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Yiksek Lisans
OZET

YUKSEK SICAKLIK ve pH’DA AKTIF YENI BIR KIMERIK KSILANAZIN
OLUSTURULMASI ve KARAKTERIZASYONU

Merve TUNCEL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali
Danigman: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2014, 66 Sayfa, 12 Ek Sayfa

Bu ¢alismada, Bacillus halodurans C-125 ve Geobacillus sp. TF16 ksilanaz genleri
PCR’la ¢ogaltildi. Bu genler PGEMT-Easy vektoriine klonlandi ve sekans analizi yapilarak
istenen gene ait diziler olduklari belirlendi. Daha sonra B. halodurans C-125 bakterisine ait
ksilanaz geni E. coli ekspresyon vektorii olan pET20b(+)’ye aktarildi. Fakat B. halodurans
C-125 ksilanazinda ekspresyon goriilmedi. Geobacillus sp. TF16 ksilanaz geni ise
pET20b(+) vektoriine aktarilamadigindan, ksilanaz proteini bakteriden dogrudan elde
edildi. TF16 ksilanazi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisimi kolon kromatografisi
kullanilarak saflastirildi. TF16 ksilanaz enzimi optimum pH, optimum sicaklik ve kinetik
parametreler agisindan degerlendirildi. Enzimin optimum pH’si; 9.0, optimum sicakligt; 70
°C, Km; 6,86+ 0,615 mg/ml, Vmax; 720,24+ 22,99 U/mg olarak hesaplandi.

B. halodurans C-125 ve Geobacillus sp. TF16 ksilanaz genleri kullanilarak DNA
shuffling yontemini temel alan bir yaklasimla kimerik ksilanaz genleri olusturuldu. Bu
kimerik genler; GeolnH2CTer, GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 olarak
isimlendirildi. Kimerik genler pET28a(+) ekspresyon vektoriine aktarilarak, E. coli BL21
(DE3) susu igerisinde c¢ogaltildi. Aktarim sonucunda  GeolntraH2Int3  ve
GeolntraH2Int4’de ekspresyon gorulirken, GeolnH2CTer, GeolnH2CTer2*de ekspresyona
rastlanmadi. GeolntraH2Int3’lin optimum sicakligi 60 °C, pH’s1 8,0, GeolntraH2Int4’lin

optimum sicakligi 50-60 °C, optimum pH’s1 ise 8,0-10,0 olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Bacillus halodurans C-125, Geobacillus sp. TF16, DNA shuffling,
Kimerik gen

Vil



Master Thesis
SUMMARY

CONSTRUCTION and CHARACTERIZATION OF A NEW CHIMERIC XYLANASE
ACTIVE AT HIGH TEMPERATURE and pH

Merve TUNCEL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2014, 66 Pages, 12 Appendix Pages

In this study, the xylanase genes of Bacillus halodurans C-125 and Geobacillus sp.
TF16 were amplified with PCR. These genes were cloned into the pPGEMT Easy cloning
vector and the sequences of the genes were revealed. After that the B. halodurans C-125
xylanase gene was cloned into pET20b(+) expression vector, but there was no expression
in B. halodurans C-125 xylanase gene. Because Geobacillus sp. TF16 xylanase gene can't
transferred into pET20b(+) vector, the protein harvested directly from bacteria. The
purification of TF16 xylanase has been performed by ammonium sulphate precipitation
and ion-exchange column chromatography. Optimum pH, optimum temperature and
Kinetic parameters of the enzyme were determined. Optimum pH was 9.0, optimum
temperature was 70 °C and Km, Vmax values were 6,86 + 0,615 mg/ml, 720,24 + 22,99
U/mg, respectively.

Chimeric xylanase genes were constructed from B. halodurans C-125 and
Geobacillus sp. TF16 genes with a method based on DNA shuffling. These chimeric genes
were named as GeolnH2CTer, GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3 and GeolntraH2Int4.
Chimeric genes were cloned into pET28a(+) expression vector. GeolntraH2Int3 and
GeolntraH2Int4 were succesfully expressed in E. coli BL21 (DE3), but there was no
expression for GeolnH2CTer and GeolnH2CTer2. Optimum temperature of
GeolntraH2Int3 and GeolntraH2Int4 were 60 °C, 50-60 °C and optimum pH of them were
8,0 and 8,0-10,0, respectively.

Key Words: Bacillus halodurans C-125, Geobacillus sp. TF16, DNA shuffling, Chimeric
gene
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1. GENEL BILGILER

1.1 Giris

Reaksiyonlar1 hizlandiran ve kolaylastiran biyolojik katalizorler olan enzimler,
hiicreler tarafindan genetik kontrol altinda hiicre i¢inde sentezlenen organik molekillerdir
(Zaborsky, 1973).

Enzimler, canli i¢in yasamsal 6nemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroliinde rol
alirken, bir yandan da organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak,
katalizledikleri reaksiyonlardan da deg§ismeden c¢ikarlar. Bu nedenle, her enzim bir
biyokatalizordur. Kuramsal olarak enzimler belli bir tepkimeye girip, bir degisiklige
ugramadan ¢iktiklar1 i¢in, enzimlerin siirekli olarak ayni tiirden tepkimelere katilabilecegi
diisiiniilmesine ragmen gercekte durum boyle degildir, ¢linkili enzimlerin de bir dmrii vardir
(Sagiroglu, 1999; Tokgoz, 2013).

Binlerce yildir icecek, ekmek ve peynir yapimi gibi islemlerde varligi ve gorevi
bilinmeden kullanilan enzimlerle ilgili ilk bulgular eski Misira kadar dayanmaktadir. Yakin
tarihte ise Dogu’da bir¢cok gida fermentasyonu i¢in ipliksi mantarlar enzim kaynagi olarak
kullanilirken, Batida 1896’da ger¢ek modern mikrobiyal enzim teknolojisi ‘takadiastase’in
ticaretinin yapilmasiyla baglamistir (Smith, 1996).

Organik kimyada kullanilan metotlar ile gerceklestirilmesi cok giic olan bir¢ok
reaksiyonun uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla gergeklesmesi, enzimlerin canli
hiicrelerden izole edilerek ¢esitli amaglar i¢in kullanilmasi fikrini de dogurmustur (Cevher,
2010).

Boylelikle endiistriyel boyutta iiretimi ve kullanimi giderek 6nem kazanan enzimler,
gunimuzde bitkisel ve hayvansal dokulardan ve genel olarak mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bununla beraber, daha hizli ¢cogalmalari, gelisme kosullarinin kontroliiniin
kolay olmasi ve iiretimlerinin mevsimlere bagli olmamasi gibi nedenlerle
mikroorganizmalar ticari enzimlerin Gretiminde tercih edilen 6nemli kaynaklar haline
gelmislerdir (Ince, 2006). Giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %901
mikroorganizmalarin fermentasyonu ile tretilmektedir (Godfrey ve West, 1996; Aygan,
2008).



Enzim kaynag: olarak mikroorganizmalarin tercih edilmesinin nedenlerinin basinda;
mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yliksek olmasi, istenmeyen
yan iriin olusturmamalari, daha kararli ve daha ucuz olmalari, biiylik miktarlarda ve
yiiksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmalaridir (Cevher, 2010).

Lignoseltlozik materyaller seltiloz, hemiseliiloz ve lignin olmak Uzere U¢ temel
bilesenden olusmaktadir. Hemiseliilozun biiyiik bir ¢cogunlugunu ksilanlar olusturmakla
birlikte, arabinan, galaktan ve mannan bilesenlerini de icermektedir. Heteropolisakkarit
yapidaki ksilanin temel bilegenini B-1,4 bagli monomer ksiloz birimleri olmakla birlikte,
arabinoz, mannoz, glikoz ve ramnoz gibi monosakkaritler de yapt olusumuna
katilmaktadirlar (Erdogan ve Akpinar, 2008).

Biyoteknolojide ve endiistriyel alanlarda ksilanazlar, klor kullanimimi en aza
indirerek kagit hamurunun biyobeyazlatilmasinda; hayvan yem endiistrisinde hayvanin
yemden daha iyi yararlanarak performansii arttirarak kilo artigini saglamada; ekmegin
hacimsel artisinda; meyve suyu, bira gibi iceceklerin berraklastirilmast amaciyla gida
endiistrisinde; lignoseliilozik materyallerin doniisiimii sonucunda biyoyakit {iretilmesi gibi

pek cok endiistriyel alanda kullanilmaktadir (Subramaniyan ve Prema, 2002; Giider, 2014).

1.2. Termofilik Organizmalar

Son yillarda yapilan analizler ve bilgiler 1s18inda diinya iizerinde yasayan canlilar
arkealar, bakteriler ve Okaryotlar olmak iizere lic ana domain altinda toplanmaktadir
(Wosse vd., 1990). Termofilik bakteriler genellikle arkea sinifina aittirler.

1970’11 yillarin sonunda kesfedilen arkealar, asir1 1s1, asir1 tuz gibi ¢ok ekstrem
kosullarda yasayabilme 6zelligine sahiptirler. Cogu arkea, ekstremofildir. Arkealar tercih
ettikleri habitatlarina gbére bes gruba ayrilirlar. Bunlar tuzsevenler (halofiller),
metanojenler, stlfir indirgeyenler, termofiller ve psikrofillerdir (URL-1).

Bakteriler iireyebildikleri uygun sicakliklara gore smiflandirildiginda ise ii¢ grup
altinda toplanirlar. Psikrofiller -10 ila 15 °C gibi diisiik sicakliklarda yasayabilirken,
mezofiller normal ortam sicakliklarinda (15-50 °C) g¢ogalabilen bakterilerdir. Termofiller
ise genel olarak 50 °C’nin lizerinde yasayabilen bakterileri kapsayan gruptur (Tokgoz,
2013). Termofilik organizmalar yiiksek sicakliklarda yasamaya adapte olup kendi
aralarinda zorunlu termofiller (45-65 °C) ve ekstremtermofiller (85 °C) seklinde de

ayrilirlar.



Tablo 1. Mikroorganizmalarin minimal, optimal ve maksimal {ireme sicakliklarina

gore simiflandirilmasi (Arda, 2000).

Mikroorganizma Minimum °C Optimum °C Maksimum °C
Psikrofiller -5-5 15-30 19-35
Mezofiller 10-15 30-45 35-47
Fakdltatif Termofiller 37 45-55 70

Zorunlu Termofiller 40-45 55-75 60-80
Ekstrem Termofiller 60 75-80 85-110

1.3. Termofilik Organizmalarin Sicakhiga Adaptasyon Mekanizmalari

Genellikle ekstrem sartlarda yasayan termofilik bakteriler, yiiksek sicaklikta
yasayabilme yetenegine sahip, oksijen isteklerine gore anaerob veya fakiiltatif anaerob
olabilen, cubuk, disk yada eliptik morfolojilere sahip mikroorganizmalar olarak
tamimlanmaktadirlar (URL-2). Termofilik bakterilerin yapisinda yiiksek sicakliga uyum
saglamak icin baz1 yapisal degisiklikler meydana gelmistir. Bu degisiklikleri de DNA,
protein ve hiicre membran yapilarinda farkli mekanizmalar gelistirerek ortama adaptasyon
saglamigslardir.

Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve bilesenleri
(enzimler, proteinler, nukleik asitler vb.) yuksek sicakliga dayaniklidir (65-85 °C).
Termofil bakterilerde DNA giraz (reverse giraz) adi verilen DNA’da pozitif siipersarmallar
olusturan bir enzim bulunur (URL-3). Bu enzim DNA’nin erime noktasini yiikselterek,
bakteriyi termal denatiirasyona karsi daha direngli hale getirir. Ayrica DNA’ya baglanan
histon ve histon benzeri proteinler de, DNA’nin yiiksek sicakliklarda cift zincirli yapida
kalmasinda etkilidir (Lopez vd., 1999; Tokgoz, 2013). DNA’larinin yani sira RNA’larida
yapilarinda ve niikleotid siralarinda meydana gelen bazi degisikliklerle kararlilik kazanir.
Cogu termofilik organizmanin RNA’larindaki G+C ¢iftlesmesi fazladir ve bunlarda G-U
ciftlesmesi, yanhs eslesmeler, cikintilar ve diger bazi diizensizlikler goériilmez. Bu gibi
yapilar mezofillerin RNA’larina esneklik kazandirir. Termofillerin RNA’lar1 genellikle

ilave dizilere sahip degildir ve kisadir. Bu sekildeki daha kisa diziler ¢ikintilarin olma



ihtimalini azaltir. Ayrica baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bdlgelerindeki
degismeler RNA’lar1 kararli hale getirebilirler (Canake1, 2003).

Bunun yaninda termofiller non-termotolerant organizmalarin kullandig elektrostatik
disiilfit kopriisii ve hidrofobik etkilesimler gibi artan etkilesimleri kullanarak yiiksek
sicakliklara tolerans gdstermektedirler (Fujiwara, 2002). Tuz kopriileri sayisindaki artisin
yani sira termofilik bakteri proteinlerinde yikli aminoasit (Arg, Lys, His, Asp ve Glu)
igeriginde artis goriiliirken, denatiirasyona sebep olan asparagin ve glutamin igeriginde

azalma goralur (Haney vd., 1999).

1.4. Termostabil Enzimlerin Onemi

Termostabilite, butin proteinlerde bulunan elektrostatik etkilesimler (hidrojen
baglari, iyon ¢iftleri), hidrofobik etkilesimler ve bazi aminoasitlerin degisimiyle elde edilen
birgok kiigiik yapisal modifikasyonlar ile kazanilan ozellikler olarak tanimlanmaktadir
(Scandurra vd., 1998). Protein termostabilitesi, hem bilimsel hem de endistriyel alanlarda
bliylik 6neme sahip olmasina, teorik ve deneysel arastirmalarin temelini olusturmasina
ragmen, heniiz aydinlatilmamis bir¢ok nokta bulunmaktadir (Vogt vd., 1997). Bu nedenle
son yillarda proteinlerin kararliligini ve termostabilitesini arttirmaya yonelik pek ¢ok
calisma yapilmaktadir.

Termofilik mikroorganizmalarin hiicre bilesenlerinin termal kararli olmalarinin
yaninda, asir1 derecede asidik ve alkali sartlarin denatiirasyonuna kars1 da direngli olmalari
biyoteknolojik 6nemlerinin giinden giine artmasina neden olmaktadir (Haki ve Rakshit,
2003). Termofilllerden elde edilen termostabil enzimlerin, mikroorganizmalarin gelisme
sicakliklarindan daha yiiksek sicakliklarda bile kararli olduklari ve termofil enzimlerinin
daha saglam olduklar1 Sabato ve ark. (1999) tarafindan belirlenmistir.

Yiiksek sicakliklarda polimerik subsratlarin ¢6ziiniirliiklerinin artmasi ve istenmeyen
komplikasyonlara yol agan kontaminasyon riskinin yliksek sicakliklarda azalmasi gibi
nedenler dolayisiyla da biyoteknoloji ve endiistride termofilik organizmalarin kullanimi

artmistir (Giil-Glven, 2004).



1.5. Bacillus ve Geobacillus Cinsleri

1.5.1 Bacillus cinsi

Bacillus cinsi mikroorganizmalar Carl Woese tarafindan Eubakteri domaini igerisine
dahil edilmistir (Woese 1999; Tekin, 2008). Bacillus cinsi Gram pozitif, spor olusturabilen,
cubuk seklinde, aerob veya fakiiltatif aerob, katalaz pozitif mikroorganizmalardir (Claus ve

Berkeley, 1986).

1.5.2. Geobacillus Cinsi

Geobacillus cinsi, 6nceleri Bacillus cinsi igerisinde yer alirken, yapilan fizyolojik ve
genetik aragtirmalar 1s181nda farkli bir cinse ait oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu cins Nazina ve
ark. tarafindan 2001 yilinda bakteri sistematigine kazandirilmistir.

Bu cinse ait bakteriler Gram pozitif, aerobik veya fakultatif aerobik, hareketli,
endosporlu ve termofilik bakterileri icermektedir. Bu cinsin Gyeleri, diinya Uzerinde
termofilik ve mezofilik cografik bolgelerde genis yayilim gosterirler (McMullan vd., 2004;
Cevher, 2010).

Geobacillus cinsini Bacillus cinsinden ayiran en 6nemli 6zellik 16S rRNA gen
siralaridir. 16S rRNA gen dizin analizlerini temel alan ¢aligmalara gore, Geobacillus cinsi
ile Bacillus cinsi tiyeleri arasinda % 95’den daha az bir benzerlik bulunmaktadir. Fakat
Geobacillus cinsi kendi iiyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi % 96,5 ve % 99,2
arasindadir. Bundan dolay1r 16S rRNA gen dizi analizleri Geobacillus cinsine ait tlrlerin
aymriminda gecerli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflandirmalarda énemli rol oynar

(Banat, 2004; Cevher, 2010).

1.6. Ksilanlar

Dogadaki temel depolanmis karbon kaynagini igeren bitki hiicre duvarlari, seliiloz
(B-1,4-glukan’dan olusan ¢ozlinmeyen fibriller), hemiseliilloz (mannan ve ksilan gibi
selillozik olmayan polisakkaritler) ve ligninden olusmaktadir. Bu yapilar genel olarak

lignoseliiloz olarak isimlendirilmektedir (Thomson, 1993; Altun, 2012).



Hemiseliiloz, tabiatta selillozdan sonra en yaygin bulunan polisakkarit olup
lignoseliilozik yapida kuru agirligin % 22’sini olusturur (Biely, 1984; Puls ve Schseil,
1993). Hemiseliilozlarin yapisini olusturan temel polisakkaritlerden olan ksilanlar, seliiloz
ve lignin ile beraber bitki hiicre duvarlarinin ana kompozisyonunu olustururlar. Ksilanin ya
da hemiseliilozun lignin ve seliiloz arasina yerlesmesi seliilozun biitiinliigliniin devami ve
seliilaz degredasyonuna karsi liflerin korunmasi agisindan 6nemlidir (Beg vd., 2001,
Cevher, 2010).

