.,
(1998) prosediiriine gére CM-Sepharose CL-6B (katyon ion exchange) kolonu kullanilarak
kismi saflastirilmasi gergeklestirildi. Kismi saflastirilmasi gergeklestirilen iki protein bandi
SDS-PAGE jelinden kesilerek MALDI-TOF analizleri igin UMDNJ (University of
Medicine & Dentist of New Jersey) center of Advanced Proteomics Research

Laboratuvarina gonderildi.

2.5. Genomik DNA izolasyonu

Geobacillus stearothermophilus 12 genomik DNA izolasyonu i¢in LB Broth
besiyerinde ¢alkalamali su banyosunda 55°C’de bir gece inkiibe edildi, genomik DNA
izolasyonu, Genomik DNA Purification Kiti ve Sambrok vd., (1989)’nin genomik DNA

izolasyon prosediirlerine gore yapildi.
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2.6. G. stearothermophilus 12 abfl ve abf2 Genlerinin Cogaltilmasi

MALDI-TOF analizleri sonucunda gelen protein sekanslarinin korunmus bolgeleri
kullanilarak abfl geninin belirli bir kisminin ¢ogaltilmasi i¢in dejenerat ab_Fwd ve ab_Rev
primerler kullanildi (Tablo 3).



Tablo 3. Calismada kullanilan primerler ve plazmitler

Primerler* Niikleotit Strast Ozellikleri

ab_Fwd MGN TAY CCN GGN GGN AAY TTY abfl genin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan dejenerat primerler
ab_Rev CAT YTCRTT NCCNARRCAC abfl genin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan dejenerat primerler
AraGstF2 CgAgCC ATAQgAT gCgTTT gTCg abfl geninin tamamlanmasi i¢in kullanilan invers-PCR primerleri
AraGstR2 CgT TCggTT gTggCC ATT 9gCT g abfl geninin tamamlanmasi i¢in kullanilan invers-PCR primerleri
Abf2-1 Fwd ggNTgYTTTgCNgAYJARTAYCATTQg abf2 genin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan dejenerat primerler

Abf2-1 Rev ACATVTBRAAYACATgRTANQTHggBgT abf2 genin ¢ogaltilmasi igin kullanilan dejenerat primerler

Abf2.2 fwd CATCCTTCCAATGATACTCATCCGC abf2 geninin tamamlanmasi i¢in kullanilan invers-PCR primerleri
ADbf2.2 rev GCAAACGGTTAACGTCTTGCAAGCG abf2 geninin tamamlanmasi i¢in kullanilan invers-PCR primerleri
Ex-abfl Fwd TAACATATGAGTATGAAAAAAGCAACCATG Sl;)i]:]er%ee;nnm pET28a+ vektoriine klonlamak igin kullanilan
Ex-abflRev | TATAAGCTTTATTGCTTTGCTAAACGAATG Sﬂf#\er%ee?mm pET28a+ vekitriine klonlamak igin  kullanilan
IsabfF GGCTAGCGTGAGAAACAGAGCGGTAATAAACG Sit?il‘rierglgz?lnln pET28a+ vektoriine klonlamak icin kullanilan
IsabfR CGGGATCCCTATCATTGTCGTTCAATCAAAGCCGC Sﬁﬁe;‘f?mm pET28a+ vekidriine klonlamak igin kullanilan
Abfl UpFwd CTCTTCCAAGAAGGGGCAAAATATCTGAC abfl geninin 5° bolgesini ¢ogalmak i¢in kullanilan primerler

Abfl UpRev CCTATCACCTCAAATGGTTCGCTGCATAGATGCGTTTGTCGATTTCGG | abfl geninin 5° bolgesini ¢ogalmak i¢in kullanilan primerler

Abfl DownFwd

CGAGCGCCTACGAGGAATTTGTATCGCGCCTTTGTTGGAGGATATTTAT
AA

abfl geninin 3’ bolgesini ¢ogalmak i¢in kullanilan primerler

Abfl DownRev

TTATTGCTTTGCTAAACGAATGACGTTC

abfl geninin 3’ bolgesini ¢ogalmak i¢in kullanilan primerler

Plazmitler Ozellikleri

pGEM-T Easy E.coli klonlama vektorii

pET28a+ E.coli ekspresyon vektorii

pES1 Rekombinant vektor, abfl geni tagiyan pET28a+ vektori
pES6 Rekombinant vektor, abf2 geni tasiyan pET28a+ vektorii

*: Alt1 ¢izgili kisimlar restriksiyon enzim kesim bolgelerini gostermektedir. N=A/G/C/T; Y=C/T; R= A/G; D=A/G/T; Tm= primer baglanma
sicakligl; nt=niikleotit

€T
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Genin belirli bir kismini ¢ogaltmak icin dejenerat primerler ve G. stearothermophilus
12 genomik DNA’s1 kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu karigimi 50 pl hacimde yapildi.

PCR reaksiyon karisimi ve protokolii Tablo 4 ve Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 4. abfl geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR reaksiyonu karisimi

Icerik Son konsantrasyon Hacim (pl)
5X Tag DNA polimeraz Tampon X 10 pl
MgCl, 1,5mM 3ud
10 mM dNTP mix 0,2 mM 1yl
Forward primer (10 pmol/ul) 0,4 uM 2ul
Reverse primer (10 pmol/ul) 0,4 uM 2 uL
Template DNA 10-500 ng 1 ul
Taq DNA polimeraz 0,2 w
Distile su 30,8 ul

Tablo 5. abf1 geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR protokolii

Dongii Zaman Sicaklik (°C)
1X 2.dk 94
36X 30sn 94
45 sn Tm sicaklig
2 dk 72
1X 5 dk 72

Invers PCR, calisilan genin yalnizca icerisinden belirli bir sekans bdlgesi biliniyorsa
genin tamamint bulmak i¢in yapilan bir polimeraz zincir reaksiyonudur. Standart PCR
yontemi ile bir kismi belirlenen abfl geninin tamamini elde etmek i¢in invers PCR yapildi.
Invers PCR protokolii Ochman vd., (1988) tarafindan tanimlanan sekilde gergeklestirildi.

Cogaltilan abfl geninin igerisindeki restriksiyon endoniikleaz kesim bdolgeleri NEB
Cutter V2.00 software programi kullanilarak belirlendi. Genin igerisinde bulunmayan
restriksiyon endoniikleaz enzimleri segilerek genomik DNA kesimi (Tablo 6)
gerceklestirildi. Restriksiyon kesim reaksiyon 37°C 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan

sonra 1s1 ile enzim inaktivasyonu gerceklestirildi.



Tablo 6. Invers PCR igin genomik DNA kesimi

Igerik Hacim
10X restriksiyon tampon Sul
2U enzim X
BSA” 1l
Genomik DNA 20 pl
Distile su 30ul tamamlanir

" gerekli reaksiyonlarda

Daha sonra self-ligasyon asamasi gerceklestirildi (Tablo 7). Ornekler 16°C bir gece

inkubasyona birakildi ve

inaktivasyonu saglandi.

inkiibasyondan

sonra etanol presipitasyonu

Tablo 7. Self- Ligasyon protokolii

Icerik Hacim
10X ligasyon tamponu 40 pul
2U enzim X
Kesilmis DNA 10 ul
Distile su 400 pl tamamlanir

Inaktivasyondan sonra oOrnekler genin bilinen bdlgesine komplementer olarak

tasarlanan invers PCR primerleri (Tablo 3) kullanilarak invers PCR gergeklestirildi. invers

PCR reaksiyon karisim1 ve protokolii Tablo 8 ve 9’de verilmistir.

Tablo 8. invers PCR i¢in kullanilan PCR reaksiyonu karisimi

Son konsantrasyon Hacim (ul)
5X Tag DNA polimeraz tamponu 1X 10 pl
MgCl, 1,5mM 3ul
10mM dNTP mix 0,2 mM 1wl
Forward primer (10 pmol/ pl) 0,2 uM 1wl
Reverse primer (10 pmol/ pul) 0,2 uM 1 ulL
Template DNA 10 pl
Tag DNA polimeraz 0,5 pl
Distile su 23,5 ul
Toplam 50

ile enzim
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Tablo 9. Invers PCR protokolii

Doéngii | Zaman Sicaklik(°C)
1X 2 dk 94
36X 1dk 94
1dk 54
2,5 dk 72
1X 5dk 72

G. stearothermophilus 12 susunda var olan ikinci arabinofuranosidaz geni (abf2)
tasarlanan Abf2-1 Fwd ve Abf2-1 Rev primerleri (Tablo 3) ile ¢ogaltilmis ve niikleotit
dizisi Tablo 3 ve Tablo 4’de verilen prosediirler kullanilarak tespit edilmistir.

abf2 geninin tespit edilen internal niikleotit sekansindan yola ¢ikilarak invers-PCR
reaksiyonlar1 gerceklestirilmis ve abf2 geninin geri kalan kisimlari ¢ogaltilmistir. invers
PCR reaksiyonu Tablo 5, 6, 7 ve 8’de kullanilan protokoller ve Tablo 3’de verilen
primerler yardimai ile elde edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi PCR iirlinlerin goriintiilenmesi ve ayirimi i¢in kullanildu.
Yaygin olarak PCR iiriinleri i¢in %]1°lik, plazmitler i¢in %0,8’lik jel kullanildi. Agaroz
gerekli miktarlarda tartilip 1X TAE tampon igerisinde ¢oziildii ve sicakligr diisiiriilerek
icerisine etidyum bromiir ilave edildi. Agaroz jel 110 Volt da yaklasik yarim saat yiriitiildii
ve DNA fragmentleri UV 15181 altinda goriintiilendi.

2.7. DNA fragmentlerinin pGEM®-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

PCR fiiriinleri klonlama vektorii olan pGEM®-T Easy (Promega) vektoriine iiretici

firmanin 6nerileri dogrultusunda klonlandi. Ligasyon reaksiyonu Tablo 10’de verilmistir.

