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OZET

TERMOFILIK GEOBACILLUS CALDOXYLOSILYTICUS TK4'TEN ELDE EDILEN
REKOMBINANT GLUKOZ iZOMERAZIN BAZI OZELLIKLERININ
MUTASYONLA GELISTIRILMESI

Cigdem AYNA

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ahmet COLAK
2016, 79 Sayfa

Bolge spesifik mutasyonlar yapilarak daha yiiksek sicaklik ve diisiik pH degerlerinde
caligabilen, glukoza kars1 daha ilgili ve daha yiiksek pH ve 1sil kararliliga sahip glukoz
izomerazin elde edilmesi amaglanan bu calismada pET-28a(+) vektoriine 6nceden
klonlanmig Geobacillus caldoxylosilyticus TK4GI geni {izerinde bolge 6zgiin mutasyonlari
olan H99Q, V184T, D102N ve H99Q/D102N mutasyonlar1 yapilmis, elde edilen mutant
genler BL21(DE3)pLysE konakg1 hiicresine aktarilip ekspres edilerek mutant proteinler
nikel afinite kromatografisi ile saflastirilmis ve her bir enzimin biyokimyasal
karakterizasyonu yapilmistir. Yapilan mutasyon ¢aligmalari sonucunda enzimin optimum
sicaklik ve Kp, degerinde artma, optimum pH ve V. degerinde ise azalma goriilmiistiir.
Rekombinant enzimle karsilagtirildiginda 6zellikle pH 6,0’daki pH kararliliginda artma
meydana gelmistir. Literatiirdeki 1s1l kararlilik ¢alismalariyla kiyaslandiginda, o6zellikle
depolama sicakligi olan 4 °C’de bir miktar artis gézlenmistir. Ayrica en yiiksek enzim
aktivitelerinin genel olarak Co*, Cu®* ve Mn®* varhginda oldugu gozlenmis ve bazi metal
iyonlarinin inhibisyonuna karsi daha direngli hale gelmistir. Elde edilen veriler
degerlendirildiginde, yapilan mutasyonlarla enzimin optimum pH, optimum sicaklik, pH
kararliligi ve depolama sartlarindaki 1s1l kararliliginda istenilen yonde iyilesmeler elde
edilirken, enzimin substratina duydugu ilginin ve maksimum enzim aktivitesinin kismen

azaldig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma TUBITAK (109T985) tarafindan desleklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Glukoz izomeraz, Geobacillus, Termofilik, Mutasyon
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF SOME PROPERTIES OF A RECOMBINANT GLUCOSE
ISOMERASE FROM GEOBACILLUS CALDOXYLOSILYTICUS THERMOPHILIC BY
MUTATION

Cigdem AYNA
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In this study, it was aimed to obtain a glucose isomerase which 1) work at higher
temperature and 2) lower pH value, 3) has more affinity to glucose, more 4) pH and 5)
thermal stable by performing four site-directed mutations. H99Q, V184T, D102N ve
H99Q/D102N mutations were performed for Geobacillus caldoxylosilyticus TK4GI gene
that was previously cloned to pET-28a(+) vector. The obtained mutant genes were
overexpressed in a BL21(DE3)pLysE host cell. Mutant proteins were purified by nickel
affinity chromatography. Biochemical characterization of all mutant enzymes was
examined. The findings are that the mutations mentioned above induced 1) an increase in
optimum temperatures and 3) Ky, values of mutant proteins but 2) a decrease at optimum
pHs and Vmax values, 4) an increase in the pH stability at pH 6.0 compared to recombinant
enzyme, 5) to be more stable in temperatures especially at 4 °C compared to literature.
Also in general, the highest activities of mutant enzymes were observed in the presence of
Co?*, Cu®* and Mn*" and mutant enzymes were more resistant to inhibition of some metal
ions.In conclusion, optimum pH, optimum temperature, pH stability and stability at storage
temperature value of recombinant enyzme was improved as aimed, but affinity to substrat
and maximum enzyme activitiy slightly decreased. This study was supported by the grant
from TUBITAK (109T985).

Key Words: Glucose isomerase, Geobacillus, Thermophilic, Mutation
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlarin canliliga zarar vermeyecek 1limli
kosullarda gergeklesmesini saglayan biyokatalizorler olarak tanimlanirlar. Bununla beraber
gerekli kosullarin saglanmasi1 durumunda etkilerini gosterebiliyor olmalari, enzimlerden
dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda yararlanabilme imkani ortaya ¢ikarmaktadir.
Bu dogrultuda enzimler hakkinda elde edilen bilgiler pratik uygulamalara imkéan verdikce
enzimlerin degisik alanlarda cesitli amaglarla kullanimi hayata ge¢mektedir (Telefoncu,
1986).

Enzimler, substratlar1 iirtin denilen maddelere ¢evirirler. Bu islemi, aktivasyon
enerjisini diisiiren kompleks ara iiriin olusumu iizerinden gergeklestirirler. Enzimler,
reaksiyonlar1 inorganik Kkatalizleyiciler gibi katalizleyebilirler. Enzimatik reaksiyonlar
spesifik ve etkili olma oOzelliklerinden dolayi, endistriyel uygulamalarda 6nemli bir
potansiyele sahiptirler (Singhania vd., 2010).

Biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alaninda enzim teknolojisinin giderek
gelismesi, trlinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerlerinin ¢ok yiiksek
olmasi nedeniyle yapilan arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Enzimlerin endiistriyel
kullanim alanlarina gore dagilimma bakildiginda, %29’unun gida sektoriinde, %15’inin
hayvan yemi sektoriinde, %56’sinin ise genel teknik alanlarda kullanildigi goriilmektedir
(Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004). Endiistrideki enzimlerin %90’indan fazlasi,
tiretkenlik ve verimliligi arttirmak i¢in rekombinant sistemlerle tretilmektedir (Cherry ve
Fidantsef, 2003). BBC arastirmacilarinin yayinlamis oldugu rapora gore, global endiistriyel
enzim hasilat1 2010 yilinda 3,6 milyon dolar iken 2016 yilina kadar bu degerin 6 milyon
dolara ulagmasi beklenmektedir. Endiistriyel enzimlerin en biiylik market payina sahip olan
yiyecek ve icecek endiistrisinde kullanilan enzimlerinin hasilatt 2010 yilinda 1,2 milyon
dolar iken 2016 yilinda bu rakamin 2,1 milyon dolara ulagsmas1 beklenmektedir (Sekil 1),
(Yaman, 2014).
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Sekil 1. Endiistriyel enzim marketinin global hasilati (2009-2016)

Endiistride yaygin kullanim alan1 bulunan enzimlerden bazilar1 sunlardir: glukoz

izomeraz (Gl), proteolitik enzimler, seliilazlar, galaktozidazlar ve amilolitik enzimlerdir.

1.2. Glukoz izomeraz

Glukoz (ksiloz) izomeraz (GI) (E.C.5.3.1.5) besin ve igecek endiistrisinde sukroz gibi
tath olan seker karigimlarmin mikrobiyal {iretiminde Onemli bir role sahiptir ve hem
D-ksilozun D-ksiluloza hem de D-glukozun D-fruktoza doniisiimlii izomerizasyonunu
katalizler (Sekil 2). Ayrica birgok mikroorganizma tarafindan hiicre-i¢i (intracellular)
karakterde sentezlenmekte ve Ozellikle fruktoz iceren musir suruplarinin iiretiminde
kullanilmaktadir.

GI, bugiine kadar, toprak, deniz ve tatli sularda yasayabilen aerobik ve anaerobik
birgok mikroorganizmada incelenmistir (Chen, 1980a). Bunlara 6rnek olarak; Actinomyces
phaeochromogenes, Aerobacter aerogenes, Actinoplanes missourienses, Bacillus
coagulans, Bacilllus stearothermophilus, Lactobacillus brevis, Pseudomonas hydrophila,
Streptomyces phaeochromogenes, Streptomyces albus, Streptomyces bikiniensis tiirlerini
vermek miimkiindiir (Chen, 1980b). Ozellikle, ticari dneme sahip olanlar, Bacillus,

Arthrobacter ve Streptomycetes tiirlerinden elde edilen GI’lardir (Scallet vd., 1974).
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Sekil 2. D-glukozun D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza Gl araciligiyla
doniistimlii izomerizasyonu

Gl, ilk kez Marshall ve Kooi tarafindan 1957 yilinda Pseudomonas hydrophila’dan
saflastirilmistir. Bu enzim ksiloza glukozdan daha spesifiktir ve biiyiime ortaminda ksiloza
ihtiya¢g duydugu ve tretiminin arsenat varhgiyla arttirilabildigi gosterilmistir. Takasaki ve
Tanabe, Bacillus megaterium'den NAD" bagimh ve glukoza 6zgii bir GI'y1 (EC 5.3.1.18)
izole ederek literatiire kazandirmislardir (Takasaki ve Tanabe, 1962, 1963). Daha sonralari
ksilozdan bagimsiz olarak, ksiloz izomeraz aktivitesi Escherichia intermedia’da
bulunmustur (Natake ve Yoshimura, 1964). Paracolobacterium aerogenoides’den izole
edilen GI'nin glukoz ve mannozun fruktoza izomerizasyonunu gergeklestirdigi
anlasilmistir (Takasaki ve Tanabe, 1964, 1966). 1965 yilinda yapilan bir baska ¢alismada
ise elde edilen ksiloz izomerazin (EC 5.3.1.5) ne arsenata ne de NAD"’ye ihtiyag
duymadigi ortaya konulmustur (Tsumura ve Sato, 1965).