Esas olarak B-1,4 bagli D-ksilopiranoz iinitelerinden olusmus olan ksilanlar,
cogunlukla zincir yapida farkli gruplar iceren, ¢ok dallanmis polimerik
heteropolisakkaritlerdir (Beg vd., 2001; Ince, 2006). Asetil, arabinozil, galaktozil ve
glukuronozil gruplar1 ksilanin omurgasini olusturan temel yapiya bagli gruplardan en
yaygin olanlaridir (Wong vd., 1988; Beg vd., 2001; Ince, 2006) (Sekil 1). Ksilan, esparto
¢imeni ve tiitinde homoksilan olarak bulunur. Bundan bagka, bazi deniz alglerinde 3-1,3
bagli ksiloz omurgasina sahip olan ksilanlarin bulundugu; ¢imenlerde ve yillik bitkilerdeki
ksilanin ise arabinoksilan yapisinda oldugu bildirilmistir (Beg vd., 2001). Ksilan bunun

disindaki biitiin bitkilerde heterojen yapidadir.
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Sekil 1. Misir kabuguna ait heteroksilan yapisi (Saha, 2000; Cevher, 2010)



Ksilanlarin yapisi, yumusak odundan sert oduna ve bitki tiirlerine gore degisiklik
gostermektedir (Seyis, 1997). Sert odunlarda ksilan orani toplam kuru agirligin % 15- 30°u
arasinda ve ‘asetil-4-0-metilglukuronoksilan’ yapisindadir. Yapida asetil gruplarin olmasi,
suda c¢oOziinirligli etkilemektedir ve alkali ile ekstraksiyonla asetil gruplar
giderilebilmektedir (Beg vd., 2001; ince, 2006). Yumusak odunlarda, ksilan oran1 daha
azdir ve toplam kuru agirligin % 7-12’si kadardir. Yumusak odun ksilani, ‘arabino-4-o-
metilglukuroksilan’ {initelerinden olusmustur, yumusak odun ksilan1 sert odun
ksilanlarindan daha ¢ok 4-ometilglukuronik asite sahiptirler (Wong vd., 1988, Seyis, 1997;
Ince, 2006). Ayrica yumusak odun ksilanlar1 sert odun ksilanlarindan daha kisa zincirli ve

daha az dallanmislardir (Beg vd., 2001).

1.7. Ksilanazlar

Ksilanaz enzimleri, ksilandaki -1,4-D-ksilozidik baglarini zincirin i¢ kisimlarindan
hidrolizleyen glikosidazlardir  (o-glikozid hidrolazlar; E.C. 3.2.1). Aminoasit
benzerliklerine bakildiginda, ksilanazlarin glikozil hidrolaz 10 ve 11 ailesine ait oldugu
goralir (Shibuya vd., 2000). Bunlar, hiicre metabolizmasi igin karbon kaynaginin
saglanmasinda ve bitki patojenlerince bitki hiicresinin enfeksiyonunda gerekli olan
enzimlerdir ve dogada yaygin olarak bulunurlar (Collins vd., 2004; Ince, 2006).

Ksilanin kompleks yapisi sebebiyle hidrolizinde pek ¢ok farkli enzim gorev alir.
Ksilan pargalayici enzimlerinden bazilart sunlardir (Gilbert ve Hazlewood 1993; Collins
vd., 2004; Ince, 2006) (Sekil 2);

* B-1,4-endoksilanazlar (B-1,4—D-ksilanazlar; -1,4-D-ksilan ksilanohidrolazlar; E.C.
3.2.1.8),

* B-D-ksilozidazlar (B-1,4-D-ksilozid ksilohidrolazlar; E.C.3.2.1.37),

* a-L-arabinofuranosidazlar (E.C. 3.2.1.55),

* a-D-glukuronidazlar (E.C. 3.2.1.139),

* Asetil-ksilan esterazlar (E.C.3.1.1.72)

* Ekz0-B-1,4-ksilanazlar (a - 1,4-D-ksilan ksilohidrolazlar ).
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Sekil 2. Ksilan parcalayici enzimlerin ksilan omurgasindaki etki noktalar
(Collins vd., 2004).

Bu enzimlerden en oOnemlisi [-1,4-endoksilanazlar’dir. Endoksilanazlar, ksilan
omurgasindaki i¢ glikozid baglarini hidroliz eder ve ksilan ana iskeletindeki B-1,4 bagin
kirarak ksilooligosakkaritleri iiretir. Bu oligosakkaritler de daha sonraki hidroliz siirecinde
B-1,4-ksilosidaz enzimi ile D-ksiloza dondstiiriiliir (Cevher, 2010). Ekzoksilanazlar ise
endoksilanazlarin etkisi sonucunda olusan ksilooligosakkaritleri hidrolize ederler ve bu
yolla ksilanin hidroliz oran1 yiikseltilmis olur (Wong vd., 1988). Asetil ksilan esteraz, a-L-
arabinofuranozidaz, a-D-glukuronidaz ve galaktozidazlar ise ksilanin yan gruplarimi ana

zincirden kopartarak serbest kalmalarini saglar (Aygan, 2008; Altun, 2012) .

1.8. Farkh Ksilanaz Kaynaklari

Ksilanazlarin en dnemlilerinden olan endoksilanaz enzimi, genel olarak bakteri ve
mantarlar gibi mikroorganizmalar tarafindan {iretilir. Ksilanazlarin; L-sorboz, bazi
ksilooligosakkaritler, ksiloz ve lignoseliiloz birimleri gibi bilesiklerle indiiklendikleri ve
bakteriler, funguslar, protozoalar, algler, karindanbacaklilar ve antropodlar1 da i¢ine alan
bir grup organizma tarafindan iretildikleri bildirilmistir (Beg vd., 2001).

Bununla birlikte, bitkisel kokenli endoksilanazlarin da bulundugu ve bazi meyvelerin
asirt olgunlasma donemi sonunda, c¢ekirdeklerin ¢imlenmesi sirasinda Tretildikleri

saptanmistir. Su yumusakcalar1 dahil, baz1 gelismis hayvanlarda da ksilan {iretiminin



gerceklestigi bilinmektedir (Cevher, 2010). Ksilanaz iireten birgok ksilanolitik mantar
(Trichoderma spp., Aspergillus spp.) ve bakteri turleri (Bacillus spp.) tanimlanmustir.
Thermomyces lanugiosus (Schlacher vd., 1996), Clostridium thermocellum (Royer vd.,
1989) ve aktinomiset Thermomonaspora alba (Blanco vd., 1997) tarafindan iiretilen
termofilik ksilanazlar da bulunmaktadir.

Endiistriyel fermentasyonlarda kullanim yaygimligi acisindan en ¢ok c¢alisilan
bakteriyel ksilanaz ireticisi Bacillacea’dir (Pham vd., 1998) (Tablo 2). Bacillacea
fermentasyonlarindan ~ yiiksek  miktarda  ksilanaz  {iretimini ~ saglamak, bu

mikroorganizmanin endiistriyel uygulamalarda kullanimi agisindan 6nemlidir.

Tablo 2. Bacillaceae familyasina ait ksilanazlarin fizikokimyasal 6zellikleri (Cevher,

2010).

Mikroorganizma Mw (kDa) (SDS-PAGE) | Opt. Sicaklik | Opt. pH
Bacillus halodurans C-125 31 kDa 60 °C 6.0- 8.0
(Akita ve ark., 2005)

Geobacillus sp. 7, 45 kDa 70 °C 7.5
(Cevher, 2010)

Anoxybacillus sp. E; 38.8 kDa 65 °C 7.8
(Wang ve ark., 2009)

Geobacillus sp. MT-1 62 kDa 70 °C 7.0
(Wu ve ark., 2006)

Geobacillus thermoleovorans _ 70 °C 7.0
(Sharma ve ark., 2006)

Bacillus sp. C-14 61 kDa 50 °C 11.0
(Aygan, 2008)

Bacillus circulans BL53 22-45 kDa 40-80 °C 5.0-8.0
(Xandro Heck ve ark., 2006)

Bacillus sp. 80 kDa 50 °C 10.0
(Kim ve ark., 2005)

Bacillus subtilis B10 _ 50 °C 6.0
(Huang ve ark., 2005)

Bacillus sphaericus JS1 42 kDa 60 °C 8.0
(Singh ve ark., 2004)

Bacillus sp. BP-7 24 kDa 60 °C 6.0
(Gallardo ve ark., 2003)

Bacillus sp. KSM- N252 50 kDa 55 °C 10
(Endo ve ark., 2001)

Bacillus spp. CH43 40 kDa 65 °C 5.0-6.5
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1.9. Ksilanazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlar:

Pek c¢ok enzimin hiicre iginde iiretildikten sonra hiicre disina salindiginda da
caligmaya devam etmesi, enzimlerin endiistriyel uygulamalarda da kullanilabilecegi fikrini
dogurmustur. Ozellikle mikroorganizmalardan elde edilen ksilanolitik enzimler, bircok
endistriyel islemlerde biyoteknolojik potansiyellerinden dolayr biiyiik bir ilgi odag:
olmustur.

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine bakildigi zaman,
alkalin proteaz % 25, diger proteazlar % 21, amilaz % 18, Renin % 10, Trypsin % 3, Lipaz
% 3, diger karbonhidrat pargalayici enzimler (seliilaz ve ksilanaz gibi) % 10, analitik ve
farmasotik enzimlerin % 10 “unu olusturdugu goriilmistiir (Rao vd., 1998) .

Mikrobiyal ksilanazlar, biyoteknolojik potansiyellerinden dolayr bir¢ok endiistriyel
alanda biiyiik bir ilgi odagi olmustur. Bilindigi gibi ksilanazlar endiistrinin ¢esitli
alanlarinda kullanim alan1 olan enzimler olup ayn1 zamanda termofilik karakterli olanlarina

ilgi ise glin gectikce artmaktadir. Bu alanlar1 su sekilde siralamak miimkiindiir:

19.1. Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisindeki Kullanim Alanlar:

Kagit ve kagit hamuru endistrisinde enzimatik uygulamalar 1980°den sonra
baslamis, kagit hamuru ve kagit dretimini gelistirmek icin sellobiyohidrolaz,
endoglukanaz, endoksilanaz, endomannanaz, galaktanaz, poligalakturonaz vb. gibi pek ¢ok
farkli enzimin kullanilabilecegi; ksilanazlarin  kagit hamurunun agartilmasinda
uygulanabildigi agiklanmistir (Aehle, 2004).

Kagit hamurundan ligninin giderilmesi ile yapilan agartma islemi genel olarak klor
ve hipoklorit (klor dioksit) gibi kimyasallar ile yapildigindan, bu tiir kimyasallarin
kullanim1 sonucu olusan klorlanmis organik bilesiklerin toksik, mutajenik ve karsinojenik
gibi ¢ok sayida tehlikeleri oldugu bildirilmistir. Kagit endiistrisinde agartma amaciyla klor
yerine ksilanazlarin kullaniminin, kagit hamurlarindan ligninin ayrilmasini kolaylastirdig:
ve bu yolla ¢ok daha az klor kullaniminin saglandig1 saptanmistir (Beg vd., 2001).

Kagit hamuru {iriinii, artan lignin ve lignin bilesenleri icerdiginden kahverengi
renktedir. Hamur renginin yogunlugunu artan ligninin miktart ve kimyasal durumu belirler.
Imal edilen kagitlarin iyi kalitede, beyaz ve daha parlak renkte kagit hamuruna

dontstiiriilebilmesi i¢in lignin veya bilesenlerini meydana getiren tiriinleri uzaklastirmak
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gerekir. Kagit hamurunu biyolojik olarak beyazlatma yonteminde, lignini azaltan
enzimlerden ziyade ksilanazin ¢ok daha etkili oldugu rapor edilmistir. Bunun sebebi ise,
lignin ¢ogunlukla hemiseliiloza ¢apraz baglanir ve hemiseliiloz ligninden daha kolay ve
hizli sekilde depolimerize edilir. Hemiseliillozun kiiciik miktardaki parcasinin
uzaklastirilmasi bile, polimerlesmesine yeterlidir ve oksidantlar araciligiyla artan ligninin
uzaklastirilmasi:  kolaylagir (Subramaniyan vd., 2002). Ksilanazin kagit hamurunun
agartilabilirligi {izerine etkisinin, pek ¢ok durumda enzimin orijininden bagimsiz oldugu ve
hem fungal hem de bakteriyel ksilanazlarin kagit hamuru ksilan1 lizerine etki ettigi ve bu
etkinin kagit agartilabilirligini arttirdigi ifade edilmistir (Aehle, 2004).

Ksilanazlar ginumuzde endustriyel olarak uygulanan hem ECF (Elemental Chlorine
Free) hem de TCF (Totally Chlorine Free) denilen agartma yontemlerinde
kullanilmaktadir. TCF uygulamasi ile kagit parlakliginin arttigi, lif uzunlugunun
korundugu ve agartma masraflarinda azalma oldugu belirtilmistir (Aehle, 2004). Son
zamanlarda, enzimlerle birlikte O, (oksijen), O3 (0zon) veya H,O, (hidrojen peroksit)’in
de kullanildig1 TCF agartma yontemleri gelistirildigi bildirilmistir.

Kagit endiistrisinde ksilanazlar, agartma disinda farkli safliktaki seliiloz hamurlarinin
ve kagit iriinlerinin {iretiminde de kullanilabilmektedir. Seliillozun saflastirilmasinda
ksilanazlarin uygulanabilirliginin; enzimlerin yapisal seciciligi, seliilolitik aktivitelerinin
olmayist ve enzim preparatlarinin biiyiik hacimlerde ve ucuz olarak elde edilebilirliklerine
bagli oldugu ifade edilmistir. Kagit endiistrisinde etkili enzim kullanimini arttirmak igin,
daha etkili ksilanaz iireten suslar1 ve teknolojileri uygun bir sekilde bir araya getirerek,
hem c¢evresel hem de ekonomik olarak avantaj saglayacak yontemlerin gelistirilmesi

gerektigi vurgulanmistir (Kulkarni vd., 1999; ince, 2006).

1.9.2. Ksilanazin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Ksilanazlar bu endiistride en ¢ok firincilikta kullanilmaktadir ve unda bulunan, suda
¢oziinmeyen hemiseliilozu ¢6ziiniir hemiseliiloza doniistiirdiigii; ¢6ziiniir hemiseliilozun ise
hamurda agirligimin yaklasik 10 kati su bagladigi ve bu yolla hamurun saglamligini
arttirdigi, makineye yapigsmasini Onledigi bilinmektedir. Ksilanaz ilave edilmis hamurla
yapilan ekmeklerin somun hacminin arttigi, daha yumusak ekmek elde edilebildigi,

tazeligin de uzun siire korundugu saptanmistir (Kulkarni vd.,1999; Beg vd., 2001).
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Ksilanazin ekmek kalitesine etkisinin amilaz ile kombine olarak kullanildiginda daha da
arttig1 belirlenmistir (Beg vd., 2001).

Kraker hamurunda ise ksilanazlarin hamurun su baglamasinmi azalttigi, makinede
islenebilirligi daha az suyla gelistirdigi ve firinlama ya da kurutma zamanim kisalttigi
(Ince, 2006), ayrica bazi gidalarda tekstiir olusturucu olarak kullanilan dekstran

preparatlarinin hazirlanmasinda da kullanilabildigi bilinmektedir (Hongpattarakere, 2002).

1.9.3. Ksilanazin Diger Endiistriyel Kullanim Alanlari

1. Ksilanazlar meyve suyu sarap ve biranin berraklagtirilmasinda (Kulkarni vd.,1999;
Beg vd., 2001); aroma ve tat bilesenlerinin, pigmentlerin, bitkisel yaglarin, nigastanin ve
kahvenin ekstraksiyonunda (Kulkarni vd., 1999) kullanilabilmektedir.

2. Bununla birlikte, bugday ve arpa nisastalarindan glutenin ayrilmasinda (ince,
2006) baz1 tarimsal iriinlerin ve hububatlarin besin degerini arttirmada (Beg vd., 2001),
antimikrobiyal ajanlar veya antioksidantlar olarak kullanimda farmakolojik olarak aktif
polisakkaritlerin Uretiminde (Collins vd., 2005), siirfaktantlar olarak kullanmak tzere alkil
glikozidlerin Gretiminde (Beg vd., 2001; Collins vd., 2005), tarim ve gida endiistrisinde
atik aritiminda (Wong vd., 1988; Gilbert ve Hazlewood, 1993), bitkisel hiicre
protoplastlarinin elde edilmesinde ksilanaz enzimlerinden yararlanildig: ifade edilmistir.

3. Meyve ve sebzelerin sivilastirilmast (eritilmesi) ve meyve sularinin
berraklagtirilmas1 amaciyla pektinaz ve seliilaz ile birlikte ayn1 anda kullanilir. Ayrica
kompostlamay1r ve ruminantlarin beslenmesinde sindirimi artirmak amaciyla yem
bitkilerinin 6n isleminde kullanilmaktadir (Gilbert ve Hazlewood, 1993; Cevher, 2010).

4. Yukarida agiklanan kullanim alanlarma ek olarak ksilanazlarin; deterjan
endiistrisinde deterjanlarin temizleme etkilerini arttirmada, tarimsal atiklarin biyo-doniistim
islemlerinde, lignoseliillozdan hidrolizle basit sekerlerin elde edilmesinde ve bu sekerlerden
fermentatif mikroorganizmalar araciligiyla sivi yakit, tek hiicre proteini ve sitrik asit,
fumarik asit, glikolaldehit, izopropil alkol gibi ¢esitli kimyasallarin {iretiminde ve ¢esitli

amaglarla tekstil endistrisinde kullanildig1 belirtilmistir (Ince, 2006).
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1.10. Protein Miihendisligi Yaklasimlar:

Protein miihendisligi, yeni ve istenen Ozelliklere sahip proteinlerin veya enzimlerin
diizenlenmesini saglar. Istenen 6zelliklere sahip molekiillerin meydana getirildigi bu alan
protein mithendisligi olarak adlandirilmaktadir. Glinimuzde rekombinant DNA teknolojisi
ve yliksek verimli tarama tekniklerindeki gelisime bagli olarak, protein miihendisligi
metod ve uygulamalar1 asirt derecede onemli ve yaygin hale gelmistir. Biyolojik

bilimlerdeki hizli gelisim sonucunda bir¢ok protein miihendislik metodu mevcuttur.
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Tablo 3. Protein miihendisliginde kullanilan farkli metodlar (Turanli-Yildiz vd., 2012)

Metod ismi

Referans (lar)

Rasyonel dizayn

(Arnold, 1993)

Bolge hedefli mutagenez

(Arnold, 1993), (Antikainen ve Martin, 2005)

Evrimsel metodlar/ dogrudan evrim

(Arnold, 1993)

Tesadlfi mutagenez

(Antikainen ve Martin, 2005), (Wong vd.,
2006),
(Jackson vd., 2006), (Labrou, 2010)

DNA shuffling

(Antikainen ve Martin, 2005), (Jackson vd.,
2006)

Molekuler dinamikler

(Anthonsen vd., 1994)

Homoloji modelleme

(Anthonsen vd., 1994)

‘MolCraft‘in vitro protein
evollsyon sistemleri

(Shiba, 2004)

Computational metodlar
(Computational protein dizayni)

(Jackson vd., 2006), (Van der Sloot vd., 2009),
(Golynskiy ve Seelig, 2010)

Reseptor-temelli QSAR metodlar

(Lushington vd., 2007)

NMR

(Anthonsen vd., 1994)

X-ray kristallografisi

(Jackson vd., 2006)

Peptidomimetiks

(Venkatesan ve Kim, 2002)

Phage display teknolojileri

(Antikainen ve Martin, 2005), (Sidhu ve Koide,
2007), (Chaput vd., 2008)

Hicre ylzeyi display teknolojileri

(Antikainen ve Martin, 2005), (Gai ve Wittrup,
2007), (Chaput vd., 2008)

Flow sitometri/ Cell sorting

(Mattanovich ve Borth, 2006 )

Cell-free translasyon sistemleri

(Shimizu vd., 2006)

Designed divergent evollisyon

(Yoshikuni ve Keasling, 2007)

Uyaran-tepki peptit sistemleri

(Chockalingam vd., 2007)

Elastomerik proteinlerin mekanik (Li, 2008)

mithendisligi

Ekstraseliiler matriks varyantlar1 | (Carson ve Barker, 2009)
mithendisligi

Traceless Staudinger ligasyonu

(Tam ve Raines, 2009)

De novo enzim miihendisligi

(Golynskiy ve Seelig, 2010)

MRNA display

(Golynskiy ve Seelig, 2010)

Protein miihendisligindeki yaklasimlar genel olarak alti grupta toplanmaktadir:
Bunlar; rasyonel dizayn, de novo dizayn, phage-display teknigi, yonlendirilmis mutasyon,

tesadufi mutagenez ve DNA shuffling’dir.
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1.10.1. Rasyonel Dizayn

Rasyonel dizayn, yap1 ve fonksiyon arasindaki iliskiden yararlanilarak bolge spesifik
mutasyon gergeklestiren bir metoddur. Bolge hedefli mutagenez en bilinen metodlardan
birisidir. Rasyonel dizayn (rational design) metodu, proteinin yapist ve mekanizmasi tam
olarak bilindiginde daha etkili olan bir yaklasimdir. Fakat ¢ogu durumunda, proteinin
mekanizmasi ve yapisi hakkindaki bilgiler sinirlidir. Bu yiizden, istenen protein 6zellikleri
icin tesadiifi mutagenezi de igeren evrimsel metotlar kullanilarak alternatif metotlar

gelistirilmistir (Arnold, 1993).