Tablo 10. Ligasyon reaksiyonu

Icerik Hacim
2X Rapid Ligasyon 5uL
tamponu

pGEM-T vector 1 uL
PCR iiriinii X uL
T4 DNA ligase 1 uL
Total 10 uL
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2.8. E. coli DH5a ’ya Transformasyon

Kompetent hiicre hazirlamak igin E. coli DHS5a hiicrelerinin Luria Bertani (LB)
Broth besiyerine ekimi yapildi ve 37°C’de gece boyunca kiiltiire edildi. Bir gecelik
kiiltirden LB Broth besiyerine 1:100 oraninda asilama yapildi. Hiicreler 37°C’de
yogunluklart1 600 nm dalga boyunda OD 0,4-0,5 olacak sekilde biiyiitiildii. Hiicreler
ardindan 4°C’de 4.000xrpm hizda 5 dk santrifiij edildi ve pelletin iizerine 10 ml 100 mM
soguk CaCl, ilave edilerek elle ¢oziilmeleri saglandi. Hiicreler 30 dk buz iizerinde
bekletildi ve tekrar 4°C’de 4.000xrpm hizinda 5 dk santrifiij edildi. Pellet iizerine 2 ml 100
mM soguk CaCl; ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen kompetent hiicreler
+4°C’de 2 giin igerisinde kullanilmak iizere muhafaza edilebilir.

Transformasyon deneyi Sambrok ve ark., (1989) tanimladigi sartlarda
gerceklestirildi. 0,2 ml kompetent E. coli hiicresine 3-5 ul ligasyon karisimindan ilave
edildi. Karisim 30 dk buz iizerinde bekletildi ve daha sonra 90 sn. 42°C’de bekletildi.
Ardindan ependorf tiiplerinin igerisine 200 ul LB Broth besiyeri ilave edilerek 37°C’de 2
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda hiicreler igerisinde 50 mg/ml ampisilin
bulunan LB-Agar besiyeri {izerine cam bagetle yayildi. Petriler 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda olusan kolonilerden segilen klonlar izole

edilerek sekanslama islemi i¢in Macrogen Inc., Hollanda firmasina génderildi.

2.9. G. stearothermophilus 12 abfl ve abf2 Genlerinin Ekspresyonu

2.9.1. abfl ve abf2 Genlerinin Cogaltilmasi

Invers PCR yontemi ile tam gen dizisi elde edilen abfl ve abf2 genleri pET28a+
vektoriine klondi. abfl geninin gogaltmak igin tasarlanan Ex-abfl Fwd ve Ex-abfl Rev
primerlerin uglarina sirasiyla Ndel ve HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri ilave
edildi.

abf2 geninin ¢ogaltmak icin tasarlanan Isabf2 Fwd ve Isabf2 Rev primerlerin
uclarina sirastyla Nhel ve BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimleri ilave edildi.

abfl ve abf2 genlerini tam uzunlukta ¢ogaltmak i¢in yapilan PCR reaksiyonu; 50 pl
son hacimde, 1X iProof HF Tampon, 0,2 mM her bir ANTP’den, 0.5 uM her bir primerden,
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100 ng genomik DNAve 0.02 U/ul iProof Polimeraz (BioRAD) enzimi kullanilarak
gerceklestirildi. Kullanilan PCR programi asagida verilmistir.

1. On Denatiirasyon 98 °C’de 30 sn.

2. Denatiirasyon 98 °C’de 10 sn.

3. Primer Baglanma 55 °C’de 30sn. >35 dongii
4. Uzama 72°C’de 1dk.

5. Son Uzama 72°C’de 10 dk.

PCR driinleri %1°lik agaroz jelde 10 kb DNA markin ile yiiriitiilerek, biiytikleri

dogrulandi.

2.9.2. abfl ve abf2 PCR Fragmentlerinin pET28a+ Vektoriine Klonlanmasi

abfl ve abf2 PCR iiriinleri, PCR Purification Kiti (Fermentas) ireticisinin onerileri
dogrultusunda temizlendi. Ekspresyon vektoriiniin insast icin 5 pl pET28a+ (40 pg/ul), 9
ul PCR iirlinti, 1X BSA, 1X Restriksiyon Tamponu, 10U gerekli enzimleri igeren 20 pl
toplam hacimde restriksiyon kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat inkiibe edilerek
gergeklestirildi. Reaksiyon sonunda enzimler 1s1 inaktivasyonu ile inaktive edildi.

8 ul reaksiyon karisimina 1pul 10X Ligase Tampon ve 1 pul T4 DNA Ligaz (10U/ul)
enzimi ilave edildi ve 16°C’de bir gece inkiibasyonu gergeklestirildi. Ligasyon sonrasi
plazmit, CaCl, teknigi ile kompetenet hale getirilmis E.coli BL21 (DE3) Lys hiicresine
transforme edildi ve plazmit iceren hiicreler 30 pg/ml kanamisin iceren LB agar

besiyerinde secildi.

2.9.3. abfl ve abf2 Genlerinin E.coli BL21 Hiicresinde Ekspresyonunun
Belirlenmesi

abfl ve abf2 genlerinin hiicrede ekspresyonun belirlenmesi i¢in {i¢ dogrulama adimi
gerceklestirilmistir. Birinci adimda; abfl ve abf2 genlerini igeren plazmitlerin transforme
edildigi E.coli hiicrelerinde rastgele belli sayida hiicre segildi. Bu hiicreler 30 pg/ml
kanamisin igceren 2 ml LB s1v1 besiyerinde 37 °C’de kiiltiire edildiler. Daha sonra dogru

plazmiti iceren hiicrenin tespiti i¢in koloni PCR yontemi kullanilarak dogrulandilar. Koloni
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PCR 2X Thermo-Start™ PCR Master Mix (Thermo SCIENTIFIC) kullanilarak
gerceklestirildi. 20 pl son hacimde; 1X master mix, 0,5 pmol/ul pET28a+ kontrol
primerleri, 7 ul dH20 ve 1 ul hiicre kiiltiirii ilave edilerek yapildi. Genin ¢ogaltilmasi i¢in

kullanilan program asagida verilmistir.

1. On Denatiirasyon 95 °C’de 15 dk.

2. Denetlirasyon 95 °C’de 30 sn.

3. Primer baglanma 50 °C’de 30 sn. 35 dongii
4. Uzama 72 °C’de 1 dk.

5. Son Uzama 72 °C’de 5 dk.

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve 10 kb DNA markir kullanilarak dogru
biiyiikliikteki bantlar pozitif sonug olarak degerlendirildi.
Ikinci adimda; abfl ve abf2 genlerini igeren plazmitlerin transforme oldugu ve PCR

reaksiyonu pozitif E.coli hiicrelerinden belirli sayida segildi ve 2 ml LB (Kan®*¢™

) s1v1
besiyerinde 37 °C’de bir gece kiiltiire edildi. Ertesi giin hiicreler 1:100 oraninda 5 ml taze
LB (Kan*™#™) sivi besiyerine asilandi. Hiicreler 600 nm’de OD 0,3 oluncaya kadar
biiyiitiildii. OD 0,3 olunca son konsantrasyonda 1 mM olacak sekilde IPTG eklendi. IPTG
eklendikten sonra 3 saat daha 37°C’de inkiibe edildi. 1,5 ml her bir hiicreden alinarak
ependorf tliplerine aktarildi ve 12 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Stipernatant dikkatlice
uzaklastirildiktan sonra, pellet -20 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin hiicreler 500 pl
dH,O’da ¢oziildii ve sonikasyon islemi ile patlatildi. 13200 rpm’de 30 dk santrifiij edildi.
Stipernatant % 12’lik SDS-PAGE’de yiiriitiilerek sonuglar gozlemlendi. SDS-PAGE
analizi Laemmli ve ark., 1970’in prosediiriine gore gergeklestirildi.

Ugiincii adimda, SDS-PAGE analizinde ekspresyon seviyesi giiglii olarak gdzlenen
6rnekler secildi. Bu 6rneklere sahip E.coli BL21 (DE3) Lys hiicreleri 5 ml LB (Kan***¢™)
stvi besiyerinde 37°C’de bir gece biyiitiildii ve Plazmit MiniPrep (Fermentas) Kiti
kullanilarak plazmit izolasyonu gergeklestirildi. izole edilen plazmitler pET28a+ vektorii
icin tasarlanan kontrol primeri ile sekanslama islemi gergeklestirildi. Sekans sonuglar
degerlendirilerek, herhangi bir baz degisiminin ve mutasyonun olmadigi plazmiti i¢eren

hiicre secildi ve saflastirma basamagi i¢in bu hiicre kullanildi.
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2.10. Abf1 ve Abf2 Proteinlerinin Saflastirilmasi

Dogru transformant E. coli BL21 (DE3) LysS hiicreleri 50 ml LB (Kan 30pg/ml) sivi
besiyeri igerisinde 37 °C’de bir gece boyunca biiyiitiildii. Ertesi giin 1:100 oraninda taze 1
It LB (Kan 30pg/ml) sivi besiyerine asilanarak 600 nm’de OD 0,3 olana kadar kiiltiire
edildi. OD 0,3 olunca, son hacimde 1 mM olacak sekilde IPTG ile indiiklendi. Indiikleme
isleminde sonra hiicreler 3 saat daha biiyiitiildii ve 12000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
pellet kismi toplandi. Pellet 10 ml % 0.08’lik NaCl ile yikandi ve — 20 °C’de bir gece
inkiibe edildi.

Ertesi giin pelletler oda sicakliginda ¢6ziilmesi i¢in 10-15 dk. bekletildi. Pelletlerin
tizerine 50 mM fosfat tamponu ilave edilerek ¢6ziilmesi saglandi. Homojen bir bigimde
¢oziilen hiicrelerin sonikasyon islemi ile patlatilmasi saglandi. Santrifiij islemi ile hiicre i¢i

proteinleri elde edildi.