Sonrasinda yapilan ¢alismalarda GI’'nin amino asit sirasi, protein yapist ve kinetik
Ozellikleri ortaya konulmustur (Hogue-Angeletti, 1975; Schray ve Mildvan, 1972). Buna
ek olarak GI'nin katalitik mekanizmasini aydinlatmak i¢in yapilan calismalarda, farkli
metal iyonlariin katalitik aktivitedeki dnemi ortaya konulmustur (Asboth ve Naray-Szabo,
2000; Bogumil vd., 2000; Farber vd., 1989; Kovalevsky vd., 2010; Rozanov vd., 2009;
Van Tilbeurgh vd., 1992).

Bacillus subtilis (Lee vd., 1990b), Bacillus brevis ve E. coli (Dekker vd., 1992),
Streptomyces lividans (Tan vd., 1989), Schizosaccharomyces pombe (Chan vd., 1989) ve
Saccharomyces cerevisiae (Moes vd., 1996) gibi bircok mikroorganizma GI iiretimi igin



kullanilmustir. ik kez GI kodlayan gen 1983 yilinda E. coli’den saflastirilmistir (Ho vd.,
1983). Ayrica, dogal iiretici suslardan GI kodlayan genlerin farkl tiplerde ki Escherichia
coli suslarinda ekspresyonunu saglanan birgok ¢alisma vardir (Angardi ve Calik, 2013;
Dekker vd., 1992; Kaneko vd., 2001; Lee vd., 1993; Rhimi vd., 2007; Sariyar vd., 2004).

Dekker ve arkadaslari tarafindan 1sil kararli bir Gl, termofilik bir mikroorganizma
olan Thermus thermophilus’dan izole edilmistir (Dekker vd., 1991). Bir diger ¢alismada,
Thermotoga maritima 'dan saflastirilan Gl, gosterdigi yiiksek ¢alisma sicakligindan dolay1
endiistriyel olarak onemli bir enzim olarak tanimlanmistir (Brown vd., 1993). Vieille ve
arkadaglar1 Gl enzimini Thermogata neapolitana’dan izole etmis ve E. coli igerisine
klonlamiglardir (Vieille vd., 1995). Ekonomik olarak &nemini artirmak i¢in, amino asit
dizisi, hidrofobikligi, siilfit baglar1 ve tuz kopriileri agisindan GI’nin 1siya dayaniklilik
Ozellikleri birgok arastirmaci tarafindan ¢alisilmistir (Hartley vd., 2000; Zhu vd., 1997). Bu
calismalar1 degerlendiren diger arastirmacilar, GI'nin 1s1l kararliligin1 gelistirmeye
calismiglardir (Chang vd., 1999; Hartley vd., 2000; Xu vd., 2009).

Gilintimiizde glukoz (ksiloz) izomerazin ticari iiretiminde, indiikleyici olarak glukoz
(ksiloz)’a ihtiyag duymayan mikroorganizmalar tercih edilmektedir (Wingard vd., 2012).
Gl iretimi genellikle 2-3 giin siiren oOrtiilii aerobik mayalanma ile gergeklestirilmektedir
(Bhasin ve Modi, 2012; Bhosale vd., 1996).

1.3. Glukoz izomerazin Endiistriyel Onemi

Gl, glukozun fruktoza izomerizasyonunu Kkatalizledigi i¢in endiistriyel alanda,
ozellikle yiiksek fruktoz igerikli surup (High Fructose Corn Syrup: HFCS) iiretiminde,
ticari bir Oneme sahiptir. 1957 yilinda Marshall ve Kooi tarafindan Pseudomonas
hydrophila’dan izole edilen enzimin glukoz izomerizasyon kapasitesinin kesfi, seker
kamisindan tatlandirict iiretiminin yerini HFCS {iretiminin almasinin baslangi¢c noktast
olmustur. FDA (2000)'e gore fruktoz suruplar;; %42 veya %55 fruktoz igeren tatli,
besleyici sakkarit karisimi olup, misir nisastas: glukozunun GI enzimi kullanilarak fruktoza
dontistiiriilmesi ile elde edilen bir iirlindiir. Ayrica %90 fruktoz iceren iiglincii bir tipi de
bulunmakta olup, diinyada smirli kullanima sahiptir (Knorr, 1987). Enzimin ilgisinin
glukoza ksilozdan 160 kat daha diisiikk olmasina ragmen, sahip oldugu kapasite enzimin

ticari olarak 6nemli olmasina yetmistir (Natake ve Yoshimura, 1964).



Yiyecek endiistrisinde HFCS’ye olan talep her gecen giin artmis ve 1980°e kadar bati
diinyasindaki tiim sekerlerle ugrasan biyiik sirketler Gl teknolojisine basvurmaya
baslamistir. Bugiin, enzim, yiyecek endiistrisinde en biiyiikk marketlerde yerini almistir
(Bhosale vd., 1996). Sahip oldugu endiistriyel 6nemden dolayr bugiine kadar birgok
organizmanin Gl enzimi incelenmis (Brown vd., 1993; Chen, 1980a; Lee vd., 1990a;
Suekane vd., 1978) ve bir¢cok bakterinin XylA geni gen bankasindaki yerini almistir
(Amore, R ve Hollenberg, 1989; Bor vd., 1992; Briggs vd., 1984; Collyer ve Blow, 1990;
Dekker vd., 1991; Drocourt vd., 1988; Lee vd., 1990a; Lee vd., 1993; Meaden vd., 1994;
Saari vd., 1987; Wilhelm ve Hollenberg, 1985).

Enzimin katalizledigi diger bir reaksiyon olan ksilozun ksiluloza izomerizasyonu da
endiistriyel olarak potansiyel uygulama alani bulabilecek bir 6zelliktir. D-ksiloz, bakteriler,
mayalar ve mantarlar tarafindan fermente edilebilen lignoseliilotik biyokiitlenin temel
bilesenidir (Walfridsson vd., 1996). Bakteriler ksilozu ilk olarak ksiluloza izomerize
ederek kullanirlar ve bu siireci ksiloz izomeraz enzimi ile pentoz fosfat yoluna girmeden
once gergeklestirirler. Yeryliziindeki bitki biyokiitlesinin neredeyse %40°1 hemiseliilozdur
ve bir¢ok mikroorganizma tek karbon kaynagi olarak hemiseliilozu kullanarak bu
biyokiitlenin tizerinde yasar (Lama vd., 2001). Hiicre dis1 enzimler polimerleri D-ksiloza
pargalarlar. D-ksiloz ise hiicre igine taginarak D-ksiluloza izomerize edilir. Daha sonra
D-ksiluloz, D-ksiluloz-5-fosfat’a fosforile edilerek ya pentoz fosfat yoluna (Dekker ve
Richards, 1976) ya da fosfoketoz yoluna (Lama vd., 2001) girer.

HFCS iiretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen GI’lar, immobilize edilmis
bir sekilde 55-65 °C’de pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullanilmaktadir (Drazic vd., 1980). Bu
sartlar altinda enzim ile %40-42 oraninda fruktoz iiretilebilmektedir. Fakat endiistriyel
uygulamalarda kullanilan HFCS’de %55 fruktoz igerigi aranmaktadir. Dolayisi ile bu oran
kromatografik olarak %355 seviyelerine getirilmektedir. Fakat bu islem iiretim maliyetini
arttirmaktadir (Bejar vd., 1994). Sicakligin artmasiyla fruktoz/glukoz dengesi fruktoz
tarafina kaymakta boylece pahali olan kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir
(Amore vd., 1989; Du Preez ve Prior, 1985). Bu yiizden bu uygulamalarda yiiksek
sicakliklarda ¢alisan termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih
edilmektedir (Blacklow vd., 1988). Fakat yiiksek pH degerlerinde yiiksek sicaklik
uygulamalari, istenmeyen mannoz, psikoz ve diger asidik yan {iriinlerin olusumuna sebep

oldugu igin, diisiik pH degerlerinde c¢alisan bir enzime ihtiya¢ duyulmaktadir (Bartfay,



1960). Bu ihtiyaglardan dolayr bugiine kadar bir¢ok termofilik ve asidik karakterli
bakterilerin GI’s1 aragtirilmstir.