1.10.2. De novo Dizayn

Bu metodda, yapay olarak katlanmis proteinler olusturulur ve yeni aktiviteler bu
proteine aktarilir. De novo dizayn metodunda; enzimler herhangi bir protein ailesi
substratiyla veya reaksiyon mekanizmasiyla iligkili degildir. De novo enzimleri; in siliko
rasyonel diizenleme, katalitik antibadiler araciligiyla immiin sistem ¢esitliligi ve reaksiyon
mekanizmasinin anlagilmasini saglar ve mRNA display yontemi kullanilarak biiyiik protein
kiitiiphanelerinin ampirik arastirmasinin yapilmasini miimkiin kilar (Golynskiy ve Seelig,

2010).

1.10.3. Phage-Display Teknigi

Bu yontemde ise bakteriyofaj genomlarindan kiitiiphane meydana getirilir. Daha
sonra bakteriyofaj yuzeyi ekspres edilen proteinler ile muamele edilir. Bu bakteriyofajlar,
baglama ya da enzimatik yontemler ile taranir. Faj display teknolojisi; 06zellikle sentetik
baglanma proteinlerinin iiretilmesinde kullanilir. Sentetik baglanma proteinlerden olusan
kiitiiphaneler, insan yapimi antijen baglanma bodlgelerinden gelistirilmistir. Faj display
teknolojisine benzer olan yeast surface display teknigi, protein miihendisligi ve
karakterizasyonu i¢in olduk¢a kullanigh bir metoddur. Bu metot kullanilarak maya
sekretuar (salgi) biyosentetik sisteminin etkili bir sekilde N-linked glikolizasyon ve
oksidatif protein Kkatlanmasini tesvik edilebilir. FACS analiziyle hizli bir kiitiiphane

taramas1 yapilir ve proteinlerin saflastirilmasi ve ekspresyonu gerekmeden mutantlarin
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karakterizasyonun yapilmasi bu metodun en 6nemli avantajidir (Zaccolo ve Malavasi,

1993).

1.10.4. Yonlendirilmis Mutasyon

Yonlendirilmis mutasyon da ise her mutasyondaki en iyi Ozelliklere sahip olan

varyantlar se¢ilerek mutagenez ya da DNA shuffling’te kullanilmasi1 yoluna gidilir.

1.10.5. Tesadufi Mutagenez

Hataya meyilli PCR ve mutator suslar kullanilarak 6zel bolgeleri bir araya getiren
evrensel bir metottur. Tesadiifi mutagenezdeki yaygin ve basit bir metot, saturasyon
mutagenezidir. Saturasyon mutagenezi; spesifik bir bodlgede ya da genin kiglk bir
kisminda tiim muhtemel mutasyonlar1 olugturmak icin kullanilan bir tekniktir. Diger bir
metot olan lokalize ya da bdlge spesifik tesadiifi mutagenez ise, protein miithendisligindeki
rasyonel ve tesadiifi yaklasimlarin bir kombinasyonudur. Bu teknik; yeni 6zelliklere sahip
proteinler elde etmek icin spesifik bir bolge i¢cindeki birkag amino asitin eszamanli olarak

yer degistirmesini saglar (Antikainen ve Martin, 2005).

1.10.6. DNA Shuffling

Bu metodda, bir protein ailesindeki tiyeler arasinda in vitro rekombinasyon meydana
getirme temeline dayanir. DNA shuffling W.P.C. Stemmer tarafindan kesfedilen, homolog
genlerin in vitro’da rekombinasyonunu igeren bir metoddur. Bu teknikle genler rekombine
edilerek hibrit ya da kimerik formlar elde etmek mumkiindir. DNA shuffling metodunun
kullanilmasiyla, hicbir orijinal sekansin kodlamadig1 essiz Ozellikler ya da aktiviteler
gosteren genler elde edilebilir. Ayrica, hibrit proteinlerin bazilarinda orijinal proteinlerin
iki ya da daha fazla ozelligini bir araya getirilebilir; Ornegin, yiiksek aktivite ve
termostabilite gibi. Bu metodda; genler rekombinasyon olusturmak i¢in DNaz I tarafindan
tesadufi olarak parcalara ayrilir ve farkli biyiikliikteki fragmentler agaroz jelden

cikarilarak elde edilir.
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Fragmentler saflastirilir ve termostabil bir DNA polimeraz varligindaki PCR’da
yeniden bir araya getirilir. Bu PCR fragmentleri primer olarak kullanir. Bu asamaya
primersiz PCR da denir ve bundan sonra oligonikleotid primerlerine ihtiya¢ yoktur.
Rekombinasyon yilksek sekans benzerligi olan bir bolgede, farkli gen ailelerinden gelen
fragmentler oldugu zaman gerceklesir. Bu yeniden bir araya gelme reaksiyonunu takiben,
primerlerle yapilan PCR, bir ekspresyon vektoriiniin i¢ine klonlanabilecek uzunlukta (full-

length) uygun Kimeralar iiretmek i¢in kullanilir (Antikainen ve Martin, 2005).

Parental genler shuffle yapilir

¢ DNaz I ile kesim

| — —
¢ | s | e s

([ s
1L
I S T S T S —
& 0] | I D B

-uzama déngileri

l Denatiirasyon-baglanma

denatiire
fragmentier — — ]
—— pagl uzama
ANMA — —
——— ———m
— C———
T denatiirasyon |

l Tam uzunlukta dizilerin
elde edilmesi

Sekil 3. DNA shuffling metodunun sematik gosterimi. Parental genler bir
fragment havuzu olusturmak i¢in DNaz I kullanilarak tesadiifi
olarak kesilir. Bu fragmentler 6zel bir termocycling metoduna
sahip PCR teknigi kullanilarak biraraya getirilir. Fragmentler
yiiksek  sicakliklarda denatiire edilip, ardindan diger
fragmentlerle uzama yapilmasina izin verilir. Bu uzama
asamalarinin bazilarinda, iki homolog aileden gelen fragmentler
heterodupleks meydana getirebilir. 3* uglar baglandiktan sonra
polimerazla uzama gergeklestirilir. 20-50 donglden sonra tam
uzunlukta diziler elde edilir.
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1.11. Calismanin Amaci

Gergeklestirilen calismada, 1s11 kararli ksilanaz aktivitesi gosteren bir bakteri ile
alkalin pH kararli ksilanaz aktivitesi gosteren bir bakterinin ilgili gen bdlgelerinin DNA
shuffling benzeri bir metod ile bir araya getirilmesi ve bu sayede yiiksek sicaklik ve pH’da
aktif olan yeni bir ksilanaz enziminin tiretilmesi amaglanmaktadir. Bu sayede, endustriyel
alanda oldukga genis bir kullanima sahip olan ksilanaz enziminin ayn1 anda hem ytiksek
sicaklikta hem de alkalin pH ortaminda aktif olacak sekilde gelistirilmesi ve gelistirilen bu

enzimin endiistrinin bir¢cok alaninda istenilen 6zelliklere kavusturulmasi planlanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Besiyeri, Kimyasal ve Vektorler

BamHI (Thermoscientific), EcoRlI (NEB), Notl (Promega), Ncol (Promega), Xhol
(Promega), T4 DNA Ligaz (Promega), Tag DNA polimeraz (Fermentas), Pfu DNA
polimeraz (NEB), DNA ladder (NEB), Protein ladder (NEB), Genomik DNA izolasyon
Kiti (Promega A1125), Tripton (Merck V441613949), Yeast Ekstrakt(Merck VM175053),
NaCl (Merck K34243404), Etil alkol, IPTG (Applichem A1008), Ampisilin (Applichem
A0839), Jelden Cikarma Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck 84211000), dNTP seti
(Promega), pGEM-T Easy Klonlama Kiti (Promega A1360), pET20b(+) Ekspresyon
Vektord, CaCl, (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem A10070005), NaHCOj; (Merck),
Na,CO3; (Merck), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250
(Merck 2C2133453), Etanol, Izopropanol, Fosforik Asit (Merck 563.2500), Nutrient Broth
(Merck VM560743), Sodyum Asetat (Merck TA867065), K,HPO, (Merck A678671),
KH,PO, (Merck 567300), Trizma Baz (Sigma T1503), oat spelt xylan (Fluka), Nutrient
Agar (Merck VL646350), SDS, Glisin (GERBU), Acrylamide (Sigma A8887), Bis-
acrylamide (Promega), Amonyum Silfat (Merck A0448117), Bromo phenol blue (Gerbu
080702), (NH,4)2S,08 (Merck), D (+) Ksiloz (Merck), D (+) Glukoz (Sigma), Etidyum
Bromir (Sigma), 3’5’ Dinitrosalisilik asit (Acros), Agaroz (Sigma), Potasyum Sodyum
Tartarat Tetrahidrat (Merck), TEMED (Janssen Chimica), [-mercaptoethanol (Merck
805740), Lizozim (Merck), Methanol, Fenol (Sigma), NaOH (JTBaker), Acetic acid
(Riedel-dan Haen 27225), Gliserol (Merck K40789992008).

2.2. Kullanilan Hiicreler

Escherichia coli BL21 (DE3), Escherihia coli IM101, Bacillus halodurans C-125
(DSM 18197), Geobacillus sp. TF16.
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2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125 Suslarinda Ksilanaz
Aktivitesinin Tespiti

Geobacillus sp. TF16 susu 55 °C’de LB besiyerinde bir gece buyutildikten sonra %
0.5’lik ksilan igeren LB besiyerine inokiilasyon yapilarak indiikleme gerceklestirildi.
Bacillus halodurans C-125 susu ise 30 °C ’de Na-sesquicarbonate iceren NB besiyerinde
bir gece biiyiitiildiikten sonra ayni besiyeri kullanilarak inokiilasyon yapildi. 72 saatlik
inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyonlar1 ardindan kiiltiirler 10.000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenerek siipernatantlar elde edildi. Elde edilen kaba enzim ekstrati, ksilanaz
aktivitesini belirlemek amaciyla kullanildi. Bu ¢alismada enzim aktivitesini tayin etmek
icin kullanilan yontem; ksilanazin substrati1 olan ksilan ile girdigi tepkime sonucu agiga
cikan indirgeyici sekerleri dlgen bir metoddur. 500 pL’lik reaksiyon hacminde, %5’lik
ksilan substratindan (Oat Spelt Xylan) 100 pL, 100 mM’lik pH 7,0 fosfat tamponundan
125 pl, 100 pL enzim (siipernatant) ve 175 uL. dH,O konularak 20 dakika bekletildi.
Geobacillus sp. TF16 70 °C ‘de inkibe edilirken, Bacillus halodurans C-125 30 °C’de
inkbe edildi.

Bir ksilanaz aktivitesi birimi (U), dakikada 1 pumol ksiloz ve esdegeri olan sekerleri
optimum reaksiyon sicakliginda {ireten enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Indirgen
seker tayini ise, Dinitrosalisilik asit metotu (Miller, 1951) ile gergeklestirildi.
Inkiibasyondan sonra érnekler, 500 ul Dinitrosalisilik asit (DNS) reaktifi ile karistirilarak,
5 dakika kaynatild1. Ornekler, spektrofotometrede 540 nm’de okunarak, drnekteki indirgen

seker miktar, ksiloz standart1 kullanilarak belirlendi.

2.3.2. Genomik DNA izolasyonu

Geobacillus sp. TF16 bakterisi, LB besiyerinde bir gece 55 °C’de, Bacillus
halodurans C-125 ise Na-sesquicarbonate’li NB besiyerinde bir gece 30 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra Promega Genomik DNA izolasyon Kiti kullanilarak genomik DNA’lar
izole edildi. Elde edilen siv1 kiiltiirler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve
hiicreler 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Siipernatant kisimlar
dokiilerek pellet kisimlar1 alindi. Pellet iizerine, 480 pul 50 mM EDTA ilave edilerek
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vortekslendi. 10 mg/ml’lik konsantrasyondaki lizozimden 120 pl ilave edildikten sonra
pipetaj yapilarak pellet ¢6ziildii. Ardindan pelletler 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi.
Bu siirenin sonunda 14.800 rpm’de 2 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant dokiildii.
Pellet tzerine 600 pl Nuclei Lysis solusyonu ilave edilerek pipetleme ile ¢6zuldu. Pelletler
80 °C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar sogutularak 3 pl RNaz
solisyonu eklendi. Tup, 2-5 kez alt Ust edildikten sonra 37 °C’de 60 dk inkibe edildi.
Ardindan 200 pl Protein Precipitation sollisyonu eklenip 20 sn vorteksledikten sonra 5 dk
buzda bekletildi. Bu siire sonunda 14.800 rpm’de 3 dk santrifiij yapildiktan sonra
slipernatant ayr1 bir mikrosantrifiij tliptine alinip iizerine 600 pl izopropanol eklendi. Pellet
olusuncaya kadar tlpler alt Ust edilerek, 14.800 rpm’de 2 dk santriflij edildi. Pelletin
tizerine 600 pl oda sicakliginda %70’lik etanol eklenip alt iist edilip, 13.000 rpm’de 2 dk
santrifiij yapildi. Siipernatant dokiildiikten sonra etanoliin tamamen uzaklastirilmasi igin
mikrosantrifuj tipd 15-20 dk 37 °C’de bekletildi. Etanol tamamen uzaklastirildiginda,
pellet Gzerine 100 pl DNA Rehydration solisyonu eklendi ve 65 °C’de 1 saat inkube
edildi. Elde edilen genomik DNA kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de saklandi.

2.3.3. Primer Sentezi

Geobacillus sp. TF16 susunun ksilanaz genini amplifiye etmek igin XylF3 ve XyIR3
primerleri dizayn edildi. Primerler dizayn edilirken pET20(b)+ vektorine klonlama
yapilacak sekilde, BamHI ve Notl restriksiyon enzimlerinin kesim bdlgeleri dizayn edilen
primerlere eklendi.

Bacillus halodurans C-125 susunun ksilanaz genini elde etmek icin dizayn edilen
AxylexF ve AxylexR primerlerine Ncol ve Xhol restriksiyon enzimi kesim bolgeleri

eklendi. Primerler pET20(b)+ vektoriine klonlama yapilacak sekilde dizayn edildi.

2.3.4. B. halodurans C-125 Ksilanaz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve
PGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

B. halodurans C-125 susunun ksilanl besiyeri icerisinde ksilanaz aktivitesine sahip
oldugu tespit edildikten sonra ksilanaz genini ortaya ¢ikarmak icin, GenBank/NCBI ‘da
bulunan Bacillus halodurans C-125” e ait oldugu diisiiniilen ksilanaz gen bdlgesi igin

AxylexF ve AxylexR primerleri kullanildi (Tablo 9). Primerler ve B. halodurans C-125
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susunun genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi
(Tablo 4-5).

Tablo 4. B. halodurans C-125 ksilanazinin primerleri kullanilarak gergeklestirilen

PCR sartlar1
Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) i¢in tepkime bileseni
(50 uL)
5X PCR tamponu 10 pL
MgCl; (25 mM) 3L
dNTP mix (1 mM) 16 pL
AxylexF (10 uM) 1L
AxylexR (10 uM) 1L
dH,0 17,7 pL
Taq DNA polimeraz 0,3 uL
Kalip DNA 1uL

PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromdir ihtiva eden %

0,8’lik agaroz jelde yuritilerek BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goruntulendi.

Tablo 5. B. halodurans C-125 ksilanaz PCR’1nin ¢alisma programi

Sicaklik Sire (dakika) Dongii sayisi
95°C 2 1
94 °C 1 36
52°C 1 36
72°C 1,30 36
72°C 7 1
4°C 15 1

PCR ile cogaltilan pargalar, pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak pGEM-T
Easy klonlama vektdriine, firmanmn Ongordiigii konsantrasyonlar ve sartlarda
gerceklestirilerek klonlandi (Tablo 6). Ligasyon rini 16 °C’de bir gece boyunca
bekletildi. Ertesi giin kompotent hiicre hazirland1 ve transformasyonla E. coli JM101

hiicresine aktarildi.
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Tablo 6. pGEM-T Easy klonlama vektoriine ligasyon igin gereken sartlar

PGEM-T Easy klonlama vektoriine ligasyon igin tepkime bilesenleri (10 uL)

10X T, DNA ligaz tamponu 5 uL
Kalip DNA 3L
pGEM-T Easy klonlama vektori (50 ng /uL ) 1L (12:0)*
T, DNAligaz (1 U) 1L

* 1:1 sulandirilmis vektor

Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon
kiti (Promega) ile firmanin 6ngordiigii sartlara gore izole edildi ve agaroz jelde ylrltulerek
rekombinant klonlar secildi.

Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi analizatorleri
araciligi ile (Macrogen, Hollanda) belirlendi. Sekans sonuglar1 GenBank’taki (NCBI, NIH,
Washington, DC) verilerle karsilagtirildi ve bu sekansin B. halodurans C-125 endo B-1,4-
ksilanaz geni (1191 bg) oldugu tespit edildi.