2.10.1. Ni-NTA Kromotografisi

Hiicre i¢i protein ekstrakti tizerine 5 ml Ni-NTA resin eklendi ve 8°C’de 2 saat
karigsmasi saglandi. Resin- slispansiyon karisimi 5 ml Bio- Rad plastik kolonlarina dokiildii
ve resinin siiziilmesi saglandi. Kolon, hacminin 5 kati kadar Ni-Binding Buffer (20 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 200 mM NaCl, 5 mM beta merkaptoethanol) ile yikandi. Daha sonra
kolon hacminin 10 kat1 kadar Ni-Washing Buffer (20 mM Tris-HCI (pH 7.5), 200 mM
NaCl, 5 mM beta merkaptoethanol, 20 mM imidazol) ile yikandi. Son olarak enzimin
alinmasi i¢in, kolon hacminin 10 kati1 kadar Ni-Elution Buffer (20 mM Tris-HCI (pH 7.5),
200 mM NacCl, 5 mM beta merkaptoethanol, 400 mM imidazol) ilave edildi ve fraksiyonlar
1 ml’lik hacimler seklinde toplandi. Toplanan fraksiyonlar %12’lik SDS-PAGE jeline

yiiklenerek, enziminin geldigi fraksiyonlar belirlendi.
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2.11. Abfl ve Abf2 Enzimlerinin Karakterizasyonu

2.11.1. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

ADbfl ve Abf2 enzimlerinin aktivitesi 0,5 ml toplam hacimde 50 mM fosfat tamponu,
dilusyon edilmis enzim solusyonlar1 ve substrat olarak p-nitrophenyl alfa-L-
arabinofuranosit kullanilarak 75°C de 10 dk. inkiibasyona tabi tutularak belirlenecektir.
Inkiibasyondan sonra 0,5 ml soguk 1M Na,COj ilavesi ile reaksiyon sonlandirilacak ve

alfa-L- Arabinofuranosidaz aktivitesi 405 nm de 6lgiilerek belirlenecektir.

2.11.2. Protein Tayini

Elde edilen soliisyondaki protein miktarlarinin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis
oldugu metoda gore gergeklestirildi. 100 ml boya ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 10 mg
Commasie Brillant Blue G-250 5 ml %95’lik etanol igerisinde iyice ¢oziilerek tizerine 10
ml %85°1ik fosforik asit ilave edildi ve 100 ml’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
filtre kagidi ile siiziilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak bovin serum albumin (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 6, 10, 15, 20, 40, 60, 80 ug BSA igeren ¢ozeltiler
0,15 M’IikNaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Ardindan lizerine 5 ml yukarida anlatildig gibi
hazirlanan boya ¢ozeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek 15 dakika oda sicakliginda
beklemeye birakildi. Ornekler igin BSA yerine 10 pl hiicre ekstrati kullanilarak ayni
islemler gerceklestirildi. Siire sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System
cthaz1 kullanilarak 595 nm’de o6l¢limler yapildi ve protein miktart pg/pl cinsinden

hesaplanacaktir.

2.11.3. Reaksiyonlarda Kullamlacak Enzim Miktarimin Belirlenmesi

Reaksiyonlarda kullanilacak enzim miktari, yapilan 6n ¢alismalar sonucunda, 0,1;
0,3; 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5; 1,9; 2,0 ve 2,5 pg protein iceren bir dizi reaksiyon serisi

sonucunda belirlendi. Reaksiyonlar yukarida belirtilen sartlarda gergeklestirildi.
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Olusturulan protein miktari-aktivite grafigi yardimi ile ileriki ¢alismalarda (optimum pH,

optimum sicaklik v.s) kullanilacak olan enzim miktar1 belirlendi.

2.11.4. Enzimlerin Optimum Sicakhik ve Isil Stabilitesi ile Optimum pH ve pH
Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin optimum calistig1 sicakligi her iki enzim (Abfl ve Abf2) icin uygun pH
tamponu igerisinde 45-90°C sicaklik araligi kullanilarak belirlenecektir. Bu sicaklik
araliginda, p-nitrophenyl alfa-L-arabinofuranosit ve saflastirillmis Abfl ve Abf2
enzimlerini igeren reaksiyonlarin inkiibasyonunun ardindan enzim aktiviteleri Olgtilerek
optimum c¢aligma sicaklig1 belirlenecektir. Enzimlerin 1s1l stabiliteleri ise, enzimlerin 50,
55, 60, 70, 80 ve 90°C de farkli zaman peryotlarinda inkiibasyonunun ardindan belli
zamanlarda alinan 6rneklerin aktiviteleri ile ilk baslangic aktivitesinin karsilastirilmasi ile
belirlenecektir.

Abfl ve Abf2 enzimlerinin optimum pH’s1, pH 4.0 ile 11 arasinda degisen reaksiyon
tamponlart igerisinde optimum sicaklikta enzim aktivitesi Olgiilerek gerceklestirilecektir.
Optimum pH’1 belirlemek i¢in, 50 mM sodyum asetat pH 4,0- 5,5 arasinda, 50 mM fosfat
tamponu pH 5,5- 7,5 arasinda, 25 mM Tris-HCI pH 7,5- 9 arasinda, 50 mM glisin-NaOH
pH 10 tamponlar1 kullanilacaktir. Enzimlerin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in enzimler
belirtilen tamponlar igerisinde 55°C’de belli zaman araliginda inkiibe edildikten sonra
alman enzim Orneklerinin kalan aktivitelerinin standart metoda goére Ol¢iilmesi ve elde
edilen sonuglarin baglangictaki aktivite degerleri ile karsilastirilmalart ile ortaya

¢ikarilacaktir.

2.11.5. Kimyasal Ajanlarin ve Metal Katyonlarin Etkisi

CuSOy, ZnSO4, MgCl,, MnCl,, CaCl,, CoCl, ve NaCl gibi ¢esitli metallerin, EDTA
gibi selatlayic1 ve DTT, B-mercaptoetanol gibi indirgeyici ajanlarin, Abfl ve Abf2 enzimi
tizerine olan etkileri belirlenecektir. Bu durumda da elde edilen sonuglar herhangi bir

aktivator veya inhibitoriin kullanilmadigi kontrol reaksiyonu ile karsilastirilacaktir.



23

2.11.6. Substrat Spesifikligi

Abfl ve Abf2 enzimlerinin substrat spesifikliginin belirlenmesinde birbirinden farkl
birka¢ pNP-glikosid substratini pargalama yetenegi ortaya ¢ikarilacaktir. Bu substratlar
sunlardir: pNP-alfa-L-arabinopiranosid, pNP-B-L-arabinopiranosid, pNP-B-D-
galactopiranosid, pNP-B-D-ksilopyranosid, pNP-N-asetil-B-D-glukosaminid, pNP-B-D-
fukopiranosid, pNP-alfa-D-galaktopiranosid, pNP-alfa-D-glukopiranosid, pNP-B-D-
glukopiranosid, pNP-alfa-L-ramnopiranosid, pNP-alfa-D-ksilopiranosid ve pNP-alfa-L-
arabinofuranosid substratlar1 kullanilan metotlar gergelestirildi. Bu  substratlarin

kullanildig1 ¢aligsmalarda substrat arastirilmasi yapilacaktir.



3. BULGULAR

3.1. abfl ve abf2’nin Tam Gen Dizisinin Belirlenmesi

Yapilan standart PCR ve invers PCR reaksiyonlari sonucunda abfl geninin 1509
niikleotit ¢iftinden olustugu belirlendi.

atgagtatgaaaaaagcaaccatgatcatcgaaaaagacttcaaaatcgccgaaatcgac
M .S MK K A T M I E E 'K "D F K I & E I =D
aaacgcatctatggctcgtttatcgaacatctocggoccgocgocggtatacggagggatttat
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tgggaggatggcgttgggccgaaagaaaagcggccgocggocggctggatttggcatggecgg
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tcggtggaaacgaatgaaatcgggttgaatgaatttatggactgggccaagatggtcggg
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V. E Y G R H 2P .S 6 (S Y Y IS 2B CE SR OLCE S TH UG
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Q I G H 'K T A ¥ E Y 'R X A G E B B K WV
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atttctctccatcaatactatggaaaccgggacaatgatacggccaattatttggcgectyg
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tcgctggaaatggatgattttattcgttocggttgtggoccattgoctgattacgtgaaggecg
S L E M D D CF: OGE R S VOV A LE A DY VK A
aaaaaacgaagcaagaagacgattcatctttcgtttgacgaatggaacgtatggtaccat
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tcgaatgaggcggataagcaaattgaaccgtggacggtggocgoccgocctttgttggaggat
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atttataactttgaagatgcgcttcttgtcggctgcatgcttattacgctcatgaaacat
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gccgatcgggtgaaaattgcctgcttggctcaattagtgaatgtcattgcaccgatcatg
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acggaaaagaacggtccggcatggaagcaaacgatttactatccgtttatgcatgcctoeg
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gtttacggcagaggagtggcgttgcacccagtcatttcaagtccgaaatacgacagcaaa
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tccggtgggaaaatgtcggccatgttgccgaagttatcgtggaacgtcattcgtttageca
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aagcaataa
K O —

Sekil 6. abfl geninin niikleotit ve amino asit sirasi
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abf2 geninin ise 1518 niikleotit ¢iftinden olustugu belirlendi (Sekil 7).