Mevcut GI’lar iizerinde mutasyonlar meydana getirilerek, enzimin Ozelliklerinin
gelistirilmesi  i¢in  arastirmalar yapilmistir. Bolgeye 0zgiin  mutasyonlarla ¢esitli
mikroorganizmalara ait bir¢ok GI icin, 1s1l kararliligin arttirilmasi, optimum pH degerinin
diistiriilmesi, substrat tercihinin degistirilmesi saglanmis olup, ayrica ¢esitli amino asitlerin
molekiil icerisindeki fonksiyonunun belirlenmesi ve alt iiniteler arasindaki etkilesimlerin
ortaya ¢ikarilmasi yoniinde birgok endiistriyel ve bilimsel Oneme sahip c¢alisma
gerceklestirilmistir (Amore vd., 1989). Ayrica GI enzimi hakkindaki birgok bilgi

patentlendirilmigtir.

1.4. Glukoz izomerazin Ozellikleri

1.4.1. Optimum Sicakhik ve pH

Enzimi iireten mikroorganizmaya bagli olarak enzimin optimum ¢alisma sicakhig,
60-110 °C, optimum pH degeri ise 6,5 ve 9,0 araliginda degisim gostermektedir.
Streptomyces spp., Bacillus spp gibi termofilik tiirlerden izole edilen GI’lar, Lactobacillus
ve Escherichia spp. gibi mezofilik tiirlerden elde edilenlerle karsilastirildiginda, yiiksek
sicakliklarda daha iyi stabiliteye sahip olduklari gériilmektedir (Bhosale vd., 1996; Brown
vd., 1993).

1.4.2. Substrat Ozgiinliigii

Farkli mikroorganizmalardan elde edilen GI’lar farkli substrat 6zgiinliigii gosterirler.
Enzim, D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-deoksiglukoz gibi bircok sekeri
substrat olarak kullanabilir (Hausler ve Stutz, 2001). Enzimin maximum izomerizasyon
gerceklestirdigi substratlar, glukoz ve ksiloz gibi ekvatoral diizlemindeki 3. ve 4.

karbonlarinda hidroksil grubu tasiyan substratlardir (Bhosale vd., 1996).



1.4.3. Alt Unite Yapisi

Genel olarak bakildiginda birbirine benzeyen 2, 4 veya nadir olarak 3 altbirimden
olusurlar ve molekiil agirliklar1 44 kDa ile 191 kDa arasinda degisim gostermektedir. Bu
altbirimler birbirlerine kovalent olmayan etkilesimlerle baghdir ve aralarinda disiilfiir
baglari bulunmamaktadir (Chauthaiwale ve Rao, 1994; Ghatge vd., 1994). Her bir alt
birim, katalitik bolge, metal baglanma bolgesi ve C- ucu sarmal bolgesini igeren Sekiz
p-tabaka-a-heliks [(a/f)8-] tinitesinden, silindir ya da TIM silindir bolgelerinden
olusmaktadir (Carrell vd., 1984; Hartley vd., 2000). Tetramer yapi, bir AB/B*-A* simetrisi
olarak gosterilebilen iki dzdes dimerden olusmaktadir. Ug teorik dimer yapilanisi yine
Sekil 3’de gosterilmistir. Bunlardan en kararli olan Ying-yang (B-B*) dimeridir. Ancak, o
da aktif bolge cevresindeki etkilesimlerden yoksundur. Kelebek dimeri, bu etkilesimleri de
icermektedir (Hartley vd., 2000).

Tetramer Dimers

Butterfly Yin-Yang Diagonal

Sekil 3. GI’'min alt birim yapisi. Tetramer ve kuramsal dimer yapilanis.
Kirmizi=Altbirim A,  Yesil=Altbirim  B*, Mavi=Altbirim A%,
Altbirim=Altbirim B (Vieille ve Zeikus, 2001).

Basuki ve arkadaslari, Streptomyces phaechromogenes ‘den elde ettikleri enzimlerin,
GI'nin izoenzimleri oldugunu ve bu izoenzimlerin herbirinin farkli dort altbirimden
olustugunu rapor etmislerdir (Basuki vd., 1992). Arthrobacter ve Streptomyces tiirlerinde
yapilan ¢alismalarda monomer tinitelerin tek baslarina herhangi bir biyolojik aktiviteye

sahip olmadiklar: ortaya konulmustur (Gaikwad vd., 1993; Rangarajan ve Hartley, 1992).



1.4.4. Glukoz izomerazlarin DNA Dizi Benzerligi

Bir¢ok organizmadan elde edilen GI (xylA) genlerinin amino asit dizilimleri, GI’larin
yap1 ve islevleri arasindaki iliskiyi aydinlatmak igin karsilastirilmistir. Yapilan bu
caligmalar sonucunda GI’lar, N-terminal ucunda 40-50 amino asitlik bir bolgenin olup
olmamasina gore 2 sinifa ayrilmiglardir (Vangrysperre vd., 1988). Sinif I GI’lar yaklagik
390 amino asitten olusup yiizeysel birimlerde birka¢ sekans farkliligi ile beraber kendi
aralarinda yiiksek homoloji gosterirler (Sekil 4), (Bhosale vd., 1996). Bu sinif GI iireten
organizmalara Ornek olarak Streptomyces olivochromogenes (Farber vd., 1987),
Arthrobacter strain B3728 (Henrick vd., 1989), Actinoplanes missouriensis (Jenkins vd.,
1992), Ampullariella sp. strain 3876 (Saari vd., 1987) ve Thermus thermophilus (Dekker
vd., 1991) verilebilir. Sinif II GI’lar ise yaklasik 440 amino asitten meydana gelmislerdir.
N-terminal ucunda 40-50 amino asitlik bir bolgeye sahiptirler ve bu gruba dahil enzimlerin
amino asit dizilimleri birbirlerine az benzerler (Bhosale vd., 1996). Bu simif GI’ya sahip
olan bakterilere ornek olarak E. coli, Bacillus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes ve Thermotoga spp. tiirleri verilebilir (Hess
vd., 1998). Siif 2 GI’lar 8 sarmal ile ¢evrelenmis birbirine paralel 8 p-levhadan ve diger
monomerlerle iliskide bulunan uzamis bir C-terminal kuyruktan meydana gelirler (Sekil 4).
Enzimin aktif bolgesi agik bir fic1 seklinde bir cepten meydana gelir ve bu cebin alt
tarafinda, genel olarak hidrofobik amino asitler ile Mg®*, Mn®** ve Co*" gibi divalent
katyonlar ile birlikte ¢alisan glutamik asit, aspartik asit ve histidin gibi amino asitler
bulunmaktadir (Whitlow vd., 1991).

Smif I GI’lar kendi aralarinda yiiksek homoloji gostermenin yaninda benzer katalitik
aktivite ve optimum sicaklik sergilerlerken, Sinif I GI'lar, genis aralikta sekans homolojisi
ve degisken aktivite ve optimum sicaklik sergilemektedirler (Hartley vd., 2000) Sinif 1 ve
Simif 2 glukoz izomerazlar arasinda amino asit dizilimi agisindan biiyiik farkliliklar
olmasina ragmen genel olarak; substrat ile iliskide H100, T140, E231, K233, D338, metal
iyonunun baglanmasinda E231, E267, H270, D295, D306, D308, D338 ve Kkatalitik
islemlerde ise H100, D103, D338’in biiyiik 6l¢iide korundugu goriilmektedir. Uzak olan
tirlerin karsilastirmalarinda bile enzimin aktif bolgesine ait igerigin birbirine oldukca

yakin oldugu goriilebilmektedir (Hess vd., 1998).



Sekil 4. Sinif I ve Smuf I GI'’larin yapilari. (A). Arthrobacter Smif I GI, (B). T.
thermosulfurogenes Sinif 1T GI. H1=a-heliksler, G=3/10 heliksler B=4-
levha, CT=C- ucu, NT=N- ucu (Hartley vd., 2000).

1.4.5. Aktif Bolge Cahismalari ve Reaksiyon Mekanizmasi

[lk zamanlar, GI’larm, seker fosfat izomerazlara benzer bir sekilde enediol
mekanizmasi ile islev gordiikleri sanilmaktaydi (Rose vd., 1969). Ancak sonradan iki
enzimin birbirinden ¢ok farkli oldugu belirlendi. Fosfat izomerazlar, herhangi bir kofaktore
thtiya¢ duymazken, GI aktivitesi i¢in iki metal kofaktdr gerekmektedir. GI, katalitik
bolgede enediol mekanizmast igin gerekli olan uygun bir baz igermemektedir (Collyer ve
Blow, 1990).

