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OZET

Glukoz izomeraz (D-ksiloz ketol izomeraz; EC 5.3.1.5), blyiumek icin karbon kaynag:
olarak ksilozu kullanabilme yetenegine sahip, bir¢gok bakteride bulunan hticre ici bir enzimdir.
Glukoz izomeraz, D-ksilozun D-ksiluloza donusimint katalizledigi gibi D-glukozun D-
fruktoza donldsumund de katalizlemektedir. Bu ikinci Ozelligi HFCS (fruktoz surubu)
uretiminde endistriyel alanda kullanilmaktadir. Glukoz izomeraz bugiin dinyada ticari
amagcla en ¢ok kullanilan i¢ enzimden biridir.

Bu calismada, Anoxybacillus gonensis G2' glukoz izomeraz geni klonlanarak izole
edildi ve baz dizilimi belirlendi. izole edilen gen, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlanarak E. coli BL21(DE3) susu icerisinde yuksek miktarlarda dretildi. Butin glukoz
izomerazlar, amino asit dizilimleri agisindan, oldukga korunumlu bazi1 bdlgelere sahiptirler.
Bu bolgeler incelenerek, bolge 6zgiin mutasyon yontemiyle, klonlanan glukoz izomeraz
Uzerinde W137F, V184T, V184S, H99Q, HI9N, H99D, HI9E ve HI99L mutasyonlar: yapildi.
Yaban tip ve mutant enzimler kolon kromatografisi yontemiyle saflastirildi ve karakterize
edildi. Tim mutant enzimler yaban tip enzim ile biyokimyasal 6zellikleri ve Kkinetik
parametreleri bakimindan karsilastirildi.

Yaban tip enzimin optimum pH’s1 6,5, optimum sicakhg: 85°C, Ky’si 146,08 + 9,50
MM ve Vpa'st ise 43,72 £ 1,01 umol/dk/mg protein olarak belirlendi. Yapilan W137F
mutasyonu ile Ky, degeri 64,02 £ 2,10 mM’a disurildu. V184T, V184S mutasyonlari enzim
kinetik parametrelerinde dnemli bir degisiklik meydana getirmezken genel olarak H99 ile
yapilan mutasyonlar sonucu enzimin K, degerinde bir artis Vmax degerinde ise bir azalis
g0Ozlendi. Yapilan W137F/ V184S mutasyonu ile Ky, degeri 39,29 + 2,87 mM’a dusiraldi.

Anahtar Kelimeler : Glukoz izomeraz, ksiloz izomeraz, HFCS, fruktoz surubu, bdlge 6zgin
mutasyon, enzim klonlama, enzim karakterizasyonu
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SUMMARY

Enhancing Some Biochemical Properties of Anoxybacillus gonensis Glucose Isomerase
by Genetic Manipulation

Glucose isomerase (D-xylose ketol isomerase; EC 5.3.1.5) is an intracellular enzyme
found in a number of bacteria that utilize xylose as carbon substrate for growth. Glucose
isomerase converts D-xylose to D-xylulose in vivo and also catalyzes the conversion of D-
glucose to D-fructose in vitro. The latter activity is used in industry for the production of high
fructose corn syrup (HFCS). Therefore, glucose isomerase is one of the largest volume
commercial enzymes used today.

Gene coding for thermophilic glucose isomerase of Anoxybacilus gonensis G2 was
isolated and its complete nucleotide sequence was determined. The gene has been cloned to
plasmid vector pET-28a(+) and overexpressed in E. coli BL21(DE3). Several discrete regions
were highly conserved throughout the amino acid sequences of all glucose isomerases. By
examining this regions; W137F, V184T, V184S, H99Q, HI99N, H99D, HI99E, and H99L
mutations were performed by site-directed mutagenesis techniques at cloned glucose
isomerase. The wild type enzyme and mutant enzymes were purified by colon
chromatography techniques. The biochemical properties of all glucose isomerases were
characterized. All mutant enzymes compared with wild type enzyme for biochemical
properties and Kinetics parameters.

The wild-type optimal temperature was 85°C and maximal activity was observed in a
pH 6,5. Its Ky and Vinax value was calculated as 146,08 + 9,50mM and 43,72 + 1,01
pmol/dk/mg protein respectively. W135 F mutation reduced K, value to 64,02 + 2,10. V184T
and V184S has not changed kinetic parameters. H99 mutations were generally increased K,
value and reduced Vmax value. W135 F/ V184T mutation reduced K, value to 39,29 + 2,87
mM.

Keywords: Glucose isomerase, Xylose isomerase, HFCS, fructose syrup, site-directed-
mutagenesis, cloning, enzyme characterization
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SEMBOLLER DiZiNi

AgoG2GlI-yt Anoxybacillus gonensis glukoz izomerazi

AgoG2Gl-rek  Ekspresyon vektord ile uretilen Anoxybacillus gonensis GI’s1

BSA Bovine serum albiimin

DEAE Dietil aminoetil

dk Dakika

DNA Deoksiribo nukleik asit

dNTP Deoksi niikleotid trifosfat

FDA Food and Drug Administration
Gl Glukoz izomeraz

HCI Hidroklorik asit

HFCS High Fructose Corn Syrup
HisTag Histidin kuyrugu

IPTG Izopropil p-D-1- tiyogalaktopiranosid
LB Luria-bertoni broth

M Molar

mM Milimolar

MOPS 3-(N-Morfolino) propansulfonik asit
NAD* Nikotinamid adenin dinikleotid
NEB New England Biolabs

ng Nanonogram

nm Nanometre

ul Mikrolitre

Mg Mikrogram

uM Mikromolar

PCR Polimer zincir reaksiyonu

SDS-PAGE Sodyum dodesil suilfat poliakrilamid jel elektroforezi

TE Tris-EDTA tamponu
X-Ray Rdntgen radyasyonu
vd. Ve digerleri

Xl



1. GENEL BIiLGILER

D-glukoz / ksiloz izomeraz (D-ksiloz ketol izomeraz; EC 5.3.1.5) bircok
mikroorganizma tarafindan sentezlenen, izomeraz sinifi, hiicre ici bir (intraseliilar) enzimdir
ve hem D-ksilozun D-ksiluloza hem de D-glukozun D-fruktoza donlstimll izomerizasyonunu
katalizler (Bhosale vd., 1996; Chen, 1980). Bunun yaninda D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz ve
D-allozun bu enzimin dustk izomerizasyon oranina sahip birer substrati olduklar: gesitli
caligmalarda gosterilmistir (Moses ve Cape, 1994; Pastine vd., 1999; Pastinen vd., 1999;
Sanchez ve Smiley, 1975; Yamanaka, 1968). Glukoz izomeraz, buglne kadar; toprak, deniz
ve tath sularda yasayabilen aerobik ve anaerobik bircok mikroorganizmada incelenmistir.
Okaryotik canhlarda ise Hordeum vulgare’de glukoz izomerazin varhg: gosterilmistir (Kristo
vd., 1996). Enzimi Greten mikroorganizmalarin blyime sicakligi ile orantili olarak enzimin
optimum calisma sicakligi, 25-85°C gibi genis bir yayilim gostermesine ragmen, bittin glukoz
izomerazlar bir takim benzer 6zellikler sergilemektedir; genel olarak bakildiginda birbirine
benzeyen tetramer veya dimerlerden olusurlar, molekuler agirhig: yaklasik 173.000 dalton
civarindadir (Carell, 1989).

HOCH, OH
a)  CHOH
O -
4! { D- Glukoz (Ksiloz) AT ey A
HO H - -~
HO OH izomeraz o !
" o D- fruktoz
D- glukoz
(o]
b) H H CH,OH
T/ N D- Glukoz (Ksiloz)
o -~ H H HO H
OH H ~
HO OH izomeraz
H OH HO H
D- ksiloz D- ksiluloz

Sekil 1. D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza Gl araciligiyla donlsimli
izomerizasyonu



Butiin ksiloz izomerazlar aktiviteleri ve kararli halde bulunmalar: igin, Co*?, Mn*?,
Mg*? veya Cr*? gibi bivalent katyonlara ihtiyac duyarlar. Cu*?, Zn?, Ni*?, Ag**, Hg*? ve Ca*?
gibi bir takim iyonlar ise enzimin katalitik aktivitesini inhibe eder (Bogumil vd., 1993; Briggs
vd., 1984; Bucke, 1981).

iki tip glukoz izomeraz tanimlanmustir. Birinci tip glukoz izomerazlarin amino ucunda
yaklasik 50 amino asitlik bir bolge bulunmaktadir, ikinci tipte ise bu bolge bulunmamaktadir
(Hartley vd., 2000). Enzimin kristal yapist birgok mikroorganizmada aydinlatilmistir. Bu
organizmalara 6rnek olarak Arthrobacter (Henrik vd., 1989), Actinoplanes missouriensis (Rey
vd., 1988), Streptomyces rubiginosus (Whitlow vd., 1991), Streptomyces murinus (Rasmussen
vd., 1994) verilebilir. Kristal yapis1 Uzerinde yapilan bu cahsmalardan enzimin tersiyer

yapisinin oldukca kararlh oldugu ortaya ¢ikmstir (Henrik vd., 1989).

1.1. Glukoz izomerazin Ozellikleri

Cesitli mikroorganizmalardan izole edilen GI’larin enzimatik ve biyokimyasal 6zelikleri
yogun bir sekilde ¢alisilmistir. Enzimin pH ve 1s1l kararhligi, metal iyon gereksinimi, substrat
spesifikligi gibi spesifik 6zellikleri hakkindaki bilgiler enzimin inhibe olmasini engellemek ve

HFCS uretiminde ticari olarak uygulanabilirligini degerlendirmek agisindan dnemlidir.

1.1.1. Substrat Seciciligi

GI’nin pentoz, heksoz, seker alkolleri ve seker fosfatlart gibi genis cesitteki
substratlarin1 izomerize etme yetenegi bircok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Farkli
organizmalardan elde edilen enzimlerin substrat seciciligi organizmadan organizmaya
degisiklik gostermektedir. GI’nin en yaygin substratlari D-ksiloz ve D-glukozdur. D-riboz, L-
arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi sekerlerin de GI’min birer substrat:
olduklar: tespit edilmistir. Glukoz ve ksilozda oldugu gibi ekvatoral pozisyondaki 3. ve 4.
karbon atomlarinda hidroksil grubu bulunduran substratlarla maksimum izomerizasyon
gozlenmistir. ister immobilize edilmis olsun ister olmasin, gesitli mikroorganizmalardan elde
edilen GI’'min katalizledigi D-glukozun D-fruktoza dontdsumi %29 ile %59 arasinda
degisiklik gostermektedir (Bhosale vd., 1996).



1.1.2. Metal Iyonu Gereksinimi ve Inhibitorler

GI maksimum aktivite icin Co*?, Mg*? ve Mn*? gibi bivalent katyonlara veya bunlarin
kombinasyonuna ihtiyac duymaktadir. Co*? ve Mg*? aktivite icin gerekli olmasina ragmen,
her ikisi de farkli bir gorevde rol oynarlar. Mg*?, Co**’ye nazaran daha etkin bir aktivator
iken, Co*? istenilen konformasyonu saglayarak (6zellikle quarterner yapmin saglanmasinda)
enzimin kararli hale gelmesinden sorumludur (Callens vd., 1988; Gaikwad vd., 1992).
Bacillus coagulans’dan elde edilen Gl Uzerinde direkt metal iyonunun baglanma ¢alismalari
Danno tarafindan gergeklestirilmistir (Danno, 1971). Kasumu ve arkadaslar1 ise her bir
tetramer icin 4 Co*?nin varhgn1 tespit etmislerdir (Kasumi vd., 1982).

GI'nin Katalitik aktivitesi; Ag*, Hg™?, Cu*?, Zn*%, Ni*? ve belli bir oranda da Ca*? ile
inhibe olmaktadir. GI’nin baz: diger inhibitorleri; ksilitol, arabitol, sorbitol, mannitol, lyksos
ve TRiSdir (Bucke, 1983; Smith vd., 1991).

1.1.3. Alt Unite Yapisi

GI’nin sedimentasyon sabitleri ve molekuler agirliklari sirasiyla 7,55 ile 11,45 arasinda
ve 52.000 ile 191.000 dalton arasinda degisiklik gostermektedir (Chen, 1980). GI’nin alt inite
ve amino asit yapisina bakildiginda, molekul birbirine benzer veya ayni 4 yada 2 alt initeden
meydana gelmektedir. Alt Uniteler birbirlerine kovalent olmayan etkilesimlerle baglidir ve alt
uniteler arasinda distlfit baglar: bulunmamaktadir. Bacillus sp.’den elde edilen ekstrasellular
Gl ¢ alt birimden meydana gelmektedir (Chauthaiwale ve Rao, 1994). Basuki ve
arkadaslarmin Streptomyces phaechromogenes’de varligini gosterdikleri Gl izoenziminin
birbirinin ayn1 olmayan 4 alt birimden meydana geldigi gosterilmistir (Bhosale vd., 1996).
Arthrobacter ve Streptomyces tirlerinde yapilan calismalarda molekilin biyolojik
aktivitesinde rol oynayan birimin dimer yada tetramerler oldugu ve monomer Unitelerin tek
baslarina herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip olmadiklar: gosterilmistir. (Gaikwad vd.,
1992; Rangarajan vd., 1992).



1.1.4. Optimum Sicakhk ve pH

GI’nin optimum sicakligi cesitli organizmalarda 60°C ile 80°C arasinda degisiklik
gostermektedir ve bu degerler Co*? varhg: ile artis gostermektedir. Optimum pH degerleri ise
genel olarak 7,0 ile 9,0 arasinda degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte endistriyel olarak
arzu edilen dusik pH degerlerinde cahsabilen enzimler de bulunmaktadir. Ornegin
Lactobacillus brevis’den elde edilen GI, pH 6 ile 7 arasinda optimum aktivite gostermektedir.
Streptomyces  spp. Bacillus  spp., Actinoplanes  missouriensis ve  Thermus
thermosulfurogenes’e ait Gl’lar yiiksek sicakliklarda kararli enzimler olduklari halde
Lactobacillus ve Escherichia spp’ye ait GI’lar yuksek sicakliklara az kararlidirlar (Bhosale
vd., 1996).

1.1.5. GI’lannn DNA Dizi Benzerligi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Glukoz izomerazlarin yap1 ve islevleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek icin cesitli
organizmalardan elde edilen GI (xylA) genlerinin amino asit dizilimleri karsilastirilmistir. Bu
karsilastirma sonucunda enzimin N-terminal ucunda 40-50 amino asitlik bir bdlgenin olup
olmamasina gore 2 sinifa ayrilmiglardir. Tip 1 GI’lar 390 amino asit igerir ve Streptomyces
spp., Actinoplanes spp., Ampullariella spp., Arthrobacter spp., ve Thermus thermophilus gibi
tirlere ait GI’lar bu smiftandir. Escherichia coli, Bacillus spp., Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, ve Thermotoga spp tirlerine
ait GI’lar ise 440 amino asitten meydana gelmislerdir ve Tip 2 GI’lar olarak smiflandiririlar
(Hess vd., 1998). Tip 2 GI’lar 8 sarmal ile ¢evrelenmis birbirine paralel 8 B-levhadan ve diger
monomerlerle iliskide bulunan uzamis bir C-terminal kuyruktan meydana gelirler (Sekil 2).
Enzimin aktif bolgesi acik bir fig1 seklinde bir cepten meydana gelir ve bu cebin alt tarafinda,
genel olarak hidrofobik amino asitler ile Mg*?, Mn*? ve Co*? gibi bivalent katyonlar ile
birlikte calisan glutamik asit, aspartik asit ve histidin gibi amino asitleri bulunmaktadir
(Whitlow vd.,1991). Tip 1 ve Tip 2 glukoz izomerazlar arasinda amino asit dizilimi agisindan
blyik farklhiliklar olmasina ragmen genel olarak; substrat ile iliskide H100, T140, E231,
K233, D338, metal iyonunun baglanmasinda E231, E267, H270, D295, D306, D308, D338 ve
katalitik igslemlerde ise H100, D103, D338’in blylk 6lclide korundugu gorulmektedir. Uzak
olan tirlerin karsilastirmalarinda bile enzimin aktif bdlgesine ait igerigin birbirine oldukca

yakin oldugu gorilebilmektedir (Hess vd., 1998).



Sekil 2. Tip 2 glukoz izomerazinin bir monomerinin 3 boyutlu yapisi

GI’nin ¢galisma mekanizmasi Arthrobacter ve Streptomyces Gl’lar1 Uzerinde yapilan X-
ray kristallografisi yontemleriyle aciga c¢ikarilmistir (Farber vd, 1989; Collyer vd., 1990).
Enzimin biyokimyasal 6zelliklerine ait veriler ise aktif bolgede yapilan bdlge spesifik
mutasyonlar ile belirlenmistir.

Ilk zamanlar, GI’min seker fosfat izomerazlara benzer bir sekilde ene-diol mekanizmasi
ile iglev gordikleri saniimaktayd: (Rose vd., 1969). Fakat yapilan son c¢alismalarla enzimin
hidrit-sift mekanizmas: ile ¢alistigi anlasilmigtir. Enzimin yapist ve islevi arasindaki iliskiyi
aciklayabilmek igin onun aktif kismmin konformasyonunu bilmek son derece 6nemlidir.
Enzimin aktif kismini ¢alismak ve islev mekanizmasimi anlamak i¢in kimyasal modifikasyon,
X-Ray kristallografisi ve izotop degisimi gibi farkli yaklasimlar denenmistir. GI’nin katalitik
mekanizmas: substrat halkasmin agilmasi, hidritin C-1’den C-2’ye kaydirilmasi ve halkanin

kapanmasi seklinde cereyan etmektedir (Bhosale vd.,1996).
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Sekil 3. GI’nin ¢alisma mekanizmasi. a) cis-enediol. b) Proton transfer. c) Hidrid-shift.
Kutular  stereospefisik olarak transfer edilen hidrojen atomlarini
gOstermektedir.

1.2. Glukoz izomerazin Onemi

Gl, termofilik enzimlerin yapisi ve islevleri arasindaki iligkiyi ileri biyokimya ve
genetik muhendisligi teknikleriyle arastirmak icin bir model olusturmaktadir. Enzim,
akademik éneminin yani sira, hemiselulozdan etanol Uretilmesindeki potansiyel uygulamalar1
ve HFCS uretimindeki kullanimi agisindan enddstriler tarafindan artan bir ilgiye sahiptir.