gtgagaaacagagcggtaataaacgtcgacatgccaaaaggaaccatcaacaagaacatt
M R N R A ¥V I N v D M P K G T I N K N I
tacggccattttgcocggaacatcttgggcgttgcatttatgaaggaatttgggtcggagaa
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gactctccgattccgaatacaaatgggattcgcaacgatgtattgcaagcgttgaaaaac
D S P I P N ¥ N G I R N D V L Q 2 L K N
ataaaagttccggttctacggtggccgggcggctgctttgocggatgagtatcattggaag
I K v P v L R W P G G C F ey D s Y H W K
gatggggttggcccaagggagcagcgcaaaaaaatgattaacacccattggggaggggtg
D G V G P R 8 Q R K K M I N J s H W G G v
attgagaacaatcatttcggcattcacgagtttatgatgttgtgcocgaaatgcttgaatge
I E N N H F G I H E F M M L C E M L E C
gagccttatatttgcocggcaatgtaggcagcggcacggttcaagagatgtcagaatggatt
E P 23 I & G N WV G S G < i v Q E M s E W I
gagtatatgacatttgatggagaatcgccaatggcgaattggcgcaaggagaatgggcgagg
E ¥ & T F D G E 5 P M A N w R K E N G R
gagaagccgtggaagttgaaatatttcocggggtcgggaatgaaaactggggctgcggaggg
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aatatgcgccctgaatattacgccgacctgtatcgoccgctatcaaacatatgtcagaaat
N M R B E Y ¥ A D L Y R R Y Q T 2 S TS R N
tacggggacaatcaaatttataaaattgcctgtggtgcgaatgtagatgactattactgg
X G D N Q I Y K 5 E ey C G A N V D D X X w
acagaagttttaatgaaaaatgccagccgctttatggatgggttgagccttcattattat
o E WS L M K N S R F M D G L S L H Y Y
acaattcctggggacttttggctcgggaaaggctccgoccacggattttacggaagatgag
T I P G D F W L G K G s ey B D F iy E D E
tggtttattacattgaaaaaggcgttatatatcgatgaattgattacgaggcatagcacg
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attatggataagtacgatccggaaaagcgcgtcgggctcattgtggatgaatggggaacg
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tggtatgacgtagagccaggcacgaatccgggattcttatatcaacaaaatacaatccgt
W 3 D WV E P G T N P G F L X Q Q N i G R
gatgcgcttgtcgcagctctccattttcatattttccataaccattgtgatcgagtgcga
D A L Vv A A L H F H I F H N H C D R WV R
atggcgaatatcgcgcaaacggttaacgtcttgcaagcggtcattttgacaagaggggaa
M A N I a Q T v N v L Q- A W I L T R G E
caaatgattctcacgcctacgtatcatgtgtttgacatgtataaggttcaccaagatgcc
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gagttgttggcaatagagtcttcatgtgccgagtatgagcatcgocggggaaacgttgccg
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I D H R N E a Vv vV D L E F R G D s L ey R
aagcaagtattcggcacgatgttaacagcgaatgagatgaatgcccataatacatttgaa
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aagccggatgcagtgaagcccgaaccgttccgtcaaatagagoctcggccaacatacactg
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atggccaaacttccgcccatgtctgtcgtcactttagcgattgttgaaaataaagcggct
M A K L P P M s v Vv T L =y I v E N K & &
ttgattgaacgacaatga
L I E R Q -

Sekil 7. abf2 geninin niikleotit ve amino asit sirast
3.2. Abf1 ve Abf2 Proteinlerinin Saflastirilmasi

Tim niikleotit siralar1 tespit edilen abfl ve abf2 genlerini bir E. coli ekspresyon
vektorii olan pET28at+’ya klonlamak igin tasarlanan primerler ve klonlama stratejisi
yapilan ¢aligmalar kisminda verilmistir. pET28a+’ya klonlanan genlerin E. coli BL21
(DE3) Lys hiicrelerinde asir1 ekspresyonlar1 saglanmis ve Ni-NTA kolon kromotografisi

kullanilarak saflastirilmislardir.
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Yapilan saflagtirilma islemi sonucunda Abfl proteinin % 95 saflik oraninda elde
edildigi ve SDS-PAGE analizleri sonucunda proteinin molekiiler agirliginin 57 kDa
oldugu, Abf2 proteininin ise; proteinin % 95 saflik oraninda elde edildigi ve SDS-PAGE

analizleri sonucunda proteinin molekiiler agirliginin 56 kDa oldugu tespit edilmistir (Sekil

11).

66.4 Wy

55.6 —
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Sekil 8. Abfl ve Abf2 enzimlerinin SDS-PAGE Goriintiisii. 1.
Marker, 2. pET28a +Abfl klonunun kaba ekstrakti, 3.
Saf Abfl enzimi, 4. pET28a +Abf2 klonunun kaba
ekstrakti ve 5. Saf Abf2 enzimi

3.3. Abfl ve Abf2 Enzimlerinin Karakterizasyonu

3.3.1. Protein Tayini

Yapilan protein tayini sonucunda Abfl enziminin protein miktart 1,28 pg/ul olarak

bulunurken; Abf2 enziminin protein miktar: 0,28 pg/ul olarak bulundu.

3.3.2. Reaksiyonlarda Kullamilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Reaksiyonlarda kullanilacak enzim miktari, Abfl i¢in 2,0 pg olarak belirlenirken;

Abf2 icin 2,5 pg olarak belirlendi.
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3.3.3. Optimum Sicakhik

Abfl enziminin en iyi calistigi optimum sicaklik degeri, 0,2 mM substrat
konsantrasyonunda (pH 6,0) 2,0 ug saf protein ile 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
95 ve 100°C’ye ayarlanmis su banyolarinda gergeklestirilirken; Abf2 enziminin en iyi
calistig1 optimum sicaklik degeri, 0,4 mM substrat konsantrasyonunda ( pH 6,0) 2,5 pg saf
protein ile ayni sicakliklarda gergeklestirilen bir seri seri reaksiyonlar ile belirlendi.
Yapilan reaksiyonlar neticesinde Sekil 9 ve Sekil 10’da gortldigi gibi Abfl enziminin
optimum sicakhigi 65°C, Abf2 enziminin optimum sicakligi 50°C olarak belirlendi. Bu
reaksiyon serisinde enzimlerin en iyi ¢alistig1 sicaklik degerleri daha sonraki ¢alismalarda

kullanilacak olan reaksiyon sicakliklari olarak belirlendi.

120

. /\

80

60
) \‘\

20

% Aktivite

0 T T T T T T T T T T T 1
40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100

Sicakhk

Sekil 9. Abfl enzimi-optimum sicaklik grafigi
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Sekil 10. Abf2 enzimi-optimum sicaklik grafigi

3.3.4. Optimum pH

ADbfl enziminin aktivitesine pH’n etkisi, 50 mM asetat tamponunda pH 4-5,5; 50
mM fosfat tamponunda pH 5,5-8; 25 mM Tris-HCI tamponunda pH 8-9 ve 50 mM glisin
pH 9-10,5 tamponlarinda 65°C’de gerceklestirilen reaksiyonlarla belirlenirken, Abf2
enziminin aktivitesine pH’in etkisi, ayn1 tampon degerlerinde 50°C’de gerceklestirilen
reaksiyonlarla belirlenmistir. Calisma sonucunda Abfl enziminin optimum pH’st Sekil
11°de goriildiigi gibi 6,5 olarak belirlenirken; Abf2 enziminin optimum pH’s1 Sekil 12°de
goriildiigii gibi 5,5 olarak belirlendi.
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Sekil 11. Abfl enzimi-optimum pH grafigi
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Sekil 12. Abf2 enzimi-optimum pH grafigi

3.3.5. Enzim Kinetigi

Geobacillus stearothermophilus 12 Abfl enziminin kinetik verileri, yapilan 6n
calismalar sonucunda belirlenen 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,7; 0,9 ve ]| mM
arasindaki substrat konsantrasyonlar1 ile gergeklestirilen seri reaksiyonlar ile belirlendi.

Arabinofuranosidaz aktivitesi, 2,0 pg saf protein igeren hiicre ekstrati ile 65°C’de, pH’s1
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6,5 olan 50 mM fosfat tamponu igerisinde 10 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda reaksiyon
soguk 0.5 ml 1 M Na,COj3 ile sonlandirilarak 405 nm’deki spektrofotometrik Glgiimlerle
belirlendi (Sekil 13). Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vimax) degerleri
hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen
degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). Sekil 13’de gdsterilen
Michaelis-Menten grafigi cizilerek elde edilen 0,2 mM substrat konsantrasyonu daha sonra
yapilacak olan c¢alismalarda kullanilacak substrat konsantrasyonu olarak belirlendi.
Yapilan ¢alismalar sonucunda Abfl enziminin Ky, degeri 0,31+0,04 mM ve Vyax degeri

290 U/mg olarak bulundu (Sekil 13-Sekil 14).

&  [Jmte (rukromolidk)
—— Hill Fit of &bfl
]
[ . "
]
=
=
=
=
=
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=
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0.0 0.5 1.0
Substrat{mmd)

Sekil 13. Abfl enzimi Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 14. Abfl enzimi Linnerweaver-Burk grafigi

Geobacillus stearothermophilus 12 Abf2 enziminin kinetik verileri ise, yapilan 6n
calismalar sonucunda belirlenen 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,7; 0,9; 1,0; 1,2 ve 1,5 mM
arasindaki substrat konsantrasyonlar1 ile gerceklestirilen seri reaksiyonlar ile belirlendi.
Arabinofuranosidaz aktivitesi, 2,5 pg saf protein igeren hiicre ekstrat1 ile 50°C’de, pH’s1
5,5 olan 50 mM fosfat tamponu igerisinde 10 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda reaksiyon
soguk 0,5 ml 1 M NayCOgs ile sonlandirilarak 405 nm’deki spektrofotometrik dl¢timlerle
belirlendi (Sekil 15). Michaelis-Menten sabiti (Kn) ve maksimum hiz (Viyax) degerleri
hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenlerini kestigi noktalara karsilik gelen
degerlerin tersi olarak belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). Sekil 15’te gosterilen
Michaelis-Menten grafigi cizilerek elde edilen 0,4 mM substrat konsantrasyonu daha sonra
yapilacak olan c¢alismalarda kullanilacak substrat konsantrasyonu olarak belirlendi.
Yapilan ¢alismalar sonucunda Abf2 enziminin Ky, degeri 0,23+0,03 mM ve Vyax degeri
213,2 U/mg olarak bulundu (Sekil 16).
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Sekil 15. Abf2 enzimi Michaelis-Menten grafigi

y =0,6124x + 1,5495
R*=0,9932

1/v

0

5 10 15 20 25
1/Is]

Sekil 16. Abf2 enzimi Linnerweaver-Burk grafigi

Ayn1 zamanda Arabinofuranosidazlarin etkili bir sekilde hidrolize edebildikleri diger
bir substrat, bir polisakkarit olan arabinandir. Geobacillus stearothermophilus 12
bakterisine ait Abfl ve Abf2 enzimlerinin arabinani kullanip kullanmadigmi test etmek
amaciyla yapilan arastirmada bu maddeyi substrat olarak kullandig1 belirlendi ve substrat
olarak arabinan kullanilarak Linnerweaver-Burk substrat-aktivite grafikleri elde edildi

(Sekil 17-18). Abfl ve Abf2 enzimlerinin arabinani substrat olarak kullandiginda, Kp,
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degerlerinin sirastyla; 4,74 pg/ml ve 5,49 pg/ml oldugu belirlenirken, Vmax degerlerinin

de sirasiyla 20,052 U/mg ve 77,82 U/mg oldugu belirlendi.