Onceleri, GI'nin katalitik mekanizmasinin histidin yonlendirmeli genel baz katalizli
olduguna inanilird1 (Carrell vd., 1989). GI’nin katalitik etkinligini arttirmak igin, amino
asit diziliminin bilinmesi 6nemlidir. E. coli GI’sinin aktif bolgesinde yapilan bolge spesifik
mutasyonlarin etkisi Batt ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (Batt vd., 1990) ve iki
korunmus histidin bolgesinin (His-101 and His-271) katalitik etkinlik i¢in gerekli oldugu
tanimlanmistir. Daha sonra, X-ray kristalografi ¢alismalar1 ve bolge spesifik mutasyonla
elde edilmis xylA geninden ekspres edilen termofilik enzimlerin biyokimyasal 6zellikleri
degerlendirildiginde alternatif bir mekanizmanin oldugu gorilmiistiir. Bu mekanizma
metal iyon destekli hibrit kaymasi olarak tanimlanmistir (Collyer ve Blow, 1990; Collyer
vd., 1990; Farber vd., 1989; Henrick vd., 1989; Lee vd., 1990a). Oran belirleyici
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basamagin halka agilmasi degil izomerizasyon basamagi oldugu anlasilmistir (Lee vd.,
1990a). Sonraki yillarda Meilleur ve arkadaslari hidrojen atomlarinin lokalizasyonunu
kesfetmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma ile, izomerizasyon reaksiyonunun, asit katalizli halka
acilmasinin takip ettigi His-53 amino asidinin ¢ift proton ile protonlanmasi ile baslatildig
ortaya konulmustur (Meilleur vd., 2006). Bu c¢alismalardan sonra, Kovalevsky ve
arkadaglari, ¢alismalarinda tersinir izomerizasyon reaksiyonunun ii¢ adimda gergeklestigini
gostermistir (Sekil 5): halka agilmasi, izomerizasyon ve halka kapanmasi (Kovalevsky vd.,
2010).

osd _n H
2 0
1) o 2) Ao 3) ® oft
—— 4 — ~———— H OH
! o 3O no
OH 6 HO
o-D-glukoz HO HO a-D-fruktoz

Sekil 5. GI tarafindan katalizlenen reaksiyonun mekanizmasi. (1) halka acilmasi, (2)
izomerizasyon, ve (3) halka kapanmas1 (Kovalevsky vd., 2010).

Bu modele gore (Sekil 6), reaksiyonun baslangici ve devami siiresince birgok Kritik
amino asidin yardimiyla enzimin aktif bolgesinde konformasyonel degisimler meydana
gelir. Ik basamakta, halkali aktif seker substrati ve GI'min aktif bolgesi birbirine baglanir.
Burada farkli diizende su molekiillerinin bulunusu, substrat ile GI’nin baglanmasinin dogru
acida olmasini kolaylastirir.

Bir sonraki adimda, His-53 protonunu gegici olarak O5’e verir ve C1-O5 bagi
kirildiktan sonra verdigi protonu geri alarak halkanin acgilmasini saglar. Halka acilirken,
notral Lys-289 protonlanir ve bir protonunu Asp-257’ye aktarir. Ardindan O1, Lys-183’{in
yardimiyla izomerizasyonun gerceklesmesi i¢in dogru pozisyonda konumlanir. Ikinci
basamakta izomerizasyon gergeklesir. Bu basamak boyunca, proton, C2’den Cl’e ve
02’den O1’e aktarilir. M1’in tekrar O3 ve O4 ile koordinasyonu sonucu, zincir halka
formunu alir. His-53 esasen halka agilmasmin tersi olacak sekilde halka kapanmasini

katalizler. Sonug olarak halka kapanir ve iiriin salinir.
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Sekil 6. Gl i¢in 6nerilmis reaksiyon mekanizmasi (Kovalevsky vd., 2010).

1.4.6. Metal Iyonu Gereksinimi

Glukoz izomeraz enzimi, aldo formundaki (glukoz) basit sekerleri keto formuna
(fruktoz) izomerize eder ve katalitik aktivitesi i¢cin Mg?* ve Co?* gibi divalent katyonlara
gereksinim duyar (Chen vd., 1979). Magnezyum, enzimin katalitik aktivitesinde aktivator

olarak rol oynarken, kobalt, enzimin sicakliga karsit dayanikliligini arttirmaktadir
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(Takasaki, 1973). Fakat kobaltin tepkime reaksiyonlarinda kullanilmas1 bu katyonun toksik
ve gevresel tehlike arz etmesi nedeniyle pek tercih edilmemektedir (Chou vd., 1976). Bu
yiizden, GI’nin, Co? katyonuna ihtiya¢ duymayaninin mikroorganizmalardan iiretimi
amaglanmistir. Bu gergevede yapilan arastirmalarda bazi Aerobacter tiirlerinden (A.
aerogenes) kobalta gereksinim duymayan enzim iiretimi gergeklestirilmistir (Tsumura ve
Sato, 1965).

[lk raporlar, Streptomyces enzimlerinin, Mg®* ve Co®" iyonlarinin her ikisine ihtiyag
duydugunu gostermistir. Fakat 1972 yilinda yayinlanan bir patente gore Arthrobacter
tiirlerinden elde edilen enzimlerin sadece Mg***ya ihtiya¢ duyduklari belirtilmistir. Su anda
tiim bu enzimlerin benzer metal iyonu gereksinimleri oldugu sdylenebilir. Fakat aktivite ve
kararlilik, pH, sicaklik, substrat ve diger iyonlara baghdir (Bhosale vd., 1996).
Streptomyces griseofuscus’tan elde edilen enzim igin Mg2+’nin en iyi aktivatdr oldugu
fakat Co”"’nin sicakliga ve asit direncine karsi en iyi dengeleyici oldugu bildirilmistir
(Kasumi vd., 1982).

Gl katalitik aktivitesi, Ag", ng+, Cu?*, Zn®*, Ni%** ve Ca® iyonlari tarafindan gesitli
oranlarda inhibe olmaktadir (Bhosale vd., 1996). Gl enzimi, herbirine iki metal atomu
baglanan 4 monomerin biraraya gelmesiyle olusan homotetramer formunda aktiftir (Jénis

vd., 2008).

Sekil 7. Dogal GI’nin metal baglanmis aktif bolgesi
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X-ray kristalografi ile ndtron difraksiyon tekniginin birlikte kullanilamasiyla,
Streptomyces rubiginosus’dan elde edilen GI’'nin metal baglanma bolgesi iizerinde
calisilmistir. GI’nin tam aktivitesi i¢in divalent iki metal atomunun gerekliligi belirlenmis
ve ilgili bdlgeler iyonlara olan afinitelerine gore isimlendirilmistir. Mg®*, Mn?*, Co*", Cd**
ve Pb?* iyonlarina ilgisi bulunan metal bolgesi M1, divalent metal iyonlarma daha genis
afinite gosteren metal bolgesi M2 olarak ifade edilmistir. Dogal GI’'nin metal baglanmig

aktif bolgesi Sekil 7°de gosterilmistir (Kovalevsky vd., 2010).

1.4.7. Glukoz izomeraz Uzerine Yapilan Mutasyon Calismalari

Glukozun fruktoza kimyasal donligiimii, gectigimiz yiizyildan beri bilinmekte olup,
Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein transformasyonu olarak adlandirilan
reaksiyonlardan bir tanesini olusturmaktadir. Bu reaksiyonlar genellikle yiiksek sicaklik ve
pH’da gerceklesmektedir. Glukozdan kimyasal olarak fruktoz iiretmenin olabilirligi
calisilmig, ancak bu reaksiyonun spesifik olmadigi goriilmiistiir. Ayrica, yiiksek sicaklik ve
pH degerlerinde calisildiginda psikoz gibi metabolize edilemeyen sekerler ve renkli tirlinler
olusmaktadir. Ayrica, bu metot ile %40’dan daha yiiksek konsantrasyonda fruktoz elde
etmek ¢ok zordur. Ustelik kimyasal olarak iiretilen fruktoz lezzetli degildir ve daha az
tathdir. Bu nedenle ticari olarak kullanilamaz. Diger taraftan glukozun fruktoza enzimatik
dontisiimii, reaksiyon o6zglnliigil, istenilen pH ve sicaklikta doniisiim ve yan iiriinlerin
olusmamasi gibi avantajlara sahiptir. Biitiin bu nedenlerden dolayr enzimatik doniigiim
tercih edilmekte ve GI igeren prosesler endiistriyel uygulamalarda gittik¢e artan bir hizla
yerini almaktadir (Barker, 1976; Marshall ve Kooi, 1957).