2.3.5. Bacillus halodurans C-125 Ksilanaz Geninin pET20b(+) Vektérine
Klonlanmasi ve Ekspresyonu

Yapilan PCR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen endo B-1,4-ksilanaz geninin bir E.
coli ekspresyon vektorii olan pET20b(+)’ye klonlanmasi igin, B. halodurans C-125
ksilanaz geninin icerisinde kesim bolgesi olmayan restriksiyon enzimleri belirlendi.
PET20b(+) ekspresyon vektorinde kesim bdlgesi bulunan restriksiyon enzimlerinin
caligabildigi ve daha 6nce bu duruma uygun olarak dizayn edilen primerler (AxylexF,
AxylexR) ekspresyon primeri olarak kullanildi (Tablo 9) ve PCR islemi gerceklestirildi
(Tablo 4-5).

PCR sonucu elde edilen DNA fragmeti Ncol ve Xhol restriksiyon ezimleriyle kesildi.
PET20b(+) vektori de Ncol ve Xhol restriksiyon enzimleriyle kesildi. Kesim drunleri %
0,8’lik agaroz jelde yurutuldu.

Yapilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektor ve PCR {irlinii DNA
ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon {iriinii E. coli JIM101 susuna

aktarild1 ve bu sus i¢indeki rekombinant plazmitlerin incelenmesiyle ilgilenilen geni iceren
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klon bulundu. Elde edilen dogru klonlu plazmit E. coli BL21 (DE3) huicresine transforme
edilerek enzimin ekspresyonu gergeklestirildi. Proteinin ekspresyonu i¢in endoksilanaz
geni klonlanmis E. coli BL21 hiicreleri, 1 mg/mL ampsilin iceren LB besiyerinde 37 °C’de
bir gece buyutlldi ve gece kiltirinden optik yogunlugu 0,1 (600 nm) olacak sekilde yeni
ampisilinli (1 mg/mL) besiyerine hiicreler asilandi. Kiiltiir, yaklasik olarak, O.D. 0,6’ya
ulastiginda 1 mM IPTG ile indiiklenerek 20 saat boyunca indiiklenmis kiiltiiriin 37 °C’de
inkibasyonu gergeklestirildi.

2.3.6. Geobacillus sp. TF16 Ksilanaz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve
PGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

Geobacillus sp. TF16 susunun ksilanli besiyeri igerisinde ksilanaz aktivitesine sahip
oldugu tespit edildikten sonra dizayn edilen XylF3 ve XylR3 primerleri ve Geobacillus sp.
TF16 susunun genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak PCR reaksiyonlari
gerceklestirildi (Tablo 7-8).

Tablo 7. Geobacillus sp. TF16 ksilanaz primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR

sartlar
Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) igin tepkime bileseni
(50 pL)
5X PCR tamponu 10 pL
MgCl; (25 mM) 3uL
dNTP mix (1 mM) 16 pL
XylF3 (10 uM) 1puL
XyIR3 (10 uM) 1puL
dH,0 17,7 uL
Taq DNA polimeraz 0,3 uL
Kalip DNA 1uL

PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromdir ihtiva eden %

0,8’lik agaroz jelde yurutilerek BioDocAnalyze jel gorintiileme sistemi ile goruntilendi.
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Tablo 8. Geobacillus sp. TF16 ksilanaz PCR ¢alisma programi

Sicaklik Sire (dakika) Dongii sayisi
95°C 2 1
94 °C 1 36
62 °C 1 36
72°C 1.30 36
72°C 7 1
4°C 15 1

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan gen bdlgesi, pGEM-T Easy Klonlama Kiti kullanilarak
PGEM-T Easy klonlama vektoriine, firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve sartlarda
gerceklestirilerek klonlandi (Tablo 6). Ligasyon rini 16 °C’de bir gece boyunca
bekletildi. Ertesi gin kompotent hiicre hazirlandi ve transformasyonla E. coli JM101
hiicresine aktarildi.

Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon
kiti (Promega) ile firmanin 6ngdrdiigii sartlara gore izole edildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek
rekombinant genler secildi.

Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi analizatorleri
araciligi ile (Macrogen, Hollanda) belirlendi. Sekans sonuglar1 GenBank’taki (NCBI, NIH,
Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekansin Geobacillus sp. TF16 endo -1,4-
ksilanaz geni (996 bc) oldugu tespit edildi.

2.3.7. Geobacillus sp. TF16 Ksilanaz Proteininin Bakteriden Dogrudan Elde
Edilmesi

TF16 ksilanaz geni pET20b(+) ekspresyon vektoriine aktarilamadigindan, ksilanaz
enzimi bakteriden dogrudan elde edildi. Proteini elde etmek icin Geobacillus sp. TF16
bakterisi 30 ml LB besiyerinde 55 °C’de bir gin buyutuldd. Bu kaltirden, 2 litrelik bir
erlen icerisindeki 200 ml LB besiyerine O.D.’si 0,1 olacak sekilde taze ekim yapildi ve
hicreler O.D.’si 0,6-0,9 oluncaya kadar 55 °C’de Uremeye birakildi. Hiicrelerin O.D.
degeri 0,6-0.9 olunca, kultiire son konsantrasyonu % 0,5 olacak sekilde steril edilmis ksilan
substrati ilave edilerek hiicreler, ksilanaz proteini Uretmek igin uyarildilar. Bu sekilde 55

°C’de 4 saat kadar iiremeye birakilan hiicreler 7500 rpm’de 15 dakika santrifilj edilerek
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cokturildia. Coken hicreler Tris-HCI (pH: 8.0) tamponunda yikanarak temizlendi ve
sonrasinda tekrar 7500 rpm’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Hiicreler yukarida belirtilen
tamponun 15 ml’si icerisinde tekrar ¢ozulerek 1 pg/ml lizozim ilavesiyle 37 °C’de 30
dakika kadar inkilibe edildi. Daha sonra 10 dakika sonikatOr kullanilarak % 80 gugcte 1
dongili araliginda patlatilan hiicreler 15.300 rpm de 20 dk santrifiij edildi. Pellet kismi
atilarak sivi kismi olusturan hiicre Oziitii ile saflastirma islemlerine devam edildi.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi Bolim 2.4.1°de anlatildigi gibi, Iyon degisimi kolon

kromatografisi ise Boliim 2.4.2°de anlatilan sartlar kullanilarak enzim saflastirildi.

Tablo 9. PCR ve klonlama sirasinda kullanilan primerlerin listesi

Primer Adi Primer Baz Siralari
XylF3 5’- Cgg ATC CgA TgA ACA gCT CCC TCC CC-3’
XyIR3 5’-gCggCC gCg ACACTCACTgCCCTCC-3
AxylexF 5’- CCC ATggAT ATT ACACTT TTT AgA AAg CC-3’
AxylexR 5’- CCT CgA gAT CAATAATTC TCC AgT AAg C-3
H2CTerF 5'-TTA Agg AgT ATC gCg ATgJATATTAgCAgTgTAAC -3
H2CTerR 5'-gCT CgA gTg Cgg CCqg CAT CAATAATTC TCC Ag -3'
TF16CTerR 5’-gTT ACACTgCTAATATCATCgCgATACTCCTTAA-3
H2CTer2F 5'-TgT ATC TAT gTT TgA ATg gCC ACC gAC Agg gg -3'
TF16CTer2R | 5-CCC CTg TCggTggCC ATT CAAACATAgATACA-3
H2Int3F 5-TTT CgT CAg TCgggA TCT gTT ATT AgA gCg CA -3
H2Int3R 5-CgA TgATTT gTC gCC ATT CCg ATT CAC gCA gg -3'
TF16Int3F 5'- CCT gCg TgA ATC ggA ATg gCg ACA AAT CAT Cg -3'
TF16Int3R 5'-TgC gCT CTA ATA ACA gAT CCC gAC TgA CgA AA -3'
H2Int4F 5-TTTTgC TTg TTC gCA CAA CAT ggA gCT TCg CT -3'
H2Int4R 5'-CAA gCA ACA CAT CCCgAT TCgCTT CACQTT TA-3'
TF16Int4F 5-TAA ACg TgA AgC gAA TCgggA TgT gTT gCT Tg -3'
TF16Int4R 5'- AgC gAA gCT CCA TgT TgT gCg AAC AAg CAA AA -3'
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2.3.8. Kimerik Genler i¢in Primerlerin Dizayn Edilmesi

Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125 ksilanaz genlerinden yiksek
sicaklik ve pH’da aktivite gosterebilecek yeni bir kimerik ksilanaz elde edebilmek icin
DNA shuffling metoduyla benzerlik gosteren bir metod kullanilds. ki farkli 6zellige sahip
ksilanaz geni kullanilarak 4 tane kimerik gen dizayn edildi. Bu metodda ksilanaz
genlerinde pH ve sicaklik {izerinde etkisi oldugu diisiiniilen gen bdlgeleri bulundu. Bu

bolgeler Tablo 9°da verilen primerlerle ¢ogaltildi.

2.3.9. Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125 Ksilanaz Genleri
Kullanilarak Kimerik Genlerin Olusturulmasi

Kimerik genleri elde etmek icin Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125
ksilanaz genleri kullanildi. Kimerik genleri olustururken Mamo vd. (2009)’nin yaptigi
calismadan yararlanildi. Bu g¢alismada negatif yUkli aminoasitlerin pozitif yikli amino
asitlere oranlar1 arasindaki korelasyon bulunarak, ksilanaz enzimlerinde pH ve sicaklik
aktivitesini artirabilecegini diistiniilen bélgeler bulundu. Bu bolgeler baz alinarak temelde
DNA shuffling’e benzeyen bir metod kullanildi. Bu metodda, DNA shufflingten farkli
olarak genin tamami DNaz I ile par¢alanmadan, sadece Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus
halodurans C-125’e ait olan genlerde ¢ogaltilacak olan bolgelere 6zel primerler dizayn
edildi. pH ve sicaklik i¢cin 6nem arz eden bu parcalar ¢ogaltilip birlestirilerek kimerik
genler olusturuldu. Bu islem sonucunda 4 adet kimerik gen elde edildi. Bu kimerik genler;
GeolnH2CTer, GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 olarak isimlendirildi.

Kimerik genleri elde etmek i¢in oncelikle kimerik genleri olusturan parcalar tek tek
PCR’la ¢ogaltildi. GeolnH2CTer igin; Axyl (B. halodurans C-125 ksilanaz geni) geninden
H2CTerF ve H2CTerR primerleri, TF16 (Geobacillus sp. TF16) geninden de XylF3 ve
TF16CTerR primerleri kullanilarak iki gen bolgesi elde edildi (Sekil 4). Aynmi sekilde
GeolnH2CTer2 igin; Axyl icin H2CTer2F veH2CTer2R primerleri, TF16 icin XylF3 ve
TF16CTer2R primerleri kullanilarak iki gen bolgesi ¢ogaltildi (Sekil 5). GeolntraH2Int3
icin; H2Int3F ve H2Int3R primerleri kullanilarak Axyl geninden 1 parga, TF16Int3F-
XylI3R ve TF16Int3R- XylI3F primerleri kullanilarak 2 parga gen bolgesi elde edildi (Sekil
6). Ayn1 sekilde GeolntraH2Int4 icin; H2Int4F ve H2Int4R primerleri kullanilarak Axyl
geninden 1 parca, TF16Int4F- XyI3R ve TF16Int4R- XylI3F primerleri kullanilarak 2 parca
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gen bolgesi elde edildi (Sekil 7). PCR reaksiyon sartlari ve PCR cihazinin g¢aligma
programi Tablo 10 ve 11°de gosterilmistir.

Tablo 10. Kimerik gen fragmentlerini olusturmak igin kullanilan PCR
reaksiyon sartlari

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR)’nin bilesenleri

(50 pL)

5X PCR tamponu 10 pL
MgCl; (2,5 mM) 3L
dNTP (1 mM) 16 pL
XylF3, H2CTerF, H2CTer2F, H2Int3F, TF16Int3F, 1uL
H2Int4F

TF16Int4F (10 uM)

XyIR3, H2CTerR, TF16CTerR, H2CTer2R, 1L

TF16CTer2R, H2Int3R, TF16Int3R, H2Int4R,
TF16Int4R (10 pM)

dH,0 18,1 pL
Tag DNA polimeraz 0,3 pL
Kalip DNA 0,6 pL

Tablo 11. Kimerik gen fragmentlerinin PCR ¢alisma programi

Sicaklik Sure (dakika) Dongii sayisi
95°C 2 1
94 °C 1 36
59 °C 1 36
72°C 1,30 36
72°C 5 1
4°C 15 1




29

GeolnH2CTer
1. PCR 2. PCR
H2CTerF A XylF3
— xyl __ TF16
H2CTerR* TF16CTerR
3.PCR
XylF3
— Kimerik gen

== (GeolnH2CTer)

H2CTerR*

Sekil 4. GeolnH2CTer kimerik gen olusumunun sematik gosterimi. Axyl; B.
halodurans C-125’i, TF16; Geobacillus sp. TF16 ‘y1 gostermektedir.
H2CTerF, H2CTerR; Axyl ksilanaz gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda,
XylF3, TF16CTerR; TF16 gen bolgesinin c¢ogaltilmasinda

kullanilmustir.

GeolnhH2CTer2

1. PCR 2. PCR
H2CTer2F Xyi3E
— o = — TF16
H2CTerR* TF16CTer2R
3.PCR
Ayl3F
Kimerik gen

By (GeolnH2CTer2)

Sekil 5. GeolnH2CTer2 kimerik gen olusumunun sematik gosterimi. Axy1;
B. halodurans C-125 ve TF16; Geobacillus sp. TF16 ‘y1
gostermektedir.  H2CTer2F, H2CTerR; Axyl ksilanaz gen
bolgesinin ¢ogaltilmasinda, XylF3, TF16CTer2R; TF16 gen
bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerleri gostermektedir.
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GeolntraH2Int3
1. PCR 2. PCR
H2Int3F Yyl3F TF16Int3F
— AXY1 = — — TF16
H2Int3R TF16Int2R Xyl3R

3.PCR /

z
1)
m

Kimerik gen
gmm= (GeolntraH2Int3)
Xyl3R

Sekil 6. GeolntraH2Int3 kimerik gen olusumunun sematik gosterimi.
Axyl; B. halodurans C-125 ve TF16; Geobacillus sp. TF16 ‘y1
gostermektedir. H2Int3F, H2Int3R; Axy1l ksilanaz gen bolgesinin
cogaltilmasinda, XylF3, XylR3, TF16Int3F, TF16Int3R; TF16
gen  bolgelerinin  ¢ogaltilmasinda  kullanilan  primerleri
gostermektedir.

GeolntraH2Int4
1. PCR 2. PCR
H2IntdF XyIF3 TF16IntdF
Axyl —
— — = TF16
H2Int4R TF16Int4R XylR3

3.PCR /

Kimerik gen

m (GeolntraH2Int4)

Sekil 7. GeolntraH2Int4 kimerik gen olusumunun sematik gosterimi.
Axyl; B. halodurans C-125 ve TF16; Geobacillus sp. TF16 ‘y1
goOstermektedir. H2Int4F, H2Int4R; Axyl ksilanaz gen
bolgesinin  ¢ogaltilmasinda, XylF3, XylR3, TFI16Int4F,
TF16Int4R; TF16 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda kullanilan
primerleri gostermektedir.

Kimerik genler olusturulurken iki agamali PCR kullanildi. Birinci asamada; son

hacim 50 pl olacak sekilde PCR karisimi hazirlandi. Fakat karisima primer eklenmedi.
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Kalip fragmentler GeolnH2CTer ve GeolnH2CTer2’de 1:1 oraninda, GeolntraH2Int3 ve
GeolntraH2Int4’de ise 1:2:1 oraninda PCR igerigine eklendi. Primerler hazirlanirken,
parcalarin birbirine yapisabilmesi i¢in sarkik uclar eklendi. Boylelikle farkli fragmentlerin
birbirlerine istenen yerlerden baglanmasi saglandi. Dolayisiyla yiiksek sicaklikta

olusabilecek rastgele birlesmelerin 6niine gegilerek tiim fragmentler lineer bir sekilde elde
edildi (Tablo 12,13 ve 14).

Tablo 12. Kimerik genlerin primersiz PCR reaksiyon sartlari

Primersiz PCR’1n bilesenleri (48 pL)
10X PCR tamponu 5uL
MgCl; (2,5 mM) 3 uL
dNTP (1 mM) 16 pL
dH,0 x* uL
Taq DNA polimeraz 0,3 puL
Kalip fragmentler 1:1/ 1:2:1
puL

x*: Kalip fragmentlerin kullanim miktarina gére dH,O miktar1 ayarlanda.

Tablo 13. Primersiz PCR (Birinci PCR) i¢in cihazin ¢alisma programi

Sicaklik Sire (dakika) Dongii sayisi
95°C 2 1
95°C 0,30 10
72°C 1 10

Primersiz PCR asamasindan sonra, PCR tiplerine GeolnH2CTer ve GeolnH2CTer?2
icin XylI3F, H2CTerR primerleri, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 icin ise Xyl3F,
XyI3R primerlerden 1’er ul ilave edildi. Primerlerin ilavesinden sonra ikinci PCR

asamasina gecilerek istenen uzunlukta fragmentler elde edildi (Tablo 18).
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Tablo 14. Primerli PCR (Ikinci PCR) igin cihazin galisma programi

Sicaklik Stire (dakika) Dongii sayisi
95°C 0,30 35
67 °C 0,30 35
72°C 1,25 35
72°C 5 1
4°C 15 1

2.3.10. Kimerik Genlerin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan 4 farkli kimerik gen, pGEM-T Easy Klonlama Kiti
kullanilarak pGEM-T Easy klonlama vektoriine, firmanin 6ngordiigii konsantrasyonlar ve
sartlar gerceklestirilerek klonlandi (Tablo 6). Ligasyon uriinu 16 °C’de bir gece boyunca
bekletildi. Ertesi giin kompotent hiicre hazirland1 ve transformasyonla E. coli JM101
hiicresine aktarildi.

Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon
kiti (Promega) ile firmanin 6ngordiigii sartlara gore izole edildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek
rekombinant genler segildi.

Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi analizatorleri
aracilig ile (Macrogen, Hollanda) belirlendi. Sekans sonuglari, elimizdeki gen siralariyla

karsilastirilarak istenilen kimerik genlerin elde edildigi tespit edildi.