Glukoz izomeraz, glukozun fruktoza izomerizasyonunu katalizledigi icin endustriyel
alanda, 6zellikle HFCS (High Fructose Corn Syrup) uretiminde, ticari bir 6neme sahiptir.
Fruktoz suruplarmmin endistriyel uygulamalarda basariyla uygulanabilmesinin altinda yatan
sebep glukoz izomerazin kesfi olmustur. Ulkemizde ve AB mevzuatinda fruktoz suruplarmin
tanim1 yer almamaktadir. FDA (2000)'e gore fruktoz suruplari; %42 veya 55 fruktoz iceren
tatl, besleyici sakkarit karigimi olup, misir nisastas: glukozunun glukoz izomeraz enzimi
kullanilarak fruktoza donustirtlmesi ile elde edilen bir Grindir. Ayrica %90 fruktoz igeren

uclnct bir tipi de bulunmakta olup, dinyada sinirl kullanima sahiptir (Knorr, 1987). Enzim



ticari anlamda kullanilmaya baslamadan dnce yiyeceklerde tatlandirict madde olarak sakkaroz
(sukroz) kullanilmaktaydi. Glukoz izomerazin kesfi ve 6zellikle 1958 yilindaki Kiba devrimi
sonrast meydana gelen sukroz yoklugu sebebiyle, fruktoz suruplarmin kullanimi hiz
kazanmistir (Bhosale vd., 1996). Fruktoz suruplar: tatli (Pomeranz, 1985), dlsuk viskozite ve
daha az kristallesme gibi Ozellikleri sebebiyle kullaniciya depolama ve tasima islemleri
sirasinda avantaj saglayan (Inglett, 1974.) ¢ok fonksiyonlu Grlnlerdir. Fruktoz suruplarmin
onemli islev Ozellikleri; nemi tutarak kurumay: Onlemeleri (Pomeranz, 1985), lezzeti
gelistirici Ozellikleri (CRA., 1994), ozmotik basinglarnin yiksek olmas: (Hobbs, 1986.) ve
fermente edilebilir sekerler acisindan zengin olmalaridir (Henry, 1976). Bu o6zellikleri
sebebiyle fruktoz suruplari, sikhikla gazli ve gazsiz icecekler, firin Grlnleri, cesitli hububat
urdinleri, stit mamulleri ve islenmis gidalarda kullanilabilmektedir (Wulff ve Helgeson, 1987).
Mayonez ve salata soslari gibi drlnlerde fruktoz suruplarinin kullanimi ile emilsiyon
stabilitesi artmakta (Inglett, 1974) ve enerji degeri de disurilebilmektedir (Reeder,1978).
Fruktoz suruplarmin su aktivitesini azaltici 0Ozelliginden yararlanilmakta ve salamura
urinlerde kullanilabilmektedir (Hobbs,1986). Ayrica fruktoz suruplarinin sebze, corba,
domates soslar1 ve meyve gibi konserve uriinlerde de kullanimi yayginlasmaktadir (Nabors ve
Gelardi, 1991; Hebeda, 1987; Anon, 1993). Dondurma viskozitesi degisimleri (zerinde
yapilan ¢alismalar fruktoz suruplarmin kullanimiyla bu Grlnlerin viskozitesinin arttigmi
gOstermistir. Fruktoz surubu, dondurmaya eriyebilirlik, dokuda purtzsuzlik ve hacim
kazandirmaktadir (Anon, 1979). Fruktoz suruplari; ekmek, biskivi, kek, kurabiye, tart
dolgular: ve jolelerde kullanilabilir (Pomeranz, 1985). Ekmekte fruktoz suruplari fermente
edilebilir substrat olup, kabuk rengine ve lezzete katkida bulunmakta ve raf omruni
uzatmaktadir (Kulp vd., 1991) indirgen sekerler icerisinde en iyi biskivi rengi fruktoz
suruplar: ile elde edilmistir (Manohar ve Rao, 1997). Keklerde sakkaroz yerine fruktoz
suruplar1 kullanimi icerdigi yuksek indirgen sekerler sebebiyle esmerlesmeyi arttirmakta ve
kekin tazelik suresini uzatmaktir (Johnson, 1989). Fruktoz suruplari tathh tat verme
Ozelliklerinin yan: sira gidalarda lezzetin gelismesinde de rol oynar. Fruktozun dil Gzerinde
algilanma yogunlugu sakkaroza gore ¢ok daha yuksektir ve hissedilme suresi kisadir. Bu
nedenle fruktoz suruplar1 gidalarda karakteristik lezzet 6zelliklerinin algilanmasini
zenginlestirmede etkilidir (Howling, 1992). HFCS, sakarozdan 1,3 ve glukozdan ise 1,7 kat
daha tathlik veren bir Grundir. Glukoz, sakkarozun sahip oldugu tatliligin %70-75’ine
sahipken fruktoz ise sakkaroza gore iki kat daha fazla tathiliga sahiptir. HFCS tath olmayan

nisastadan imal edildigi dusunuldiginde ve tatlandirma guct temel alindiginda sakarozdan %



10-20 daha ucuzdur. Ayni1 zamanda HFCS sakkarozda oldugu gibi kristallesme problemi
meydana getirmez. Ustelik D-fruktoz diyabetik bir tatlandiric1 olarak rol oynamaktadir ¢linkii
sadece fruktoz midede ¢ok yavas bir sekilde emilir ve kandaki glukoz seviyesine bir etki
yapmaz (Bhosale vd.,1996).

1957 yilinda Marshall ve Kooi’nin Pseudomonas hydrophyla’dan elde ettikleri enzimin
glukoz izomeraz kapasitesi seker kamisi sekerinin yerine HFCS kullaniminda bu enzimin
degerlendirilmesinde baslangi¢ noktasini olusturmustur. Bu enzimin, biyime ortaminda
ksiloza ihtiya¢ duydugu ve Uretimin arsenat varligiyla arttirilabildigi gosterilmistir (Marshall
ve Kooi, 1957). Daha sonralar1 ksilozdan bagimsiz olarak, ksiloz izomeraz aktivitesi
Escherichia intermedia’da bulunmustur (Natake ve Yoshimura, 1964). Takasaki ve Tanabe,
Bacillus megaterium'den NAD" bagimh ve glukoza 6zgi bir glukoz izomerazi (EC 5.3.1.18)
izole etmislerdir (Takasaki ve Tanabe, 1962; Takasaki ve Tanabe, 1963). Glukoz ve
mannozun fruktoza izomerizasyonunu yapan benzer bir glukoz izomeraz Paracolobacterium
aerogenoides’den izole edilmistir (Takasaki ve Tanabe, 1964; Takasaki ve Tanabe, 1966).
Buttn bu aktiviteleri gosteren glukoz izomerazlardan EC (5.3.1.5) numarali enzimler, ticari
uygulamalarda kullanilmaya en uygun enzimdir. Enzimatik olarak glukozun izomerizasyonu
ilk kez endustriyel bir oranda 1957 yilinda Amerika’da Clinton Corn Processing Co.
tarafindan basarilmistir. 1974 yilina gelindiginde immobilize edilmis glukoz izomeraz artik
ticari olarak elde edilebilir hale gelmistir. Yiyecek endistrisinde HFCS’ye olan talep her
gecen gun artmis ve 1980’e kadar bati diinyasindaki tim sekerlerle ugrasan buyuk sirketler
glukoz izomeraz teknolojisine basvurmaya baslamistir. Bugin enzim, yiyecek endistrisinde
en blyldk marketlerde yerini almistir (Bhosale vd., 1996). Sahip oldugu endistriyel nemden
dolayr buglne kadar bir¢cok organizmanin glukoz izomeraz enzimi incelenmis (Brown
vd.,1993; Chen,1980; Lee vd.,1989; Suekane, 1978) ve bircok bakterinin xylA geni gen
bankasindaki yerini almistir (Amore ve Hollenberg, 1989; Bor vd., 1992; Briggs vd., 1984;
Collyer ve Blow, 1990; Dekker vd., 1991; Drocourt vd., 1988; Lee vd., 1990; Lee vd., 1993;
Meadeu vd., 1994; Saari vd., 1987; Wilhelm ve Hollenberg, 1985).

Gl, ksiloz ve glukozun her ikisinin de izomerizasyonunu katalizler. Enzimin bu 6zelligi
ksilozun, en nihayetinde mayalar tarafindan fermente edilebilen ksiluloza izomerizasyonunda
kullanilmaktadir. Yenilenebilir biyolojik artiklarin fermente edilebilen sekerlere ve etanole
biyolojik olarak dontstimda, fosil yakitlarin hizh tiketimi goz 6nune alindiginda 6nemlidir.
Bu biyolojik artiklar % 40 seliloz ve % 30 ligninden olusmaktadir. Biyolojik artiklarin

kullaniminin ekonomik yapilabilirligi seliiloz ve hemisellilozun ksiloz ve glukoza hidrolizine



ve takiben mayalarla etanole fermente edilmesine baghidir. Lignoseluloz ve tarimsal artiklarin
biyodonistminin etkili bir sekilde ¢alismasmin temel olarak biyolojik artik bilesenlerinin
etkili kullanimina bagli oldugunun anlagilmasiyla dinya c¢apinda tim ilginin birden bire
hemiselulozu fermente etme Uzerine degistigi goruldu. B(1,4) baglariyla birbirine bagl ksiloz
unitelerinden olusan ksilan hemiseliilozun en buyuk ana birimini olusturmaktadir. D- ksiloz
cok kolay bir sekilde ksilanin asidik veya enzimatik hidrolizinden elde edilebilir (Bhosale
vd.,1996). Saccharomyces cerevisiae gibi endlstriyel maya suslari, genel olarak heksozlar1
etkili bir sekilde fermente edebilirler fakat D-ksilozu kullanamazlar. Pachysolen tannophilus,
Pichiastipitis, Candida utilis, ve Candida shehatae gibi bazi maya turlerinin pentozlari
oksidoreduktatif bir yolla kullandiklari bilinmektedir fakat fermantasyon orani oldukga
dustktir (Dupreez vd., 1985; Dupreez vd., 1983; Slininger vd., 1985; Tomoyeda ve Horitsu,
1964). Bunun yan: sira, bu mayalarin disuk etanol tolerans: ve oksijen varhgindaki etanol
katabolizmas: ticari uygulamalarda kullaniimalarmi smirlamaktadir (Dupreez vd., 1986;
Dupreez vd., 1987; Ligthelm vd., 1988). Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe ve Candida tropicalis gibi ticari mayalar vasitayla ksilozun fermente edilebilmesi icin
Gl, ksilozun ksiluloza izomerizasyonunda kullaniimaktadir (Chaing vd., 1981; Schneider vd.,
1981; Wang vd., 1980). D-ksilozdan etanol uretiminde dlsik fermantasyon orani
gOzlenmesine ve dustuk Grun verimliligi elde edilmesine ragmen su anda ksilozun
izomerizasyonunu ve etanole fermantasyonunu es zamanda saglamak amaciyla GI geninin

mayalara transfer edilmesi ¢calismalar1 hizla artmaktadir.

1.3. GI Ureten Mikroorganizmalar

Genel olarak bakildiginda, GI; bir¢cok prokaryotik mikroorganizmada yaygin bir sekilde
bulunmaktadir (Tablo 1). Pseudomonas hydrophila’da bulunmasindan sonra birgok bakteri ve
Actinomycetes tlrinde Gl aktivitesi saptanmistir. Heterolaktik asidik bakteriler arasinda
Lactobacillus brevis’ten elde edilen GI, dusik pH degerlerinde aktif haldeydi fakat yiiksek
sicakliklarda ise kararl degildi. Bu yuzden de ekonomik olarak bu mikroorganizmadan

yararlanma da elverisli degildi (Bhosale vd.,1996).



Tablo 1. GI ureten mikroorganizmalar
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Actinomyces olivocinereus,

A. phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes,

A. cloacae,

A. levanicum
Arthrobacter spp.

Bacillus stearothermophilus,

B. megabacterium,

B. coagulans
Bifidobacterium spp.
Birevibacterium incertum,

B. pentosoaminoacidium
Chainia spp.
Corynebacterium spp.
Cortobacterium helvolum
Escherichia freundi,

E. intermedia,

E. coli
Flavobacterium arborescens,

F. devorans
Lactobacillus brevis,

L. Buchneri,

L. Fermenti,

L. mannitopoeus,

L. gayonii,

L. fermenti,

L. plantarum,

L. lycopersici,

L. Pentosus,
Leuconostoc mesenteroides
Microbispora rosea
Microellobosporia flavea
Micromonospora coerula
Mycobacterium spp.
Nocardia asteroides,

N. corallia,

N. dassonvillei

Paracolobacterium aerogenoides
Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.
Staphylococcus bibila,

S. flavovirens,

S. echinatus
Streptococcus acromogenes,

S. phaeocromogenes,

S. fracliae,

S. roseochromogenes,

S. olivaceus,

S. californicos,

S. venuceus,

S. virginial
Streptomyces olivochromogenes,
. venezaelie,

. wedmorensis,

. griseolus,

. glaucescens,

. bikiniensis,

. rubiginosus,

. achinatus,

. cinnamonensis,
fradiae,

albus,

griseus,

hivens,

. matensis.

. nivens,

. platensis
Streptosporangium album,

S. oulgare
Thermopolyspora spp.
Thermus spp.
Xanthomonas spp.
Zymononas mobilis

LD LVLDDLLDNDLNLNWN

Hicre disina sekresyonu yapilan Gl’lara ait raporlar yaygin degildir. Streptomyces
glaucescens (Weber,1976) ve S. flavogriseus (Chen vd.,1979) tirlerinde elde edilen GI’nin
ekstrasellular oldugu rapor edilmistir. Burada enzimin hiicre igerisinden disar1 salinmasmin

hicre duvarinin gecirgenligindeki bir degisiklik ve hticrenin kismi lizisi ile meydana geldigi
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kabul edilmistir. Chainia sp. ve (Srinivasan vd., 1983; Vartak vd., 1984) alkalotermofilik bir
tir olan Bacillus sp (Chauthaiwale ve Rao, 1994)’den elde edilen ekstrasellular GI’lar, jel
filtrasyon, iyon degisim kromatografisi ve preperatif poliakrilamid jel elektroforezi gibi
yaygin saflastirma teknikleri ile homojen bir sekilde saflastirilmiglardir. Streptomyces spp.
turlerinin yant sira Bacillus turleri de iyi miktarlarda GI Uretmektedirler. Candida utilis
(Wang vd., 1980) ve Candida boidinii (Vongsuvanlert, ve Tani, 1988) gibi birka¢ mayada da
Gl varhg: tespit edilmistir. Cimlenmis arpada (Bartfay, 1960) ve bugday tohumunda da
(Pubols vd., 1963) GI’nin var oldugu gosterilmistir.

1.4. Endustriyel GI’lar

GI Ureten ve ticari olarak 6nemli olan birka¢ organizma Tablo 2’de verilmistir. GI’nin
blyik bir ticari 6nemi olmasindan dolay: enzimi reten birgcok yeni organizma ve bu enzimin
kullaniminda gelistirilen bircok yontem hakkindaki bilgi patentlesmistir (Boguslawski ve
Rynski, 1982; Hafner, 1985; Hafner ve Jackson, 1985; luzuka vd., 1971; Lee, 1976; Miles
Laboratories Inc., 1972; Outtrup, 1974; Shieh, 1977; Weber, 1976).

Tablo 2. Ticari 6neme sahip GI’lar1 Ureten bazi mikroorganizmalar ve Urinlerinin (GI)

ticari adlar

Organizma Ticari Adi Uretici

_ _ o Gsit Brocades and
Actinoplanes missousriensis Maxazyme

Anheuser-Busch Inc.
Bacillus coagulans Sweetzyme Novo-Nordisk
o Optisweet Miles Kali-Chemie
Streptomyces rubiginosus )
Spezyme Finnsugar

Streptomyces phaeochromogenes | Swetase Nagase
Arthrobacter sp. Reynold Tobacco

Streptomyces olivaceus Miles Laboratories Inc.
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1.5. Termofilik Enzimler

Termofilik ve hipertermofilik organizmalardan elde edilen enzimlere termofilik
enzimler denilmektedir. Bu bakteriler birgok karasal ve sucul ortamlardan izole
edilebilmektedir. Termofilik enzimler essiz bir yap: islev 6zelligine sahiptirler (Vieille ve
Zeikus, 1996; Vieille ve Zeikus, 2001). Bu enzimler ginimizde molekiler biyoloji
uygulamalarinda (Tag DNA polimeraz), nisasta endistrisinde (a-amilaz, glukoz izomeraz) ve
yuksek kararlilik isteyen organik uriinlerin sentezi, teshis ve tani islemleri, kdgit endstrisi ve
hayvanlarin beslenmelerinde kullanilan trtnlerin sentezi gibi daha bir¢ok endustri kollarinda
yogun olarak kullanilmaktadir (Vieille vd., 1996).

Ozellikle endustriyel uygulamalarda, yiiksek sicakhklarda aktif olarak calisabilen
enzimler mezofilik ve psikofilik enzimlere gore buyik avantajlara sahiptirler. Bu enzimler
mezofilik bir organizma icerisinde sentezlenebildiklerinden enzimin saflastirma asamalarinda
kolaylik saglamaktadir. Bu enzimler yiksek sicakliklara ve aktiviteleri denattire edici ajanlara
kars1 oldukca kararhdirlar ve yiiksek substrat konsantrasyonlarinda iyi bir sekilde caligirlar.
Ayrica ¢aligma ortaminin diger mikrobiyal kontaminasyonlardan etkilenme olasiligi oldukga
dustktar.

Protein kararliligi ¢aligmalart ilk zamanlar ¢ozlnebilir monomerik yapidaki enzimler
Uzerinde arastirilmistir (Dill,1990). Termofilik enzimlerin ¢alismasiyla protein kararlilig
mekanizmalarinin agiklanabilmesi hizlanmigtir. Termofilik enzimler nispeten mezofilik
enzimlere benzerler; amino asit dizilimi mezofilik eslerinkine %40-85 benzerlik gdsterir
(Vieille vd., 1995; Burdette vd., 1996), ¢ boyutlu yapilar: birbirleri cok benzer (Davies vd.,
1993; Fujinaga vd., 1993) ve aym Kkatalitik mekanizmay: kullanirlar (Vieille vd., 1995;
Voorhorst vd., 1995). Termofilik enzimlerin g0sterdigi yuksek kararlilik ve aktivite,
mezofilik eslerinden farkli olarak bulundurduklar: bazi amino asitlerden kaynaklanmaktadir.
Cesitli denature edici ortamlara sagladiklari diren¢ g6z Onlne ahndiginda termofilik
enzimlerin oldukga rijit bir yapida olmalar: gereklidir. Bakildiginda 6zellikle aktif bdlgede rol
oynayan amino asitlerin oldukca korunumlu oldugu gorulmektedir (Veronese vd., 1984; Wrba
vd., 1990; Kanaya ve ltaya, 1992).