Bunun yan1 sira mevcut enzimler iizerinde mutasyonlar meydana getirilerek, enzimin
ozelliklerinin gelistirilmesi igin arastirmalar yapilmistir. Bu kapsamda, bolge o6zgiin
mutasyonlarla gesitli mikroorganizmalara ait birgok glukoz izomerazin; termal
kararhiliginin  arttirtlmasi, optimum pH degerinin  diigiiriilmesi, substrat tercihinin
degistirilmesi, ¢esitli aminoasitlerin molekiil igerisindeki fonksiyonunun belirlenmesi ve
alt tUniteler arasindaki etkilesimlerin ortaya ¢ikarilmas: yoniinde bircok endiistriyel ve
bilimsel oneme sahip calisma gergeklestirilmistir (Bhosale vd., 1996). Ornegin; 1s1l
kararliligin arttirilmasi amaciyla yapilan ¢alismalarda, Clostridium thermosulfurogenes’a
ait GI tizerinde gerceklestirilen W15R mutasyonu ile enzimin 80 °C’deki 1s1l kararliligi
%60 (Meng vd., 1993), yarilanma omrii ise %30 arttinlmistir (Quax vd., 1991).
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Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes GI’sinda meydana getirilen W139F, M, A
(Meng vd., 1993) ve Q58P mutasyonlari ile enzimin termofillik karakterinde artis meydana
gelirken, A62P ve Q58P/A62P mutasyonlarinin ise 1s1l kararliligi olumsuz etkiledigi tespit
edilmistir (Sriprapundh vd., 2000). Thermotoga neapolitana GI’sinin iizerinde yapilan
mutasyon c¢alismalarinda ise P58Q, P62A ve P58Q/P62A mutasyonlart sonucu 1sil
kararlilik azalirken, W138F, W138F/V185T, V185T/L282P ve V185T/L282P/F186S
mutasyonlar1 sonucunda enzimin daha kararli hale geldigi rapor edilmistir (Sriprapundh
vd., 2000, 2003). K252R mutasyonu ile Thermus thermophilus GI’sinin 1s1l kararlilig:
arttirilmigken (Hartley vd., 2000), D256R mutasyonu sonucunda kararlilikta diisiis
gozlenmistir (Patel vd., 2012).

Enzimin substrat olan glukoza ilgisinin artirilmas1 amaciyla yapilan ¢aligsmalarda, C.
thermosulfurogenes ksiloz izomerazi lizerinde yapilan W139F mutasyonu ile Ky, degeri
distiriilmiis ve Ky degeri arttirtlmigtir. Yine aymi enzimde W139F-V186S ve W139F-
V186T mutasyonlari, enzimin katalitik etkinligini sirasiyla 2 ve 5 kat arttirmistir (Meng
vd., 1991). Thermotoga neapolitana GI’s1 iizerinde yapilan P58Q, P62A, P58Q/P62A
mutasyonlar1 sonucunda ve Kya/Km degerleri azalirken, W138F, V185T ve W138F/\V185T
mutasyonlart sonucunda K, degerlerinde diisiis, Kxai/ K degerlerinde artis gézlemlenmistir
(Sriprapundh vd., 2000). Streptomyces sp. SK GI’s1 iizerine yapilan mutasyon c¢alismalari
sonucunda enzimin Ky, degerinde artig goriiliirken, Vimax V€ Kka/Km degerlerinde azalma
meydana gelmistir (Hajer vd., 2014).

Optimum pH degerinin azaltilmasi amaciyla yapilan g¢aligmalarda, Actinoplanes
missouriensis’e ait glukoz izomerazda gergeklestirilen E186Q mutasyonu ile optimum pH
degeri 7,5’ten 6,5’e¢ dustrilmistir (Van Tilbeurgh vd., 1992). Sriprapundh ve
arkadaglarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alisma sonucu elde edilen mutant enzimlerin pH
degerlerinde bir degisiklik meydana gelmemistir. Streptomyces sp. SK GI’st iizerine
yapilan W16H mutasyonu sonucu enzimin optimum pH degeri 6,5’ten 6,0’a kaymistir
(Hajer vd., 2014).

Optimum sicaklik degeri ile ilgili yapilan ¢alismalara bir 6rnek olarak Sriprapundh
ve arkadaslarmin 2000 yilinda TNXI {izerine yaptiklar1 mutasyon ¢aligmalar1 gosterilebilir.
Bu calismalar sonucunda elde ettikleri mutant proteinlerin optimum sicaklik degerlerinde
diistis gortlmistir. Thermus thermophilus GI’sinin D256R mutasyonu sonucunda

optimum sicaklik degeri degismemistir (Patel vd., 2012).
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1.5. Yiiksek Icerikli Fruktoz Surubunun (HFCS) Avantajlari, Uretimi ve
Kullanim Alanlar

Rafine sekere talebin artmasi, tiretim maliyetinin yiiksek olmasi ve insan sagligina
sukrozun ve sekerin fazla tiiketiminin olumsuz etkisinin farkina varilmasiyla birlikte
sukrozun yerine kullanilabilecek baska kaynaklar aragtirilmistir. Kalorisiz ve karbohidrat
icermeyen sakkarin, siklamat, asesiilfam-K, aspartam ve taumatin gibi yapay tatlandiricilar
bulunmaktadir. Fakat bunlar saglikla ilgili temel problemlerin yasanmasimna neden
olmaktadirlar. Alkolsiiz i¢ceceklerin depolanma siiresini arttirmak i¢in kullanilan aspartam,
diisiik pH'da yavas hidroliz oldugundan dolay1 igeceklerin tatlilik oranimi diisiirmektedir.
Taumatin protein yapisinda bir tatlandiricidir ve sukrozdan 2000 kez daha tatlidir. Fakat
hos olmayan bir tat verir. HFCS ise glukoz ve fruktozun dengede oldugu ve nigastadan
elde edilen bir tatlandiricidir. Sukrozdan 1,3 kez ve glukozdan da 1,7 kez daha tathidir
(Barker, 1976). 1976’ya kadar, yiyeceklerde tatlandirici madde olarak sakkaroz (sukroz)
kullaniimaktaydi. GI'nin kesfi ve 6zellikle 1958 yilindaki Kiiba devrimi sonrasi meydana
gelen sukroz yoklugu sebebiyle, fruktoz suruplarinin kullanimi hiz kazanmistir (Bhosale
vd., 1996).

Marketlere HFCS’nin girmesi, alkolsiiz igecek iireticileri tarafindan sakkaroz yerine
HFCS ve zenginlestirilmis HFCS’nin (%55 fruktoz igerigine sahip) kullanilmasiyla,
dereceli olarak gercgeklestirilmistir. ABD’de, HFCS iiretiminde en c¢ok kullanilan ham
materyal 1slak 6gilitme islemiyle imal edilen misir nisastasidir. Nisastadan HFCS tiretimi ti¢
ana islemi kapsamaktadir. Bunlar; o-amilaz kullanarak nisastanin sivilastiriimas,
amiloglukozidaz ve bir dallanmay1 parcalayan enzim ile nisastanin sekere doniistiiriilmesi
ve GI ile glukozun fruktoza doniistiiriilmesidir. Olusan son iiriin glukoz ve fruktozdan
olusan bir karigim surubudur ve bu nedenle sakkarozdan daha tatlidir. Bugday, tapyoka ve
piring gibi diger nisasta kaynaklari diinyanin diger kisimlarinda kiiglik bir oranda
kullanilmaktadirlar (De Raadt vd., 1994). HFCS’nin tatli olmayan nisastadan imal edildigi
diistintildiigiinde ve tatlandirma giicti temel alindiginda sakkarozdan %10-20 kadar daha
ucuzdur. Ayni zamanda HFCS sakkarozda oldugu gibi kristallesme problemi meydana
getirmez. Ustelik D-fruktoz diyabetik bir tatlandiric1 olarak rol oynamaktadir. Ciinkii
sadece fruktoz midede ¢ok yavas bir sekilde emilir ve kandaki glukoz seviyesine bir etki
yapmaz (Bhosale vd., 1996). GI’nin en baskin kullanildigu alan HFCS iretimidir. Her yil
immobilize GI kullanilarak 10" ton HECS iiretilmektedir (DiCosimo vd., 2013).
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Fruktoz suruplar: tath (Pomeranz, 1985), diisiik viskozite ve daha az kristallesme gibi
ozellikleri sebebiyle kullaniciya depolama ve tasima islemleri sirasinda avantaj saglayan
(Inglett, 1974) ¢ok fonksiyonlu iiriinlerdir. Fruktoz suruplarinin énemli islev 6zellikleri,
fermente edilebilir sekerler agisindan zengin olmalaridir (Henry, 1976). Dondurma
viskozitesi degisimleri tizerinde yapilan ¢alismalar fruktoz suruplarmin kullanimiyla bu
tirtinlerin viskozitesinin arttigin1 gostermistir. Fruktoz surubu, dondurmaya eriyebilirlik,
dokuda piiriizsiizlik ve hacim kazandirmaktadir (Anon, 1979). Nemi tutarak kurumayi
onlemeleri (Pomeranz, 1985), ozmotik basinglarmin yiiksek olmasi (Hobbs, 1986) ve
lezzeti gelistirici 6zellikleri (CRA, 1994) sebebiyle fruktoz suruplari, siklikla gazl: ve
gazsiz igecekler, firmn iriinleri, ¢esitli hububat tiriinleri, stit mamulleri ve igslenmis gidalarda
kullanilabilmektedir (Wulff ve Helgeson, 1987). Mayonez ve salata soslar1 gibi iiriinlerde
fruktoz suruplarinin kullanimi ile emiilsiyon stabilitesi artmakta (Inglett, 1974) ve enerji
degeri de dusiiriilebilmektedir (Reeder, 1978). Fruktoz suruplarmin su aktivitesini azaltici
ozelliginden yararlanilmakta ve salamura iiriinlerde kullanilabilmektedir (Hobbs, 1986).
Ayrica fruktoz suruplarinin sebze, ¢orba, domates soslari ve meyve gibi konserve
tiriinlerde de kullanimi yayginlasmaktadir (Anon, 1993; Hebeda, 1987; Nabors ve Gelardi,
1991). Fruktoz suruplari; ekmek, biskiivi, kek, kurabiye, tart dolgulart ve jolelerde
kullanilabilir (Pomeranz, 1985). Keklerde sakkaroz yerine fruktoz suruplart kullanimi,
icerdigi yiiksek indirgen sekerler sebebiyle esmerlesmeyi arttirmakta ve kekin tazelik
sliresini uzatmaktadir (Johnson vd., 1989). Ekmekte fruktoz suruplari fermente edilebilir
substrat olup, kabuk rengine ve lezzete katkida bulunmakta ve raf émriinii uzatmaktadir
(Kulp vd., 1991). Indirgen sekerler igerisinde en iyi biskiivi rengi fruktoz suruplar ile elde
edilmistir (Manohar ve Rao, 1997). Fruktoz suruplar: tath tat verme 6zelliklerinin yan1 sira
gidalarda lezzetin gelismesinde de rol oynar. Fruktozun dil tizerinde algilanma yogunlugu