2.3.11. Kimerik Genlerin pET28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Ekspresyonu

Yapilan PCR reaksiyonlar1 sonucunda eclde edilen kimerik genlerin bir E. coli
ekspresyon vektori olan pET28a(+)’ye klonlanmasi igin kimerik genlerin iginde
restriksiyon kesim bolgeleri bulunmayan ve pET28a(+) ekspresyon vektorinin coklu
klonlama bolgesinde kesim bolgesi bulunan restriksiyon enzimlerinin c¢aligabildigi ve daha
once bu duruma uygun olarak dizayn edilen primerler (XylF3, XylR3: H2CTerR),
ekspresyon primeri (Tablo 9) olarak kullanilarak PCR reaksiyonlart gergeklestirildi.
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PCR sonucu elde edilen kimerik genler Notl ve BamHI restriksiyon ezimleriyle
kesildi. pET28a(+) vektori de Notl ve BamHI restriksiyon enzimleriyle kesildi. Kesim
urtnleri % 0,8’lik agaroz jelde yaratalda.

Yapilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektor ve PCR Uriini DNA
ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon tiriinii E. coli IM101 susuna
aktarildi ve bu sus igindeki plazmitlerin incelenmesiyle, ilgilenilen geni iceren klonlar
bulundu. Elde edilen dogru klonlu plazmit E. coli BL21 (DE3) hicresine transforme
edilerek enzimin ekspresyonu gerceklestirildi. Proteinin ekspresyonu i¢in ksilanaz geni
klonlanmig E. coli BL21 hiicreleri, 1 mg/mL ampsilin iceren LB besiyerinde 37 °C’de bir
gece biyutildi ve gece kiltturinden optik yogunlugu 0,1 (600 nm) olacak sekilde yeni
ampisilinli (1 mg/mL) besiyerine hiicreler asilandi. Kiiltiir, yaklasik olarak, O.D. 0,6’ya
ulastiginda 1 mM IPTG ile indiiklenerek 20 saat boyunca 37 °C’de inkibe edildi.

2.4. Biyokimyasal Calismalar

2.4.1. Amonyum Sulfat Cokttrmesi

Amonyum sulfat coktirmesi icin, indiiklenme sonucu elde edilen kaltiir 10.000 rpm
de 20 dk ¢oktiiriildii. Elde edilen 120 ml siipernatant bir beher igerisine alinarak buzda
sakland1. Coktiirme i¢in (56 g/100 ml, % 80’lik), cok yavas bir sekilde karistirilmakta olan
Ozute 67,2 g kristal haldeki amonyum siilfat azar azar ilave edildi. Coziinme islemi
tamamlandiktan sonra 6ziit 1 saat daha karigtirilmaya birakildi. 1 saat sonunda karigim,
10.000 rpm’de ve 4 °C’de 30 dk santrifuj edilerek proteinler coktiraldid. 50 mM
NaH,PO,4, 300 mM NaCl, and 20 mM imidazol (pH 8.0) igeren solusyonla protein 1 gece

yikandi ve amonyum stilfat tuzu uzaklastirildi.

2.4.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Iyon Degisimi Kromatografisi i¢in 50 cm uzunlugundaki ve 1,5 cm ¢apindaki bir
kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak anyonik iyon degistirici olan
DEAE-Sepharose kullanildi. Hareketli faz olarak 20 mM Tris-HCI (pH 8.0) tamponu

kullanild1. Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazi bir vakum
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pompasinda alindi ve sonrasinda bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde
dolduruldu. Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
tamponu ile dengeye getirildi. Proteinin iginde bulundugu siipernatant kolondan gegirilerek
icerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu malzemesine baglanmalar1 saglandi.
Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon gegirilerek kolona tutunmayan proteinler
uzaklagtirildi. Daha sonra kolonun tuz (NaCl) icerigi 0 molardan 0,6 molara kadar
c¢ikarildi. Bunun i¢in 200 ml’lik NaCl gradient kopriisii kullanildi. Tamponun akis hizi 1
ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam tiipler i¢erinde 3,5 ml olacak
sekilde toplandi. Alinan tiim tiiplerde DNS (Miller, 1951) yontemi kullanilarak ksilanaz
taramasi yapildi. En fazla enzim bulunduran tiipler segilerek birlestirildi ve SDS-PAGE’de
saflig1 kontrol edildi. Elde edilen protein liyofilizator kullanilarak yogunlastirildi.

2.4.3. Protein Konsantrasyon Tayini

Enzim 6rneklerinin protein konsantrasyonu Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu
metoda gore gergeklestirildi. Bu metodda orjinali kirmizi olan Brillant Blue G-250
boyasinin proteinlere baglandiginda maviye doniismesi esas alinmaktadir. Protein
standardi hazirlanmasinda 0,04 mg protein/ml ihtiva eden Bovine Serum Albumin (BSA)
sollisyonu kullanildi. 100 mL boya ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mg Commasie Brillant
Blue G-250, 5 mL % 95’lik etanol igerisinde iyice ¢ozulerek lzerine 10 mL % 85’lik
fosforik asit ilave edildi ve 100 mL’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre
kagid 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 ng BSA igeren ¢ozeltiler
0,15 M’lik NaCl ile 100 pL’ye tamamlandi. Ardindan iizerine 5 ml yukarida anlatildigi
gibi hazirlanan boya ¢oOzeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek 15 dakika oda
sicakliginda beklemeye birakildi. Ornekler icin BSA yerine 10 pL enzim solusyonu
kullanilarak ayni islemler gergeklestirildi. Siire sonunda Agilent 8453E UV-visible
Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de Slgiimler yapildi ve protein miktari

ng/ul cinsinden hesaplandi.
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2.4.4. Reaksiyonlarda Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Reaksiyonlarda kullanilacak enzim miktari, yapilan 6n ¢alismalar sonucunda 1, 2, 3,
5,10, 12, 15 pg protein iceren bir dizi reaksiyon serisi sonucunda belirlendi. Reaksiyonlar
yukarida belirtilen sartlarda gergeklestirildi. Olusturulan protein miktari-aktivite grafigi
yardimi ile daha sonraki ¢alismalarda (optimum pH, optimum sicaklik) kullanilacak olan

enzim miktar1 belirlendi.

2.4.5. Optimum Sicakhk

Geobacillus sp. TF16 ksilanazi, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik
ksilanazlarinin en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri, % 5’lik  substrat
konsantrasyonunda, belirlenen miktarda saf protein, 50, 60, 65, 70, 75, 80 ve 90 °C’ye
kadar ayarlanmig 1sitici bloklarda gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile belirlendi. Bu
reaksiyon serisinde enzimlerin en iyi c¢alistig1 sicaklik degeri daha sonraki ¢aligmalarda

kullanilacak olan reaksiyon sicakligi olarak belirlendi.

2.4.6. Optimum pH

Geobacillus sp. TF16 ksilanazi, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik
ksilanazlarinin aktivitesine pH’nin etkisi, sodyum-asetat tamponu pH 4,0-5,5, fosfat
tamponu pH 6,0-7,5, Tris-HCI tamponu pH 8,0-8,5, glisin tamponu pH 9,0-12,5
kullanilarak, belirlenen optimum sicaklikta 20 dakika 1sitict bloklarda gergeklestirilen

reaksiyonlarla belirlendi.

2.4.7. Enzim Kinetigi

Oat spelt ksilan hidrolizi baslangi¢ reaksiyon hizi TF16 ksilanazi i¢in 1-30 mg
ksilan/mL, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 ksilanazlari igin ise 0,5- 35 mg ksilan/mL
konsantrasyonu araliginda belirlenmistir. Baslangi¢ reaksiyon hizina karsi substrat

konsantrasyonu egrisi ¢izilerek enzimin Michaelis-Menten kinetigine uygunlugu
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aragtirtlmistir. Ayrica enzimin kinetik parametreleri de dogrusal-olmayan regresyon analizi
ile belirlenmistir.

Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 ksilanaz enzimlerinin
Kinetik verileri, yapilan 6n ¢alismalar sonucunda belirlenen substrat konsantrasyonlari ile
gerceklestirilen seri reaksiyonlar ile belirlendi. TF16 ksilanaz aktivitesi, saf protein iceren
enzim solusyonu ile 70 °C’de, pH 9,0’da; GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 ksilanaz
aktiviteleri ise sirastyla 60 °C ve 50 °C’de, pH 8,0’de, 100 mM fosfat tamponu icerisinde
20 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda soguk 0,5 mL DNS ile 5 dakika kaynar suda
kaynatildi ve daha sonra 540 nm’de ksiloz standard:i kullanilarak spektrofotometrik
Olcimlerle belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
hazirlanan Lineweaver—Burk egrisinde x ve y eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen
degerlerin tersi olarak belirlendi. Michaelis-Menten grafigi cizilerek, elde edilen substrat
konsantrasyonlari daha sonra yapilacak olan c¢alismalarda kullanilacak substrat
konsantrasyonu olarak belirlendi.

2.4.8. Isil Kararhhg

TF16 ksilanaz enziminin 60-90 °C arasinda, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4
kimerik ksilanazlarinin ise sirastyla 45-70 °C ve 35-60 °C araliginda gostermis olduklar
1s1l kararlilhigimi belirlemek amaciyla inkiibe edildi. inkiibasyon sirasinda belli zaman
araliklarinda her bir sicakliktaki tiipten ornekler alindi ve bu tiirlerdeki aktivite standart
metoda gore belirlendi. Ayrica reaksiyon basinda sifirincit dakikada tiiplerden alinan
orneklerin aktivitesi ile istenilen dakikada alinan Orneklerdeki aktiviteler kiyaslarak bir

sicaklik stabilitesi grafigi ¢izildi.

2.4.9. pH Kararhhg

TF16 ksilanazi, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik ksilanazlarinin pH
kararliligimi belirlemek igin enzim, pH’1 5,0 olan 50 mM sodyum-asetat tamponunda;
pH’s1 6,0 ve 7,0 olan 50 mM fosfat tamponlarinda; pH’1 8,0 olan Tris-HCI tamponunda ve
pH’19,0, 10,0 ve 11,0 olan glisin tamponlarinda sirasiyla 70 °C, 60 °C ve 50 °C’de inklbe

edildi. Inkiibasyon siirelerinin bitiminde tiiplerden ornekler almarak standart aktivite
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testine gore Olgiimler gerceklestirildi. Ayn1 zamanda sifirinc1 dakikada alinan 6rneklerin
aktiviteleri ile daha sonra belli siirelerde alinan 6rneklerin aktiviteleri karsilastirilarak pH

kararlilig1 ortaya cikarildi.

2.4.10. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri, % 15’ lik SDS- PAGE kullanilarak 15 mA’lik akim
altinda gerceklestirildi. Ksilanaz enzimlerinin molekiiler agirligi, molekiiler agirlig belli
olan bir protein markirt ile ilgili proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezinde birlikte
yiiriitiilmesi ile belirlendi. Orneklerin iizerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-
HCI pH 6,8; % 4 SDS; % 20 Gliserol; % 6 p-merkaptoetanol) tamponu ilave edildi ve
sonrasinda 95 °C’de 5 dakika bekletilerek denatiirasyonlar1 gergeklestirildi. Daha sonra
Maniatis ve ark. (1982) tarafindan tanimlanan % 15’lik sodyum dodesil silfat-
poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve 15 mA akim altinda, yiiriitme boyasi jelden
cikana kadar yiiriitiildii. Yiriitme islemi sonrasinda jel Coomassie Brilliant Mavisi (%
0,125 Coomassie Brilliant Mavisi R-250, % 50 metanol, % 10 asetik asit) boyasi ile 1 saat
boyandr ve Yikama-1 (% 50 metanol, % 10 asetik asit) soltisyonunda 1 saat bekletildikten
sonra Yikama-Il (% 7 asetik asit, % 5 metanol) soliisyonuna aktarildi ve bir bilgisayar

tarayicisi ile fotograflandi.



3. BULGULAR

3.1. Geobacillus sp. TF16, Bacillus halodurans C-125 ve Kimerik Genleri i¢ceren
Suslarda Ksilanaz Aktivitesinin Tespiti

Geobacillus sp. TF16 susu 55 °C’de LB besiyerinde, Bacillus halodurans C-125 ise
30 °C ’de Na-sesquicarbonate iceren NB besiyerinde bir gece biyutuldikten sonra elde
edilen kiiltiirden asilanan taze kiiltiir ksilanli besiyerinde 72 saat indiklendikten sonra,
olusan kiiltiir ¢oktiiriiliip hiicre dis1 enzim elde edildi. Kaba enzim ekstrakti ksilanaz
aktivitesini belirlemekte kullanildi. E. coli BL21’e (DE3) klonlamas:t yapilan
GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik enzimlerinin aktivitesine ise pelletten bakildi.
Elde edilen ekstraktlar, % 5’lik substrat ile 100 mM fosfat tamponu ilave edilerek TF16
susu 65 °C, B. halodurans 30 °C, GeolntraH2Int3 60 °C ve GeolntraH2Int4 ise 50 °C’de
20 dakika bekletildi. Calismada enzim aktivitesini tayin eden yontem; ksilanazin substrat
(ksilan) ile girdigi tepkime sonucu a¢iga ¢ikan indirgeyici sekerleri 6l¢en Dinitrosalisilik
asit metotu (Miller, 1951) ile gosterildi. 1nk1'ibasyondan sonra Ornekler, 0,5 mL
Dinitrosalisilik asit (DNS) reaktifi ile karistirilarak, 5 dakika kaynatildi. Ornek igindeki
indirgen seker miktar1 540 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Yapilan bu ¢aligmalar
sonucunda ¢alismada kullanilacak olan iki bakterinin ve kimerik enzimlerin ksilanaz

aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

3.2. Molekiiler Calismalar

3.2.1. Primer Sentezi

Geobacillus sp. TF16, Bacillus halodurans C-125 bakterilerinin ksilanaz genlerinin
tespiti ve bu ksilanaz genlerinden olusturulan kimerik genler olan GeolnH2CTer,
GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3  ve  GeolntraH2Int4’nin  genlerinin  PCR’la
cogaltilabilmesi i¢in Tablo 9’da belirtilen primerler dizayn edilip sentezlettirilerek sonraki
PCR reaksiyonlarda kullanildi.
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3.2.2. PCR Reaksiyonu ile Ksilanaz Genlerinin Cogaltilmasi ve Klonlanmasi

Geobacillus sp. TF16 bakterisine ait ksilanaz genini elde etmek amaciyla, bu
bakterinin genomik DNA’s1 kalip olarak kullanildi, XylF3 ve XylR3 primerleri ile PCR
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Aymi sekilde Bacillus halodurans C-125 bakterisinin
ksilanaz geninin tespiti amaciyla bu bakterinin genomik DNA’s1 ve AxylexF-AxylexR
primer ¢ifti kullanilarak PCR gergeklestirildi. PCR sonucu 0,5 mg/mL etidyum bromiir
iceren % 1,0’luk agaroz jelde yurGtuldu ve sonuglar BioDocAnalyze jel gorintileme
sistemi ile goriintiilendi. Elde edilen DNA parcalart pGEM-T Easy klonlama vektoriine
klonlandi. Klonlama sonunda olusan kolonilerden mavi-beyaz koloni ayrimi yapilarak
beyaz koloniler secildi ve plazmit izolasyon yontemine goére plazmidler izole edildi. Gen
parcasinin klonlandigi dogru klonlar secildi ve Macrogen (Hollanda) firmasina
gonderilerek sekans analizi gergeklestirildi. Sekans sonuglart GenBank’taki (NCBI, NIH,
Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekanslarin Geobacillus sp. TF16 (996 bc)
ve Bacillus halodurans C-125 (1191 bg) ksilanaz genlerine ait oldugu tespit edildi
(Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125’in nukleotit ve amino asit dizinleri
Ek1., Ek2., EK3. ve Ek4.’te gosterilmistir).

Tablo 15. Bacillus halodurans C-125 ksilanaz geninin diger mikroorganizmalara
ait ksilanazlara olan niikleotit % benzerligi

Mikroorganizma % Niikleotit benzerligi
Bacillus halodurans TSEV1 99
Bacillus sp. JB 99 95
Bacillus firmus BH2133 95
Bacillus sp. N16-5 87
Bacillus sp. NG-27 73
Geobacillus thermodenitrificans JK1 69
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Tablo 16. Geobacillus sp. TF16 susuna ait ksilanaz geninin diger
mikroorganizmalara ait ksilanazlara olan niikleotit % benzerligi

Mikroorganizma % Niikleotit benzerligi
Geobacillus sp. C56-T3 97
Geobacillus stearothermophilus T-6 96
Bacillus thermantarcticus 82
Geobacillus stearothermophilus 1A05583 79
Anoxybacillus sp. E2 72
Paenibacillus sp. JDR-2 68

3.2.3. PCR Reaksiyonu ile Kimerik Ksilanaz Genlerinin Cogaltilmas1 ve
Klonlanmasi

Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125 suslarina ait ksilanazlar arasinda
fragment degisimi yapilarak 4 adet kimerik gen elde edildi. Kimerik genleri olustururken,
Tablo 9°da belirtilen primerler ve TF16 ve C-125 suslarina ait genomik DNA’lar
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirildi. PCR sonucu 0,5 mg/mL etidyum bromiir
iceren % 1,0’luk agaroz jelde yuratuldu ve sonuglar BioDocAnalyze jel gorintileme
sistemi ile goriintiilendi. Elde edilen DNA pargalari pGEM-T Easy klonlama vektoriine
klonlandi. Klonlama sonunda olusan mavi-beyaz kolonilerden beyaz koloniler secildi ve
plazmit izolasyon yontemine gore plazmidler izole edildi. Gen pargasinin klonlandigi
dogru klonlar secildi ve Macrogen (Hollanda) firmasina gonderilerek sekans analizi
gergeklestirildi. Sekans sonuclari elimizdeki verilerle karsilastirildiginda, sonuglarin
dizayn edilen kimerik genlere ait oldugu tespit edildi. Olusturulan kimerik genlerin
GeolnH2CTer (1002 bg), GeolnH2CTer2 (1008 bcg), GeolntraH2Int3 (987 Dbg) ve
GeolntraH2Int4 (1023 bg) oldugu bulundu (Kimerik genlerin nikleotit ve amino asit
dizinleri EK5., EK6., EK7., EK8., EK9., EK10., Ek11. ve Ek12.’de gosterilmistir).
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Sekil 8. Geobacillus sp. TF16, B. halodurans C-125 ve kimerik genlere ait agaroz jel
gorantdsa. I- a) 0.1-10 kb markir (NEB) b) Geobacillus sp. TF16 ksilanaz
geni (998 bc) c) Bacillus halodurans C-125 ksilanaz geni (1191 bg). 1I- a)
GeolnH2CTer (1002 bg), b) GeolnH2CTer2 (1008 bg), ¢) GeolntraH2Int3
(987 bg) d) GeolntraH2Int4 (1023 bg)

3.2.4. B. halodurans C-125, Geobacillus sp. TF16 ve Kimerik Ksilanazlarin Ug¢
Boyutlu Yapilarn

DNA shuffling’e benzer bir yaklasim kullanilarak pET28a(+) vektoriine klonlanan
kimerik proteinlerin amino asit dizileri ExPASy programi kullanilarak belirlendi ve
elimizde bulunan verilerle karsilastirilarak proteinlerin dogrulugu tespit edildi. Proteinlerin
ic boyutlu yapisi PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4
Schradinger, LLC.) programi kullanilarak olusturuldu (Sekil 9).
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Sekil 9. Ksilanaz proteinlerinin ¢ boyutlu gdsterimi. a) Geobacillus sp. TF16 b)
Bacillus halodurans C-125 c) GeolntraH2CTer d) GeolntraH2CTer2 e)
GeolntraH2Int3 ve f) GeolntraH2Int4’tin ii¢ boyutlu yapisini
gostermektedir. Yesil kisim Geobacillus sp. TF16’y1, kirmizi kisim ise
Bacillus halodurans C-125 proteinini gostermektedir.