Gunumizde proteinin termal kararhiligi; hidrofobik etkilesim, proteinin katlanma
etkinligi, atomik etkilesim, tuz kdpruleri, hidrojen baglari, metal baglanmasi, konformasyonel

zincirlerin azaltilmasi, prolin Unitelerinin aciga cikardigi entropi, heliks ve looplarin
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kararliligi, alt Gniteler arasindaki etkilesim ve oligomerizasyon, kovalent parcalanmaya olan

direng ve post translasyonel modifikasyonlar agisindan oldukea iyi bir sekilde calisiimistir.

1.6. GI’min Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerinin Boélge Ozgun Mutasyonlar ile
Gelistirilmesi

HFCS lretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen glukoz izomeraz, immobilize
edilmis bir sekilde 55-65°C’de pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullanilmaktadir (Schenck, 2000). Bu
sartlar altinda enzim ile %40-42 oraninda fruktoz Uretilebilmektedir. Fakat endlstriyel
uygulamalarda kullanilan HFCS’de % 55 fruktoz icerigi aranmaktadir. Dolayisi ile bu oran
kromatografik olarak %55 seviyelerine getirilir. Fakat bu islem Gretim maliyetini
arttirmaktadir (Douglas vd., 1999). Sicakligin artmasiyla fruktoz: glukoz dengesi fruktoz
tarafina kaymakta boylece pahali olan kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir
(Bhosale vd., 1996; Tewari ve Goldberg, 1984). Bu ylzden bu uygulamalarda ylksek
sicakliklarda calisan termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih
edilmektedir (Hartley vd., 2000). Fakat yiksek pH degerlerinde yiksek sicaklik uygulamalars,
istenmeyen mannoz, psikoz ve diger asidik yan trunlerin olusumuna sebep verdigi icin distk
pH degerlerinde c¢alisan bir enzime ihtiya¢ bulunmaktadir (Bucke, 1983). Bu ihtiyaclardan
dolayr bugline kadar bircok termofilik ve asidik karakterli bakterilerin glukoz izomerazi
arastirilmistir (Bhosale vd., 1996).

Bunun yani sira mevcut enzimler Uzerinde mutasyonlar meydana getirilerek, enzimin
Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in arastirmalar yapilmistir. Bu kapsamda, bolge 0zgiln
mutasyonlarla cesitli mikroorganizmalara ait birgok glukoz izomerazin; termal kararliliginin
arttirilmasi, optimum pH degerinin duslrilmesi, substrat tercihinin degistirilmesi, cesitli
amino asitlerin molekul icerisindeki fonksiyonunun belirlenmesi ve alt Uniteler arasindaki
etkilesimlerin ortaya ¢ikarilmasi yoninde bir¢cok endistriyel ve bilimsel 6neme sahip ¢alisma

gerceklestirilmistir (Bhosale vd.,1996).

1.6.1. Isil Kararhhg Mutasyonlarn

Farkli kaynaklardan elde edilen GI’lar incelendiginde enzimin aktif bolgesinde
aromatik amino asitlerden olusan bir bolge bulunmaktadir. Bu bdlgenin enzimin monomer ve

dimerleri arasindaki iliski ve kararliligin devam etmesinden sorumlu oldugu varsayilmaktadir
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(Collyer ve Blow 1990; Whitlow vd., 1991). Meng ve arkadaslar1 (1993) kofaktor olarak
Co*?yi kullanan Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes Gl’sinda; Trp48, Phe59,
Trpl38, Phel44 ve Trpl87 amino asitlerinde mutasyonlar yaparak aromatik amino asitlerin
enzimin 1s1l kararlilig1 Uzerindeki etkilerini arastirmislaridir.

Yapilan Trpl87His ve Pheld44Lys mutasyonlari, dogal ve mutant enzimin
saflastirmasinda kullanilan yontemlerden biri olan 75°C’deki sicakhk uygulamasinda,
enzimin aktivitesinin kaybolmasina sebep olmustur. Bu durum, enzimin yuksek
sicakliklardaki kararliligmmin devami icin Trpl87 ve Phel44 amino asitlerinin dnemli bir
gorevde rol oynadiklarini1 gostermektedir. Trp138 amino asidinin daha kugik hidrofobik yan
grup iceren amino asitlerle olan mutasyonlar1 ise enzimin 1sil Kkararlihigini 85°C’deki
uygulamalarda %43-91 oraninda arttirdig: gérilmastir. Trpl38 amino asidinin indol grubu
enzimin aktif bolgesine dogru bir ¢ikint: yaptigindan dolay: bu amino asidin Phe, Met veya
Ala amino asitleri ile degisimi enzimin aktif bolge alaninda bir azalmaya yol a¢gmis ve
boylelikle enzimin 1s1l kararliligi Gzerinde bir artisa sebep olmustur. Trp48Arg mutasyonu
enzimin aktivitesinde bir degisiklige neden olmazken 1sil kararhiligmi %60 oraninda
artirmistir. Bu mutasyonda Arg48 amino asidi Asp338 amino asidi ile hidrojen bagi olusturma
gOrevini yerine getirmis ve enzimin aktif bolgesinde bir degisiklige neden olmamistur.
Phe59His mutasyonu ise yaban tip enzime gore daha az kararlh bir enzim meydana getirmistir.

Farkl bir yaklasim Quax ve arkadaslar: (1991) tarafindan Actinoplanes missouriensis’te
gerceklestirilmis ve lizin amino asitlerinin yerine Arg amino asitleri koyulmustur. GI’nin
kimyasal modifikasyonundan kaynaklanan ve HFCS’den seker iceriginde 6zellikle amino
gruplarinin enzimatik olmayan glikasyonun kaynaklanan zararli etkileri ortadan kaldirmak
icin O0zel bir caba sarf edilmistir. Her Actinoplanes missouriensis Gl alt Unitesi 20 adet lizin
amino asidi ihtiva eder ve bunlarda Lys252 ve Lys294 amino asitleri dimer/dimer ara yliziine
yerlesmistir. Lys 252 amino asidi Gl tetramerlerinde gomuliu haldedir ve dimerler aras:
yuzeyde elektrostatik etkilesim olayinda gorev yapar. Lys252Arg mutasyonu aktivite kaybi
olmaksizin enzimin 1sil kararliligint %30 oraninda arttirmistir. Bu mutasyonun immobilize
edilmis halinin yarilanma 6mrl yaban tip enzime gore 3 kat daha fazla bulunmustur. Lys252
amino asidi dimerler birbirinden ayrildiginda glikasyon icin uygun hale gelir. Bu durumda
dimerlerin tekrar bir araya gelmesi ve enzimin aktif hale gelmesi mimkin olmaz. Bu

immobilize enzimin neden daha kararlh
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Tablo 3. GI’'min Is1l kararliligini gelistirmek icin yapilan bazi mutasyonlar

Aktivite (%oyt)

Isil

Amino asit Mutasyon Kararhhk | Referans
(Keat/Km) %)
E203/Q204 D/R %100 %100
L199/A200 C199/C200 | %100 %100 (Varsani vd.,
A223 C %100 %100 1993)
Y253 C %15 azaldi %50
W15 A ? <%1
W15 F ? %4
W15 R %100 157
F25 H %40 71
w87 F ? %191 (Meng vd., 1993)
W87 M ? %166
W87 A ? %143
F93 K ? <%1
W136 H ? <%1
K252 R %100 %130
K294 R %100 %78
AT3 S %100 %76 (Quax vd., 1991)
G70/G74 SIT %100 %95
AT73/G70/G74 | SIT %100 %114
K252 R %93 %130
K252 Q %69 <01
K309 R %100 %150
K309 Q %100 %80
(Mrabet vd.,1992)
K319 R %100 %150
K323 R %100 %100
K323 Q %100 %90
K309/319/323 | R/R/IR 100% %240
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oldugunun agiklamas: olarak gdsterilebilir (Jamieson ve Batt, 1992). Lys294 amino asidi
Asp256 ve Asp292 amino asitleriyle tuz koprusi olusturur. Dolayist ile Lys294Arg
mutasyonu sl kararliligin azalmasina yol agar.

Chang ve arkadaslar1 (1999) oldukca termofilik bir 0zellik gosteren ve Tipl Gl’lardan
olan Thermus thermophilus ve Thermus caldophilus GI’larin1 ¢alismiglardir. Bu ¢alismada
sonuclart daha az bir termofilik olan Artobacter B3728 ve Actinoplanes missouriensis
GI’laryla karsilastirmiglardir.

Cha ve arkadaslar1 (1994) Streptomyces rubiginosus Gl’sinda His 219 amino asidi
uzerinde bolge spesifik mutasyonlar yaparak bu amino asidin enzimin aktivitesi ve 1sil
kararliligi Uzerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Bu amino asit neredeyse bitin GI’larda
mevcuttur. Bu amino asidin Ser, Glu ve Asn amino asidi ile degisimi sonucu Ky, degerinde
30-40 katlik bir artig gozlenmistir.

Ist bozunumu galismalar: sonucunda, His219Ser ve His219Asn mutant enzimlerinin 5-
8°C’de daha az kararli olduklari ortaya ¢ikarken His219Glu ve His219Lys mutant
enzimlerinin 13-24°C’de daha az kararl oldugu bulunmustur.

C. thermosulfurogenes ait glukoz izomeraz enzimi Gzerinde gergeklestirilen W15R (15.
amino asit olan triptofan, arjinine donustirilmus) mutasyonu ile molekiliin 80°C’deki termal
kararlilig:1 (Bhosale vd., 1996) %60, yarilanma émri ise %30 arttirilmistir (Quax vd., 1991).
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes glukoz izomerazinda meydana getirilen W139F,

M, A mutasyonlart ile enzimin isil kararlihig: arttirilmistir (Meng vd., 1993).

1.6.2. Aktif Bolge Mutasyonlari

Bircok calismada, enzimin aktif bolgesinde yapilan mutasyonlar sonucunda enzimin
aktivitesinde bir azalma olmasina karsin 1sil kararlihiginda artis meydana gelmistir (Hartley
vd., 2000). Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes GI’sinin aktif bdlgesinde yapilan
mutasyonlar sonucunda enzimin ksiloza olan ilgisi glukoza donustirilmuistir. Arthorobacter
GI’sinda yapilan Trp138Phe mutasyonu enzimin K, degerinde azalmaya Kk degerinde ise
artisa neden olmustur. Bu mutasyon substrat olarak ksiloz kullanildiginda Ky, degerinde bir
artisa neden olmustur. Bu mutant enzimin ksiloz molekuluntn girebilmesi i¢in genis bir aktif
bolgeye sahip oldugunu fakat mutasyonun ksilozun baglanma etkinligini zayiflattigini
gOstermektedir. Baglanma cebinin genislemesi enzimle substrat arasindaki baglanma

enerjisini azaltmaktadir (Hess vd.,1998).
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Vall85Thr mutant enzimi yaban tip enzimle karsilastirildiginda oldukg¢a dusik Ky, ve
daha yuksek bir ke degerine sahiptir. Thr yerine Ser amino asidi kullanildiginda ise her hangi
bir artis g0zlenememistir. Thr140Ser mutasyonu hem glukoz icin hem de ksiloz igin Ky
degerini arttirmis ve katalitik etkinligi distrmastir. Thrl40 amino asidi substrat ile hidrojen
bag1 yapar fakat glukozun tam olarak baglanmasni saglamaz. Yapilan Trp138Phe/Val185Thr
ve Trpl38Phe/Vall85Ser cifte mutasyonlari sonucunda enzimin katalitik etkinligi sirasiyla 5
kat ve 2 kat arttirilmistir. Enzimin glukoza olan ilgisi ksiloza nazaran arttirilmigtir (Meng vd.,
1991).

Tablo 4. GI’'nin aktif bdlgesi icerisinde yapilan bazi mutasyonlar

) ) Aktivite (%oyt)
Amino asit | Mutasyon Referans
(Keat/Km)
W15 ALF %1, %1, %11 (Lambeir vd.,1992)
W15 F,AR %30, %10, %9 (Meng vd.,1993)
A24 K %52 (VanBastelaere vd.,1995)
F25 K Inaktif (Lambeir vd.,1992)
H33c F %115 (Lee vd.,1989)
H53 K - (Lambeir vd.,1992)
H53 AN, Q %4, %3, %4 (Lambeir vd.,1992)
. ) (Whitaker vd.,1995);

H53 S,F %3, Inaktif

(Lee vd.,1989)

(Whitaker vd.,1995);
H53 N %3,%45

(VanBastelaere vd.,1995)
H53 Q,NED %10, %14, %5, %9 | (Lee vd.,1989)
D56 N %37 (Lambeir vd.,1992)
D56 N, H %60, %34 (VanTilbeurgh vd.,1992)
w87 F.Y %60, %28 (Meng vd.,1993)
W87 M, LV, %44, %52, %52 (Meng vd.,1993)
wa7 A K %56, %28 (Meng vd.,1993)
H100 F %92 (Lee vd.,1989)

. ) (Lambeir vd.,1992);

W136 E;F Inaktif; 2%, 4%

(VanBastelaere vd.,1995)




Tablo 4’0n devami
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Aktivite (%oyt)

Amino asit | Mutasyon (KeaKor) Referans
. ) (Lambeir vd.,1992);
W136 E;F Inaktif; 2%, 4%
(VanBastelaere vd.,1995)
W136 H < %0,1 (Meng vd.,1993)
E180 A 'S Inaktif (Jenkins vd.,1992)
E180 Q < %0,1 (Jenkins vd.,1992)
(Jenkins vd.,1992),
E180 D %0.6, %2
(VanBastelaere vd.,1995)
K182 S,Q,R Inaktif (Lambeir vd.,1992)
K182 M Inaktif (Whitaker vd.,1995)
K182 Q Inaktif (VanBastelaere vd.,1995)
E185 D %25 (VanTilbeurgh vd.,1992)
(VanTilbeurgh vd.,1992);
E185 Q %10,%45
(VanBastelaere vd.,1995)
E216 D, Q Inaktif (Jenkins vd.,1992)
(Jenkins vd.,1992);
H219 N, E, S < %0,1 )
(Whitaker vd.,1995)
(Jenkins vd.,1992);
H219 Q %1, %3
(VanBastelaere vd.,1995)
(Jenkins vd.,1992);
D244 N %0.1, %0.3
(VanBastelaere vd.,1995)
(Jenkins vd.,1992);
D254 AN <%l
(VanBastelaere vd.,1995)
D254/D256 | E/E %1.6 (Fuxreiter vd.,1997)
D256 S, K, E Inaktif; %2 (Jenkins vd.,1992)
(Jenkins vd.,1992);
D256 N %0.5,%10
(VanBastelaere vd.,1995)
K294 QR %3.6,%61 (Lambeir vd.,1992)




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Deneylerde Kullanilan Gereg ve Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast Ekstract (Merck VM175053), NaCl
(MerckK34243404), D-Ksiloz (SigmaY4625), D-Glukoz (Sigma G7528), D-Fruktoz (F2543),
MOPS (AppliChem A29470100), MnSO4 (AnalaR 10153), Lizozim (Gerbu 250501),
Perklorik asit (Merck 518), Sistein (AppliChem), Karbozol (Sigma C-5132), Sulfirik asit
(Riedel-deHaen), Etil alkol, Kanamisin (Bioanalyse), IPTG (Sigma 15502), Amfisilin
(Bioanalyse), Ncol (NEB), Mbol (NEB), Hinfl (NEB), Avall (NEB), BamHI (NEB), HindllI
(NEB), Sacl,(NEB) Pstl (NEB), Sa3Al (NEB), Sall (NEB), PspGl (NEB), Aval (NEB) , Bfal
(NEB), Xbal (NEB), EcoRI (NEB), Dpnl (NEB) , T4 DNA ligaz (NEB), Taq DNA polimeraz
(Promega), Roche’un Expand long Range dNTP packs, Genomik DNA izolasyon Kiti, Jelden
Cikarma Kiti, EDTA (Merck 84211000), dNTP seti (Promega), pGEM-T Easy klonlama
vektort, HisTag saflastirma kiti (Promega), pET-28a(+) Ekspresyon Vektoru, CaCl, (Aktar
Kimya), X-gal (Applichem A10070005), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie
Brillant Blue R-250, etanol, fosforik asit, BSA (NEB), DEAE-Sepharose (Sigma) , Phenyl
sepharose 6 Fast Flow (Sigma), Amonyom sulfat (Merck A734116), Sodyum asetat (Merck
TA867065), K;HPO,4 (Merck 1,050,211), KH,PO, (Merck 1,050,212), Tris (Melfoid Lab
14271), CoCl, (Applichem 25,559-9)

2.2. Deneylerde Kullamlan Hucre ve Plazmitler

Glukoz izomeraz geninin kaynagi olarak termofilik bir bakteri olan Anoxybacillus
gonensis G2' bakterisi kulland: (Belduz vd., 2003). Gl aktivitesinin var olup olmadigmn
belirlenmesi  icin  yapilan cahsmalarda pozitif kontrol olarak Saccharococcus
caldoxylosilyticus negatif kontrol olarak ise E. coli HB101 (F hsdS20 ara-1 recA13 proAl2
lacY1l galK2 rpsL20 mtl-1 xyl-5) bakterileri kullanilmistir (Boyer ve D. Roulland-Dussoix,
1969). Genin klonlanmasi ve baz diziliminin belirlenmesi igin yapilan her turli ¢aligmalarda
konak hiicre olarak E.coli IM101 ve pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanmis yaban tip
ve mutant enzimlerin asir1 ekspresyonlarinda E.coli BL21 (DE3) susu kullaniimastir.
Mutasyon c¢alismalarinda E.coli DH5a susu kullanilmistir. Ekspresyon vektoru olarak

pET28a(+) klonlama ve baz dizilimi analizleri igcin pGEM-T Easy vektorleri kullanilmastir.
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2.3. A.gonensis G2"’ye Ait Yaban Tip xylA Geninin Baz Diziliminin Aciga
Cikarilmasi

A. gonensis G2"’ye ait xylA geninin 530 baz ciftlik bir kismi, KTU-BAP yiiksek lisans
proje destegi ve birimimizde var olan imkanlar ile daha dnceki ¢alismalarimizda klonlanmas,
klonlanan bu kismin baz dizilimi belirlenmisti. Genin tim baz dizilimini belirleyebilmek igin
invers-PCR yontemi kullanildi. Bu baglamda, elde bulunan genin u¢ kisimlarindan
komplementer bir sekilde ileri ve geri yonde invers-PCR primerleri tasarlandi. Bu ¢alismada

kullanilan tiim invers-PCR primerleri Tablo 5’de g0sterilmistir.