3,5000 - y =2,3632x + 0,4987
R?=0,9543

AY}

1/[S]

Sekil 17. Abfl enzimi - Arabinan substrati i¢in Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 18. Abf2 enzimi - Arabinan substrati i¢in Lineweaver-Burk egrisi
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3.3.6. pH Kararhhgi

Geobacillus stearothermophilus 12 Abfl enziminin pH kararliligini belirlemek igin
enzim, 50 mM asetat tamponunda pH 4 -5,5; 50 mM fosfat tamponunda pH 5,5-7,5 (pH 6
—8,0), 25 mM Tris-HCI tamponunda pH 8 - 9,5, (pH 8 — 9) , ve 50 mM glisin pH 10 (pH 9
—11) tamponunda, 65°C’de inkiibe edilirken; Abf2 enziminin pH kararliligin1 belirlemek
icin enzim ayn1 tampon degerlerinde 50°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siirelerinin
bitiminde tiiplerden Ornekler alinarak standart aktivite testine gore Olgilimler
gerceklestirildi. Ayn1 zamanda sifirinci dakikada alinan 6rneklerin aktiviteleri ile ( sifirinct
dakika aktivitesi %100 kabul edilmistir) daha sonra belli siirelerde alinan Grneklerin
aktiviteleri karsilastirilarak Sekil 19°da gosterildigi gibi Abfl eziminin pH 5,5-11 arasinda
72 saat boyunca aktivite kaybina ugramadigi, Abf2 enziminin ise; Sekil 20’de gosterildigi
gibi pH 10 civarinda 48 saate kadar kararli oldugu gozlendi ama diger pH degerlerinde

kararliligin1 koruyamadig1 gozlendi.
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Sekil 19. Abfl enzimi-pH kararlilig: grafigi
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Sekil 20. Abf2 enzimi-pH kararlilik grafigi

3.3.7. Isil Kararhhgi

Geobacillus stearothermophilus 12 Abfl enziminin 50-80°C arasinda gdstermis
oldugu 1s1l kararliligin1 belirlemek amaciyla enzim 50, 55, 60, 65, 70, 75 ve 80 °C
sicakliklarinda inkiibe edildi. Abf2 enziminin ise; 40-80°C arasinda géstermis oldugu 1s1l
kararliligin1 belirlemek amaciyla enzim 40, 50, 60, 70 ve 80°C sicakliklarinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sirasinda belli zaman araliklarinda her bir sicakliktaki tiiplerden
ornekler alind1 ve bu tiiplerdeki aktivite standart metoda gore belirlendi. Ayrica reaksiyon
basinda yani sifirinci dakikada tiiplerden alinan Orneklerin aktivitesi ( sifirinci dakika
aktivitesi %100 kabul edilmistir) ile istenilen dakikada aliman orneklerdeki aktiviteler
kiyaslandi. Buna gore; Abfl enziminin 1sil stabilitesinin Sekil 20°de gosterildigi gibi
70°C’de 1 saat, 65°C’de ise 2 saat %100 oldugu diger sicakliklardaki stabilitesinin ise iyi
olmadig1 goriildii. Abf2 enziminin 1s1l stabilitesinin ise; Sekil 21°de gosterildigi gibi 40-
60°C arasinda 2 saat inkiibasyonu sonucunda %65-70 aktivite gostermistir. Yiiksek

sicakliklarda ise; aktivitesinde diisiis oldugu gozlenmistir.
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Sekil 21. Abfl enzimi-isil kararliligr grafigi
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Sekil 22. Abf2 enzimi-isil kararlilik grafigi

3.3.8. Aktivator ve inhibitor Etkisi

Cesitli konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin ve bazi kimyasallarin Abf1 aktivitesi
iizerine olan etkisi enzimin optimum aktivite gosterdigi reaksiyon sartlarda ( 0,2 mM

substrat  konsantrasyonu, pH 6,5; 65°C’de 10 dakika) belirlendi. Cesitli
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konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin ve bazi kimyasallarin Abf2 aktivitesi iizerine olan
etkisi de enzimin optimum aktivite gosterdigi reaksiyon sartlarda (0,4 mM substrat
konsantrasyonu, pH 5.5, 50°C’de 10 dakika ) ger¢eklestirilen reaksiyonlarla belirlendi. Bu
amagla reaksiyon tiiplerine ilave edilen aktivator maddeler sunlardir: Mn*?, Zn*?, Mg*,
Cu*?, Co™ Ca* ve Na" bivalent metal iyonlarinin kloriir tuzlar,, EDTA, B-merkaptoetanol
ve DTT’dir. Calisma sonucunda Abfl enzimi i¢in Sekil 22’°deki grafik elde edilirken Abf2
enzimi i¢in Sekil 23’deki grafik elde edildi.
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ekil 23. Abfl enzimine aktivator ve inhibitor etkisi
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Sekil 24. Abf2 enzimine aktivator ve inhibitor etkisi



38

3.3.9. Substrat Spesifikliginin Belirlenmesi

Geobacillus stearothermophilus 12 Abfl ve Abf2 enzimlerinin substrat
spesifikliginin belirlenmesi amaciyla su substratlar kullanildi: pNP-a-L-arabinofuranoside,
PNP-a-L-arabinopyranoside, pNP-B-L-arabinopiranoside, pNP-a-D-galaktopiranoside,
PNP- B-D- galaktopiranoside, pNP-a-D-ksilopiranoside, pNP-B-D-ksilopiranoside, pNP-a-
D-glukopiranoside, pNP-B-D-glukopiranoside, pNP-a-L-ramnopiranoside, pNP-N-asetil-p-
D-glukosaminide ve pNP-B-D-fukopiranoside. Reaksiyon sartlar1 daha Once belirtilen
PNP-a-L-arabinofuranosid substratt kullanilarak yapilan standart aktivite testinde
kullanilan sekilde tasarlandi. Yapilan c¢aligma sonucunda her iki enzimin de pNP-o-L-
arabinofuranosid substratt diginda herhangi bir substrat {izerinde etkili olmadigi

gOriilmiistiir.



4. TARTISMA

K.T.U Fen Bilimleri Estitiisiinde yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan bu ¢alisma
Geobacillus cinsine ait bir bakteri olan Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin
sahip oldugu iki adet alfa-L-arabinofuranozidaz enzimini kodlayan genlerin klonlanmasi
ve karakterizasyonlarinin yapilmasi agisindan Onem tasimaktadir. Geobacillus cinsi
Bacillus cinsinden 2001 yilinda ayrilmistir ve Geobacillus stearothermophilus tip tiirii
olarak belirlenmis ve siniflandirmaya katilmistir (Nazina vd. 2001; Canakg¢1 vd. 2007). Bu
tez kapsaminda yapilan c¢alismalar sonucunda ortaya c¢ikarilan Geobacillus
stearothermophilus 12 susuna ait iki adet Arabinofuranosidaz geninin tiim niikleotit ve
aminoasit siras1 belirlenerek bu diziler GenBank’ta mevcut diger Arabinofuronidazlar ile
karsilagtirillmis ve sonugta niikleotit diizeyinde Abfl’in Geobacillus vulcani’ye ait
arabinofuranosidaz geni ile %92, Geobacillus thermoleoverans Abf geni ile %92,
Geobacillus thermodenitrificans Abf geni ile %92 ve G. stearothermophilus T6
arabinofuranosidazi ile %91 oraninda benzer oldugu goriilmistiir. Ayrica elde edilen Abfl
sekansinin aminoasit diizeyinde Geobacillus kaustophilus a-N-arabinofuranosidazina %98,
Geobacillus denitrificans’in Abf*sine %97 oraninda benzer oldugunu belirlenmistir. Abf2
geninin niikleotit ve amino asit sekanslarinin GenBank’taki siralarla karsilagtirilmasi
sonucunda ise Geobacillus stearothermophilus’un Abf’sine %99 oraninda benzer oldugu
ortaya ¢ikarilmistir.

Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinden elde edilen iki arabinofuranosidaz
enziminin gen siralar1 birbirleri ile kiyaslandiginda aralarinda farklhilik oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, yapilan karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucunda da, bu iki gen
bolgesinden elde edilen enzimlerin birbirlerinden farkli 6zelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir. Geobacillus stearothermophilus 12’nin Abfl’inin optimum sicaklik ve pH
degerleri siras1 ile 65°C ve 6,5’tur; Abf2’nin optimum sicaklik ve pH degerleri ise; sirasi
ile 50°C ve 5,5’tur.

Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisi gibi, iki farkli a-L-arabinofuranosidaz
enzimine sahip olan baska canli tiirleri de bulunmaktadir. Bacillus subtilis, Penicillium
capsulatum, Streptomyces diastaticus, Streptomyces chartreusis GS901 ve Aspergillus

awamori IFO 4033 bu tiirler arasinda en dikkat ¢ekenlerdir.
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Bacillus subtilis tiiriiniin 37 C’de, substrat olarak p-nitrophenil-a-L-arabinofuranosid
kullanilarak gerceklestirilen kinetik ¢aligmalarinda sahip oldugu AbfA ve Abf2
enzimlerinin molekiiler agirliklar1 sirasi ile; 58 kDa ve 57 kDa olarak tespit edilmistir. Bu
molekiiler agirliklar Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2
enzimlerinin molekiiler agirliklarina ¢ok yakindir. Bacillus subtilis’e ait AbfA ve Abfl
enzimlerine ait optimum sicaklik degerleri; 50°C ve 60°C; optimum pH degerleri ise; 8.0
olarak belirlenmistir. Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2
enzimlerinin sicaklik degerleri Bacillus subtilis’in enzimlerinin degerine ¢ok yakin
olmakla beraber, Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2
enzimlerinin pH degerleri diistiktiir. Bacillus subtilis’e ait AbfA ve Abfl enzimlerinin p-
nitrophenil-a-L-arabinofuranosid substratina ait Ky, degerleri; 0,498 mM ve 0,421 mM ve
Vmax degerleri; 317 U/mg ve 311 U/mg olarak belirtilmistir. Dolayisiyla her iki enzimin bu
substrata olan ilgisi birbirine yakindir. Ama Geobacillus stearothermophilus 12
bakterisinin Abfl ve Abf2 enzimlerinin K, degerleri daha diisiik oldugundan, Bacillus
subtilis’e gore; afinitesi daha yiiksektir. AbfA ve Abfl enzimlerinin ikisi de GH51 ailesine
ait olmakla beraber substrat spesifikligi agisindan birbirlerinden ayrilmaktadir. AbfA
enzimi a-1,5-L-arabinanin diiz haldeki 1-5 baglarina ve a-1,5-baglh arabino-oligomerlerine
etki ederken; branched sugar beet arabinan, arabinoksilan ve arabinogalaktan {izerine etkisi
distiktiir. Abf2 enziminin, branched sugat beet arabinanin ve arabinoksilanin (1-2) ve (1-3)
baglarina etkisi, AbfA enziminden daha fazladir. AbfA ve Abf2 enzimlerinin branched
sugar beet arabinan substrati i¢in Ky, degerlerine bakildiginda sirasiyla 4,4+0,6 mM ve
0,35+0,03 mM oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla AbfA enziminin branched sugar beet
arabinana olan afinitesinin Abf2 enziminden ¢ok daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bundan
dolay1 her iki enzim beraber calisarak Bacillus subtilis bakterisindeki arabinoz igeren
polisakkaritleri birlikte hidroliz ederek arabinoz igeren oligosakkaritlerden en yiiksek
oranda fayda saglamaktadir (Inacio vd., 2008). Bununla birlikte Geobacillus
stearothermophilus 12 bakterisine ait Abfl ve Abf2 enzimleri de arabinanin 1,5-a-L-bagl-
arabinofuranosid baglarina etki etmektedir. Ama tipki Bacillus subtilis bakterisinin
enzimlerinde oldugu gibi Abfl ve Abf2 enzimleri arasinda da arabinana olan afinitede
farklilik bulunmaktadir. Abfl ve Abf2 enzimlerinin arabinan substrat1 i¢in K, degerleri;
sirastyla 4,74 ng/ml ve 5,49 pg/ml’dir. Bu degerler de Abfl enziminin arabinan substratina

olan afinitesinin Abf2 enziminden yiiksek oldugunun gostermistir.
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Bir fungus tiirii olan Penicillium capsulatum ile 37°C’de, substrat olarak 4-
nitrophenil-a-L-arabinofuranosid kullanilarak gergeklestirilen kinetik caligmalarda ise;
Aral ve Arall olarak isimlendirilen enzimlerin molekiiler agirliklarinin 64,5 kDa ve 62,7
kDa oldugu ve Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2
enzimlerinden daha agir oldugu goriilmiistiir. Aral ve Arall enzimlerinin optimum sicaklik
degerleri sirasiyla; 60°C ve 55°C iken; optimum pH degerinin 4.0 oldugu goriiliirken; Abfl
ve Abf2 enzimlerinin sicaklik degerlerlerinin bu degerlere yakin oldugu ama pH
degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.. Aral pH 4.0°da 70°C’de 17.5 dk.’da %350
aktivite gosterirken; Arall de pH 4.0°da 60°C’de 9 dk.’da %350 aktivite gostermektedir. Bu
iki enzimin Kp, degerleri; 0,18 mM ve 1,3 mM; Vpax degerleri ise; 0.21 ve 0.16 U ml?
olarak tespit edilmistir. Her iki enzim p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosidaz iizerine %100,
arabinan (beet pulp) lizerine % 95-%96 oraninda etkiliyken; ¢o6ziinebilen arabinoksilan
tizerine etkileri, ¢ozenemeyen arabinoksilan iizerine olan etkilerinden daha yiiksektir. Aral
ve Arall enzimlerinin p-Nitrofenil-a-L-arabinofuranosidaz substrati agisinda sahip oldugu
Km degerlerine bakildiginda Aral enziminin Arall enziminden daha yiiksek bir afiniteye
sahip oldugu goriilmiistiir. Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin p-Nitrofenil-a-
L-arabinofuranosidaz substrati agisindan sahip oldugu K, degerlerine bakildiginda ise;
yiiksek afinitenin Abf2 enzimine ait oldugu tespit edilmistir. (Filho vd., 1996).

Streptomyces diastaticus ET ve Streptomyces chartreusis GS901 tiirleri de iki adet a-
L-arabinofuranosidaz tasiyan fungus tiirleridir. Streptomyces diastaticus ET’nin C1 ve C2
olarak isimlendirilen a-L-arabinofuranosidazlarinin molekiiler agirliklar1 38 kDa ve 60
kDa’dur. Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2 enzimlerinin ise
molekiiler agirliklarinin C2 enziminin molekiiler agirligina yakin oldugu goriilmiistiir. C1
ve C2 enzimleri pH 5-6,5 arasinda optimum aktivite gosterirken; pH 3,5-7,5 arasinda %90
aktivite gostermektedir. Abfl ve Abf2 enzimlerinin de pH degerleri bu degerlere cok
yakindir. C1 ve C2 enzimlerin 1s1l kararliliklart ise; birbirinden farklidir. C1 ve C2
enzimleri 25°C’de 8 saat inkiibe edildiklerinde sirasi ile aktivitelerinin %50’sini ve %80’ini
kaybetmisler; 50°C’de 3 saat inkiibe edildiklerinde ise; sirasi ile aktivitelerinin %90 ve
%40’1n1 kaybetmislerdir. Her iki enzim de p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosidi hidroliz
etmekte ve arabinoksilan ile debranched [-1,5-arabinandan arabinozu serbest hale
getirebilmektedir. Substrat olarak p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosid kullanildiginda bu
iki enzimin Ky, degerinin sirasi ile; 10 mM ve 12,5 mM oldugu bulunmustur. Dolayisiyla

C1 enziminin p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosid substratina olan afinitesi yiiksektir. Bu
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substrat acisindan Abfl ve Abf2 enzimlerinin Ky, degerleri ise; C1 ve C2’den oldukga
diistiktiir. Bu da Abfl ve Abf2 enzimlerinin substrata olan afinitesinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu C1 ve C2 enzimleri arabinoksilan ile debranched [-1,5-arabinan
substratlar1 ile aktivite gosterdikleri tayin edilmigse de bu substratlar i¢in kinetik bir
hesaplama yapilmamistir (Tajana vd., 1992).

Streptomyces chartreusis GS901 tiiriiniin sahip oldugu o-L-arabinofuranosidaz
enzimleri a-L-AFaz I ve a-L-AFaz II olarak isimlendirilmektedir. a-L-AFaz I ve a-L-AFaz
Il enzimlerinin en yiiksek aktivite gosterdikleri sicaklik degerleri; 55°C ve 50°C olarak
tespit edilmisken; en yiiksek aktivite gosterdikleri optimum pH degerleri sirasi ile; pH 5.5
ve pH 7,0 olarak tespit edilmistir. o-L-AFaz I’in 45 C’nin {izerinde, pH 5,5’un altinda ve
pH 8,5’in lizerinde aktivitesini kaybettigi; a-L-AFase II'nin de 40°C’nin tizerinde, pH
5,0’1n altinda ve pH 9,0’1n {lizerinde aktivitesini kaybettigi tespit edilmistir. Her iki enzimin
de PNP-a-L-Araf’1 hidroliz ettigi ama PNP-a-L-Arap, PNP--D-Xylp ve PNP-5-D-Galp’i
hidroliz edemedigi bulunmustur. Ayrica a-L-AFaz | enzimi metil 3,5-di-O-o-L-
arabinofuranosil-a-L-arabinofuranosit’in arabinozil yan zincirlerindeki (1—3) baglarini
(1—5) baglarindan daha iyi kirarken, a-L-AFaz Il enzimi sadece (1—5) baglar iizerine
etki etmekte ve boylece bu bagi a-L-AFaz I enziminden daha iyi kirmaktadir. a-L-AFaz 1l
enzimi i¢in diiz 1—5-bagl arabinan iyi bir substratken; a-L-AFaz I enzimi diiz zincir
halindeki arabinani par¢alamakta zorlanmaktadir. a-L-AFaz | ve a-L-AFaz Il enzimlerinin
arabinan substratini hidroliz etme oranlara (% olarak) bakildiginda; sirasiyla % 35,7 ve
% 4,3 oldugu ve arabinan substrati iizerine a-L-AFaz I enziminin daha etkili oldugu
gorilmistiir. Dolayisiyla a-L-AFaz I ve a-L-AFaz I enzimleri arasindaki sinerjistik etki
sayesinde arabinanin ve debranched arabinanin arabinoza doniisiimii saglanmaktadir
(Matsou vd., 2000).