3.2.5 Geobacillus sp. TF16, Bacillus halodurans C-125 ve Kimerik Ksilanaz
Genlerinin pET20b(+) ve pET28a(+)’a Vektoriine Klonlanmas1 ve
Ekspresyonu

Bacillus halodurans C-125 ve kimerik ksilanaz genlerinin pET20b(+) ve pET28a(+)
vektorllerine klonlanmasi igin bakterilere ait olan genomik DNA’lar  kullanildi ve
ekspresyon primerleri olarak dizayn edilen primerler (Tablo 9) ile PCR gergeklestirildi.
PCR sonucu elde edilen DNA fragmeti Bacillus halodurans C-125 ksilanazinda Ncol ve
Xhol restriksiyon enzimleriyle, kimerik genlerde ise Notl ve BamHI restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesildi. pET20b(+) vektorii B. halodurans C-125’in klonlanmasinda,
pET28a(+) ise, kimerik genlerin klonlanmasinda kullanildi. Vektérler her bir PCR
fragmenti i¢in kullanilan restriksiyon enzimleriyle kesildi. Kesim drinleri % 1’lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutularak fotograflandi.

Yapilan kesim reaksiyonlari sonucunda elde edilen lineer vektér ve PCR iiriinleri

DNA ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon Uriinl E. coli JM 101
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susuna aktarild1 ve bu sus i¢indeki plazmitlerin incelenmesiyle ilgilenilen geni i¢eren klon
belirlendi ve boylece klonlama gergeklestirildi. Ancak klonlamanin gergeklestirildigi
PET20b(+) ve pET28a(+) vektorleri glcli bir promotora sahip ekspresyon vektorleridir ve
ekspresyonun iyi bir bicimde olabilmesi icin elde edilen klonun T7 promotor sistemini
daha iyi bir sekilde taniyacak olan bir hiicreye aktarilmasi gereklidir. Bu amagla elde
edilen klonlar E. coli BL21 (DES3) hiicresine transforme edildi.

Geobacillus sp. TF16 ksilanaz1 ise pET20b(+) vektoriine klonlanamadigindan,

protein dogrudan bakterinin kendisinden elde edildi.

3.3. Geobacillus sp. TF16, Bacillus halodurans C-125 ve Kimerik Ksilanaz
Enzimlerinin Karakterizasyonu

Geobacillus sp. TF16 ksilanaz geninin sekans sirasi belirlendikten sonra, ksilanaz
geni bir ekspresyon vektorii olan pET20b(+) vektoriine klonlanamadi. Bu yuzden protein
dogrudan Geobacillus sp. TF16 hicresi induklenerek elde edildi. Protein Uretimi
Geobacillus sp. TF16 hiicresinde gergeklestirildikten sonra, proteini ¢cok miktarda elde
etmek igin amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Daha sonra iyon degisimi kolon
kromatografisi (DEAE-Sepharose) kullanilarak saflastirma gergeklestirildi. Ardindan
enzimin biyokimyasal 6zellikleri (optimum pH, optimum sicaklik, kinetik parametreleri
v.s) incelendi. Incelemeler sirasinda biitiin deneyler en az ii¢ tekrarl olarak yapildi.

Bacillus halodurans C-125 ve olusturulan kimerik ksilanaz genleri GeolnH2CTer,
GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 gen siralar1 belirlendikten sonra
PET20b(+) ve pET28a(+) ekspresyon vektorlerine klonlandi ve E. coli BL21 (DE3)
hlcresine aktarildi. GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 proteinlerinde SDS-PAGE analizi
sonucunda ekspresyon bantlar1 goriildii. Ayrica bu iki proteinin DNS reaktifi kullanilarak
aktivite analizi yapildiginda ksilanaz aktivitesine sahip olduklar1 goriildii. Ancak Bacillus
halodurans C-125, GeolnH2CTer ve GeolnH2CTer2’de ekspresyon bandina ve aktiviteye

rastlanmadi.

3.3.1. Reaksiyonlarda Kullanilacak Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 i¢in yapilan ¢alismalarda

kullanilacak olan protein miktar1 degisken miktarlarda enzim ve belirli miktarda substratin
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(% 5) kullanildig1 reaksiyonlar sonucu belirlendi. Yapilan reaksiyonlar sonucu TF16
enzimi icin 2,5 pg/uL, GeolntraH2Int3 icin 3,0 ug/uL ve GeolntraH2Int4 igin 2,0 pg/ulL
saf enzim kullanildiginda protein miktar1 aktivite grafiginde artisin duragana gectigi
goraldi. Bu sonuclar dikkate alinarak, ksilanaz aktivite deneylerinde kullanilabilecek olan

enzim miktarilarinin sirasiyla 2,5, 5,0 ve 2,0 pg saf protein olduguna karar verildi.

3.3.2. Optimum Sicakhik

Geobacillus sp. TF16 ksilanazi, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik
ksilanazlarinin en yuksek aktivite gosterdigi sicaklik degerinin saptanmasi ig¢in 40-90 °C
arasindaki sicakliklarda aktiviteleri incelendi. Yapilan c¢aligmalar sonucunda ksilanaz
enzimlerinin optimum sicakliklarinin sirasiyla 70 °C, 60 °C ve 50-60 °C oldugu belirlendi
(Sekil 10, Sekil 11 ve Sekil 12).

Optimum Sicakhk
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Sekil 10. Geobacillus sp. TF16 ksilanaz enziminin optimum sicaklik grafigi
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Optimum Sicakhk
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Sekil 11. GeolntraH2Int3 kimerik ksilanaz enziminin optimum sicaklik grafigi
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Sekil 12. GeolntraH2Int4 kimerik ksilanaz enziminin optimum sicaklik grafigi

3.3.3. Optimum pH

Geobacillus sp. TF16 ksilanaz ve diger iki kimerik ksilanaz enziminin optimum
pH’smin saptanmasi i¢in Na-Asetat (pH 4,0-5,5); Na-fosfat (pH 6,0-7,5); Tris-HCI (pH
8,0-8,5) ve Glisin-NaOH (pH 9,0-12,5) olmak tzere 4 farkli tampon sistemi kullanildi.
Ksilanaz enzimlerinin sirasiyla 9,0, 8,0 ve 8,0-10,0 optimum pH araliklarina sahip
olduklar1 belirlendi (Sekil 13, Sekil14 ve Sekil 15).
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Sekil 13. Geobacillus sp. TF16 ksilanaz enziminin optimum pH grafigi
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Sekil 14. GeolntraH2Int3 kimerik ksilanaz enziminin optimum pH grafigi
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Optimum pH
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Sekil 15. GeolntraH2Int4 kimerik ksilanaz enziminin optimum pH grafigi

3.3.4. Kinetik incelemeler

TF16 ksilanaz enziminin baslangi¢ tepkime hiz1 70 °C’de, 100 mM pH 9,0 Glisin-
NaOH tamponunda 1-30 mg/mL oat spelt ksilan substrat konsantrasyonu araliginda,
GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik ksilanazlarinin ise baslangic tepkime hizlar
ise sirastyla 60 °C ve 50 °C’de, 100 mM pH 8,0°de fosfat tamponunda 0,5-35 mg/mL oat
spelt ksilan substrat konsantrasyonu araliginda olgiilmiistiir. Enzimlerin oat spelt ksilan
varliginda substrat-aktivite grafigi ¢izilerek enzimin basit Michaelis- Menten kinetigine
uydugu tespit edildi. Substrat olarak oat spelt ksilan kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk
egrisinin olusturdugu dogrunun x-eksenini kestigi nokta -1/ Km’ye esitlenerek Km
degerleri sirasiyla 6,86 £ 0,615 mg/ml, 2,14 mg/ml ve 3,995 mg/ml, y-eksenini kestigi
nokta ise 1/ Vmax’a esitlenerek Vmax degerleri sirasiyla720,24 + 22,99 U/mg, 10,615
U/mg ve 9,165 U/mg olarak hesaplandi (Sekil 16).
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Michaelis-Menten Grafigi Lineweaver-Burk Egrisi
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Sekil 16. Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4’e ait Michaelis-
Menten grafikleri ve Lineweaver-Burk egrileri

3.3.5. Isil Kararhhg:

TF16 ksilanazi, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik ksilanaz enzimlerinin
1s1l kararliliklarini saptamak igin sirasiyla 60-90 °C, 45-70 °C ve 35-60 °C’de araliklarinda
30, 120 ve 180 dakika slreyle 6n inkubasyon gerceklestirildi. Her bir sicakliktan alinan
enzim Orneklerindeki kalan aktivite standart metoda gore sirasiyla 70 °C, 60 °C ve 50
°C’de belirlendi. Elde edilen sonuclar Sekil 17°de verilmistir.

TF16 ksilanaz enzimi, aktivitesini 180 dakika sonunda 60 °C ‘de % 80 oraninda, 65
°C ‘de % 35 oraninda korumustur. 70 °C de ise, enzim aktivitesini 30 dakika sonra % 43

oraninda korumus, fakat 180 dakika sonunda aktivitesini tamamen kaybetmistir. 75, 80, 85
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ve 90 °C‘de belirtilen siirelerde yapilan Olglimler sonucunda aktivitenin tamamen
kayboldugu saptanmastir.

GeolntraH2Int3 kimerik ksilanazi, aktivitesini 180 dakika sonunda 45 °C‘de % 90
oraninda, 50 °C‘de % 50 oraninda korumustur. 30 dakika sonunda 55 °C‘de % 70
oraninda, 60 °C‘de ise % 20 oraninda korurken, 180 dakika sonunda bu sicakliklarda
enzim aktivitesini kaybetmistir. 65 ve 70 °C’de yapilan Ol¢iimler sonucunda enzimin
belirtilen siirelerde bu sicakliklarda aktivitelerini tamamen kaybettikleri goriilmiistiir.

GeolntraH2Int4 kimerik ksilanazinin ise, aktivitesini 180 dakika sonunda 35 °C’de
% 100 oraninda, 40 °C’de % 80 oraninda ve 45 °C’de ise % 35 oraninda korudugu
saptanmistir. 50 °C’de 30 dakika sonunda % 25 aktivitesini korurken, 120 dakika
inkibasyondan sonra aktivitesini tamamen kaybetmistir. 55 ve 60 °C’lerde yapilan

Ol¢timlerde enzimin aktivitesini tamamen kaybettigi saptanmistir.

i Isil Kararlihgi (TF16) Isil Kararhiligi(GeolntraH2Int3)
E 120
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% 20 E 80 —f 45 5T
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Sekil 17. Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4’iin 1s1l kararlilig
grafikleri
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3.3.6. pH Kararhhg:

TF16 ksilanaz enziminin pH stabilite analizi i¢in, pH 6,0-10,0 arasindaki tampon
cOzeltilerde 6 saat ve 24 saat stireyle, 70 °C de 6n inkiibasyon gergeklestirildi. Elde edilen
sonuclar Sekil 18’de gosterildi. Enzimin 6 saatlik 6n inkiibasyondan sonra pH 9,0-9,5’da
aktivitesini %100’e yakin korudugu goriilmiistiir. pH 7,0-8,5 araliginda ise enzimin 6 saat
sonunda % 80 civarinda aktivitesini korudugu gozlenmistir. 24 saat sonunda ise enzimin
pH 6 disindaki diger pH’larda 6nemli bir aktivite diisiikliigiine rastlanmamuistir.

GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 kimerik ksilanazlarinin ise pH 6,0-11 araliginda

6 ve 24 saatlik 6n inkiibasyon sonunda aktivitelerini tamamen kaybettikleri saptanmistir.

pH Kararhhg
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100 | B ——c
80 - ] ’
o
< 8
E
E B0 ——F
=
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20 -
10
0

24
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Sekil 18. Geobacillus sp. TF16’nin pH kararlilig1 grafigi

3.3.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 ksilanaz enzimleri
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak yogunlastirildi ve iyon degisimi kolon
kromatografisi kullanilarak saflastirildi. Elde edilen saf proteinler SDS-PAGE’de tek bant
olarak gosterildi. % 15’lik SDS-PAGE’de protein markir1 ile birlikte yiiriitiilerek
fotografland1 ve Protein Molecular Weight Calculator (URL-4) kullanilarak, enzimlerin
molekiiler agirligi sirasiyla 38,66, 38, 3 ve 40,1 kDa olarak hesapland: (Sekil 20).
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Sekil 19. Iyon degisimi kolon kromatografisi kullanilarak saflastirilan ksilanaz
enzimlerinin SDS-PAGE g0rinumi.1) Protein markir (10-250 kDa) 2)
Geobacillus sp. TF16 ksilanaz kaba ekstrakt1 3) TF16 ksilanaz saf enzimi 4)
GeolntraH2Int3 kimerik ksilanaz kaba ekstrati 5) GeolntraH2Int3 saf
enzimi 6) GeolntraH2Int4 kimerik ksilanaz kaba ekstrat1 7) GeolntraH2Int4
saf enzimi



4. TARTISMA

K.T.U Fen Bilimleri Enstitiisiinde yiiksek lisans tezi olarak hazirlanan bu calisma
yilksek sicaklik ve pH’da aktif yeni bir kimerik ksilanazin olusturulmasi ve
karakterizasyonunu kapsamaktadir. Bu calisma, 8800 No’lu BAP projesiyle
desteklenmistir.

Bilindigi gibi ksilanazlar endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanim alani olan enzimler
olup ayn1 zamanda termofilik ve alkali karakterli olanlarina ilgi giin gectik¢e artmaktadir.
Yapilan literatiir arastirmalarinda hem yiiksek seviyede 1s1l kararli hem de alkali kararlilik
Ozelliginin dogal ksilanazlarda ayni anda oldugu durumlara az rastlanilmaktadir.

Bu ¢alismada DNA shuffling metodu kullanilarak kimerik ksilanazlar elde edilmeye
calisildi. Protein miihendisligi kapsaminda bu konu ile ilgili cesitli calismalar da
mevcuttur. Shibuya ve ark. (2000) random DNA shuffling yontemi ile ksilanazin hidrolitik
aktivitesinin ve sl kararliligmin artirilmas1  iizerinde c¢alismistir.  Calismada
Thermomonospra fusca XylA ile Streptomyces lividans XylB iizerinde durulmus ve
tesadufi fragment olusumu, PCR ile tekrar birlestirme metodu ve kimerik ksilanaz havuzu
meydana getirmek icin Streptomyces lividans’tan XylB ve Thermomonospra fusca’dan
XylA’nin katalitik domainlerinden DNA kodlanmas1 yontemi izlenmistir. Daha sonra
meydana getirilen enzimin 6zellikleri ile parental enzimin oOzellikleri karsilastirilmistir.
Meydana getirilen kimerik enzimlerden iki tanesinde 1sil kararliligin yaklasik olarak 20 °C
arttig1 bulunmustur. Wang ve ark. (2008) yonlendirilmis evolusyon ile Thermobifida fusca
(va da 6nceki adiyla Thermomonospora fusca) ksilanaz A’sinin alkalin pH kararliliginin ve
aktivitesinin artirtlmasini, bir diger ¢alismada da module shuffling ile Thermomonospora
alba XylA ile Cellulomonas fimi arasinda, GH10 ksilanazin hidrolitik aktivitesinin ve 1s1l
kararliligminin  arttirlmasim1 (Wang vd., 2007) calismiglardir. Gibs ve ark. (2001)
yaptiklar1 bir ¢alismada dejenerat oligoniikleotit DNA shuffling metodu ile B-ksilanazin
optimum pH degerinin degistirilerek bu noktada kararliligimin artirilmasi {izerine
calismislardir. Stemmer, sefotaksim antibiyotigine direnglilik i¢in seleksiyon ile TEM-1 f3-
laktamaz DNA shufflingini gergeklestirmistir (Stemmer, 1994; Crameri vd., 1996; Zhang
vd., 1997; Patten vd., 1997). Stemmer (1994), p-laktamaz model sisteminde molekuler
evolisyon i¢in mutajenik DNA shuffling metodunu denemistir. Patten ve ark. (1997)

farmasotiklerin ve asilarin gelistirilmesi amaci ile DNA shuffling ile segici liretim
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gerceklestirmigler ve istenmeyen oOzelliklere sahip proteinlerin elenmesini, istenen
ozelliklere sahip olanlarin gelistirilmesini saglamiglardir. Crameri ve ark. (1996) GFP’nin
floresans aktivitesinin gelistirilmesi amaci ile gelismis kodon kullanan sentetik gfp geni
tiretmisler ve parlak E. coli kolonileri icin tarama yaparak tekrarlayan DNA shuffling
dongiisti gerceklestirmislerdir. Yesil floresans protein (GFP) gen regiilasyonunda genis bir
kullanima sahiptir ve dkaryotlar basta olmak {izere ¢ogu organizma i¢in giiclii bir floresans
sinyali istenmektedir. Bunlar disinda DNA shuffling endiistriyel enzimlerin optimize
edilmesinde (Arnold vd., 1997; Shao ve Arnold, 1998), fonksiyonel olmayan
mutasyonlardan fonksiyonel olanlar1 ayirt etmede (Zhao ve Arnold, 1997),
galaktozidazdan etkili bir B-fukozidaz gelistirilmesinde (Zhang vd., 1997) ve yapay
evolusyonlarin yapilmasinda (Harayama, 1998) kullanilmstir.

Yiksek pH aktivitesine sahip pek ¢cok enzim mevcuttur. Nakamura ve ark. (1993)
yaptiklart ¢alismada Bacillus sp. 41M-1 bakterisinin ksilanaz enziminin aktivite gosterdigi
optimum pH’nin 9,0 oldugunu belirledi. Fakat enzimin optimum sicakligi 50 °C ‘dir. Hauli
ve ark. (2013)’nin yaptig1 diger bir ¢alismada, Anoxybacillus sp. Ip-C den elde edilen
ksilanazin optimum pH’sinin 9,0, optimum sicakliginin ise 70 °C oldugu bulunmustur. Bu
caligmada kullandigimiz Geobacillus sp. TF16 ksilanaz1 da ayn1 sicaklik ve pH degerlerini
gostermektedir. Fakat bu calismada amag, farkli bakterilerin ksilanazlarinin DNA shuffling
yontemiyle birlestirilerek pH’st 9-12 arasi1 olabilecek ve yiiksek sicaklarda stabil
kalabilecek bir kimerik enzim Gretmektir.