Tablo 5. A. gonensis G2"’ye ait xylA geninin baz diziliminin aciga
¢ikarilmasinda kullanilan invers-PCR primerleri

XylalF01 5’- AQACgCggTTCgTTTgAACC -3’
XylalF02 | 5°- ACGTTTCATAgCCTTCACg -3’
XylalF03 5’- AgCAgCAAAQgTgAAAAAAQg -3’
XylalF04 5’- TgQgACTAAAAQTQgCgTATCqg -3’
XylalF05 | 5’- ATCATTgATgggAAggCCgAC -3’
XylalR0O1 | 5’- gCATAgTCAACCYCCATATQC -3’
XylalR02 5’- AggCggATTgAACTTTgATgC -3’
XylalR03 | 5’- TYJCCARTAVgCRAYVgMRADDCg -3’
XylalR04 | 5’- TCCAAAgCAACTTggTTTTgC -3°
XylalR05 | 5’- TYgCACCATgTACAAAACYAQQ -3’
XylalR06 5’- gCgCAAATgCTCCTCCATCg -3’
XylalR07 | 5’- ggCCAATTCCTTCTgTATAQC -3’

Daha sonra A. gonensis G2" ait genomik DNA; Hinfl, BamHI, Hindlll, EcoRl, Sacl,
Pstl, Sa3Al, Sall, PspGl, Aval, Bfal ve Xbal restriksiyon endoniikleazlariyla bir gece boyunca
kesilerek her bir kesimin kendi Uzerine yapismas: (self-ligasyon) saglandi ve DNA
fragmentleri halkalastirildi. Self ligasyon olarak adlandirilan bu reaksiyon; 2,5 ug kesilmis
DNA, 40 pul 10X tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi icerecek sekilde 400 ul son hacimde
16°C’de bir gece boyunca gerceklestirildi. Ligasyon sonrast DNA’lar etanol ¢oktirmesi ile
coktirilerek 20 pl TE tamponu igerisinde ¢ozildikten sonra PCR reaksiyonlarinda kullanildi.

Dizayn edilen primer ciftleri kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu 200 ul’lik ince cidarl
PCR tupleri icerisinde, 50 ul’lik son hacimde gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi 1X PCR
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tamponu, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl,, her bir primerden 25 pmol, 10-40 ng kalip genomik
DNA ve 1 U Tag DNA polimeraz icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon sartlari, 95°C’de 1
dakika ©n denatiirasyon sonrasinda, 35 dongu olacak sekilde; 94°C’de 30 saniye
denattirasyon, 56°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1,5 dakika uzama ve dongu sonunda
72°C’de 5 dakika son uzama safhas: seklinde gerceklestirildi. Uriinler %1,2’lik agaroz jel
elektroforezinde ydiritilerek goruntulendi. Elde edilen pargalar, baz dizilimini belirlenmek
uzere, pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonland: ve baz dizilim analizi Macrogen sirketi

araciligi ile yapild.

2.4. A.gonensis G2" Yaban Tip xylA Geninin pET28a(+) Ekspresyon Vektdriine
Klonlanmasi

Baz dizilimi belirlenen genin pET28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak E.coli BL21
(DE3) susunda yuksek miktarlarda ekspres edilmesi planlanmistir. Genin klonlanmasinda iki
farkl strateji kullanilmistir. ilk olarak enzim saflastirma islemleri asamasinda kolaylik
saglamas: agisindan bir HisTag kuyrugu icerecek sekilde klonlanmistir. ikincil olarak ise
enzim higbir kuyruk veya eklenti icermeyecek sekilde yani yaban tip enzimin aynisini
uretecek sekilde ekspresyon vektorine klonlanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda Tablo 6’da

gosterilen primerler tasarlanmastir.

Tablo 6. Ekspresyon vektorine klonlamada kullanilan primerler

Xyla_Ex_F1 5’-CgAgCTCCATggCgTATTTTgAAAACG-3’
- Ncol

Xyla_Ex_R1 5-CCAAQCTTACgAgCTACACAAACTTC-3’
o Hindlll

Xyla_Ex_R2 5’-CggATCCgTTACTATCATTAACGAQC-3’
o BamHlI

2.4.1.Bir HisTag Kuyrugu Tastyan G1’y1 Uretecek Vektoriin Tasarlanmasi

Oncelikle gen Griiniiniin kolay saflastirilabilmesi igin HisTag kuyrugu tasimasina karar
verildi. pET28a(+) ekspresyon vektorl incelendiginde, gen driininiin amino veya karboksil
ucunda HisTag kuyrugu olabilecek sekilde, vektore klonlama yapabilmenin miumkin oldugu
gorulmektedir. Gen, Ndel bolgesine klonlanirsa gen Grtininiin N terminal ucunda HisTag
kuyrugu bulunur. Fakat gen dizimiz icerisinde 2 adet Ndel bolgesi bulunmasi sebebiyle, Ndel

bolgesini kullanip, N terminal ucuna HisTag kuyrugu eklemek zordur. Bu nedenle, gen
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urtinin C ucuna HisTag kuyrugu takilacak sekilde klonlanmasina karar verildi. Geni,
pET28a(+)’daki Ncol-Hindlll bdlgeleri arasina klonlayabilmek icin, Ncol bdlgesi iceren
Xyla_Ex_F1 primeri ve Hindlll bélgesi iceren Xyla_Ex_R1 primerleri ile A.gonensis G2'
genomik DNA’st kalip olarak kullanilarak PCR reaksiyonu gergeklestirildi. PCR sartlar:
olarak Bolim 2.3.’de anlatilan sartlar kullanildi. PCR Grnt Ncol ve Hindlll enzimleri ile
kesilerek, ayni enzimlerle kesilmis pET28a(+)’ya klonland: ve klon pETG2GIC olarak
adlandirildi. pETG2GIC, sahip oldugu T7 promotorunun c¢alismasina ve GI'nin
ekspresyonuna imkén saglayan E.coli BL21(DE3) susuna CaCl, transformasyonu ile aktarildi,
bu sisteme E.coli BL21/pETG2GIC adi verildi ve bu hiicreler kanamisinli ortamda buyattldu.

Hucrelerden ekspres edilen enzim HisTag protein saflastirma kiti ile saflastirildi.

2.4.2. Yaban Tip GI’y1 Mezofilik Bir Konakta Uretecek Vektoriin Tasarlanmas

PETG2GIC’den yuksek aktivite elde edilememesi sonucunda, xylA geninin pET28a(+)
vektorine, HisTag kuyrugu tasimadan klonlanmasina karar verildi. Vektor incelendiginde,
Ncol-BamHI klonlamasinin, GI’nin HisTag kuyrugu veya herhangi bir eklenti icermeyecek
sekilde dogal enzimin aynisini (retecek bir vektorin olusumuna imkan sagladigi
gorilmektedir. BamHI bdlgesinin hemen dniinde stop kodonlar: yerlestirildi. Xyla Ex_F1 ve
Xyla_Ex_R2 primerleri kullanilarak yukarida anlatilan tim prosedir tekrarlandi ve gen
ekspresyon vektorine klonlandi. Fakat protein HisTag kuyrugu tasimadigindan dolay1
enzimin saflastirilmas: kolon kromatografi yontemi ile gergeklestirildi. Klonlanma sonucu

olusan rekombinant plazmide pETG2GI adi verildi.

2.5. Mutasyon Cahsmalan

Enzimin biyokimyasal 6zelliklerini endustriyel uygulamalara daha uygun hale
getirebilmek icin, aktif bdlgede oldugu tahmin edilen 3 ayr1 amino asitte; H99E, H99D,
H99Q, H99L, HI99N, W137F, V184T ve V184S mutasyonlarinin yapilmas: planlanmistir.
S6z0 edilen mutasyonlar ile enzimin Ky, degerinde azalma, Viax degerinde ve enzimin isil
kararliliginda ise bir artisin olmasi planlanmistir. Bu amag dogrultusunda Tablo 7’de belirtilen

primerler tasarland.

Tablo 7. Mutasyonlarin gerceklestirilmesinde kullanilan primerler
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WI37F_FO1 | 5* AACCAAGTTgCTTTTCAATACAGCTAATTTATTTACAC-3’
WI137F_RO1 | 5. gTgTAAATAAATTAGCTgTATTgAAAAGCAACTTggTT-3"
V184S FO1 | 57-ggTgCAJAAAACTATTCATTCTggggCgggC-3°

V184S _RO1 | 5'.gCcCCgCCCCAgAATGAATAGTTTTCTgCACC-3’
V184T_FO01 | 5'.ggTgCAgAAAACTATACCTTCTggggCgggC-3’

V184T_RO1 | 5°.gCCCgCCCCAgAAGgTATAGTTTTCTgCACC-3’
His99X_FO1 | 5.cCATTTTTCTgCTTCVASGATGTCgATATTgCC-3’
His99X_RO1 | 5. gqCAATATCgACATCSTBgAAGCAGAAAAATYY-3’
His99D_F01 | 5°.CCATTTTTCTgCTTCgACgATgTCgATATTgCC-3’
His99D_RO1 | 5°_gqCAATATCgACATCGTCgAAGCAGAAAAAT(G-3’

HisTag kuyrugu icermeyecek sekilde enzimi uretecek olan vektor (pETG2GI) E.coli
BL21 (DE3) icerisinden, 1 gece biyutuldigl kultirden plazmit izolasyon kiti kullanilarak
izole edildi. pETG2GI kalip DNA olarak kullanilarak, ilgili mutasyon primerleri ile PCR’de
cogaltildi. Bu amacla yapilan PCR’de Tag DNA polimeraz yerine 25 kb’ye kadar zincir
sentezleyebilen yiksek dogruluga sahip bir DNA polimeraz enzimi kullanildi (Roche’un
Expand long Range dNTP packs). Kalip olarak ilgili vektorin kullanildigi PCR’de, PCR ile
sentezlenen zincirler metillenmemis haldedir fakat vektorin kendisi metillidir. PCR sirasinda
vektorun her iki zinciri de kalhp olarak kullanilmaktadir. Bu reaksiyon tamamlandiktan sonra
PCR uriinu, PCR temizleme kiti ile temizlendi. Boylelikle kesim reaksiyonu igin uygun hale
getirilmis oldu. Sonrasinda 50 pl son hacimde 10 dnite Dpnl enzimi ile 37°C’de 2 saatlik bir
reaksiyon sonucunda kesildi. Dpnl enzimi GATC dizisini tanidig1 yerden A’nin metilenmis
halini keser. Dolayist ile reaksiyon sonunda ana plazmitten gelen DNA zinciri bu enzim ile
kesilirken yeni (retilen zincirde kesim meydana gelmez. Reaksiyon sonrasi kesim Grun
herhangi bir ligasyon islemine tabi tutulmaksizin dogrudan CacCl, transformasyon metodu ile
E.coli DH5a susuna aktarild: (Uretilen PCR fragmentlerinin iki ucu birbirine homolog
oldugundan hiicrede bu uclar rekombine olarak PCR drGnd bir plazmit halini alir).
Transformasyon sonrasi hiicreler kanamisin ihtiva eden LB kat1 besiyerine ekilerek 1 gece
37°C’de buyiitildi. Burada biyiyen kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen

plazmitler sekans ettirilerek ilgili mutasyonlarin olup olmadig: arastirild.

2.6. Enzimlerin Saflastirnimalar
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E.coli BL21/pETG2GIC sistemi ile Uretilen enzim HisTag kuyruguna sahiptir. Dolayis1
ile bu enzimin saflastiriilmasi HisTag saflastirma kiti aracihigi ile yapildi. E.coli
BL21/pETG2GI sistemi ile Uretilen HisTag icermeyen enzimimizin Ni kolonu ile
saflastiriimast miimkiin degildir. Bu nedenle, gerek A. gonensis G2 xylA’nin kodladig:
orijinal enzimin (AgoG2GI-yt) gerekse E.coli BL21/pETG2GI sistemi ile Uretilen HisTag
kuyruguna sahip olmayan rekombinant enzimin (AgoG2Gl-rek) (ve pETG2GI vektdriinden
uretilen tim mutant enzimlerin) saflastirilmasinda kolon kromatografi yontemleri kullanildi.
Bu teknikte; 1s1 bozunumu, iyon degisimi ve hidrofobik kolon kromatografisi uygulamalarina
yer verildi. A. gonensis G2' xylA’min kodladigi AgoG2GI-yt’nin saflastirilmasinda bu

uygulamalara ek olarak amonyum sulfat ¢oktiirmesi yapildi.

2.6.1.Enzim Uretimi

2.6.1.1. AgoG2GlI-yt’nin Uretimi

A.gonensis G2' bakterisi 50 ml LB besiyerinde 55°C’de bir giin biiyiituldii. Bu
kilturden, 2 litrelik bir erlen igerisindeki 500 ml LB besiyerine O.D.’si 0,1 olacak sekilde taze
ekim yapild: ve hiicreler O.D.’si 0,6-0,9 oluncaya kadar 55°C’de blytilmeye birakildi.
Hucrelerin O.D. degeri 0,6-0.9 olunca kilture son konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde
filtrasyon ile steril edilmis D-ksiloz ilave edilerek hiicreler, glukoz izomeraz Uretmek Uzere
uyarildilar. Bu sekilde 55°C’de 4 saat kadar buydtulen hucreler 7500 rpm’de 15 dakika
santriflj edilerek ¢okturtldd. Bu yontem ile 4 It kultirden yaklasik olarak 10 gr kadar hiicre
pelleti elde edildi. Coken hucreler 0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS
tamponunda (pH 6,5) yikanarak temizlendi ve sonrasinda tekrar 7500 rpm’de santriftj ile
cokturaldu. Hucreler yukarida belirtilen tamponun 15 ml’si igerisinde tekrar c¢ozllerek 1
pg/ml lizozim ilavesiyle 37°C’de 30 dakika kadar inkiibe edildi. Daha sonra 10 dakika
Sartorius Labsonic marka sonikatér kullanilarak %80 glicte 1 dongl araliginda patlatilan
hiicreler 15.300 rpm de 20 dk santrifuj edildi. Pellet kismi atilarak sivi kismi olusturan hicre

0zUth ile saflastirma islemlerine devam edildi.
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2.6.1.2. AgoG2GlI-rek’in ve Mutant Enzimlerin Uretimi

E.coli BL21/pETG2GI’nin gece kultirinden sivi LB besiyerine O.D. si 0,1 olacak
sekilde taze kultir ekildi. Taze kiltir O.D’si 0,6-0,9 oluncaya kadar buyutulerek 1mM IPTG
ile uyarildi ve 3 saat sonra kiltir 7500 rpm’de 5 dk santriflij yapilarak ¢okturaldu. Coken
hicreler 0,5 mM CoCl, ve 5mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponunda (pH 6,5)
yikanarak temizlendi ve miteakiben tekrar 7500 rpm’de santrifj ile ¢okturuldd. Hucreler
yukarida belirtilen tampon igerisinde tekrar ¢ozilerek 1 pg/ml lizozim ile 37°C’de 20 dakika
inkiibe edildikten sonra 10 dakika sonikatorle patlatildi ve elde edilen hiicre 6zutt 15.300 rpm
de 20 dk santrifij edildi. Slpernatant alinarak saflastirma islemlerine gecildi. Mutant
enzimlerin Uretilmesinde ve E.coli BL21/pETG2GIC ile uretilen HisTag kuyruklu enzimin

uretilmesinde de ayni prosedur takip edildi.

2.6.2. Is1 Bozunumu

AgoG2GlI-yt oldukga termofilik karakterli bir enzimdir. E.coli BL21/pETG2GI sistemi
ile dretilen AgoG2GIl-rek de (ki buna mutant enzimler de dahil) termofilik karakter
tasimaktadir. Dolayisi ile ekspresyon vektoriinden ifade edilen enzimimiz disinda diger tum
proteinler (E.coli BL21 hiicresine ait) mezofilik karakterde olduklarindan dolay: kisa bir sicak
soku uygulamasinda bu proteinlerin ¢ok buyuk bir bolimul denatire olmaktatir. Termofilik
karakterli enzimimiz ise bu durumdan etkilenmemektedir. Saflastirmanin ilk adim: olarak,
mezofilik hiicre (E.coli BL21/ pETG2GI) 6zitiine 80°C’de 15 dakika 1s1 soku uygulandi. Is1
soku sonrasi denatiire olan tim proteinler 15.300 rpm’de 20 dk santrifij edilerek
uzaklastirildi.

Yapilan sicak soku calismalarinda, termofilik bir bakteri olmakla birlikte A. gonensis
bltun proteinlerinin ayn: 1s1l kararlilikta olmamas: sebebi ile proteinlerinin bir kismmin
yuksek sicakla muamele edilmesi sonucu denatiire olduklarmi fakat 80°C’de 15 dk’lik 1s1
uygulamasmin diger proteinlerin gogunu denatiire ederken glukoz izomerazi ¢ok az etkiledigi
belirlendi. Bunun sonucu olarak orijinal enzimin saflastirilmasinda da 1s1 bozunumu

yontemini kullanildi.
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2.6.3. Amonyum Sulfat Coktirmesi

AgoG2GI-yt’nin saflastirilmasinda diger enzimlerin saflagtirma prosediriinden farkl
olarak amonyum sulfat ¢okturmesi yapildi. Sicak soku uygulamas: sonucu elde edilen 24 ml
Ozutte kademeli olarak amonyum sulfat c¢oktirmesi uygulandi. %40°lik amonyum stlfat
coktirmesi igin, bir beher igerisinde ¢ok yavas bir sekilde karistirilmakta olan 6zte 4,06 gr
kristal haldeki amonyum stlfat azar azar ilave edildi. Coztiinme islemi tamamlandiktan sonra
0zlt 1 saat daha karistirilmaya birakildi. Ortamin soguk olmasi igin 6zitiin iginde bulundugu
beher buz icerisinde muhafaza edildi. 1 saat sonunda 12500 rpm’de ve 5°C’de 15 dakika
santrifiij edilerek proteinler ¢cokturaldu. Stpernatant tekrar bir beher icerisine koyularak daha
ileri coktlirme saglandi. Bu sekilde 1,43 gr daha amonyum sulfat ilave edilerek %50’lik, 1,51
gr daha amonyum sulfat ilave edilerek %60°’lik, 1,59 gr daha amonyum ilave edilerek %70’lik
ve 1,68 gr daha amonyum silfat ilave edilerek %80’lik bir amonyum stlfat coktirmesi
saglandi. Elde edilen pelletler 2 ml 0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO, igeren 20 mM MOPS
tamponunda ¢ozuldu ve bu 6rneklerdeki Gl aktivitesi arastirildi. %60 ve %70’lik amonyum
stlfat coktirmesi yapilan ¢Ozeltilerde Gl aktivitesi bulundu. Bu 2 6rnek birlestirildi ve
amonyum sulfatin uzaklastirilmas: igin 1 gece boyunca 2 litrelik 0,5 mM CoCl; ve 5 mM

MgSOQO;, iceren 20 mM MOPS tamponu icerisinde diyaliz edildi.