sakkaroza gore ¢ok daha yiiksektir ve hissedilme siiresi kisadir.

1.6. Etanol Uretimi

GI'nin  ksilozu ksiluloza doniisiimiinii katalizlemesinden dolay1 etanol iiretimi,
enzimin bir diger énemli kullanim alanidir. Fosil yakitlarin hizla tikkenmekte oldugu goz
Oniine alinirsa, yenilenebilir biyokiitlenin fermente edilebilir sekerlere ve alkole
dontistiiriillmesi 6nemlidir. Biyokiitle %40 seliilloz, %30 hemiseliiloz ve %30 ligninden

olusur. En ekonomik sekilde biyoetanol iiretimi, seliiloz ve hemiseliilozun glukoz ve
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ksiloza hidrolizi ve bunlarin hemen ardindan mayalarla alkole fermente edilmesi seklinde
gerceklestirilebilir. GI kullanilarak ksilozun ksiluloza g¢evrimi ve daha sonra yiiksek
oranlarda ksilulozun mayalanmasi bazi mantarlarla gergeklestirilmistir. Bu mantarlara
ornek olarak Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe ve Candida
tropicalis verilebilir (Chan vd., 1989; Chiang vd., 1981b; Chiang vd., 1981a; Gong vd.,
1981; Schneider vd., 1981; Wang vd., 1980a; Wang vd., 1980b).

Aragtirmacilar tarafindan seliillozun biyolojik c¢evrimi ile ilgili bir¢ok ¢alisma
yapilmis ve lignoseliilozun biyolojik ¢evriminin hizli ve verimli oldugunun farkina
varilmigtir. Zirai artiklarin degerlendirilmesi ve hemiseliiloz igeren biyokiitlelerden en
etkili sekilde yararlanabilmek igin tiim diinyanin ilgisi hemiseliilozun fermentasyonuna
kaymaktadir (Wang vd., 1980a; Wang vd., 1980b).

Ksilan, hemiseliilozun ana bilesenidir ve f(1,4) baglariyla birbirine baglanmis ksiloz
birimlerinden olusur. D-ksiloz, ksilanin enzimatik veya asidik parg¢alanmasiyla kolayca
tiretilebilir. Saccharomyces cerevisiae gibi endiistriyel maya tiirleri, genellikle heksozlar
verimli bir sekilde fermente edebilirler, fakat D-ksiloz bu fermentasyon sonucunda
tretilmemis olur. Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis, Candida utilis ve Candida
shehatae gibi birka¢ maya tiirti oksidorediiktatif yollarla pentozlar iiretebilirler. Ancak bu
organizmalarin mayalanma miktarlar1 oldukga diisiiktiir (Du Preez ve Prior, 1985). Ayrica,
bu organizmalarin etanole olan diisiik toleransi ve oksijenin varliginda etanolii katabolize
etmeleri, bu mayalarin ticari uygulamalarda kullanilmalarint engeller (Du Preez vd., 1987).
Yukarida bahsi gecen mayalarin ksilozun etanole mayalanma prosesinde bir takim
engellerle karsilasilmaktadir. Bu nedenle GI’nin kullanilmasiyla ksilozun ksiluloza
izomerizasyonu saglanmakta ve daha sonra ksiluloz etanole fermente edilmektedir (Chiang

vd., 1981a).

1.7. Termofiller ve Termofilik Enzimlerin Ozellikleri

Termofiller genel olarak 45 °C’nin iizerindeki sicakliklarda ve hatta kaynar sularda
bile yasayabilen bakteri grubudur (Brock, 1985). Termofilik organizmalar, termotolerant
veya termofil, hipertermofil ve ekstrem termofil olmak iizere {i¢ grup igerisinde
smiflandirilmaktadirlar  (Burhan vd., 2003). Hipertermofiller 80-110 °C arasinda
yasayabilen canlilardir. Kara ve denizdeki sicak ortamlardan izole edilen bu

organizmalardan elde edilen enzimler (hipertermofilik enzimler) yiliksek 1s1l kararliliga
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sahiptirler ve 70 °C’nin f{izerinde optimal aktivite gostermektediler. Bu enzimlerden
bazilart 110 °C’nin iizerinde de aktivitelerini koruyabilmektedirler (Vieille vd., 1996).
Termofilik organizmalarin en iyi biiylidiigii sicaklik araligi ise 50 °C ile 80 °C arasindadir.
Bu organizmalardan elde edilen enzimler (termofilik enzimler) hipertermofilik ve
mezofilik enzimlerin arasinda bir 1s1l kararlilik 6zelligi gosterirler ve genellikle 60 °C ve
80 °C arasinda optimum aktiviteye sahiptirler. Termofilik ve hipertermofilik enzimler
yiiksek sicakliklarda aktif olduklarindan dolay1 genellikle 40 °C’nin altindaki sicakliklarda
aktivite gostermezler (Vieille ve Zeikus, 2001).

Termofilik bakterilerin dogal yasam alanlari, diinya lizerinde ¢ok genis yayilim
gosterir. En yaygin ve erisilebilir alanlari, termal alanlar, kaplicalar ve jeotermal sicak
topraklardir. Termofiller, ayrica derin kara ve okyanus dipleri gibi daha az ulasilabilir
jeotermal alanlarda da bulunmaktadirlar (Takami vd., 1997). Termofillerin en fazla
calisilan dogal yasam alanlar1 kaplicalardir (Hugenholtz vd., 1998).

Biitiin organizmalarin biinyelerindeki enzimler ve proteinler, yapilarini, igerisinde
yasadiklar1 ortamin sicakligina gére adapte etmek zorundadirlar. Bu olay canlilarin protein
dongiilerindeki hayat siirelerini ve yiiksek sicaklik yiiziinden meydana gelebilecek olan
bozulmalarint goz oniline alarak biyolojik aktivitesinin de ¢ok yiiksek seviyede olmasini
belirlemektedir. Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem sartlarda Ornegin yiiksek
sicakliklarda yasamalar1 igin kazandiklar1 olagan disi kabiliyetler, bunlarin yapisal ve
fonksiyonel adaptasyonlarina dayanmaktadir (Dinger, 2005). Bu adaptasyonlar
saglayabilmesi i¢in gerekli olan faktorlerden bazilarini su sekilde siralayabiliriz:

1) DNA yapisi: Reverse giraz (RG) enzimi, biitiin hipertermofillerde, baz1 termofilik
bakterilerde ve arkeobakterilerde bulunur. RG, pozitif siiper sarmal DNA olusmasini ve
baglant1 sayisinda asirilik olmasimni saglar (Duguet, 1995; Forterre vd., 1996). Baglanti
sayisindaki asirilik, yiiksek sicakliklarda DNA’nin fonksiyonel halde kalmasi igin
gereklidir. Ayrica DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri proteinler yiiksek
sicakliklarda DNA’nin c¢ift zincirli yapida kalmasinda oOnemli rol oynamaktadirlar
(Lopez-Garcia, 1999). 1994 yilinda yapilan bir ¢calismada, yliksek tuz konsantrasyonunun,
cift zincirli DNA’y1 107 °C’de termal degredasyona karst korudugu gosterilmistir. Tuzlar
tarafindan DNA’nin termal degredasyona kars1 korunmasi, termofilik bakterilerin yasami
ile ilgilidir. Clinkii termofilik bakteriler, hiicre igi yiiksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler

(Marguet ve Forterre, 1994).