Ik defa bu ¢alismada kullanilan Geobacillus sp. TF16 ksilanaz enziminin, optimum
sicakligi 70 °C olarak bulundu. Cogu ksilanaz enzimlerinin aktivite gosterdigi sicaklik
degerleri yaklasik olarak 40-60 °C arasindadir (Subramaniyan ve Prema 2002; Collins vd.,
2005). Bacillus megaterium SV1 ksilanazinin optimum sicakligi 40 °C (Vijayalakshmi vd.,
2013), Bacillus pumilus’un 50 °C (Poorna, 2011) ve Penicillium expansum 40 °C (Querido
vd., 2006) olmas1 ¢ogu ksilanazin diisiik sicakliklarda aktif oldugunu gostermektedir.
Geobacillus sp. TF16 ksilanazin1 sicaklik bakimindan literatiirle karsilastirdigimizda
enzimin optimum sicakligimmin 70 °C olmasi, bu enzimin optimum sicakliginin ¢ogu
ksilanaz enziminden yiiksek oldugunu ve endiistri alaninda verimli bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu enzimin kimerik ksilanaz olusturmada kullanilma
amac1 yiiksek sicaklikta aktivite gostermesidir. Boylelikle yiiksek sicaklik ve pH’da aktif

kimerik ksilanazlar elde edilmeye calisildu.
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Geobacillus sp. TF16 ksilanazini kinetik parametreler agisindan inceledigimizde Km
6,86 = 0,615 mg/ml, Vmax ise 720,24 + 22,99 U/mg olarak bulundu. Substrat olarak oat
spelt ksilan1 kullanan 1,579 mg/ml (Wu vd., 2006), 4,8 mg/ml (Shrinivas vd., 2010) Km
degerlerine sahip Geobacillus sp. MT-1 ve Bacillus sp. JB 99 ksilanaz enzimleriyle
Geobacillus sp. TF16 ksilanazinin Km’sini karsilastirdigimizda, ksilanaz enziminin
Km’sinin diger enzimlere gore yiiksek oldugu bulunmustur. Bu durum TF16 ksilanaz
enziminin oat spelt ksilan substratina affinitesinin diisiik oldugunu gostermektedir. Vmax
acisindan literatlir taramasi yapildiginda, c¢ogu enzimin Vmax degerininin TF16
ksilanazindan diisiik oldugu goriildii. Ornegin; Cereus pterogonus (Vikramathithan vd.,
2010), Trichoderma harzianum (Ahmed vd., 2012) ve Bacillus mojavensis UEB-FK
(Kallel vd., 2014) Vmax degerlerinin sirasiyla 216.2 U/mg, 0,526 U/mg ve 250,02 U/mg
oldugu gosterilmistir. Bu degerler karsisinda TF16 ksilanazinin Vmax’inin oldukca yiiksek
oldugu goriilmektedir. Kimerik ksilanazlar olan GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4’(in ise
Km degerleri sirastyla 2,14 mg/ml ve 3,995 mg/ml, Vmax degerleri ise 10,615 U/mg ve
9,165 U/mg olarak bulundu. Yaban tip TF16 ile kimerik ksilanazlar1 karsilastirdigimizda,
kimerik enzimlerin Km degerlerinde diisiis oldugu goriildii. Bu da bu enzimlerin ksilan
substratina kars1 affinitelerinin artmis oldugunu gostermektedir. Fakat kimerik enzimlerin
Vmax degerlerinin TF16’ya gore oldukea diistiigli goriildii.

Bu g¢alismada Geobacillus sp. TF16 ve Bacillus halodurans C-125 suslari yeni bir
kimerik ksilanazin elde edilmesi igin kullanildi. TF16 susunun 70 °C’de aktivite verdigi bu
calismayla belirlendi. C-125 susu ise, yiksek pH’da aktivite gosteren bir ksilanaz enzimine
sahiptir. Honda ve ark.(1985), B. halodurans C-125 susunun iki tane ksilanaz genine sahip
oldugunu bulmustur. Bu enzimlerden biri sadece pH 6-7 araliginda aktifken, diger ksilanaz
enziminin pH aktivite araliginin 6-10 arasinda degistigini bulmus, hatta bu enzimin pH
12°de hala aktif oldugunu gostermislerdir. Kimerik genler olusturulurken, B. halodurans
C-125’in yiksek pH aktivitesine sahip olan geni belirlendi ve ¢calismada bu gen kullanildi.

B. halodurans C-125 ksilanaz geni pET20b(+) ekspresyon vektoriine klonlandi ve
BL21 (DE3) hiicresine transformasyonu yapilarak indiiklendi. Fakat indiiklenme
sonucunda stipernatanttan elde edilen 6zitte ksilanaz aktivitesine rastlanmadi. Elde edilen
0zut SDS-PAGE’e yiiklendiginde de beklenilen boyutta protein bandinin olmadig: goriildii.
Bu durum, E. coli hiicrelerinde ekspres edilen bazi proteinlerin inkliizyon cisimcigi
olusturmasiyla aciklanabilir. Baek ve ark. (2012), Bacillus amyloliquefaciens CH51
ksilanazim1 pET26b(+) vektoriine klonlayip E. coli BL21 (DE3) ekspresyon hiicresine
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aktarmig, fakat ¢oziinmeyen protein yapist (inkliizyon cisimcigi) olusmasi sebebiyle
slipernatantta ksilanaz aktivitesi saptanamamistir. Bu durum c¢ogu ksilanaz enziminde
inaktif inkliizyon cisimciklerinin olusmasiyla agiklanmistir. Bu yiizden, Bacillus haloduras
C-125 ksilanaz geni sadece kimerik genlerin olusturulmasinda yiiksek pH aktivitesine
sahip oldugu i¢in kullanildi.

TF16 ve C-125 suslarinin ksilanazlarinin kullanilmasiyla 4 tane kimerik gen elde
edildi. Kimerik genler GeolnH2CTer, GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4
olarak isimlendirildi. Kimerik genler pET20b(+) vektoriine klonlanip, E. coli BL21 (DE3)
hicresine transforme edildi. Fakat yapilan aktivite deneyleri ve SDS-PAGE sonucunda
herhangi bir sonu¢ elde edilemedi. Bu durum ekspresyon hiicresinde olusan bir
problemden dolayr meydana gelmis olabilir. Kimerik genlerin atasi olarak kabul
edebilecegimiz B. halodurans C-125 susunun ksilanaz geninde de ayni ekspresyon
problemi gézlemlenmisti. Bu nedenle kimerik genler, diger bir ekspresyon vektorii olan
pET28a(+)’ya klonlandi. Klonlama sonucunda sadece GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4
kimerik ksilanazlarinda aktivite goriildi. GeolnH2CTer ve GeolnH2CTer2 kimerik
ksilanazlarinda aktiviteye rastlanmadi. Yapilan g¢alismalar sonucunda GeolntraH2Int3
kimerik ksilanazinin optimum sicakligi 60 °C, GeolntraH2Int4 ksilanazinin ise 50-60 °C
oldugu bulundu. Optimum pH ise sirasiyla 8,0 ve 8,0-10,0 arasinda oldugu bulundu.

TF16 ve kimerik ksilanazlar karsilastirildiginda; GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4
kimerik ksilanazlarinin 1s1l kararliliklarinda tolere edilebilir azalmalar gézlenmesine karsin
her iki rekombinant enzimin de pH alkilinitesinin yaban tipe gore daha gelismis oldugu
goraldi. Ayrica pH 10,0’da yaban tip % 60 aktivite gosterirken, aym pH’da
GeolntraH2Int3 % 80, GeolntraH2Int4 ise % 100’e yakin aktivite gosterdigi goriildii. Yine
TF16 ksilanaz1 pH 10,0°da % 60 aktivite gosterirken, GeolntraH2Int4 ise % 60 aktivitesini
pH 11,0’¢ kadar korudugu, hatta pH 12,0’de de % 40 oraninda aktivite gbstermeye devam
ettigi saptandi. Yapilan analizler 1s18inda, hem GeolntraH2Int3 hem de GeolntraH2Int4’(in
yuksek pH’larda aktivitesinin yaban tipe gore daha yiksek oldugu da ortaya konulmus
oldu.

TF16, GeointraH2Int3 ve GeolntraH2Int4’4  1s1l  kararliliklart  bakimindan
karsilastirdigimizda, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4’tin  TF16’ya gore 1s1l
kararliliklarinin daha diisiik oldugu goriildi. TF16 optimum sicakligr olan 70 °C’de 30.
dakikada % 43 aktivitesini korurken, GeolntraH2Int3’in 60 °C’de % 20,
GeolntraH2Int4’un ise 50 °C’de % 25 aktivitesini korudugu goriildii. Diger sicakliklarda
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ortak nokta bulunamadig i¢in karsilastirma yapilamadi. TF16’nin pH 9,0-9,5 araliginda
pH kararliligimin neredeyse % 100’¢ yakin oldugu goriliirken, GeolntraH2Int3 ve
GeolntraH2Int4’lin pH kararliligin1 6 saat ve 24 saatlik 6n inkiibasyondan sonra tamamen
kaybettikleri gorildi. Kimerik enzimlerin ii¢ boyutlu yapilarinda meydana gelmis olan
degisikler, enzimlerin pH kararliligin1 tamamen kaybetmelerinde etkili olmus olabilir.
Nishimoto ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada, Bacillus halodurans C-125 ksilanazi
(XynA) ve Clostridium stercorarium F9 ksilanazi (XynB) kullanilarak 6 tane kimerik
ksilanaz elde edilmistir. Fakat bu kimerik genlerin 4 tanesinden inkliizyon cisimcigi
olustugu i¢in sonug¢ elde edilememistir. Diger iki kimerik ksilanazin da pH ve sicaklik
stabilitelerinin orijinal genlerden ¢ok az da olsa diisiik oldugu bulunmustur. Nishimoto ve
ark. (2002)‘nin yaptiklar1 ¢alismayla bu ¢alisma karsilastirildiginda, iki caligma arasinda
oldukca biiyiik benzerlikler oldugu goriildii. Fakat, bu ¢alismayla elde edilen kimerik
ksilanazlarin pH agisindan yaban tip ksilanaza gore onemli derecede artig gdstermesi,

yapilan ¢alismanin literatiire blyutk Olglide katk: saglayacagini agik¢a gostermektedir.



5. SONUCLAR

Bu ¢aligmada Bacillus halodurans C-125 ve Geobacillus sp. TF16 ksilanaz genleri,
DNA shuffling yontemini temel alan bir teknik araciligiyla kimerik genlerin
olusturulmasinda kullanildi. Bacillus halodurans C-125 ksilanazi ve kimerik genler, E. coli
ekspresyon vektori olan pET20b(+) ve pET28a(+)’ya aktarildi. Geobacillus sp. TF16
ksilanazinin eldesi dogrudan bakteri hiicresi indiiklenerek saglandi. Saflastirilan
Geobacillus sp. TF16 ksilanazi ile elde edilen iki kimerik ksilanaz optimum pH, optimum
sicaklik, pH ve sicaklik stabiliteleri ve Km/Vmax parametreleri agisindan ozellikleri
arastirildi.

Geobacillus sp. TF16 ksilanaz geni PCR araciligiyla ¢ogaltilarak elde edildi ve genin
uzunlugunun 996 bg¢ oldugu tespit edildi. Ksilanaz geni pGEM-T Easy klonlama vektorine
klonlanarak sekans ettirildi ve istenen gen oldugu tespit edildi. Bu gen pET20b(+)
vektorine klonlanamadigindan, ksilanaz enzimi dogrudan bakterinin induklenmesiyle
yabani hucreden elde edildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisimi kolon
kromatografisi (DEAE-Sepharose) kullanilarak protein saflagtirildi.

Bacillus halodurans C-125 ksilanaz geni PCR ile elde edildi ve uzunlugu 1191 bg
olarak bulundu. Bu gen 6ncelikle pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi ve sekans
edilerek ksilanaz proteinini kodlayan gen oldugu belirlendi. Bu gen daha sonra pET20b(+)
vektoriine klonland: ve E. coli BL21 (DE3) hiicresine transformasyonu saglandi. Fakat
transformasyon sonucunda protein ekspres edilemediginden sonu¢ elde edilemedi.
Ksilanaz proteini elde edilemediginden enzim optimum pH, optimum sicaklik ve diger
parametreler agisindan degerlendirilemedi.

Bacillus halodurans C-125 ve Geobacillus sp. TF16 ksilanazlarindan DNA
shuffling’i temel alan bir yaklasim kullanilarak 4 adet kimerik gen elde edildi.
GeolnH2CTer, GeolnH2CTer2, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 olarak isimlendirilen
kimerik genler, orijinal ksilanaz enzimlerinin pH ve sicaklik stabilitesini arttiracak sekilde
dizayn edildi. Sirasiyla 1002, 1008, 987 ve 1023 b¢ uzunlugunda genler elde edildi.
Kimerik genler dnce pET20b(+)’ye, daha sonra da pET28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlandi ve E.coli BL21 (DE3) hiicresine transformasyonu saglandi. pET28a(+)
vektorine klonlanan kimerik ksilanazlardan sadece GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 “de

protein ekspresyonuna rastlandi.
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Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 ksilanazlariin optimum
pH ve sicakliklarinin sirasiyla; 9.0,70 °C; 8,0, 60 °C; 8,0-10,0, 50-60 °C oldugu belirlendi.
Kimerik ksilanazlar optimum pH ve sicaklik acisindan TF16  ksilanaziyla
karsilastirildiginda, sicaklikta diisiis goriilmesine karsin kimerik ksilanazlarin pH araligi ve
yiiksek pH’larda gosterdikleri aktiviteler bakimindan biiyiik 6l¢iide artig saglandigi goriildi
Enzim substrati olarak oat spelt ksilan kullanildi ve ksilanazin ksilan substratimi
pargalamasiyla olusan ksiloz sekeri ile enzimin aktivitesi tespit edildi. Kinetik parametreler
acisindan enzim incelendiginde enzimlerin sirastyla Km’si 6,86 = 0,615 mg/ml, 2,14
mg/ml ve 3,995 mg/ml, Vmax ise 720,24 + 22,99 U/ mg, 10,615 U/mg ve 9,165 U/mg
olarak hesaplandi.

Geobacillus sp. TF16, GeolntraH2Int3 ve GeolntraH2Int4 ksilanazlarinin
molekiiler agirligi, amino asit dizini ve SDS-PAGE analizi kullanilarak sirasiyla 38,66
kDa, 38,3 kDa ve 40,1 kDa olarak belirlendi.



6. ONERILER

Son yillarda ticari olarak kullanilan enzimlerin biiyiik bir kisminin mikroorganizma
kaynaklt enzimler oldugu goriilmektedir. Bu enzimlerden en &nemlilerinden olan
ksilanazlarin enzimatik hidrolizinin ekonomik potansiyeli ve g¢evreci uygulamalar1 giin
gectikce artmaktadir. Ksilanazlar, basta kagit ve kagit hamuru endiistrisi olmak (zere
endustride bircok alanda kullanilmaktadir. Ksilanaz enziminin 0Ozelliklerinin daha da
tyilestirilerek endiistriye kazandirilmasi, ekonomik olarak ve ¢evresel agidan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Ciinkii ksilanaz enzimi kullanilarak kagit endiistrisinde kullanimi oldukca
yaygin olan toksik klorlu bilesiklerin kullanimi azaltilmis olacak, ayn1 zamanda kagidin
hammaddesini olusturan seliiloza zarar vermediginden kagit endiistrisi uygulamalarinda
daha olumlu sonuclar elde edilebilecektir.

Ulkemizin en o6nemli eksikliklerinden bir tanesi de endustriyel alanlarda
kullanilabilecek enzim tretiminin azhigidir. Ulkemizde gerceklestirilen endiistriyel gaptaki
islemlerde enzimler yurt disindan getirilmekte ve bu konuda disa bagimliligimiz devam
etmektedir. Enzim iretiminin pahali olmasi sebebiyle digsaridan enzim satin almak
ekonomik bir kaylp meydana getirmektedir. Yapilacak olan c¢alismalarla seri enzim
tiretimleri gerceklesir ve patent haklar1 alinirsa, tilkemiz igin ekonomik agidan 6nemli bir
gelisme saglanmis olacaktir.

Bu ¢alismada Geobacillus TF16 susuna ait ksilanaz geninin E. coli hicresi icerisinde
ekspresyonu saglanmig, optimum sicaklik ve pH’s1 belirlenerek kinetik parametreler
yoniinden incelenmistir. Elde edilen bulgular TF16 ksilanaz enziminin endiistriyel
kullanima uygun oldugunu gostermektedir.

Tez kapsaminda Bacillus halodurans C-125 ksilanaz geni ile TF16 ksilanaz
genlerinin belirli bolgeleri birlestirilerek kimerik genler olusturulmus ancak ekspresyona
rastlanmamistir. Bu calismanin devaminda ayni yontemle bu genlere ait farkli bolgeler
birlestirilerek, dogru katlanma yapabilecek proteinler olusturulabilir. Kimerik gen
olusturulmasinin hedefi, enzimin kararliligim1 ve verimini artirmak oldugundan, yeni
dizayn edilecek kimeralarla enzim daha kararli hale getirilebilir.

Ksilanaz enzimini daha kararli hale getirmek i¢in, kimerik gen olusturmanin

haricinde bdlge 6zgiin mutasyon yontemi kullanilabilir. Bu yontemle, enzimin substrat
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spesifikligi ve 1s1l kararlilig1 artirilabilir ve bu sekilde endiistride kullanima daha uygun
hale gelebilir.