2.6.4. Tyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi icin 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm capinda bir kolon
kullanildi. Kolon malzemesi olarak DEAE-Sepharose fast flow (Sigma) kullanildi. Kolon
malzemesi ve deneyde kullanilan tim tamponlarin gazlar1 vakum pompas: kullanilarak alinds.
Gazi alinmis olan kolon malzemesi oda sicakhgina getirildikten sonra bir pastor pipeti
yardmmiyla yavas bir sekilde kolona dolduruldu. Kolon 0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO,
iceren 20 mM MOPS tamponunun (pH:6,5) 250 mililitresi ile dengeye getirildi. Sicaklik
uygulamasindan elde edilen enzimi iceren O0rnek kolona akis hizi 1 ml/dk olacak sekilde
emdirildi. Ornegin kolana yiiklenmesinden sonra tutunmayan proteinlerin kolondan
uzaklastiriimasi i¢in 25-30 ml kadar tampon kolondan gegirildi. Kolondan ¢ikan érnekler bir
tlp icerisinde biriktirilip bu tlp icerisinde glukoz izomeraz aktivitesi arandi. Yapilan deney
sonucunda ¢ikan soltisyonda glukoz izomeraz aktivitesi bulunamadi. Bu durum enzimin kolon
matriksine baglandigmi gostermektedir. Daha sonra kolonun NaCl konsantrasyonu sifirdan

baslayarak 0,6 molara kadar yikseltildi. Bunun i¢in 0-0,6 M NaCl gradient koprisu kullanildi
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(Iki beher igerisine 200 ml tampon koyulup kaplardan birisinin igerisine 0,6 M olacak sekilde
NaCl ilave edildi, beherler arasindaki tampon gecisi ince bir cam boru ile saglandi, peristaltik
pompa 0 M tuz igeren tampondan sivi ¢ektikce, 0,6 M tuz igeren beher icerisindeki tamponun
0 M tuz iceren behere gecisi sagland: ve boylelikle tuz konsantrasyonu dereceli olarak
arttirildi). Kolondan ¢ikan fraksiyonlar 3,0 ml olacak sekilde cam tupler icerisinde biriktirildi.
Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga boyunda yapilan élgtimler sonucu belirlendi.
Ayrica tim fraksiyonlarda glukoz izomeraz aktivitesine bakildi. Gl aktivitesi bulunan
fraksiyonlar bir araya toplandi. Toparlanan enzim 6zutl (saflastirma tablosu icin gerekli
verilere ulasildiktan sonra) vivaspin consantrator kullanilarak 7500 g’de 10 dk santrif(j

edilerek yogunlastirild.

2.6.5. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromotgrafisi igin 20 cm uzunlugundaki ve 0,75 cm
capindaki bir kolon kullanildi. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak Phenyl Sepharose 6
(Sigma) Fast Flow kullanildi. Kolon malzemesinin gaz: vakum pompas: ile alindi ve oda
sicakligina geldikten sonra bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde dolduruldu.
Kolon doldurma islemi bittikten sonra 1,3 M amonyum sulfat iceren 100 ml tampon (0,5 mM
CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH 6,5)) ile dengeye getirildi. iyon
degisim kromatografisinden elde edilen enzim 6zuti ise 2,6 M amonyum siilfat iceren tampon
ile bire bir oraninda seyreltildi ve 6zitlin amonyum sulfat iceriginin 1,3 M olmasi saglandi.
Oziit kolona yiiklenerek yilksek amonyum siilfat konsantrasyonunda proteinler hidrofobik
kolon malzemesine baglanmas: saglandi. Daha sonra kolonun amonyum silfat igerigi 1,3
M’den 0 M’ye dustrtldd. Bunun icin 100’er ml’lik amonyum sulfat gradient koprisu
kullanildi. Tamponun akis hiz1 0,5 ml/dk olarak ayarland: ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam
tupler icerinde 1,7 ml olacak sekilde toplandi. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga
boyunda yapilan 6lgimler sonucu belirlendi. Ayrica tim fraksiyonlarda glukoz izomeraz
aktivitesi arastirildi. Gl aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Bir araya getirilen

bu enzim solisyonu ile karakterizasyon calismalar1 baslatildi.
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2.7. Biyokimyasal Cahsmalar

2.7.1. Protein Miktan Tayini

Yapilan bitun ¢alismalarda protein miktarmin tayini Bradford’un (1976) gelistirmis
oldugu metoda gore gerceklestirildi. 100 ml boya ¢dzeltisi hazirlamak i¢cin 10 mg Coommasie
Brillant Blue G-250 5 ml %95°lik etanol igerisinde iyice ¢Ozllerek Gzerine 10 ml %85’lik
fosforik asit ilave edildi ve 100 mI’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti filtre k&gid:
ile stiziilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak bovin serum albumin (BSA) kullanildi.
NaCl ile 100 ul’ye tamamlandi. Ardindan tzerine 5 ml yukarida anlatildig: gibi hazirlanan
boya cozeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda beklemeye
birakildi. Ornekler icin BSA vyerine 10 pl hiicre ekstratr kullanilarak ayn: islemler
gerceklestirildi. Stre sonunda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi

kullanilarak 595 nm’de 6lgtimler yapildi ve protein miktar: pg/ul cinsinden hesaplandi.

2.7.2. Glukoz izomeraz Aktivite Deneyi

Biyokimyasal incelemelerde kullanilan GI aktivitesi tayini metodu Belfaquih ve
arkadaslari (2000) tarafindan gelistirilmistir. 50 mM glukoz, 10 mM MgSQO,, 1 mM CoCl, ve
5 pg enzim Ozdtu, pH’st 7 olan 100 mM MOPS tamponu igerisinde, son hacim 100 pl olacak
sekilde, 55°C’de 30 dakika inkibe edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siresi sonunda, buz Gzerine
alinarak sonlandirildi. Olusan fruktoz miktar: Dische ve arkadaslarmin (1951) gelistirdikleri
sistein-karbozol-sulfurik asit metodu ile belirlendi. Reaksiyon ¢dzeltisi tizerine 40 pul %1,5’lik
sistein hidroklortr ve hemen ardindan 40 pl etil alkolde ¢6zilmis %0,12’lik karbozol ilave
edildi. Karisim vortekslendikten sonra dzerine 1,2 ml %70’lik stlfirik asit ilave edildi ve
tekrar  vortekslendi. 15-20 dakika oda sicakhiginda inklibe edildikten sonra
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda olgimler gergeklestirildi. Fruktoz miktar:
hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Enzim aktivitesi reaksiyon sonrasi
olusan fruktoz miktarina gore pumol/dakika cinsinden hesaplandi. Reaksiyonda kullanilan
sartlar (kullanilan enzim miktari, reaksiyonun gergeklestigi sicaklik ve pH, substrat
konsantrasyonu v.s.) enzimin biyokimyasal 0zellikleri belirlendikge yeniden dizenlendi ve

sonu¢ olarak reaksiyon sartlari; 200 mM glukoz, 10 mM MgSO,4, 1 mM CoCl, ve enzim
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Ozitd, pH’s1 6,5 olan 50 mM MOPS tamponu igerisinde, son hacim 100 ul olacak sekilde,
85°C’de 30 dakika olarak belirlendi.

2.7.3. AgoG2GlI-yt’nin Karakterizasyonu

AgoG2GI-yt’nin saflastiriimas: sonrasinda optimum sicaklik ve optimum pH gibi
biyokimyasal calismalar bitirilerek enzimin karakterizasyonu tamamlandi. Bu parametreler
ana AgoG2GlI-yt’nin yam swra E.coli BL21/pETG2GI sistemi ile dretilip saflastirilan
AgoG2Gl-rek icin de arastirildi. Boylelikle klonlamanin enzimin biyokimyasal parametreleri
uzerinde herhangi bir etkisinin olup olmadig: da arastirilmis oldu. Enzim karakterizasyonu ve

kinetigi ile ilgili tum calismalar en az 3 kez tekrar edilmistir.

2.7.3.1. Optimum Sicakhk

A.gonensis glukoz izomerazmin en iyi ¢alistigi optimum sicakhik degeri 50 mM glukoz
varliginda pH’s1 6,5 olan MOPS tamponunda gerceklestirildi. Reaksiyonlar 25, 37, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 78, 81, 85, 87, 89, 95 ve 100°C’lerde gerceklestirildi. Ozellikle enzimin iyi
calistigi bilinen 75 ve 95°C arasindaki reaksiyonlar sonuglarin hassas olmasi agisindan

BioRAD MJ Mini Personal Termalcycler cihazi igerisinde gergeklestirildi.

2.7.3.2. Optimum pH

Glukoz izomeraz aktivitesine pH’nin etkisi, 50 mM asetat tamponunda pH 5 - 5,5; 50
mM fosfat tamponunda pH 6 - 7,0; 50 mM Tris-HCI tamponunda pH 7,5 - 9,0 degerlerinde ve
50 mM glisin tamponunda pH 9,5-10 degerlerinde, 200 mM glukoz konsantrasyonunda,
85°C’de 30 dakikalik reaksiyon sartlarinda incelendi.

2.7.4. Kinetik Parametreler

Yapilan 6n caligmalar sonrasinda, enzimlerinin (AgoG2GI-yt, AgoG2Gl-rek ve mutant
enzimler) kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 700 mM a kadar arttirilan glukoz
konsantrasyonu ile yukarida belirlenen sicaklik ve pH’larda bir seri reaksiyon gercgeklestirildi.

Glukoz izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarinin belirlenmesi ile hesaplandi.
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Olgumler sirasinda glukozdan kaynaklanan interferans sorunu; aymi derisimde glukoz iceren
korler kullanilarak ortadan kaldirildi. Michaelis-Menten sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vimax)
degerleri OriginPro 8.1 isimli analiz programi kullanilarak gizilen Michaelis-Menten egrisi ile

belirlendi.

2.7.5. Mutasyonlann Isil Kararhhg: Uzerine EtKisi

Yapilmis olan bu mutasyonlarin A. gonensis G2 Gl’sinin 1si1l kararlilig1 tGzerine etkisini
belirlemek igin saflastirilan enzim 6zitleri 85°C’de inklbe edildi. Cesitli zamanlarda bu
orneklerden enzim alinarak, optimum calisma sartlarinda (100 mM glukoz varliginda 100 pl
son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca pH 6,5 olan MOPS tamponunda) reaksiyon
gerceklestirildi. Reaksiyon sonrast Gl aktivite O0lcimu yapildi ve enzimin kalan aktivitesi

hesaplandi.

2.8. Enzimin Molekiler Agirhgmin Belirlenmesi

AgoG2Gl-yt enziminin bir monomerinin agirhgi MALDI-TOF kitle Spektorometresi
kulalanilarak hesaplandi. Saflastirilan AgoG2GI-yt jel elektroforezinde yaritildikten sonra
buradan izole edilen proteinler enzimlerle pargalanarak tuzlarindan arindirild: ve sonra
kristalizasyon icin doymus matriks solusyonu iceren MALDI plagina aktarildi. Sonrasinda
lazer 1s1n1 uygulanarak hizli enerji transferiyle plaka yuzeyine iyon firlatildi ve peptitlerin gaz
fazina donistlrilmesi saglandi. Maldi plagina +20 ile +30 kV’larda yiksek voltaj uyguland.
Pozitif yuklu peptidler flight tupunin agzina dogru hizland:. Peptidler agiz kismina

ulastiklarinda (z/m)2

orantili bir hiza sahiptirler. Peptidler agiz kismina geldiklerinde hepsi
aynm Kinetik enerjiye sahiptirler fakat farkli kutlelerden dolay: ayn: hiza sahip degildirler.
Kuguk kutleli iyonlar dekdektdre daha dnce carpar ve sinyal verir. Bu sekilde edilen veriler

bilgisayar ortaminda degerlendirilerek enzimin bir monomerinin agirhig: belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. A. gonensis G2' Yaban Tip GI Kodlayan xylA Geninin Baz Dizilimi
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Sekil 4. Anoxybacillus gonensis GI’sinin amino asit ve baz dizilimi
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Yapilan invers-PCR uygulamalar: sonucunda, ilk olarak, daha dnce tespit edilmis olan
530 niikleotidlik kisma 5” yoninde 182 nukleotid, 3* yonde ise 56 niikleotit ilave yapilmasi
saglandi ve bilinilen baz dizilimi 768 nikleotide yikseltildi. Bu yeni parca kullanilarak
inverse-PCR islemleri tekrarlandi. Yeni elde edilen pargalarin ilavesiyle 1073 bp’lik bir
kismin baz dizilimi belirlendi. Bu son parcanin uglarindan sentezlenen yeni primerler ile
tekrarlanan deneyler sonucunda dizisi bilinen kismin uzunlugu 1273 bp’ye kadar uzatild: ve
genin bas kismi yakalandi. Sentezlenen en son bir primer ile de genin son kismmin baz
dizilimi de a¢iga ¢ikarilmis oldu. Boylelikle yapilan calismalar sonucunda Anoxybacillus
gonensis’e ait 1326 bp’lik glukoz izomeraz geninin baz dizilimi tamamiyla belirlendi. Aciga

¢ikarilan baz ve amino asit dizilimi Sekil 4’de gosterilmektedir.

3.2. AgoG2GI-yt’yi Kodlayan xylA Geninin pET28a(+) Ekspresyon Vektorine
Klonlanmasi

E.coli BL21/pETG2GIC sistemi kullanilarak Uretilen ve HisTag saflastirma Kiti ile
saflastirilan enzim, Sekil 5A’da da goruldigl gibi, hiicrede bol miktarda ekspres oldu fakat
yapilan aktivite calismalarinda enzimin ¢ok disuk bir aktiviteye sahip oldugu belirlendi.
Enzimin karboksil ucuna taktigimiz HisTag kuyrugunun enzimin aktivitesi dzerinde olumsuz
bir etki yapmis oldugunun belirlenmesi sebebiyle, enzimin HisTag kuyrugu olmayacak
sekilde klonlanmasina karar verildi.

E.coli BL21 pETG2GI sistemi kullanilarak Gretilen ve HisTag kuyrugu icermeyen
enzim kolon kromatografisi yontemi ile saflastirildi. Saflastirma islemine ait veriler ileriki
bolimlerde goOsterilmistir.  Saflastirma sonrast SDS-PAGE jel goruntisi asagida
gorilmektedir (Sekil 5B). Ekspresyon sonrasinda Yyiksek aktivitenin g6zlenmesi

klonlanmanin ve ekspresyonun basaril bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 5.HisTag kuyruklu ve kuyruksuz enzimin SDS-PAGE jel goriinttsu A) HisTag
kuyruklu proteinin SDS-PAGE jel goruntisu; 1) Genin ekspres edildigi
hicrenin hiicre 6zutl (290 pg protein), 2) 70°C’de 15 dk sicak soku uygulamis
hicre 0zutu (98 pg protein), 3) HisTag Kiti ile saflastirilmis enzim (7 pg
protein). B) HisTag kuyruksuz enzimin SDS-PAGE jel goriuntist; 1) Genin
ekspres edildigi hiicrenin huicre 6ziitu (294 ug protein), 2) 80°C’de 15 dk sicak
soku uygulamis hiicre 6ziti (121 pg protein), 3) iyon degisim kolon
kromatografisi sonrasi birlestirilen fraksiyonlardan olusan enzim 6zitu (12,25
Hg protein), 4) Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi sonras: birlestirilen
fraksiyonlardan olusan enzim 6z(tl(3,5 pg protein).

3.3. Mutant Gl Enzimleri

Bu tez kapsaminda, aktif bdlgede oldugu tahmin edilen 3 ayri amino asitte; H99E,
H99D, H99Q, H99L, H99N, WI137F, V184T, V184S ve WI137F/V184S mutasyonlar:
gerceklestirildi. Mutasyon sonuglarmni dogrulamak icin, her mutant enzimin genini tasiyan
plazmitin baz dizin analizi yapildi1 ve orijinal sira ile karsilastirildi. Sonug olarak tim
mutasyonlar basarili bir sekilde gercgeklestirildi.
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3.4. Enzimlerin Saflastirnimalar ve Kinetik Parametreleri

3.4.1. AgoG2GlI-yt

Anoxybacillus gonensis G2' glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, amonyum silfat
coktirmesi, iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
yontemleriyle saflastirildi. Bu ¢aligmaya ait saflastirma tablosu Tablo 8’de gosterilmektedir.
Bu saflastirma islemi sonucunda enzim hiicre 6zitiine gore 17,14 kat saflastirildi. Iyon

degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi saflastirmalarina

ait grafikler Sekil 6 ve 7°de gosterilmektedir.

Tablo 8. AgoG2GlI-yt ait saflagtirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein | T.aktivite | S.aktivite | Verim Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati
Hucre 6zutl 30 11,53 345,9 423 1,22 100 1
Is1 bozunum 24 2,50 60,1 255 4,25 60,2 3,47
A.S ¢oktirmesi ve Diyaliz 19 1,80 34,2 175 511 41,3 4,18
fyon degisimi (DEAE-S.) | 45 0,24 10,8 147 13,61 347 11,12
Hidrofobik etkilesim 17 0,33 55 116 20,98 27,4 17,14
4 )
1,4 - 7 - 700
—4#— Absorbans (A280)
1,2 - 6 - 600
Aktivite (U/ml) =
=y 1 L g = |
) —a—[Tuz] (mM) & o
< 08 - -43:400%
e Q —
2 06 - 3% | 300
o N
=) ) =
5 04 t2 % F200E
=)
< 0,2 1 r 100
0 & - 0 -0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tup numarasi
. J

Sekil 6. AgoG2GI-yt’nin saflastiriimasina ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney;
30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM
CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi.
Kolona akis hiz1 1 ml/dk olarak ayarlandi. 65-83 nolu tipler arasinda aktivite

saptandi ve bu fraksiyonlardan 67-81 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil 7. AgoG2GlI-yt’nin saflastiriimasina ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
(Deney; 20 cm uzunlugunda ve 0,75 cm ¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6
Fast Flow (Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak;
0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hiz1 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 82—-96 nolu tupler arasinda
aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 85-94 nolu fraksiyonlar alinarak
birlestirildi).