Iki adet a-L-Arabinofuranosidaza sahip olan bir diger canli tiirii de bir fungus olan
Aspergillus awamori IFO 4033’tiir. Aspergillus awamori IFO 4033’den elde edilen ve a-
L-Arabinofuranosidaz | ve a-L-Arabinofuranosidaz II olarak isimlendirilen iki adet a-L-
Arabinofuranosidaz enzimi ile yapilan ¢aligmalarda da bu enzimlerin molekiiler agirliklar:
81 kDa ve 62 kDa olarak tespit edilmistir. Ayrica her iki enzimin de optimum sicaklik
degeri 60 C, pH degeri 4.0 olarak belirlenmistir. Ancak 60 C’nin iizerindeki sicakliklarda
ve pH 3,0-7,0 arasinda da kararli olduklar1 gézlenmistir. Bu enzimler p-nitrophenyl-o.-L-
arabinofuranosid, O-a-Larabinofuranosil-(1-3)-O-p-D-ksilopyranosil-(1-4)-D-

ksilopyranoz, ve arabinoz igeren polisakkaritlerden arabinoz agiga ¢ikarmaktadir ancak O-
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[-D-ksilopiranosil-(1-2)-O-a-L-arabinofuranosil-(1-3)-O-p-D-ksilopiranosil-(1-4)-O-B-D-
ksilopiranosil-(1-4)-D-ksilopiranozda  bu  islemi  gerceklestirememektedir.  o-L-
Arabinofuranosidaz 1, O-B-D-ksilopiranosil-(1-4)-[O-a-L-arabinofuranosil-(1-3)]-O-B-D-
ksilopiranosil-(1-4)-D-ksilopiranozdan arabinoz ag¢iga ¢ikarirken; a-L-Arabinofuranosidaz
I1 bu hidroliz reaksiyonunu katalizleyememektedir (Kaneko vd., 1998). Her iki enzimin de
metil arabinofuranobiyositler iizerine olan etkilerine bakildiginda a-L-Arabinofuranosidaz
I enziminin, metil arabinofuranobiyozidesin (1-3) bag tizerinde, a-L-Arabinofuranosidaz
II enziminden daha etkili oldugu goriilmistiir. a-L-Arabinofuranosidaz Il enziminin ise;
metil arabinofuranobiyozidesin (1-2) bagi iizerinde, a-L-Arabinofuranosidaz | enziminden
daha etkili oldugu gorilmistir. Aspergillus awamori [IFO 4033 bakterisinin
Arabinofuranosidaz I ve o-L-Arabinofuranosidaz II enzimlerinin arabinoz iceren
polisakkaritler ile gerceklestirilen aktivite ¢alismalarina bakildiginda %88,0 arabinoz
iceren debrached arabinanin parcalanmasinda Arabinofuranosidaz I ve Arabinofuranosidaz
Il enzimlerinin sirastyla %25,6 ve %23,3 etkili oldugu goriilmiistiir. Bu enzimlerin %81,0
arabinoz igeren arabinanin parg¢alanmasindaki etkilerinin ise; sirasiyla %36,3 ve %67.,4
oldugu gorilmiistir. Bu da arabinan substrati {izerine a-L-Arabinofuranosidaz I
enziminin, a-L-Arabinofuranosidaz 1 enziminden yaklasik iki kat etkili oldugunu
goriilmiistiir. Bununla birlikte o-L-Arabinofuranosidaz 1 ve a-L-Arabinofuranosidaz 1l
enzimleri sinerjistik olarak substratlara etki etmekte ve bu etki sayesinde substratlardan en
yiiksek oranda yarar saglanmaktadir (Kaneko vd., 1998).

Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisi bu tez kapsaminda calisilan enzimleri
acisindan, bu enzimden yapisinda bir adet bulunduran farkli bakterileri ile de
kiyaslanmustir. Ornegin termofilik bir bakteri olan Thermomicrobia cinsine ait oldugu
bulunan alfa-L-arabinofuranosidaz  (araF) enziminin gen dizisi literatiir ile
karsilastirildiginda, dizinin Geobacillus stearothermophilus’a benzedigi bulunmustur.
Enzim karakterizasyonu agisindan karsilastirildiginda, Geobacillus stearothermophilus
12’nin Abfl ve Abf2’sinin optimum sicakliklarinin daha diisik oldugu, optimum pH
degerine bakildiginda ise; Abfl’in optimum pH degerinin daha yiiksek, Abf2’nin optimum
pH degerinin ise; daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Thermomicrobia’nin AraF enziminin
p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosid substrati i¢in Ky, ve Vmax degerleri sirasiyla; 0,6 mM
ve 122U/mg’dir. Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2
enzimlerinin p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosid substrati i¢in K, degerleri 0,31+0,04 mM
ve 0,234+0,03 mM’dir, Vinax degerleri ise; 290U/mg ve 213,2 U/mg’dir. Dolayisiyla Abfl
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ve Abf2 enzimleri endiistriyel kullanim agisindan Thermomicrobia’nin AraF enziminden
daha kullanighdir (Birgisson vd., 2004). Bacillus subtilis 3-6 susunun alfa-L-
arabinofuranosidaz enzimi ile karsilastirildiginda ise, Geobacillus stearothermophilus 12
‘nin Abf1’inin optimum sicakliginin yiiksek oldugu, Abf2’nin optimum sicaklifinin ise;
diisik oldugu; optimum pH degerinin ise; Geobacillus stearothermophilus 12‘nin
Abfl’ininki ile aym1 oldugu ancak Geobacillus stearothermophilus 12‘nin Abf2’sinin
diisiik oldugu tespit edilmistir (Kaneko vd., 1994). Ruminococcus albus 8 bakterisinden
elde edilen alfa-L-arabinofuranosidaz enziminin optimum pH degerine bakildiginda,
Geobacillus stearothermophilus 12‘nin hem Abfl’inin hem de Abf2’sinin optimum
degerinin bu enzimin degerinden diisiik oldugu goriilmektedir. Ayrica p-nitrophenyl-ao-L-
arabinofuranosid substrati agisindan Ky, degeri 1,3 mM’dir. Dolayisiyla hem Abfl’den
hem de Abf2’den oldukga diisiik bir afiniteye sahiptir (Greve vd., 1984). Bir mantar tiirii
olan Aspergillus niger’e alfa-L-arabinofuranosidaz agisindan bakildiginda, optimum
sicakligimmin  Geobacillus stearothermophilus 12°nin Abfl’inden diisiik, Abf2’sinden
yiiksek oldugu; optimum pH degerinin de Geobacillus stearothermophilus 12°nin hem
Abfl’inden hem de Abf2’sinden diisiik oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla enzimlerin her
biri farkli optimum sicaklik ve pH degerlerine sahiptir ve bu degerler enzimlerin
kullanighiligin1 etkilemektedir. Ama en onemli etkenlerden bir de enzim ile substratin
birbirlerine olan ilgisidir. Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisine ait Abfl ve Abf2
enzimlerinin hem optimum sicaklik ve ph degerleri hem de substratlara olan ilgisi
acisindan endiistriyel bir kullanima sahip olabilecegi gortilmektedir.

Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisi, Abfl ve Abf2 enzimlerine benzer
enzimlere sahip olan diger bakteriler ile d kiyaslanmistir. Ornegin; Bacillus
stearothermophilus T-6 bakterisinin optimum sicakliginin Geobacillus stearothermophilus
12°nin hem Abfl’inden hem de Abf2’sinden yiiksek oldugu; optimum pH degerinin ise;
Abfl’den disiik Abf2 ile aymi oldugu goriilmektedir. Bir diger sus olan Bacillus
stearothermophilus L-1’in de alfa-L-arabinofuranozidazinin hem optimum sicaklik degeri
hem de optimum pH degeri Geobacillus stearothermophilus 12’nin Abfl’inkinden ve
Abf2’sininken yiiksektir (Gilead ve Shoham, 1995). Anoxybacillus kestanbolensis
AC268Sari’den elde edilen a-L-arabinofuranosidaza bakildiginda optimum sicakliginin
Geobacillus stearothermophilus 12°nin Abfl’inki ile ayni, Abf2’ninkinden ise; yiiksek
oldugu  goriilmiistiir, optimum pH degerine bakildiginda da  Geobacillus
stearothermophilus 12’nin Abfl’inkinden disik Abf2’ninki ile de ayni oldugu
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goriilmiistiir.  Anoxybacillus  kestanbolensis  AC26Sari’den elde edilen a-L-
arabinofuranosidazin p-nitrophenyl a-L-arabinofuranosid substrati i¢in K, ve Vmax
degerleri sirasiyla; 0,139 mM ve 1,019 U/mg olmakla birlikte hem Abfl hem de Abf2
enziminin Km degerinden diisiiktiir, bundan dolay1 da afinitesi daha yiiksektir (Canakg1
vd., 2008). Anoxybacillus kestanbolensis AC26Sari’den elde edilen a-L-
arabinofuranosidazin arabinan substrati i¢in Ky, degeri ise; 5,21 mg/ml’dir. Bu deger de
Geobacillus stearothermophilus 12’nin Abfl ve Abf2 enzimler ile karsilastirildiginda daha
diisiik bir afiniteyi gostermektedir (Canakg1 vd., 2008). Bir baska bakteri olan Geobacillus
caldoxylolyticus TK4’iin a-L-arabinofuranosidazinin optimum sicakliginin Geobacillus
stearothermophilus 12’nin hem Abfl’inkinden hem de Abf2’ninkinden yiiksek oldugu pH
degerinin ise; Abfl’inkinden diisiik Abf2’ninkinden ise; yliksek oldugu goriilmiistiir
Ayrica bu bakterinin p-nitrophenyl-a-L-arabinofuranosid substrati igin Km degeri 0,17
mM olup Abfl ve Abf2’den yiiksek bir afiniteye sahip oldugu gosterirken; Vmax degeri
588,2 U/mg olup, Abfl ve Abf2’den yiiksektir. Geobacillus caldoxylolyticus TK4’iin a-L-
arabinofuranosidazinin arabinan substrati i¢in Kpy Ve Vs degerlerinin ise; 67,56 mg/ml ve
0,0148 pmol oldugu goriilmiistiir. Buna gore; Abfl ve Abf2 enzimlerinin afinitelerinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Canake1 vd., 2007).

Geobacillus stearothermophilus 12’nin Abfl ve Abf2 enzimleri ile Geobacillus
stearothermophilus  T6 enzimleri pNPo-L-AF’1 pargalayabilirken diger pNP-
glycosides’leri hidroliz edememektedirler. A. kestanbolensis AC26sari enzimleri ise;
PNPa-AF ve arabinani pargalamakta olup pNPa-AF ve arabinan i¢in Ky, degeri ise; 0,139
mM ve 5,21 mg/ml’dir. Geobacillus stearothermophilus 12’nin Abfl ve Abf2 enzimlerinin
arabinan igin K, degerleri ise; 4,74 pg/ml ve5.49 ug/ml, Vyax degerleri ise; 20,052 U/mg
ve 77,82 U/mg’dir. Bu degerler dikkate alindiginda A. kestanbolensis AC26sari enziminin
afinitesinin hem Abfl’den hem de Abf2’den yiiksek oldugu goriilmiistiir. Buna karsilik
Geobacillus caldoxylolyticus TK4 arabinofuranosidaz enzimi de hem pNP-a-D-
ksilopiranosid’i hem de pPNPaAF’1 hidroliz edebilmektedir.