19

2) RNA yapisi: Galtier ve arkadaslart (1999) yapmis olduklari ¢aligmada, rRNA’nin
G-C igerigi ile optimum biiylime sicakliklari arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu
gostermistir. Ayrica baz modifikasyonlar1 ve protein baglanma bolgelerindeki degismelerin
RNA’lar1 kararli hale getirdigi belirtilmektedir (Fang vd., 2001). Termofilik bir bakteri
lizerinde yapilan bir calismada, transfer RNA geninin bir bazindaki tek bir atomun
degismesi yliziinden bakterinin 1siya karsi direng Ozelligi kazandigi kaydedilmistir
(Watanabe vd., 1976).

3) Protein yapisi: Son zamanlara kadar proteinlerin yiiksek sicakliga karsi kararh
hale gelmeleri iizerinde birgok biyofiziksel ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda
proteinlerin 1stya karsi direngli hale getirilmesinde 15 farkli fizikokimyasal faktoriin etkili
oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu faktorlerden bazilari, hidrojen baglari, proteinlerin i
kisimlarindaki hidrofobik paketlenmeler, sarmal ikiz kutup kararliligi ve tuz kopriilerinin
en iyi sekilde kullanimidir. Haney ve arkadaslarimin (1999) termofilik Methanococcus
jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik protein ile mezofilik Methanococcus
tirlerindeki bu 115 adet proteinin homologu olan protein siralarini karsilastirdilar.
Yaptiklar1 karsilastirma sonucunda, termofilik proteinlerin daha fazla sayida alt birim
igerdigini, alt birimlerde ¢ok¢a hidrofobik ve yiiklii amino asitler (6zellikle Glutamat,
Arginin ve Lisin) ve daha az sayida da polar amino asitler bulundugunu tespit etmislerdir.
Bir proteinin hidrofobikligi, toplam polar olmayan yiizey alani disinda kalan gémiilii polar
olmayan yiizey alanin fonksiyonu olarak hesaplanir (Tsai ve Nussinov, 1997a, 1997b).
Hidrofobik etki proteinin katlanmasinda etkin bir giice sahiptir. Bu nedenle de termofilik
proteinler mezofilik proteinlere gore daha biiyiik bir merkeze sahiptirler (Haney vd., 1997).

Yapilan bazi calismalar sonucunda termofilik proteinlerdeki tuz kopriisii sayisi,
mezofilik proteinlere oranla yaklasik %70 daha fazladir. Tuz kopriilerinin sayisi ile
proteinin termal kararlilig1 arasinda kuvvetli bir korelasyon bulunmaktadir. Bunun nedeni
tuz koprilerinin yiiksek sicakliklarda daha kararli olmasi ve yiiksek sicakliklardaki tuz
kopriilerini kirmak icin daha fazla enerjiye ihtiya¢ duyulmasidir. Boylece tuz kopriileri
yiiksek sicakliklarda protein ¢oziilmesine kars1 kinetik kararlilik saglar. Saperonlar olarak
bilinen 0zellesmis proteinler, bu organizmalar tarafindan bolca iretilmekte ve
denatiirasyondan sonra proteinlerin tekrar dogal formlarinda katlanmasina ve
fonksiyonlarini tekrar kazanmalarina yardimci olmaktadirlar (Das ve Gerstein, 2000).

Termofilik proteinler mezofilik proteinler ile karsilastirildiginda, bunlarin daha fazla

halka delesyonuna maruz kaldigi goriiliir ve bu yiizden termofilik proteinler mezofilik
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proteinlerden daha kisadir. Halka delesyonu proteinin ii¢ boyutlu yapilarinin entropisini
diislirerek, serbest enerjisini yani proteinin kararliligini arttirmis olur (Thompson ve
Eisenberg, 1999). Ayn1 zamanda termofilik proteinler ii¢ boyutlu yapisina katlanirken,
daha kiiciikk ve daha az sayida oyuklar olusturabilecek daha etkili bir paketlemeye
sahiptirler (Russell vd., 1997, 1998) ve disiilfiir baglarini, tuz kopriilerini ve metal
koordinasyonunu genel olarak termal kararliligi saglamak igin kullanirlar (Vieille ve
Zeikus, 2001).

4) Hiicre membran yapisi: Termofillerin hiicre membranlar1 doymus yag asitlerinden
olugsmustur. Doymus yag asitleri hiicreye hidrofobik bir ortam saglar ve bu durum yiiksek
sicakliklarda hiicrenin yagama sansini arttirir (Herbert ve Sharp, 1992).

Yiiksek sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlarin ilgi ¢ekici olmasinin temelinde;
reaksiyon hizinin artmasi, ortam viskozitesinin diismesi, substrat ¢oziiniirliigiiniin artmast,
kontaminasyon ihtimalinin diigmesi ve termofil ve hipertermofil enzimlerinin sicakliga tabi
tutularak daha kolay saflastirilabilmesi gibi sebepler yatmaktadir (Stetter, 1996). Termal
kararliliktan baska termofillerden elde edilen enzimlerin organik ¢oziiciilerdeki
denatiirasyona kars1 dayanikliliklar1 onlarin sudaki 1sil kararliliklari ile iligkilidir (Owusu
ve Cowan, 1989). Bu nedenle termal kararli enzimler sadece sulu ortam da degil, organik
ortamda da kullanilmak i¢in ¢ekicidirler.

Termofilik ve hipertermofilik organizmalardan elde edilen enzimlere termofilik
enzimler denilmektedir. Termofilik enzimler essiz bir yap: islev o6zelligine sahiptirler
(Vieille vd., 1996; Vieille ve Zeikus, 2001). Bu enzimler giiniimiizde molekiiler biyoloji
uygulamalarinda (Tag DNA polimeraz), nisasta endiistrisinde (a-amilaz, glukoz izomeraz)
ve yiiksek kararlilik isteyen organik {irlinlerin sentezi, teshis ve tani islemleri, kagit
endiistrisi ve hayvanlarin beslenmelerinde kullanilan iriinlerin sentezi gibi daha birgok
endiistri kollarinda yogun olarak kullaniimaktadir (Vieille vd., 1996). Ozellikle endiistriyel
uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda aktif olarak calisabilen enzimler mezofilik ve
psikrofilik enzimlere goére biiyiilk avantajlara sahiptirler. Bu enzimler mezofilik bir
organizma igerisinde sentezlenebildiklerinden enzimin saflastirma asamalarinda kolaylik
saglamaktadir. Bu enzimler yiiksek sicakliklara ve aktiviteleri denatiire edici ajanlara karsi
olduk¢a kararlidirlar ve yiiksek substrat konsantrasyonlarinda iyi bir sekilde c¢alisirlar.
Ayrica c¢alisma ortaminin diger mikrobiyal kontaminasyonlardan etkilenme olasiligi
oldukea diisiiktiir (Karaoglu, 2010).
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1.8. Endiistriyel GI’lar

GI direten ve ticari olarak onemli olan birkag organizma Tablo 1’de verilmistir.
GI’nin biytik bir ticari 6nemi olmasindan dolay: enzimi iireten bir¢ok yeni organizma ve
bu enzimin kullaniminda gelistirilen bir¢ok yontem hakkindaki bilgi patentlesmistir
(Boguslawski ve Rynski, 1982; Hafner, 1985; Hafner ve Jackson, 1985; lizuka vd., 1971,
Lee, 1976; Miles Laboratories Inc., 1972; Outtrup, 1974; Shieh, 1977; Weber, 1976).

Tablo 1. Ticari 6neme sahip GI’lar1 iireten bazi mikroorganizmalar ve iiriinlerinin (GI)
ticari adlar1 (Bhosale vd., 1996).

Uretici Ticari Ad Organizma
Gist Brocdggaand Maxazyme Actinoplanes missouriensis
Anheuser-Busch Inc. y P
Novo-Nordisk Sweetzyme Bacillus coagulans
Miles Kali-Chemie Optisweet Streptomyces rubiginosus
Finnsugar Spezyme Streptomyces rubiginosus

Streptomyces phaeochromogenes

Nagase Swetase Arthrobacter sp.