0,025+
0,020 +
0,015

0,010+

Aktivite (Unite)

Viax = 0,02842 + 6,98042x10™
0,005 K, = 146,08263+9,49726
R?> =0,99668

0,000 ~

0 100 200 300 400 500 600 700
Glukoz (mM)
Sekil 8. AgoG2GlI-yt ait Michaelis-Menten grafigi
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OriginPro 8.1 programi kullanilarak hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde
edilen veriler dogrultusunda; A. gonensis G2' glukoz izomerazinin glukoz icin Ky, degeri
146,08 £ 9,50 mM ve Vnax degeri ise 43,72 £ 1,01 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu
veriler dogrultusunda enzimin keq degeri 36,47 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren Keai/Km
degeri 0,250 olarak hesaplandi (Sekil 8).

3.4.2. AgoG2Gl-rek

E.coli BL21/pETG2GI sistemi kullanilarak Gretilen ve HisTag kuyrugu icermeyen
glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim
kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu ¢alismaya ait saflastirma tablosu Tablo
9’da gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim hicre 6zltine goére 3,85 kat
saflastirildi. Tyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi

saflastirmalarina ait grafikler Sekil 9 ve 10’da gosterilmektedir.

é a 30 700 )
5 —4— Absorbans (A280)
_ '3 Aktivite (U/ml) - 25 o0
[=) [ ==
® —s—[Tuz] (mM) L 20 F e
N 25 E s
p? =y 400
2 2 15 = E
-rEu 15 s .g 300 -E-
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Sekil 9. AgoG2GI-rek’in saflastiriimasina ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney;
30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM
CoCI2 ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanild.
Kolona akis hizi 1ml/dk olarak ayarlandi. 63-78 nolu tipler arasinda aktivite
saptandi ve bu fraksiyonlardan 66—77 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil10. AgoG2Gl-rek’in saflastiriimasina ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
(Deney; 20 cm uzunlugunda ve 0,75 cm ¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6
Fast Flow (Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak;
0,5 mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 86-104 nolu tilpler
arasinda aktivite saptand: ve bu fraksiyonlardan 88-102 nolu fraksiyonlar alinarak

birlestirildi).

Tablo 9. AgoG2GI-rek’e ait saflastirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T. protein | T.aktivite | S.aktivite | Verim Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati

Hiicre 6ztu 13 17,38 225,9 1730 7,66 100,0 1,00

Is1 bozunum 12 5,74 68,8 1251 18,17 72,3 2,37

Tyon degisimi (DEAE-S.) | 33 1,21 39,8 1045 26,25 60,4 3,43

Hidrofobik etkilesim 30 0,85 25,5 752 29,50 435 3,85

OriginPro 8.1 programi kullanilarak hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde
edilen veriler dogrultusunda; E.coli BL21/pETG2GI’den saflastirilan GI'nin glukoz igin Ky,
degeri 138,37 £ 7,63 mM ve Vnax degeri ise 40,51 + 0,81 umol/dk/mg protein olarak
hesapland: (Sekil 11). Bu veriler dogrultusunda enzimin kc: degeri 33,79 (1/sn), katalitik

etkinligini gosteren kea/Km degeri 0,244 olarak hesaplandi.
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Sekil 11. AgoG2Gl-rek’e ait Michaelis-Menten grafigi
3.4.3.W137F Glukoz izomeraz

W137F glukoz izomerazi 1st bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 10’da gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 3,84
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 12 ve 13’de gosterilmektedir.

Tablo 10. W137F Gl’ya ait saflastirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein | T.aktivite | S.aktivite Verim | Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati

Huicre 6z(tl 10,1 17,93 181,1 1688 9,32 100,0 | 1,00

Is1 bozunum 9 6,77 61,0 1157 18,98 68,5 2,04

Iyon degisimi (DEAE-S.) | 45 0,71 32,0 983 30,69 58,2 3,29

Hidrofobik etkilesim 29 0,68 19,9 711 35,79 42,1 3,84
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Sekil 12. W137F Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm
uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 1ml/dk olarak ayarlandi. 60-76 nolu tupler
arasinda aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 61-75 nolu fraksiyonlar
ahinarak birlestirildi).
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Sekil 13. W137F Gl’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm
uzunlugunda ve 0,75 cm ¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 81-97 nolu tlpler
arasinda aktivite saptand: ve bu fraksiyonlardan 82-96 nolu fraksiyonlar
ahinarak birlestirildi.
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Sekil 14. W137F Gl’ya ait Michaelis-Menten grafigi

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; E.coli
W137F GI’'nin glukoz igin Ky, degeri 64,02 £ 2,10 mM ve Vpnax degeri ise 46,07 + 0,42
pmol/dk/mg protein olarak hesapland: (Sekil 14). Bu veriler dogrultusunda enzimin kg, degeri
38,42 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren Kea/ Kim degeri 0,600 olarak hesaplandi.



3.4.4. V184T Glukoz izomeraz

41

V184T glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve

hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait

saflastirma tablosu Tablo 11°de gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 4,22

kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 15 ve 16°da gosterilmektedir.

Tablo 11. V184T Gl’ya ait saflagtirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein | T.aktivite | S.aktivite Verim | Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati
Huicre 6z(tl 9,7 13,71 133,0 831 6,25 100,0 | 1,00
Is1 bozunum 9 4,04 36,3 528 14,53 63,5 2,32
Tyon degisimi (DEAE-S.) | 39 0,47 18,3 414 22,67 49,8 3,63
Hidrofobik etkilesim 235 0,58 13,7 362 26,36 43,6 4,22
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Sekil 15. V184T Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm uzunlugunda
ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kolon
malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM CoCl, ve 5
mM MgSO, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH: 6,5) kullanildi. Kolona akis
hiz1 1ml/dk olarak ayarlandi. 64—77 nolu tupler arasinda aktivite saptandi ve bu
fraksiyonlardan 65—77 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil 16. V184T Gl’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm
uzunlugunda ve 0,75 cm c¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 82-97 nolu tupler
arasinda aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 84-96 nolu fraksiyonlar
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Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; V184T
GI’nin glukoz igin Ky, degeri 247,69 + 14,83 mM ve Vnax degeri ise 59,08 £+ 1,51 pmol/dk/mg
protein olarak hesapland: (Sekil 17). Bu veriler dogrultusunda enzimin k., degeri 49,28
(1/sn), katalitik etkinligini gosteren kea/Km degeri 0,199 olarak hesaplandi.

3.4.5. V184S Glukoz izomeraz

V184S glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 12’de gosterilmektedir. Bu saflagtirma islemi sonucunda enzim 3,94
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 18 ve 19°da gosterilmektedir.
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Sekil 18. V184S Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm uzunlugunda
ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kolon
malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM CoCl, ve 5
mM MgSOy, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi. Kolona akis hiz1
Iml/dk olarak ayarlandi. 61-77 nolu tlpler arasinda aktivite saptandi ve bu
fraksiyonlardan 62—76 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil 19. V184S Gl’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm
uzunlugunda ve 0,75 cm c¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 83-98 nolu tipler
arasinda aktivite saptand: ve bu fraksiyonlardan 84-96 nolu fraksiyonlar
alinarak birlestirildi).

Tablo 12. V184S Gl’ya ait saflasgtirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] T.protein | T.aktivite | S.aktivite | Verim | Saflastirma
(ml) (mg/ml) (mg) V) (U/mg) kati

Hucre 6zutl 8 8,89 71,1 406 571 100,0 1,00

Is1 bozunum 7 3,24 22,6 260 11,48 64,0 2,01

Iyon degisimi (DEAE-S.) | 42 0,26 11,0 197 17,89 48,6 313

Hidrofobik etkilesim 21 0,36 7,6 170 22,49 41,9 3,94

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; V184S
GI’min glukoz igin Ky, degeri 243,94 + 13,52 mM ve Vpax degeri ise 49,82 + 1,17 pumol/dk/mg
protein olarak hesapland: (Sekil 20). Bu veriler dogrultusunda enzimin ke degeri 41,56

(1/sn), katalitik etkinligini gosteren kea/Km degeri 0,170 olarak hesaplandi.
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Sekil 20. V184S Gl’ya ait Michaelis-Menten grafigi

3.4.6. H99Q Glukoz izomeraz

H99Q glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 13’de gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 3,47
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 21 ve 22’de gosterilmektedir.

Glukoz (mM)

Tablo 13. H99Q Gl’ya ait saflastirma tablosu
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Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein T.aktivite | S.aktivite Verim | Saflastirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati

Hiicre 6ztu 17,5 17,39 304,3 396 1,30 100,0 | 1,00

Is1 bozunum 16,1 5,73 92,3 241 2,61 60,9 2,01

Tyon degisimi (DEAE-S.) | 33,5 1,80 60,4 204 3,38 51,5 2,59

Hidrofobik etkilesim 25 1,47 36,7 166 4,52 41,9 3,47




46

4 N\
3,5 = 12 - 700
—o— Absorbans (A280)
; - 600
3 Aktivite (U/ml) 10 .
= &3 —&—[Tuz] (mM) Ll g€ [ 300 _
] > =
8 2 A S 400 g
55' 6 Q —_—
2 14 E L20E
o
8 05 < - 100
<
0 - 2 + 0 - 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tlp numarasi
_ J/

Sekil 21. H99Q Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm uzunlugunda

ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kolon
malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM CoCl, ve 5
mM MgSOy, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi. Kolona akis hiz1
1ml/dk olarak ayarlandi. 63-76 nolu tlpler arasinda aktivite saptandi ve bu
fraksiyonlardan 64—74 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil 22. H99Q GlI’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm

uzunlugunda ve 0,75 cm c¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 81-98 nolu tlpler
arasinda aktivite saptand: ve bu fraksiyonlardan 83-97 nolu fraksiyonlar
ahinarak birlestirildi).
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Sekil 23. H99Q GI’ya ait Michaelis-Menten grafigi

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; H99Q
GI’nin glukoz igin Ky, degeri 167,50 = 4,08 mM ve Vnax degeri ise 8,24 + 0,07 pmol/dk/mg
protein olarak hesaplandi (Sekil 23). Bu veriler dogrultusunda enzimin ke, degeri 6,87 (1/sn),

katalitik etkinligini gosteren kea/Kn degeri 0,041olarak hesapland:.



3.4.7. H99N Glukoz izomeraz
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HI99N glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve

hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait

saflastirma tablosu Tablo 14’de gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 4,09

kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 24 ve 25’de gosterilmektedir.

Tablo 14. H99N Gl’ya ait saflagtirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein | T.aktivite | S.aktivite Verim Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati
Hucre 6zutl 8,2 17,15 140,6 246 1,75 100,0 1,00
Is1 bozunum 7,1 8,44 59,9 152 2,53 61,6 1,45
Tyon degisimi (DEAE-S.) | 33 0,68 22,4 134 5,98 54,5 3,42
Hidrofobik etkilesim 17,5 0,61 10,7 76 7,16 31,0 4,09
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Sekil 24. H99N Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm uzunlugunda
ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kolon
malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM CoCl, ve 5
mM MgSOy, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi. Kolona akis hiz1
Iml/dk olarak ayarlandi. 61-74 nolu tlpler arasinda aktivite saptandi ve bu
fraksiyonlardan 63-73 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil 25. H99N GlI’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm
uzunlugunda ve 0,75 cm c¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl; ve 5 mM MgSO, igceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 86-99 nolu tlpler
arasinda aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 88-97 nolu fraksiyonlar
alinarak birlestirildi).
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Sekil 26. H99N Gl’ya ait Michaelis-Menten grafigi
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Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; H99N
GI’nin glukoz icin Ky, degeri 264,98 £+ 7,26 mM ve Vna degeri ise 16,29 + 0,20 pmol/dk/mg
protein olarak hesapland: (Sekil 26). Bu veriler dogrultusunda enzimin ke degeri 13,59
(1/sn), katalitik etkinligini gosteren kea/ K degeri 0,0510larak hesaplandi.

3.4.8. H99D Glukoz izomeraz

H99D glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 15°de gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 3,51
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 27 ve 28’de gosterilmektedir.
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Sekil 27. H99D Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm uzunlugunda
ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kolon
malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM CoCl, ve 5
mM MgSOy, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi. Kolona akis hiz1
Iml/dk olarak ayarlandi. 62—74 nolu tlpler arasinda aktivite saptandi ve bu
fraksiyonlardan 64—73 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).



51

N
J

0,6 s 3,5 r 1,4
—4#— Absorbans (A280)
0,5 Aktivite (U/mt) 3 42 §
S i . 25= (1 =
2 0,4 —&— [Amonyum silfat] (M) F] £ 3.2'
< } - 2 3 (o083
@ 0,3 -
B ’l 15 [ 06 §
'E < J = =
s 02 f ; + c
" | 1 = - 04 ©
2 “ < E
< 0'1 | i' “‘ ! 0'5 I 0,2 5
0 -y 3 -0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
\_ Tup numarasi Y,

Sekil 28. H99D Gl’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm
uzunlugunda ve 0,75 cm c¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 83-98 nolu tilpler
arasinda aktivite saptand: ve bu fraksiyonlardan 84-95 nolu fraksiyonlar
alinarak birlestirildi).

Tablo 15. H99D Gl’ya ait saflastirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein | T.aktivite | S.aktivite Verim | Saflastirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati

Hucre 6zutl 17,5 16,25 284,4 107 0,38 100,0 | 1,00

Is1 bozunum 15,9 7,69 122,3 61 0,50 56,4 1,31

Iyon degisimi (DEAE-S.) | 32 1,37 43,8 52 1,19 484 | 3,14

Hidrofobik etkilesim 22,1 1,34 29,6 39 1,33 36,5 3,51

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; H99D
GI’nin glukoz i¢in Ky, degeri 253,77 £ 22,55 mM ve Vnax degeri ise 3,05 = 0,12 pmol/dk/mg
protein olarak hesaplandi (Sekil 29). Bu veriler dogrultusunda enzimin kea degeri 2,54 (1/sn),
katalitik etkinligini gosteren keo/Km degeri 0,010 olarak hesaplandi.
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Sekil 29. H99D GI’ya ait Michaelis-Menten grafigi
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3.4.9. H99E Glukoz izomeraz

HI99E glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 16°da gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 3,32
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 30 ve 31’de gosterilmektedir.

Tablo 16. H99E GlI’ya ait saflastirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein T.aktivite | S.aktivite Verim Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati

Hucre 6zutl 17,5 15,28 267,4 114 0,43 100,0 1,00

Is1 bozunum 15,5 8,48 1314 68 0,51 59,4 1,21

Iyon degisimi (DEAE-S.) | 27 1,53 41,2 52 1,27 45,9 2,98

Hidrofobik etkilesim 15,3 2,11 32,3 46 1,41 40,1 3,32
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Sekil 30.H99E Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm

uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 1ml/dk olarak ayarlandi. 65-76 nolu tipler
arasinda aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 66-74 nolu fraksiyonlar
ahinarak birlestirildi).
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Sekil 31. H99E GlI’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm

uzunlugunda ve 0,75 cm ¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 83-93 nolu tipler
arasinda aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 84-92 nolu fraksiyonlar
ahinarak birlestirildi).
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Sekil 32. H99E Gl’ya ait Michaelis-Menten grafigi

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; H99E
GI’min glukoz igin Ky, degeri 395,80 = 7,58 mM ve Vnay degeri ise 4,12 + 0,04 pmol/dk/mg
protein olarak hesaplandi (Sekil 32). Bu veriler dogrultusunda enzimin keo degeri 3,44 (1/sn),

katalitik etkinligini gosteren kca/Kn degeri 0,009 olarak hesaplandi.



3.4.10. H99L Glukoz izomeraz

HI99L glukoz izomerazi 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 17°de gosterilmektedir. Bu saflastirma islemi sonucunda enzim 2,56
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 33 ve 34’de gosterilmektedir.
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Tablo 17. H9L GI’ya ait saflastirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein T.aktivite | S.aktivite Verim | Saflagtirma
(ml) (mg/ml) | (mg) V) (U/mg) kati
Huicre 6z(tl 8,5 32,05 2724 26 0,10 100,0 | 1,00
Is1 bozunum 7 17,14 120,0 12 0,10 47,9 1,09
Iyon degisimi (DEAE-S.) | 33 1,97 65,0 10 0,15 38,2 1,60
Hidrofobik etkilesim 17 1,63 27,7 7 0,24 26,1 2,56
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Sekil 33. H99L Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm uzunlugunda
ve 1,5 cm capinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kolon
malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM CoCl, ve 5
mM MgSOy, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi. Kolona akis hiz1
Iml/dk olarak ayarlandi. 63-73 nolu tlpler arasinda aktivite saptandi ve bu

fraksiyonlardan 63—73 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).
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Sekil 34. H99L Gl’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20 cm
uzunlugunda ve 0,75 cm ¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 84-95 nolu tupler
arasinda aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 85-94 nolu fraksiyonlar
ahinarak birlestirildi).
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Sekil 35. H99L GlI’ya ait Michaelis-Menten grafigi
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Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda; H99L
GI’nin glukoz igin Ky, degeri 168,29 + 9,52 mM ve Vnax degeri ise 0,48 + 0,01 pmol/dk/mg
protein olarak hesaplandi (Sekil 35). Bu veriler dogrultusunda enzimin kea degeri 0,40 (1/sn),
katalitik etkinligini gosteren kca/Kn degeri 0,002 olarak hesaplandi.

3.4.11. W137F/V184S Glukoz izomeraz

W137F/VV184S glukoz izomeraz: 1s1 bozunumu, iyon degisimi kolon kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Bu calismaya ait
saflastirma tablosu Tablo 18’de gosterilmektedir. Bu saflagtirma islemi sonucunda enzim 4,84
kat saflastirildi. Iyon degisimi kolon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi saflastirmalarina ait grafikler Sekil 36 ve 37°de gosterilmektedir.
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Sekil 36. W137F/\VV184S Gl’ya ait iyon degisimi kolon kromatografisi (Deney; 30 cm
uzunlugunda ve 1,5 cm c¢apinda bir kolon ile DEAE-Sepharose Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5
mM CoCl, ve 5 mM MgSO, igeren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5)
kullanildi. Kolona akis hizi 1ml/dk olarak ayarlandi. 63-86 nolu tiipler arasinda
aktivite saptandi ve bu fraksiyonlardan 65-80 nolu fraksiyonlar alinarak
birlestirildi).
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Sekil 37. W137F/\VV184S Gl’ya ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (Deney; 20
cm uzunlugunda ve 0,75 cm ¢apinda bir kolon ile Phenyl sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kolon malzemesi kullanilarak yapildi. Deneyde tampon olarak; 0,5 mM
CoCl, ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu (pH:6,5) kullanildi.
Kolona akis hizi1 0,5 ml/dk olarak ayarlandi. 87-104 nolu tipler arasinda aktivite
saptandi ve bu fraksiyonlardan 85-97 nolu fraksiyonlar alinarak birlestirildi).