PNPoAF substrat olarak kullanildiginda Geobacillus stearothermophilus 12’nin
Abfl’inin Ky, degeri 0,31£0,04 mM ve Vmax degeri 290 U/mg olarak hesaplanmistir.
Geobacillus stearothermophilus 12°nin Abf2’sinin Ky, degeri 0,23+0,03 mM ve Vmax
degeri 213,2 U/mg olarak hesaplanmistir. Bu K, degerleri agindan Geobacillus
stearothermophilus 12’nin Abfl ve Abf2’sinin diger baz1 bakteriyal arabinofuranosidazlar

ile karsilastirildiginda onlara yakin bir Ky, degerine sahip oldugu goriilmektedir. Soyleki,
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PNPoAF substrat olarak kullanildiginda G. stearothermophilus T6 ve L1, Geobacillus
caldoxylolyticus AbfATK4 ve Ruminococcus albus 8’in Ky, degerleri 0,42 mM; 0,22 mM,
0,17 mM ve 1,6 mM’dir. Thermomicrobia cinsi bakterinin o-L-arabinofuranosidaz
enziminin Ky, degeri ise; 0,6 MM ve Vpmax degeri 122 U/mg’dir. Buna gore en yiiksek
afiniteyi ise; Geobacillus caldoxylolyticus AbfATK4 gostermektedir.

Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abfl ve Abf2 enzimlerine metal
iyon etkisine bakildiginda da; Abfl enziminin aktivitesinin kullanilan kimyasallardan
sadece EDTA ile %30 civarinda azaldig1 diger kimyasallar ise aktivite lizerinde ¢ok bariz
bir artma ya da azalma olmadigi gozlenmistir. Geobacillus stearothermophilus 12
bakterisinin Abf2 enziminin aktivitesinin ise Mg**, Cu** ve Co?* metal iyonlar1 varliginda
tamamen ya da kismen inhibe oldugu gdzlenmistir. Ayrica EDTA, DTT, Na*, ve Ca’*’nin
ise Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abf2 enziminin aktivitesinde %15-20
arasinda bir azalmaya neden oldugu gozlenmistir. PB-merkaptoetanol ise; Abf2’nin
aktivitesinde artisa neden olmustur. Genel olarak bakildiginda Cu®*, ve Zn** metal
iyonlarmin arabinofuranosidazlar igin inhibitdr etkilerinin oldugu bilinmektedir ancak
bunlardan higbirisi Abfl’in {izerinde bir etki meydana getirmemistir. Geobacillus
stearothermophilus T-6 Abf’sinde Ca*’un inhibitér etkiye sahip oldugu bilinmekte olup
benzer bir etki de Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin Abf2 enziminde
gorilmektedir. Abf2’nin EDTA gibi selatlayict kimyasallardan etkilenmesi onun bir

metaalloprotein olabilecegini gostermektedir.



5. SONUCLAR

Bu calismada Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisine ait iki adet o-L-
Arabinofuranosidaz geni oldugu bulundu. Bu iki gen abfl ve abf2 olarak
isimlendirilmektedir. Bu iki gen ayr1 ayr1 klonlanip, ekspres edildi. Ekspresyonun ardindan
bu enzimlerin karakterizasyon islemleri gergeklestirilerek, optimum aktivite gosterdikleri
pH ve sicaklik degerleri, kararli olduklar1 pH ve 1s1l degerleri, inhibitor ve aktivitor etkisi
ve kinetik parametreleri gibi 6zellikleri belirlendi.

Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin sahip oldugu abfl ve abf2 proteinleri
hem native jelde goriintilendi hem de yapilan aktivite ¢aligmalart sonucunda ortaya
cikarildi. Geobacillus stearothermophilus 12 bakterisinin abfl genine ait 1509 baz ciftlik
DNA parcast ve abf2 genine ait 1518 baz ¢iftlik DNA pargas1 tasarlanan primerler
yardimiyla invers PCR ile ¢ogaltildi ve p-GEMT-Easy klonlama vektdriine klonlanarak
baz dizisi belirlendi. Daha sonra bu genler His Taq kuyrugu igeren bir ekspresyon vektorii
olan pET28-a(+)’ya N-terminalinde bir histidin kuyruk igerecek sekilde klonlandi ve
ekspresyonu gergeklestirildi. Ekspreslenen protein Ni-NTA kromatogafisi ile saflagtirildi.
Saflagtirmanin ardindan abfl ve abf2 proteinleri molekiiler agirliklarinin tespiti icin SDS-
PAGE finitesine yiiklenmis, abfl proteininin molekiiler agirligi 57 kDa, abf2 proteininin
molekiiler agirligi ise; 56 kDa olarak tespit edilmistir. Bu iki enzimin SDS-PAGE ile
agirliklarinin birbirlerinden ¢ok farkli goriilmesinin sebebi olarak; anyonik yiiklii SDS’in
bu enzimlerin farkli iyonik yiike sahip aminoasitlerine baglanma kuvvetinin degismesi
gosterilebilir.

Geobacillus stearothermophilus 12’ye ait saf abfl ve abf2 enzimleri kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda, abf1’in optimum pH degerinin 6,5; optimum ¢alisma sicakliginin ise,
65°C oldugu; abf2’nin optimum pH degerinin 5,5; optimum ¢alisma sicakliginin ise, 50°C
oldugu tespit edildi. Her iki enzimin, substrat olarak kullanilan p-nitrophenil-a-L-
arabinofuranosid ile gergeklestirilen kinetik ¢alismalarda bu substrat i¢in K, degerlerinin
abfl ve abf2 i¢in sirayla 0,31+£0,04 mM ve 0,23+0,03 mM oldugu ve Vmax degerlerinin ise
abfl ve abf2 i¢in sirayla 290 U/mg ve 213,2 U/mg oldugu belirlendi. Her iki enzimin,
substrat olarak kullanilan arabinan ile gerceklestirilen kinetik ¢alismalarda bu substrat i¢in
Km degerlerinin abfl ve abf2 i¢in sirayla 4,74 pg/ml ve 5,49 pg/ml oldugu ve Vmax
degerlerinin ise; 20,052 U/mg ve 77,82 U/mg oldugu belirlendi. Her iki enzim pH ve 1s1l
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kararliliklar1 agisindan karsilastirildiginda ise; abfl enziminin aktivitesinde pH 6-11
arasinda 72 saat inkiibasyon sonunda herhangi bir aktivite kaybinin olmadigi tespit
edilirken, abf2 enziminin ise pH 10 civarlarinda 48 saate kadar kararliligin1 korudugu
ancak diger pH degerlerinde ise kararliliginin ¢ok iyi olmadig tespit edildi.

Geobacillus  stearothermophilus  12°’nin  Abfl’inin  aktivitesinin, kullanilan
kimyasallardan sadece EDTA ile %30 civarinda azaldigi, Mg®, Cu** ve Co* metal
iyonlar1 ile B-merkaptoetanol varliginda aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir. Geobacillus
stearothermophilus 12’nin Abf2 aktivitesine bakildiginda ise; Mg®*, Cu** ve Co®" metal
iyonlar1 varliginda aktivitede biiyiik 6l¢lide azalma oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda
Ca’’, Na* ve EDTA’nin da Geobacillus stearothermophilus 12°nin Abf2’sinin
aktivitesinde %15-20 arasinda bir azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Mn*2, DTT ve B-
merkaptoetanol ise; Abf2’nin aktivitesinde artisa neden olmustur.

Abfl ve abf2 enzimleri substrat spesifiklikleri agisindan karsilastirildiginda ise; her
iki proteinin de p-nitrophenil-a-L- arabinofuranosid disinda herhangi bir substrata karsi

aktivitesinin olmadig1 goriilmiistiir.



6. ONERILER

Termofilik bakteriler ve bu bakterilerin sahip olduklar1 termofilik enzimler hem
bilimsel hem de endiistriyel agidan olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii bu termofilik bakteriler ve
termofilik enzimleri; kimyasal hammadde ve yakit iiretiminde, atiklarin biyolojik
doniisiimiinde, enzim teknolojisinde ve tek hiicre proteinlerinin {iretiminde
kullanilmaktadirlar. Termofilik bakterilerin enzimlerinin bu kadar ilgi ¢ekici olmasinin en
onemli sebeplerinden biri yiiksek sicaklikta sahip olduklar1 1sil kararliliktir. Bu durum
termofilik bakterilere olan ilgiyi artirarak, degisik enzimlerinin de bulunmasini veya
mevcut olanlarin detayli bir sekilde incelenmesine imkan verebilir. Bu enzimler arasinda
en ilgi cekici olan ise; arabinofuranozidazlardir. Arabinofuranozidazlar; yenilenebilir ve
stirdiiriilebilir bir enerji kaynagi olan bitki hiicre polisakkariti hemiselulozlarin yikiminda
kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda tizerinde durulan a-L-arabinofuranozidazlar da
optimum verimlilik i¢in yliksek sicakliga gerek duymaktadir. Abfl ve Abf2 olarak iki tipi
bulunan bu termofilik enzimin daha detayli incelenerek, endiistriyel kullanim alanlarinin
daha da genisletilmesi miimkiin olabilir. Bu tez kapsaminda iizerinde c¢alisilan Abf
enzimleri Geobacillus cinsi bir bakteriden elde edilmistir. Dolayisiyla bakteri iizerinde
gerceklestirilebilecek ¢esitli mutasyonlar ile sahip olduklari bu enzimlerin veya baska
enzimlerinin pH araliklari, metal iyon etkinligi ve diger ¢aligma kosullar1 degistirilebilir ya
da iyilestirilebilir. Ayrica, her iki enzim ayr1 ayri ele alinarak, calisilarak ve mutasyona
tabii tutularak bakteri tizerindeki etkileri arastirilabilir. Boylece daha kapsamli arastirma,
gelistirme c¢alismalar1 ile aynmi enzimin degisik Ozelliklere sahip tipleri meydana

getirilebilir.
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