Ksilanaz enzimi kagit endiistrisinde yogun olarak kullanilan bir enzimdir. Bu
enzimin seliilaz, lignin peroksidaz, pektinaz gibi kagit endiistrisinde kullanilan diger

enzimlerle birlikte klonlanarak aktivitesinin artirilmasi hedeflenebilir.
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8. EKLER

Ek 1. Bacillus halodurans C-125 ksilanaz geni

ATGATTACACTTTTTAGAAAGCCTTTTGTTGCTGGGCTAGCGATCTCTTTATTAGTTGGAG
GGGGGATCGGCAATGTAGCTGCTGCTCAAGGAGGACCACCAAAATCCGGAGTCTTTGGAGA
AAATGAAAAAAGAAATGATCAGCCTTTTGCATGGCAAGTTGCTTCTCTTTCTGAGCGATAT
CAAGAGCAGTTTGATATTGGAGCAGCGGTTGAGCCCTATCAATTAGAAGGGAGACAAGCCC
AAATTTTAAAGCATCATTATAACAGCCTTGTGGCGGAAAATGCAATGAAGCCTGAATCACT
CCAGCCAAGAGAAGGTGAGTGGAACTGGGAAGGCGCTGACAAAATTGTGGAGTTTGCCCGC
AAACATAACATGGAGCTTCGCTTCCACACGCTCGTTTGGCACAGCCAAGTACCAGAATGGT
TTTTCATCGATGAAGACGGCAATCGGATGGTGGATGAAACAGACCCAGATAAACGTGAAGC
GAATAAACAGCTGTTATTAGAGCGCATGGAAAACCATATTAAAACGGTTGTTGAACGTTAT
AAAGATGATGTGACTTCATGGGACGTGGTCAATGAAGTTATTGACGATGGCGGGGGCCTGC
GTGAATCGGAATGGTATCAAATAACAGGCACTGACTACATTAAGGTAGCTTTTGAAACCGC
AAGAAAATATGGTGGTGAAGAGGCAAAGTTGTACATTAATGATTACAACACCGAAGTTCCT
TCAAAAAGAGATGACCTTTACAACCTGGTGAAAGACTTATTAGAGCAAGGAGTGCCAATTG
ACGGGGTAGGACATCAGTCGCATATCCAAATCGGCTGGCCTTCCATTGAAGATACAAGAGC
TTCTTTTGAAAAGTTTACGAGTTTAGGATTAGACAATCAAGTAACTGAGCTAGACATGAGT
CTCTATGGCTGGCCACCGACAGGGGCATACACGTCATATGACGACATTCCAGCAGAACTCC
TTCAAGCCCAGGCAGACCGTTACGATCAGCTTTTCGAGTTATACGAAGAATTAGCTGCTGA
TATTAGCAGTGTAACTTTCTGGGGAATTGCTGATAACCATACATGGCTTGATGGCCGCGCT
AGAGAGTACAATAATGGAGTAGGGATCGATGCACCATTTGTTTTTGATCATAACTATCGAG
TGAAACCTGCTTACTGGAGAATTATTGATTAG
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Ek 2. Bacillus halodurans C-125 ksilanaz proteinine ait amino asit dizini

MITLFRKPFVAGLAISLLVGGG IGNVAAAQGGPPKSGVFGENEKRNDQPFAWQVASLSERY
QEQFDIGAAVEPYQLEGRQAQILKHHYNSLVAENAMKPESLQPREGEWNWEGADKIVEFAR
KHNMELRFHTLVWHSQVPEWFF 1DEDGNRMVDETDPDKREANKQLLLERMENHIKTVVERY
KDDVTSWDVVNEV IDDGGGLRESEWYQITGTDY IKVAFETARKYGGEEAKLY INDYNTEVP
SKRDDLYNLVKDLLEQGVP IDGVGHQSHIQIGWPSIEDTRASFEKFTSLGLDNQVTELDMS
LYGWPPTGAYTSYDD IPAELLQAQADRYDQLFELYEELAADISSVTFWGIADNHTWLDGRA
REYNNGVGIDAPFVFDHNYRVKPAYWR I 1D
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Ek 3. Geobacillus sp. TF16 susuna ait ksilanaz geni

ATGAACAGCTCCCTCCCCTCCCTCCGCGATGTATTCGCGAACGATTTCCGCATCGGGGCGG
CGGTCAATCCTGTGACAATTGAGATGCAAAAACAGTTGTTGATCGATCATGTCAACAGTAT
TACGGCAGAGAACCATATGAAGTTTGAGCATCTTCAGCCGGAAGAAGGGAAATTTACCTTT
CAGGAAGCGGATCGGATTGTTGATTTTGCTTGTTCGCACCGAATGGCGGTTCGAGGGCACA
CACTTGTATGGCACAACCAGACTCCGGATTGGGTGTTTCAAGATGGTCAAGGCCATTTCGT
CAGTCGGGATGTGTTGCTTGAGCGGATGAAATGTCACATTTCAACTGTTGTACGGCGATAC
AAGGGAAAAATATATTGTTGGGATGTCGTCAACGAAGCGGTAGCCGACGAAGGAGACGAAT
TGTTGAGGCCGTCGAAGTGGCGACAAATCATCGGGGACGATTTTATTGAACAAGCATTTCT
CTACGCTTATGAAGCTGACCCAGATGCACTGCTTTTTTACAATGACTATAATGAATGTTTT
CCGGAAAAGAGAGAAAAAATTTTTGCACTTGTCAAATCGCTGCGTGACAAGGGCATTCCGA
TTCATGGCATCGGGATGCAAGCGCACTGGAGTTTGACCCACCCATCGTTGGATGAAATTCG
TGCGGCCATTGAACGATATGCATCCCTTGGTATTGTTCTCCATATCACGGAACTCGATGTA
TCTATGTTTGAATTTCATGATCGTCGAAACGATTTAGCTGCTCCTACGAACGAAATGATCG
AACAGCAAGCAGAGCGGTATGGGCAAATTTTTGCTTTGTTTAAGGAGTATCGCGATGTTAT
TCAAAGTGTCACATTTTGGGGAATTGCTGATGACCATACATGGCTCATAACCTTCCAGTGC
AGGGGGAGAAAAAACTGGCCGCTTTTGTTCGATGAACAGCATAAACCGAAACCAGCCTTTT
GGAGGGCAGTGAGTGTCTGA
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Ek 4. Geobacillus sp. TF16 susuna ait ksilanaz proteinine ait amino asit dizini

MNSSLPSLRDVFANDFRIGAAVNPVT IEMQKQLL IDHVNS I TAENHMKFEHLQPEEGKFTF
QEADRI1VDFACSHRMAVRGHTLVWHNQTPDWVFQDGQGHFVSRDVLLERMKCHISTVVRRY
KGK1YCWDVVNEAVADEGDELLRPSKWRQI IGDDFIEQAFLYAYEADPDALLFYNDYNECF
PEKREKIFALVKSLRDKGIPIHGIGMQAHWSLTHPSLDEIRAAIERYASLGIVLHITELDV
SMFEFHDRRNDLAAPTNEMIEQQAERYGQIFALFKEYRDVIQSVTFWGIADDHTWLITFQC
RGRKNWPLLFDEQHKPKPAFWRAVSV
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Ek 5. GeolnH2CTer kimerik ksilanaz genine ait nukleotit dizisi

ATGAACAGCTCCCTCCCCTCCCTCCGCGATGTATTCGCGAATGATTTCCGCATCGGGGCGG
CGGTCAATCCTGTGACAATTGAGATGCAAAAACAGTTGCTGATCGATCATGTCAACAGTAT
TACGGCAGAGAACCATATGAAGTTTGAGCATCTTCAGCCGGAAGAAGGGAAATTTACCTTT
CAGGAAGCGGATCGGATTGTTGATTTTGCTTGTTCGCACCGAATGGCGGTTCGAGGGCACA
CACTTGTATGGCACAACCAGACTCCGGATTGGGTGTTTCAAGATGGTCAAGGCCATTTCGT
CAGTCGGGATGTGTTGCTTGAGCGGATGAAATGTCACATTTCAACTGTTGTACGGCGATAC
AAGGGAAAAATATATTGTTGGGATGTCGTCAACGAAGCGGTAGCCGACGAAGGAGACGAAT
TGTTGAGGCCGTCGAAGTGGCGACAAATCATCGGGGACGATTTTATTGAACAAGCATTTCT
CTACGCTTATGAAGCTGACCCAGATGCACTGCTTTTTTACAATGACTATAATGAATGTTTT
CCGGAAAAGAGAGAAAAAATTTTTGCACTTGTCAAATCGCTGCGTGACAAAGGCATCCCGA
TTCATGGCATCGGGATGCAAGCGCACTGGAGTTTGACCCACCCATCGTTGGATGAAATTCG
TGCGGCCATTGAACGATATGCATCCCTTGGTATTGTTCTCCATATCACGGAACTCGATGTA
TCTATGTTTGAATTTCATGATCGTCGAAACGATTTAGCTGCTCCTACGAACGAAATGATCG
AACAGCAAGCAGAGCGGTATGGGCAAATTTTTGCTTTGTTTAAGGAGTATCGCGATGATAT
TAGCAGTGTAACTTTCTGGGGAATTGCTGATAACCATACATGGCTTGATGGCCGCGCTAGA
GAGTACAATAATGGAGTAGGGATCGATGCACCATTTGTTTTTGATCATAACTATCGAGTGA
AACCTGCTTACTGGAGAATTATTGAT
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Ek 6. GeolnH2CTer kimerik ksilanaz proteinine ait amino asit dizini (Alt1 gizili
amino asitler degistirilen kisimlar1 géstermektedir)

MNSSLPSLRDVFANDFRIGAAVNPVT I EMQKQLL IDHVNS I TAENHMKFEHLQPEEGKFTF
QEADRI1VDFACSHRMAVRGHTLVWHNQTPDWVFQDGQGHFVSRDVLLERMKCHISTVVRRY
KGK1YCWDVVNEAVADEGDELLRPSKWRQI IGDDFIEQAFLYAYEADPDALLFYNDYNECF
PEKREKIFALVKSLRDKGIPIHGIGMQAHWSLTHPSLDEIRAAIERYASLGIVLHITELDV
SMFEFHDRRNDLAAPTNEMIEQQAERYGQIFALFKEYRDD I SSVTFWGIADNHTWLDGRAR
EYNNGVGIDAPFVFDHNYRVKPAYWRI ID
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Ek 7. GeolnH2CTer2 kimerik ksilanaz genine ait nukleotit dizini

ATGAACAGCTCCCTCCCCTCCCTCCGCGATGTATTCGCGAATGATTTCCGCATCGGGGCGG
CGGTCAATCCTGTGACAATTGAGATGCAAAAACAGTTGTTGATCGATCATGTCAACAGTAT
TACGGCAGAGAACCATATGAAGTTTGAGCATCTTCAGCCGGAAGAAGGGAAATTTACCTTT
CAGGAAGCGGATCGGATTGTTGATTTTGCTTGTTCGCACCGAATGGCGGTTCGAGGGCACA
CACTTGTATGGCACAACCAGACTCCGGATTGGGTGTTTCAAGATGGTCAAGGCCATTTCGT
CAGTCGGGATGTGTTGCTTGAGCGGATGAAATGTCACATTTCAACTGTTGTACGGCGATAC
AAGGGAAAAATATATTGTTGGGATGTCGTCAACGAAGCGGTAGCCGACGAAGGAGACGAAT
TGTTGAGGCCGTCGAAGTGGCGACAAATCATCGGGGACGATTTTATTGAACAAGCATTTCT
CTACGCTTATGAAGCTGACCCAGATGCACTGCTTTTTTACAATGACTATAATGAATGTTTT
CCGGAAAAGAGAGAAAAAATTTTTGCACTTGTCAAATCGCTGCGTGACAAAGGCATTCCGA
TTCATGGCATCGGGATGCAAGCGCACTGGAGTTTGACCCACCCATCGTTGGATGAAATTCG
TGCGGCCATTGAACGATATGCATCCCTTGGTATTGTTCTCCATATCACGGAACTCGATGTA
TCTATGTTTGAATGGCCACCGACAGGGGCATACACGTCATATGACGACATTCCAGCAGAAC
TCCTTCAAGCCCAGGCAGACCGTTACGATCAGCTTTTCGAGTTATACGAAGAATTAGCTGC
TGATATTAGCAGTGTAACTTTCTGGGGAATTGCTGATAACCATACATGGCTTGATGGCCGC
GCTAGAGAGTACAATAATGGAGTAGGGATCGATGCACCATTTGTTTTTGATCATAACTATC
GAGTGAAACCTGCTTACTGGAGAATTATTGAT
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Ek 8. GeolnH2CTer2 kimerik ksilanaz proteinine ait amino asit dizini (Alt1
¢izili amino asitler degistirilen kisimlar1 gostermektedir)

MNSSLPSLRDVFANDFRIGAAVNPVT IEMQKQLL IDHVNS I TAENHMKFEHLQPEEGKFTF
QEADRI1VDFACSHRMAVRGHTLVWHNQTPDWVFQDGQGHFVSRDVLLERMKCHISTVVRRY
KGK1YCWDVVNEAVADEGDELLRPSKWRQI IGDDFIEQAFLYAYEADPDALLFYNDYNECF
PEKREKIFALVKSLRDKGIPIHGIGMQAHWSLTHPSLDEIRAAIERYASLGIVLHITELDV
SMFEWPPTGAYTSYDD IPAELLQAQADRYDQLFELYEELAADISSVTFWGIADNHTWLDGR
AREYNNGVG IDAPFVFDHNYRVKPAYWRI ID
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Ek 9. GeolntraH2Int3 kimerik ksilanaz genine ait nukleotit dizini

ATGAACAGCTCCCTCCCCTCCCTCCGCGATGTATTCGCGAATGATTTCCGCATCGGGGCGG
CGGTCAATCCTGTGACAATTGAGATGCAAAAACAGTTGTTGATCGATCATGTCAACAGTAT
TACGGCAGAGAACCATATGAAGTTTGAGCATCTTCAGCCGGAAGAAGGGAAATTTACCTTT
CAGGAAGCGGATCGGATTGTTGATTTTGCTTGTTCGCACCGAATGGCGGTTCGAGGGCACA
CACTTGTATGGCACAACCAGACTCCGGATTGGGTGTTTCAAGATGGTCAAGGCCATTTCGT
CAGTCGGGATCTGTTATTAGAGCGCATGGAAAACCATATTAAAACGGTTGTTGAACGTTAT
AAAGATGATGTGACTTCGTGGGACGTGGTCAATGAAGTTATTGACGATGGCGGGGGCCTGC
GTGAATCGGAATGGCGACAAATCATCGGGGACGATTTTATTGAACAAGCATTTCTCTACGC
TTATGAAGCTGACCCAGATGCACTGCTTTTTTACAATGACTATAATGAATGTTTTCCGGAA
AAGAGAGAAAAAATTTTTGCACTTGTCAAATCGCTGCGTAACAAAGGCATTCCGATTCATG
GCATCGGGATGCAAGCGCACTGGAGTTTGACCCACCCATCGTTGGGTGAAATTCGTGCGGC
CATTGAACGATATGCATCCCTTGGTATTGTTCTCCATATCACGGAACTCGATGTATCTATG
TTTGAATTTCATGATCGTCGAAACGATTTAGCTGCTCCTACGAACGAAATGATCGAACAGC
AAGCAGAGCGGTATGGGCAAATTTTTGCTTTGTTTAAGGAGTATCGCGATGTTATTCAAAG
TGTCACATTTTGGGGAATTGCTGATGACCATACATGGCTCGATAATTTTCCAGTGCAGGGG
AGAAAAAACTGGCCGCTTTTGTTCGATGAACAGCATAAACCGAAACCAGCCTTTTGGAGGG
CAGTGAGTGTC
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Ek 10. GeolntraH2Int3 kimerik ksilanaz proteinine ait amino asit dizini (Alt1
¢izili amino asitler degistirilen kisimlar1 gostermektedir)

MNSSLPSLRDVFANDFRIGAAVNPVT IEMQKQLL IDHVNS I TAENHMKFEHLQPEEGKFTF
QEADRI1VDFACSHRMAVRGHTLVWHNQTPDWVFQDGQGHFVSRDLLLERMENHIKTVVERY
KDDVTSWDVVNEV IDDGGGLRESEWRQ I 1GDDF1EQAFLYAYEADPDALLFYNDYNECFPE
KREKTFALVKSLRNKGIP IHGIGMQAHWSLTHPSLGEIRAAIERYASLGIVLHITELDVSM
FEFHDRRNDLAAPTNEMIEQQAERYGQIFALFKEYRDVIQSVTFWG IADDHTWLDNFPVQG
RKNWPLLFDEQHKPKPAFWRAVSV
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Ek 11. GeolntraH2Int4 kimerik ksilanaz genine ait nukleotit dizini

ATGAACAGCTCCCTCCCCTCCCTCCGCGATGTATTCGCGAATGATTTCCGCATCGGGGCGG
CGGTCAATCCTGTGACAATTGAGATGCAAAAACAGTTGTTGATCGATCATGTCAACAGTAT
TACGGCAGAGAACCATATGAAGTTTGAGCATCTTCAGCCGGAAGAAGGGAAATTTACCTTT
CAGGAAGCGGATCGGATTGTTGATTTTGCTTGTTCGCACAACATGGAGCTTCGCTTCCACA
CGCTCGTTTGGCACAGCCAAGTACCAGAATGGTTTTTCATCGATGAAGACGGCAATCGGAT
GGTGGATGAAACAGACCCAGATAAACGTGAAGCGAATCGGGATGTGTTGCTTGAGCGGATG
AAATGTCACATTTCAACTGTTGTACGGCGATACAAGGGAAAAATATATTGTTGGGATGTCG
TCAACGAAGCGGTAGCCGACGAAGGAGACGAATTGTTGAGGCCGTCGAAGTGGCGACAAAT
CATCGGGGACGATTTTATTGAACAAGCATTTCTCTACGCTTATGAAGCTGACCCAGATGCA
CTGCTTTTTTACAATGACTATAATGAATGTTTTCCGGAAAAGAGAGAAAAAATTTTTGCAC
TTGTCAAATCGCTGCGTGACAAAGGCATTCCGATTCATGGCATCGGGATGCAAGCGCACTG
GAGTTTGACCCACCCATCGTTGGATGAAATTCGTGCGGCCATTGAACGATATGCATCCCTT
GGTATTGTTCTCCATATCACGGAACTCGATGTATCTATGTTTGAATTTCATGATCGTCGAA
ACGATTTAGCTGCTCCTACGAACGAAATGATCGAACAGCAAGCAGAGCGGTATGGGCAAAT
[TTTGCTTTGTTTAAGGAGTATCGCGATGTTATTCAAAGTGTCACATTTTGGGGAATTGCT
GATGACCATACATGGCTCGATAATTTTCCAGTGCAGGGGAGAAAAAACTGGCCGCTTTTGT
TCGATGAACAGCATAAACCGAAACCAGCCTTTTGGAGGGCAGTGAGTGTC
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Ek 12. GeolntraH2Int4 kimerik ksilanaz proteinine ait amino asit dizini (Alt1
¢izili amino asitler degistirilen kisimlar1 gostermektedir)

MNSSLPSLRDVFANDFRIGAAVNPVT IEMQKQLL IDHVNS I TAENHMKFEHLQPEEGKFTF
QEADRI1VDFACSHNMELRFHTLVWHSQVPEWFF IDEDGNRMVDETDPDKREANRDVLLERM
KCHISTVVRRYKGK1YCWDVVNEAVADEGDELLRPSKWRQ I 1GDDFI1EQAFLYAYEADPDA
LLFYNDYNECFPEKREKIFALVKSLRDKGIP IHGIGMQAHWSLTHPSLDEIRAAIERYASL
GIVLHITELDVSMFEFHDRRNDLAAPTNEMIEQQAERYGQIFALFKEYRDVIQSVTFWGIA
DDHTWLDNFPVQGRKNWPLLFDEQHKPKPAFWRAVSV
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