Tablo 18. W137F/VV184S Gl’ya ait saflastirma tablosu

Saflagtirma basamagi Hacim | [Protein] | T.protein T.aktivite | S.aktivite Verim | Saflagtirma
(ml) | (mg/ml) | (mg) () (U/mg) kats

Huicre oziitl 115 | 2125 244.4 2957 12,10 100,0 | 1,00

Ist bozunum 9 775 69,8 1904 27,30 64,4 2,26

Iyon degisimi (DEAE-S.) | ,q 1,00 48,0 1624 33,84 549 | 280

Hidrofobik etkilesim 36 | o2 22,3 1308 58,60 442 | 484

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiginden elde edilen veriler dogrultusunda;
W137F/\VV184S GI’'nin glukoz igin Ky, degeri 39,29 + 2,87 mM ve Vpax degeri ise 99,71 + 1,83
pmol/dk/mg protein olarak hesapland: (Sekil 38). Bu veriler dogrultusunda enzimin kg, degeri
83,17 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren kea/Kn degeri 2,116 olarak hesaplandi.
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Sekil 38. W137F/VV184S Gl’ya ait Michaelis-Menten grafigi

3.5. AgoG2GI-yt, AgoG2GlI-rek ve Mutant Gl’lara Ait Diger Karakterizasyon
Cahsmalan

A.gonensis G2' ve E.coli BL21/pETG2GI’den saflastirilan GI ve mutant GI’lar ile
yapilan ¢alismalarda hemen hemen ayni aktivite elde edildiginden sonuclar ortak grafik ile
gosterildi. Calhismalar 3 kez tekrarlandi. Enzimlere ait kinetik veriler BOlum 3.4°de

belirtilmektedir.

3.5.1. Optimum Sicakhk

Optimum sicaklik ¢alismalart A.gonensis ve E.coli BL21/pETG2GI’den saflastirilan Gl
enzimleri ile 25, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 78, 81, 85, 87, 89, 95 ve 100°C’lerde
aktivite reaksiyonlar1 yapilarak gerceklestirildi. GI enziminin en ylksek aktiviteyi 85°C’de
gosterdigi ve enzimin oldukca termofilik 6zellik gosterdigi belirlendi (Sekil 39).
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Sekil 39. Sicaklik- Gl aktivite grafigi

3.5.2. Optimum pH

pH’nin GI aktivitesi Gzerine etkisi pH 5-10 araligindaki tamponlarda gerceklestirilen bir
seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite Olclimlerine gbre pH aktivite grafigi
olusturuldu. Sekil 40°’da da goraldugl tzere Gl aktivitesi en yiksek 6,5 pH’ya sahip

tamponda gozlendi.
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Sekil 40. pH- Gl aktivite grafigi
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3.6. Mutasyonlann Isil Kararhhg Uzerine Etkisi

Saflastirilan enzimler 85°C’de bekletildi, bu enzimlerle 0.dk’dan itibaren farkli zaman
arahiklarinda aktivite olgciimleri alindi ve alinan bu olgtimler degerlendirilerek bu sicaklikta
enzimin kararliligi belirlendi (Sekil 41, 42). Enzimlerin optimum calisma sicakligi olan
85°C’lik uygulamalarda 3,5 saat sonunda enzim aktivitesinin yariya dusttigu belirlendi. Sekil
41 ve 42’de de goruldugt tzere, HO9L disinda, yapilan mutasyonlarin yaban tip enzimin 1sil

kararlilig1 Gzerine 6nemli bir etkisinin bulunmadig: tespit edildi.
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Sekil 41.W137F, V184S, V184T ve WI137F/V184S mutasyonlarinin enzimin isil
kararhilig: tzerine etkisi
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Sekil 42. H99E, H99D, H99Q, HI99L ve H99N mutasyonlarinin enzimin sil kararhligi
uzerine etkisi
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3.7. Enzimin Molekuler Agirhgmn Belirlenmesi

AgoG2GI-yt enziminin molekuler agirligt MALDI-TOF yontemi ile belirlendi. Yapilan
bu calismaya gore enzimin bir alt Unitesinin agirligi 50047 dalton olarak hesap edildi (Sekil
43). Literatiirde yapilan incelemeler sonucunda; AgoG2GlI-yt enziminin de 4 alt Uniteden
olusan homotetramer bir yapida oldugu disunulmektedir. Bu durumda enzimin molekiler

agirhg: yaklasik olarak 200188 dalton civari olmaktadir.
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Sekil 43. AgoG2Gl-yt enziminin molekuler agirhgimmin MALDI-TOF yontemi ile
belirlenmesi



4. TARTISMA

Bu calismada; Goénen kaplicalarindan izole edilen A. gonensis G2"’a ait GI enzimini
kodlayan genin klonlanmasina, enzimin Dbiyokimyasal 0Ozelliklerinin  ve Kinetik
parametrelerinin ortaya konulmasina ve bu parametrelerin bdlge 6zgun mutasyonlar ile
gelistirilmesine caligilmustir.

A. gonensis G2 GI geninin 530 baz ciftlik bir kismi daha 6nce yapilan calismalar ile
belirlenmisti. Bu tez kapsaminda oncelikle, genin tum baz dizilimi acgiga ¢ikarimustir.
Sonrasinda, A. gonensis G2" GI’s1 Genbank’taki diger bakterilerin GI genleriyle amino asit
dizilimleri dikkate alinarak Kkarsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonuglarina gére A. gonensis
G2" GI’s1amino asit dizilimleri bakimindan; Bacillus stearothermophilus’a %90, Geobacillus
thermodenitrificans ve Geobacillus kaustophilus’a %89, Bacillus halodurans’a %79, Bacillus
clausii’e %78, Bacillus cereus’a %76, Bacillus subtilis’e %76, Bacillus megaterium’a %77,
Bacillus coagulans’a %75 ve daha birgok bakterinin Gl genine de %70’in izerinde benzerlik
gostermektedir. Genel olarak bakildiginda GI’lar amino asit dizilimlerine gdre iki grup altinda
smiflandirilirlar (Bhosale vd.,1996). GI’lar, enzimin N-terminal ucunda 40-50 amino asitlik
bir bélgenin olup olmamasina gore 2 sinifa ayrilmiglardir. Tip 1 GI’lar 390 amino asit igerir
ve Streptomyces spp., Actinoplanes spp., Ampullariella spp., Arthrobacter spp., ve Thermus
thermophilus gibi tdrlere ait GI’lar bu smiftandir. Escherichia coli, Bacillus spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, ve
Thermotoga spp tirlerine ait GI’lar ise 440 amino asitten meydana gelmislerdir ve Tip 2
GIl’'lar olarak siniflandirilirlar (Hess vd.,1998). Genbank’ta yapilan bu karsilastirmalar
sonucunda, A. gonensis G2' GI’smun Tip 2 Gl’lara benzerlik gosterdigi goriillmektedir. A.
gonensis G2" GI’siin 440 amino asitten olusmas: da bu sonucu dogrulamaktadir.

Klonlama islemlerinde gen drtinunun kolay bir sekilde saflastirilabilmesi icin HisTag
kuyrugu tasimasina karar verilmistir. pET28a(+) ekspresyon vektorl incelendiginde, gen
uriinuiniin amino veya karboksil ucunda HisTag kuyrugu olabilecek sekilde, vektore klonlama
yapabilmenin mimkun oldugu gorilmektedir. Gen, Ndel bolgesine klonlanirsa gen driininin
N terminal ucunda HisTag kuyrugu bulunur. Fakat gen dizimiz igerisinde 2 adet Ndel kesim
bolgesi bulunmasi sebebiyle, bu bdlgeyi kullanip, N terminal ucuna HisTag kuyrugu eklemek
mumkin degildir. Bu nedenle, gen Uriniin C ucuna HisTag kuyrugu takilacak sekilde
klonlanmasina karar verilmistir. Bu dogrultuda; A. gonensis G2' GI geni Xyla Ex_F1 ve
Xyla_ Ex R1 primerleri kullanilarak pET28a(+) ekspresyon vektorine, C-terminalinde

HisTag kuyrugu icerecek sekilde klonlanmis ve E.coli BL21(DE3) susunda ekspres edilmistir.
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Ancak, bu hiicreden izole edilen hiicre 6zuttunde yapilan Gl aktivite ¢alismalarinda aktivitenin
cok dusuk oldugu gozlenmistir. Sekil 5’de gorildugl tzere HisTag kuyrugu bulunduran
enzim yuksek miktarda Uretilmis ve HisTag saflastirma kiti kullanilarak basarili bir sekilde
saflastrilmistir. Bu sonuca gore ekspresyonda herhangi bir problem goérinmemektedir. Bu
durumda; proteinin karboksil ucuna taktigimiz HisTag kuyrugunun proteinin aktivitesi
Uzerinde olumsuz bir etki yaptigi disunulmektedir. Tip 2 glukoz izomerazinin bir
monomerinin 3 boyutlu yapisi incelenecek olursa; monomerin 8 sarmal ile cevrelenmis
birbirine paralel 8 B-levhadan ve diger monomerlerle iliskide bulunan uzamis bir C-terminal
kuyruktan meydana geldigi gorilmektedir. Buradaki C-terminal kuyruk monomerlerin bir
araya gelmesinde rol oynamaktadir (Bhosale vd., 1996; Whitlow vd., 1991). Bu uca HisTag
kuyrugu takmak monomerlerin bir araya gelmesini zorlastirmis ve bunun sonucu olarak da
aktivite kaybina sebep olmus olabilir. Dlsuk aktivite elde edilmesi sebebiyle, enzimin vektor
icerisine HisTag kuyrugu olmadan klonlanmasina karar verilmis ve enzim Xyla Ex F1 ve
Xyla_Ex R2 primerleri kullanilarak, pET-28a(+) ekspresyon vektdrtine klonlanmistir.
Klonlama sonrasi elde edilen hiicre 6zitinde yuksek Gl aktivitesi gozlenmesi bir dnceki
klonlamadaki aktivite kaybina sebebin HisTag kuyrugu oldugunu desteklemektedir.

Her ne kadar A. gonensis G2" GI’s1 bir ekspresyon vektoriine klonlanarak mezofilik bir
konakta asir1 miktarlarda Uretilecek olsa da, enzim A. gonensis’den kolon kromatografisi
yontemiyle saflastirilarak karakterize edilmistir. Burada; rekombinant olarak tretilen enzimin,
hiicreden Uretilen enzimle ayn: biyokimyasal 6zelliklere ve ayn: kinetik parametrelere sahip
olup olmadig1 ortaya koymak hedeflenmistir. HisTag kuyrugunun enzimin biyokimyasal
Ozelliklerine ne gibi bir etkisinin olacag: belirsizdir. E.coli BL21/pETG2GI sistemi ile Uretilen
AgoG2GlI-rek enzimini kodlayan gen ile AgoG2Gl-yt enzimini kodlayan gen bire bir ayni
olmasina ragmen bu genlerin ekspresyonu farkli konaklarda ve farkl: sistemler aracilig: ile
gerceklesmektedir. Ozellikle enzimin aktif olan son halinin olusmasinda bu sistemlerin
etkileri olabilir. Rekombinant olarak uretilen enzimin A. gonensis’te Uretilen Gl ile ayni
Ozelliklere sahip oldugunun g0sterilmesi bu agidan Onemlidir. Yapilan incelemeler
sonucunda; AgoG2GI-yt ve AgoG2Gl-rek enzimleri biyokimyasal 6zellikleri ve Kinetik
parametreleri agisindan birbirinin ayn: 6zellikleri gostermektedir.

AgoG2GI-rek ve mutant enzimleri mezofilik olan E.coli BL21(DE3) hucresinde
uretilmistir. Dolayisi ile bu konak hiicreden elde edilen hiicre 6zitunde vektorden gogaltilan
enzimimiz disinda diger tim proteinlerin, mezofilik karakterde olduklarindan dolay: kisa
streli bir sicak soku uygulamasinda, ¢cok buyik bir bolumi denature olmaktadir. Termofilik
karakterli enzimler ise bu durumdan etkilenmemektedir. Kuyruksuz Gl enzimi iceren hcre

Ozltine, HisTag ile saflastirma yapmayacagimizdan dolay;, daha fazla saflastirma
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saglayabilmek icin 15 dakika 80°C’lik bir 1s1 soku uygulamasi yapilarak kolon kromatografisi
oncesi bir 6n saflastirma islemi yapilmistir. Yapilan sicak soku calismalarinda, A. gonensis
termofilik bir bakteri olmakla birlikte bitin proteinlerinin ayni 1sil kararlilikta olmamasi
sebebi ile proteinlerinin bir kismmin yuksek sicakla muamele edilmesi sonucu denatiire
olduklari, fakat 80°C’de 15 dk’lik 1s1 uygulamasmin diger proteinlerin ¢ogunu denatiire
ederken glukoz izomerazi ¢ok az etkiledigi belirlenmistir. Bunun sonucu olarak orijinal
enzimin saflastirilmasinda da 1s1 bozunumu yontemini kullanilmistir. Enzimlere ait
saflastirma tablolarindan da gorulecegi Uzere 1s1 bozunumu yontemi ile hucre 6zltlerindeki
GI’ya ait spesifik aktivite belirgin bir oranda arttirilmistar.

Karakterizasyon ¢alismalari enzim aktivasyonu tizerinden yapilmaktadir. Bu ¢alismada
enzim aktivasyonu, reaksiyon sonucu agiga ¢ikan fruktoz miktarina gore belirlenmektedir.
Dolayisi ile glukoz izomeraz enziminin karakterizasyonunun yapilabilmesi icin reaksiyon
sonrasinda agiga ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi gerekmektedir.

Olusan fruktoz miktar: Dische ve arkadaslarinin (1951) gelistirdikleri sistein-karbozol
sulfirik asit metoduyla belirlenmektedir. Aciga cikan fruktoz, bu reaksiyon sonrasinda,
pembe-mor renkli bir uriine donismektedir. Bir ¢ozelti icerisindeki fruktoz miktart 560 nm
dalga boyunda yapilan spektroskopik oOlcuimler sonrasi olusturulan fruktoz standardindan
belirlenebilmektedir. Reaksiyon sonrasinda 6zellikle analiz yapilacak 6rnek igerisinde ylksek
miktarda fruktoz olusmaktadir. Bu durum ise Ozellikle belli bir yogunluktan sonra
spektrofotometrede bulunmasi durumunda yuksek miktarlarda renkli triin gercek degerinin
altinda 6lgim alinmasina sebep olmaktadir. Lambert-Beer Kanunu olarak bilinen bu durum
sonucunda artan fruktoz icerigine karst belli bir noktadan sonra alinan dlgtimlerin gercegi
yansitmadig: saptanmistir. Bu nedenle enzim seyreltilmeden yapilan deneylerden elde edilen
sonuclar aldatict olmaktadir. Reaksiyon dncesinde enzimin gerekli miktarlarda seyreltilmesi
gerekliligi anlagiimstir.

Yapilan kinetik incelemelerde, A. gonensis G2" GI’nin glukoz icin dsiik Ky degerine
sahip oldugu, dolayisi ile enzimin glukoza olan ilgisinin ylksek oldugu belirlenmistir. Tablo
19°da da gorildiigi Gizere, A. gonensis G2T GI’siin K, degerinin bircok mikroorganizmanin
K degerine gore diisik oldugu goriinmektedir. Genel olarak bakildiginda; A. gonensis G2'
GI’'smin Ky, degeri amino asit olarak benzerlik gosterdigi turlere ait GI’larin K, degerine

yakin oldugu gorinmektedir.
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Tablo 19. Cesitli mikroorganizmalara ait GI’nin glukoz igin K, degerleri

Mikroorganizma Kn (MmM) Kaynaklar
Streptomyces flavogriseus 0,24 (Chen ve Anderson, 1979)
Streptomyces albus 86 (Sanchez ve Smiley, 1975)
Arthrobacter sp. 86 (Smith vd., 1991)
Bacillus coagulans 90 (Danno, 1970)
Thermoanaerobacterium 120 (Liu vd., 1996)
saccharolyticum
Clostridium thermosulfurogenes 130 (Lee vd, 1990)
Bacillus sp. 142 (Chauthaiwale ve Ra0,1994)
Anoxybacillus gonensis G2 146,08 Bu calisma
Streptomyces olivochromogenes 250 (Suekane vd., 1978)
Actinoplanes missouriensis 290 (Jenkins vd., 1992)
Bifidobacterium adolescentis 298 (Kawai vd., 1994)
Streptomyces sp. 400 (Inyang vd., 1995)
Lactobacillus brevis 920 (Yamanaka, 1975)

A. gonensis G2" Gl glukoz icin oldukca yiiksek bir kes degerine sahiptir (Tablo 20).
Genel olarak bakildiginda; A. gonensis G2' GI’sin ke degeri amino asit olarak benzerlik
gosterdigi tiirlere ait GI’larin ke degerine yakin oldugu goriinmektedir. A. gonensis G2 GI’s1
herhangi bir mutasyon olmaksizin yaban formda, Bacillus turleri haricindeki tim GI’lardan

daha yuksek bir turnover sayisina sahiptir.

Tablo 20. Cesitli mikroorganizmalara ait GI’nin glukoz i¢in kea: degerleri

Mikroorganizma Keat (1/sn) Kaynaklar
Bacillus sp. 50 (Chauthaiwale ve Ra0,1994)
Anoxybacillus gonensis G2" 33,79 Bu calisma
Streptomyces chibaensis 30,72 (Joo vd., 2001)
Actinoplanes missouriensis 253 (Karimaki vd., 2004)
Arthrobacter sp. 19,9 (Smith vd., 1991)
Streptomyces rubiginosus 4,53 (Cha ve Batt, 1998)
Thermus Aquaticus 3,23 (Lehmbacher vd., 1990)
Thermus thermophilus 0,833 (Lonn vd., 2002)




67

GI’nin optimum sicakligi, genel olarak cesitli organizmalarda 60°C ile 80°C arasinda
degisiklik gdstermektedir (Bhosale vd., 1996). A. gonensis G2 Gl’s1 optimum 85°C’de
aktivite gosterdigi bulunmustur. Benzer sekilde Streptomyces sp. (Inyang vd., 1995) ve
Bacillus sp.(Chauthaiwale vd., 1994) turlerine ait GI’nin optimum ¢ahisma sicakliklarinin da
85°C oldugu gosterilmistir. Thermotoga neapolitana GI’sinin ise optimum 95°C’de ¢alistig1
gOsterilmistir (Hess vd., 1998). Bu GI’lar haricindeki diger GI’lar genel olarak optimum 60°C
ile 80°C arasinda aktivite gostermektedirler. Bu verilere dayanilarak, 85°C’lik optimum
calisma sicakhgi ile A. gonensis G2' GI'smin oldukca termofilik bir enzim oldugu
soylenebilir.

Thermoanaerobacterium sp. (Liu vd., 1996), Actinoplanes missouriensis (Van
Tillbeurgh vd., 1992), Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975) ve Thermus aquaticus
(Lehmbacher, 1990) GI’lar1 haricindeki diger GI’larin optimum pH degeri 6,5’ten yukaridir.
A. gonensis G2" GI’sinin optimum pH degeri 6,5 olarak bulunmustur. Bu ézelligi ile enzim,
Ozellikle endistriyel olarak arzu edilen asidik pH degerlerine, bircok mikroorganizmanin
GlI’sina gore, daha yakindir.

Endustriyel alanda 0Ozellikle gida sektorinde duyulan talep sonucunda; daha cok
verimli, daha uzun bir yarilanma dmrine sahip, daha yiksek sicaklik ve daha dislik pH
degerlerinde calisabilen glukoz izomerazlara ihtiyag duyulmus ve bu ihtiyaclardan dolay:
bugiine kadar birgcok termofilik ve asidik karakterli bakterinin glukoz izomeraz geni
calisgilmistir. Halen daha, endlstriyel acidan daha c¢ok arzu edilen 6zellikli glukoz
izomerazlara ihtiya¢ bulunmaktadir. Yukarida yapilan arastirmalar ve karsilastirmalar sonucu
Anoxybacillus gonensis G2T GI’sinin hakkinda tespit ettigimiz 6zellikler, enzimin endiistride
kullaniimakta olan enzimler ile rekabet edebilir oldugunu, hatta bazi yonleri ile bilinenlerden
daha da Gstiin oldugunu gostermektedir.

Bugun glinimuzde kullanilan endistriyel GI’lardan buyuk bir cogunlugu mutasyonlarla
gelistirilmislerdir. Anoxybacillus gonensis G2" GI’simin da endistriyel olarak daha cok arzu
edilen bir enzim haline getirebilmek igin mutasyonlarla gelistirilmesine karar verilmistir.
Genel olarak 2 temel unsur Uzerinde durulmustur. Bunlardan birincisi enzimin katalitik
etkinligini arttrmak yani, daha disik K., degerine sahip daha yiksek Vmax Ve Kcar degerine
sahip bir enzim olusturmak, ikincisi ise 1s1l kararlilig: yuksek bir enzim meydana getirmektir.
Enzimde mutasyon yapilacak noktalari segmek icin enzimin 3 boyutlu yapisinin ve reaksiyon
mekanizmasmin iyi biliniyor olmasi gereklidir. Dolayisi ile bu ¢aligmalari yapabilmek X-Ray
kristallografisi yontemleri ile mimkiinddr. Birimimizde bu imké&nlar bulunmadigindan dolayi
mutasyonlarin sec¢imi literatirde mevcut olan mutasyonlar g6z o6nunde bulundurularak

yapilmistir. Hedeflenen 6zellikleri saglayan ve Anoxybacillus gonensis G2' GI’sinda mevcut
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olan 3 nokta belirlenmistir. Bunlar 99. amino asit olan histidin amino asidi, 137. amino asit
triptofan amino asidi ve 184. amino asit valin amino asitleridir. Bu amino asitlerin aktif
bdlgede oldugunun bir kanit1 da oldukg¢a korunumlu olmalaridir. Tip 2 glukoz izomerazlar
kendi

gOstermelerine ragmen Tipl glukoz izomerazlarin amino asit dizilimleri hem birbirlerine

aralarinda birbirlerine amino asit dizilimleri agisindan blylk benzerlikler
hemde Tip 2 glukoz izomerazlara benzerlik gostermez. Buna ragmen her iki tip glukoz
izomerazda da var olan oldukca korunmus bdélgeler bulunur. Bu bolgelerin enzimin aktif
bblgesinde rol oynadiklari dusunulebilir. Clustal W programi ile yapilan karsilastirmalar
sonucunda hedeflenen bu 3 amino asidin her iki tip Gl’da da bulunan korunumlu bir bolge
icerisinde oldugu belirlenmistir (Sekil 44). Bu 6n incelemeler sonrasinda, aktif bdlgede
oldugu tahmin edilen H99E, H99D, H99Q, H99L, H99N, W137F, V184T, V184S ve W137F/
V184S mutasyonlari ile enzimin biyokimyasal dzelliklerinin gelistirilmesine ¢aligilmistir. Bu
mutasyonlar ile genel olarak enzimi Ky degerinde azalma, Vmax degerinde bir artis ve 1sil
kararhliginda ise bir

yukselme hedeflenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 21’de

gosterilmektedir.

H99 W137 V184
( N N/ \

r Anoxybacillus gonensis G2T —-—FCHAHPVD---LLIWNTAN---ENYVFWGG--
Bacillus megaterium --FARHPRD-—-LLJWNTAN---ENYVFWGG--
Bacillus subtilis —-FARHPRD---LLWNTAN---ENYVFWGG--

_ Bacillus stearothermophilus --FCHHPVD---LLWNTAN---ENYVFWGG--
o Bacillus halodurans --FCHRHPVD---LLWNTAN---ENYVFWGG--
Zi Bacillus licheniformis --FCHHPVD-—--LLWNTAN---ENY|VFWGG--
= Thermotoga maritima --FCAHPRD---LLWGTAN---EGY|VFWGG--
Bifidobacterium longum --FCHHPRD-—-LLWNTSS---ENY|VFWGG--
Pirellula sp. —-YAWHPRD---LLWGTAN---ENYVFWGG--
Xanthomonas axonopodis --YCHHPID-—-LLWGETAN---ENYVFWGG--

\ Bradyrhizobium japonicum --FTRHPVD-—-LLWGETAN---ENY|VFWQN--

¢ Thermoanaerobacter yonseii --FCHHPRD---VLWGETAN---QNYVFWGG--
Thermoanaerobacterium --FCHHPRD---VLWGTAN---ENY|VFWGG--
Oceanobacillus iheyensis --FCHRHPVD-—-LLWNTVN---ENYVFWGG--

o Lactococcus lactis --YCHHPID-—-LLWNTAN---ENYVFWGG--
— Enterococcus faecalis --FCRHPID-—-LLWNTAN---ENYVFWGG--
= Pseudomonas fluorescens --YCHHPTD-—-LLUVGTAN---ENYVFWGG--
= Pseudomonas syringae --YSHHPTD---LLUNGTAN---ANYVLWGG--
A_pleuropneumonia --YCHHPVD-—--LLWNVGTAN---SNYVLWGG--

\ Bacteroides thetaiotaomicron --YCHHDPVD---LLWGTAN---ENYVFWGG--

Sekil 44. Tip 1 ve Tip 2 glukoz izomerazlarda aktif bdlgede oldugu distintlen korunmus

amino asitler
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Tablo 21. Yaban tip ve mutant enzimlerin kinetik parametreler agisindan
karsilastirilmalar:
Vinax -

Glukoz izomeraz o (umol/dk/ Kea l:?&?,“t,:(k

(mM) mg protein) (L/sn) (Keat/Km)
AgoG2GI-yt 146,08 £ 9,50 |43,72+1,01 36,47 0,250
AgoG2Gl-rek 138,37 + 7,63 |40,51+0,81 33,79 0,244
W137F 64,02 +£ 2,10 46,07 £ 0,42 38,42 0,600
V184T 247,69 + 14,83 159,08 +1,51 49,28 0,199
V184S 243,94 + 13,52 |1 49,82 + 1,17 41,56 0,170
H99Q 167,50 + 4,08 | 8,24 £0,07 6,87 0,041
HI9N 264,98 +7,26 |16,29 +0,20 13,59 0,051
H99D 253,77 + 22,55 | 3,05+ 0,12 2,54 0,010
HI99E 395,80 +7,58 |4,12+0,04 3,44 0,009
H99L 168,29 +9,52 | 0,48 £0,01 0,40 0,002
W137F/ V184S 39,29 £ 2,87 99,71+ 1,83 83,17 2,116

Clostridium thermosulfurogenes Gl’sinda yapilan X-ray kristallografi c¢aligmalari
sonucunda enzimin aktif bolgesinde substrat baglanma bolgesi icerisinde W139, V186 ve
V186 amino asitleri bulunmaktadir. Bu bolgede yapilan W139F, V186S ve V186T
mutasyonlari ile enzimin katalitik etkinliginde bir artis elde edilmistir. Yaptigimiz incelemeler
sonucunda 139. siradaki triptofan amino asidi bizim dizimizde 137. siradaki amino aside denk
gelmektedir. Yapmig oldugumuz W137F mutasyonu ile enzimimizin Ky’sinde 6nemli bir
distise Vmax’sinda kucuk bir artisa yol agarak enzimin katalitik etkinliginde bir artisa neden
olduk. Enzimin mutasyonlar ile 6zelliklerinin gelistirilmesi agisindan, W137F mutasyonu
basarili sonu¢ vermistir. Triptofan fenilalanine gore daha hidrofobik bir yan zincire sahiptir.
Hidrofobiklikte azalma boyle bir sonuca neden olmustur. Ayrica fenilalanin triptofana gore
daha kugik bir yan zincire sahiptir. W137F mutasyonu substrat reaksiyon mekanizmasinda
bir sikint: olusturmadig: gibi substrata baglanma bdlgesini genisleterek enzimin substrat ile
daha kolay bir sekilde kompleks olusturmasina izin vermektedir. Bu durumda da enzimin
katalitik etkinligi artmaktadir. 184 nolu amino asit olan valin polar ve yukstz karakterlerde
olan treonin ve serin amino asitlerine degistirilmistir. Burada amag substrat enzim kompleksi

olusumunda substrata proton saglayabilecek yan zincirleri substrat baglanma bdlgesine ilave
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edilmesidir. Yapilan V184S ve V184T mutasyonlar: neticesinde enzimin Ky ve Vma’sinda
artis meydana gelmistir. Yani enzim daha hizli calisir hale gelmistir fakat dustk substrat
konsantrasyonlarinda c¢alisabilme 6zelligini kaybetmistir. Tablo 21 incelenecek olursa bu
mutasyonlar tek baslarina enzimin katalitik etkinligini (Kea/Kn) koti yonde etkilemislerdir.

Yine Clostridium thermosulfurogenes GI’sinda yapilan mutasyon ile W139F/VV186S ve
W139F/VV186T mutasyonlari ile enzim katalitik etkinligi sirasiyla 2 kat ve 5 kat olacak sekilde
artrlmistir (Bhosale vd.,1996; Meng vd.,1991). Bizde ayn: sekilde, A.gonenesis G2" GlI’s1
Uzerinde yapmis oldugumuz W139F/V186T mutasyonu ile enzimin Katalitik etkinligini
yaklasik 8,6 kat arttirdik. Bu mutasyon ile aktif bolgede bulunan substrat baglanma cebinde 2
mutasyon yaparak hem bu cebin hacmi arttirilmis (W2139F) hem de substrata proton
saglayacak yan zincir cebe ilave edilmistir (V184S).

Chanyong Lee ve arkadaslari Clostridium thermosulfurogenes GI’nin 101. amino
asitinde bulunan histidin Uzerinde mutasyonlar yaparak bu amino asitin enzimin aktif
bolgesinde bulundugunu gostermislerdir. Yaptigimiz incelemeler sonucunda 101. siradaki
histidin amino asidinin bizim dizimizde 99. siradaki amino aside denk geldigi belirlendi. Bu
noktada yapmis oldugumuz H99E, H99D, H99Q, HI99L ve HI99N mutasyonlar: ile enzimin
Ozelliklerini gelistirmeye calistik. Bu mutasyonlarla pozitif yikli bir amino asit olan histidin;
negatif yukli aspartik asit (H99D) ve glutamik asite (H99E), hidrofilik 0zellikli asparagine
(H99N) ve glutamine (H99Q) ve hidrofobik 6zellikli 16sine (H99L) donusturildi. Pozitif
yukiin negatif yuke degisimi enzimin katalitik etkinliginde gerilemeye sebep olmustur. H99D
ve H99E mutasyonlari ile enzimin K, degeri artmis Vmax degeri ise azalmistir. Ayni sekilde
pozitif yukli amino asitin hidrobik dzellikli amino asite donusimi de 6zellikle Vinax degerini
¢ok disurmustir. Pozitif yikli amino asitin hidrofilik karakterli bir amino aside donustumu
ise daha az etkili olmustur. Sonu¢ olarak bu bdlgede yapilan tim mutasyonlar enzimin
Kn’sinde artisa Vmax’Sinda ise disiise neden olmustur. Bu sonuclar 99. amino asit histidinin
enzimin aktif bolgede oldugunun bir gostergesidir.

Glukozun fruktoza donusimu iki alternatif mekanizma ile agiklanmaya calisilmistir.
Bunlardan birincisinde histidin amino asiti bir baz gorevi oynayarak substrattan proton alir ve
reaksiyon baslar. Digerinde ise histidin substrata hidrojen bagi saglayarak halka agilmasi
reaksiyonunu baslatir (Bhosale vd.,1996). Dikkat edilecek olursa iki mekanizmada da
histidinin proton alabilme ve hidrojen bag: yapabilme 6zelligi kullaniimaktadir. Asparajin ve
glutamine bakildiginda her ne kadar yukstiz amino asit olsalar da, hidrofilik karakterlerinden
dolay: ve tasimis olduklart yan gruplardan dolay: histidine benzer karakterde amino asit
olduklari gorinmektedir. Bu amino asitler, enzimin caligma mekanizmasinda histidinin

yapmis oldugu gorevi belli dlculer de yapabilirler. Oysaki hidrofilik karakter tasiyan 16sinin
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bu mekanizmalar i¢in uygun bir amino asit olmadigi gorilmektedir. Dolayisi ile enzimin
Kn’sinde artis, Vimax’Sinda ise ¢ok buyik bir azalis gorilmektedir. Aspartik asit ve glutamik
asit her ne kadar hidrojen bag: olusturabilme ve proton alip verme yetenegine sahip 6zellikte
olsalar da pozitif yikli histidin ile ters karakterli amino asitlerdir. Sahip olduklar1 ters yuk
substrata olan ilgiyi dustirmektedir. Burada en siddetli ters etki hicbir hidrofilik karakter
tasimayan ve G1’nin olasi mekanizmalarina uymayan 16sin ile elde edilmistir.

Yapilan mutasyonlarin 1sil kararlilig: Gzerine olan etkisi de arastirilmistir. Elde edilen
verilerden de gorllecegi uzere H99L mutasyonu enzimin isil kararliligini olumsuz ydnde

degistirmistir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tezi kapsaminda; ilk asamada Anoxybacillus gonensis glukoz izomeraz
geninin belirlenmemis olan kisminin baz dizilimi klonlanarak ortaya c¢ikarildi, boylelikle
enzimin tum baz dizilimi belirlendi. Enzimi kodlayan gen pET28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlanarak E.coli BL21(DE3) susunda asir1 miktarlarda dretildi ve bu mikroorganizmadan
izole edilip kolon kromatografisi yontemiyle saflastirildi, daha 6nce imkéansizhiklar nedeniyle
tamamlanamayan biyokimyasal ¢alismalar bitirilerek enzimin karakterizasyonu tamamland:.
Elde edilen verilere gére Anoxybacillus gonensis GI’s1 optimum 85°C’de ve 6,5 pH’da ¢alisan
oldukca termofilik bir enzimdir. Enzimin Ky’si 146,08 £ 9,50 mM Vpax'1 ise 43,72 £ 1,01
pmol/dk/mg protein olarak bulundu. Bu veriler dogrultusunda enzimin ke, degeri 145,88
(1/sn), katalitik etkinligini gosteren kea/Kn degeri 0,999 olarak hesaplandi. Klonlanan enzimin
Kn’si 138,37 £ 7,63 mM ve Vpa degeri ise 40,51 £ 0,81 pmol/dk/mg protein olarak
hesapland: (Sekil 11). Bu veriler dogrultusunda enzimin ke, degeri 135,15 (1/sn), katalitik
etkinligini gosteren Kea/Km degeri 0,977 olarak hesaplandi.

Calismanin daha sonraki kisminda ise aktif bolgede oldugu tahmin edilen H99E, H99D,
H99Q, H99L, H99N, W137F, V184T ve V184S mutasyonlar: ile enzimin biyokimyasal
Ozelliklerinin gelistirilmesine calisildi. Saflastirilan enzimler mutant enzimlerin Kinetik
parametreleri incelendi. Bu calismalar sonucunda W137F mutasyonu ile enzimin K
degerinde azalma saglandi. Bu yonu ile daha iyi 6zellikli bir enzim tretme amacinda basariya
ulasildi. Ozellikle H99 ile ilgili mutasyonlar enzimin 6zelliklerini kot yonde etkiledi. Bu
asamada, W137F mutasyonu ile elde edilen GI’nin karakterizasyonun yapilarak enzimin bazi
biyokimyasal parametreleri (optimum pH, optimum sicaklik ve 1sil kararlhiligi), yaban tip
GI’'ninki ile karsilastirildi. Boylelikle enzimin Ozelliklerinin; endustriyel uygulamalar icin
daha uygun hale getirilip getirilmedigi irdelendi.

Clostridium thermosulfurogenes Gl’sinda yapilan mutasyon ile W139F/\V186S ve
W139F/VV186T mutasyonlari ile enzim katalitik etkinligi sirasiyla 2 kat ve 5 kat olacak sekilde
arttilmigtir. Bu durum g6z 6nune alindiginda W137F/VV184T ikili mutasyonunun da yapilmasi
gerekmektedir. Mutasyonlarin birlikte olan etkileri arastirilmahdir. Ayrica 99. amino asit
histidinin aktif bolgede oldugu bellidir. Bu amino asit Uzerinde daha degisik mutasyonlar
denenebilir. Pozitif yuklu histidinin diger tip amino asitlere degisimi denenmistir fakat baska
bir pozitif yukli amino aside degisimi denenmemistir. Ornegin H99K ve HI9R
mutasyonlarinin etkileri incelenmelidir. Ayrica bu bélgedeki mutasyonlar 137 ve 184. amino

asitte yapilan mutasyonlarla beraber gerceklestirilerek ortak etkinin ne oldugu arastirilabilir.
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Bu mutasyonlarin pH kararliligina olan etkisi arastirilmamistir. Bu kisim tamamlanarak
enzimi saklama kosullar1 gelistirilebilir.

Endlstriyel uygulamalarda, Gl enzimi distik pH degerlerinde ve 60°C’de
kullaniimaktadir. A. gonensis G2' GI’smun optimum sicakhgi 85°C’dir. Isil kararlilig:
bozmadan optimum sicakligi 60°C’ye dustrecek bir mutasyon endustriyel uygulamalar igin

cok yararlh olacaktir. Bu tarz bir mutasyonun yapilmas: tasarlanmalidir.
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