Streptomyces olivaceus

1.9. Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susunun Baz Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susu Canakkale Kestanbol Kaplicasi’ndan elde
edilen su 6rneklerinden izole edilmistir ve 14283 kodlu numarayla National Collections of
Industrial Food and Marine Bacteria’da stoklanmistir. Bakteri izolasyonu, zenginlestirme
kiltiirleri yapilarak ve membran filtresinden gegirilerek gergeklestirilmistir. Canakkale
Kestanbol Kaplicasi, Canakkele ilinin Ezine il¢esinin siirlari igerisinde bulunup bu ilgeye
uzakligr 10 km, Canakkale’ye olan uzakligi ise 50 km’dir. Kestanbol Kaplicasi’nin yerden
cikis sicakligi 71 °C’dir. Izolatin tiir tayininin yapilabilmesi igin ¢esitli morfolojik,
boyama, fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler yapilmis ve elde

edilen sonuglar Tablo 2°de verilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda termofilik izolatin
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basil morfolojisine sahip oldugu, spor olusturabildigi ve katalaz enzimi {iretebildigi

gbzlenmistir (Diilger, 2003).

Tablo 2. G. caldoxylolyticus TK4 susunun bazi biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Sonug Ozellik Sonug
Gram Boyama +/- Anaerobik Biiytime -
Spor Boyama + Glukoz fermantasyonu +
Katalaz Uretimi + Mannitol fermantasyonu +
Jelatin Hidrolizi + Arabinoz fermantasyonu +
Nisasta Hidrolizi + Ksiloz fermantasyonu +
VP Testi - %2-5 NaCl’de biiyiime +
Sitrat Kullanim - %7 NaCl’de biiyiime -
Propiyonat Kullanim + 30, 37 °C’de Biiyiime -
Indol testi - 40, 70, 75 °C’de Biiyiime +

1.10. Cahsmanin Amaci ve Pratik Onemi

Enzimlerin endiistriyel uygulamalari giin gegtikge yaygimlasmakta ve katalitik
potansiyelleri yalniz analitik amagclar i¢in degil aym1 zamanda sentetik amaclar ve
modifikasyonlar i¢in de degerlendirilmektedir. Bu kapsamda gida sektorii olmak iizere, ilag
sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil sanayi gibi bir¢ok sanayi dalinda enzimlerden
yaralanabilme imkani ortaya ¢ikmaktadir.

Sicaklik, endiistri i¢in temel unsurlardan biridir. Endiistriyel siirecler i¢in yiiksek
sicaklikta gerceklesen reaksiyonlarin ilgi cekici olmasinin bir takim sebepleri vardir.
Sicakligin arttirilmasi, organik bilesiklerin ¢oziiniirliigi ve biyolojik olarak kullanimlar
tizerinde olumlu etkilere sahiptir. Sicakligin artmasi, viskozitenin diigmesini ve organik
bilesiklerin difiizyon katsayisinin artmasini da beraberinde getirir. Boylelikle reaksiyonlar
daha yiiksek hizlarda gerceklestirilir. Mezofilik ve psikrofilik enzimlerin en bilinen
dezavantajlar1 yiiksek sicakliklarda ii¢ boyutlu yapilarimin bozunmasi, dolayisiyla da
aktivitelerini kaybetmeleridir. Bu nedenle endiistriyel uygulamalarda, yiiksek sicakliklarda
aktif olarak calisabilen enzimler tercih edilmektedir. Termofilik bakteriler, bu tiirden,

sicakliga dayanikli enzimleri igeren organizmalardir ve bu nedenle genetik miihendisligi ve
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biyoteknoloji agisindan olduk¢a 6nemlidirler. Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine,
yiiksek sicakliklara ve denatiire edici ajanlara kars1 gosterdikleri kararlilik ve bu yiiksek
sicaklikta ve yiiksek substrat konsantrasyonlarinda iyi bir sekilde ¢alisabilme 6zelliklerinin
getirdigi pek ¢ok avantajlardan dolayi, termofilik enzimler birgok endiistriyel alanda tercih
edilmektedirler. Calisma ortaminin diger mikrobiyal kontaminasyonlardan etkilenme
olasilig1 da oldukga diistiktiir.

Endiistriyel olarak ozellikle 1siya dayanikli enzimlerin saflagtirilmasi ¢ok Onemli
oldugundan termofilik bakterilerden enzim izolasyonu, karakterizasyonu ve klonlanmasi
tizerine ilgi gittikce artmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ile enzimlerin tizerinde
mutasyonlar yardimiyla stereosegiciligi, substrat Ozginliigii ve genel performansi
degistirilebilmekte ve amaca uygun enzimlerin daha kolay ve bol miktarda iiretimi
saglanabilmektedir.

Son yillarda, enzimlerin, ekstrem sicakliklar ve pH’lar, organik ¢oziiciiler gibi farkli
sartlar altinda kararlilik ve performans kazandirabilmek veya substrat Ozgiinliiklerini
degistirerek, yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin gelistirilmesini saglamak amaciyla
bircok mutasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Boylece, yaban tip proteinde bulunmayan
ozellikler proteine kazandirilabilmekte ve boylece endiistriyel kullanim amaclarina uygun
ozelliklerde enzimler elde edilebilmektedir.

Glukoz izomeraz (Gl), glukozun fruktoza izomerizasyonunu katalizledigi i¢in HFCS
(High Fructose Corn Syrup: %42 veya 55 fruktoz iceren tathi sakkarit karigimi) iiretiminde,
birincil endiistriyel dneme sahip olan bir enzimdir. Endiistriyel uygulamalar i¢in 6zellikle
%55 fruktoz igerigi gerekmektedir. Bu oran kromatografi ya da yiiksek sicaklik ile
saglandiginda yiiksek maliyet ve istenmeyen yan iiriin olusumuyla sonuglanir. Bu nedenle
surup dretimi i¢in diisik pH ve yiksek sicakliklarda c¢alisan termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih edilmektedir. Bu ihtiyaglardan dolay:
birgok termofilik ve asidik karakterli bakterilerin GI’lar1 arastirllmis ve ¢esitli
mutasyonlarla 6zellikleri gelistirilmeye caligilmistir.

Tiibitak (109T985) tarafindan desleklenen bu ¢alismada, pET-28a(+) vektoriine
klonlanmis olan rekombinant Geobacillus. caldoxylosilyticus TK4GI geni (Faiz vd., 2011)
tizerinde, bolge spesifik mutasyonlar yapilarak glukoza karsi daha ilgili, daha yiiksek
sicaklik ve diisiik pH degerlerinde calisabilen, daha yiiksek pH ve 1s1l kararliliga sahip

GI'nin elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla yola ¢ikilarak elde edilen mutant genler
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uygun bir konakgr hiicrede ekspres edilmis, mutant enzimler saflastirilmis ve biyokimyasal

karakterizasyonlari yapilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma Model
UV-Vis Spektrofotometre Perkin Elmer Lambda 25
Protein Elektroforezi Biorad Mini PROTEAN-Tetra Sistem
DNA Elektroforezi Owl Separation Systems Easy Cast B1A
PCR Bio-Rad MJ Mini Personal
Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35 R
Mikrosantrifiij Sigma 1-14
Saf Su Cihaz1 Sartorius Arium 611UV
Jel Goriintiileme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Mikrotiipler I¢in Termal Sallayici Boeco TS-100 Thermo Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720
Sonikator Bandelin Sonopuls HD3100
Hava Banyolu Calkalayici Barnstead/Lab-Line MaxQ Mini 4450 Shaker
Su Banyolu Calkalayict Memmert WNB 7-45
Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Buzdolabi1 Profilo BD4303ANFE
Terazi Ohaus Pioneer
Isitici/Magnetik Karigtiric HS31 Chiltren
Otoklav Tomy SX-700E
Gilig Kaynagi Thermo EC 1000XL
Ultra Low Temperature Freezer New Brunswick Scientific | U410
Steril Kabin JSR JSCB-1200SB
Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE
Derin Dondurucu Regal RDD1280
Mikrodalga Firin Regal RMD-17
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2.1.2. Enzimler

Tablo 4. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyon
Dpnl Thermo Scientific 10 U/l
Fast PCR Enzme Mix Thermo Scientific 5U0/ul
2.1.3. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler
Tablo 5. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler
Kimyasal Madde/Malzeme Firma

Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Fluka, Sigma-Aldrich, Merck

Plazmid DNA izolasyon Kiti

(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems) ProgiEsd
PCR Uriinlerini Temizleme Kiti
. Promega
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System)
Protein Saflastirma Kiti
Promega

(MagneHis Protein Purification System)

DNA Standardi (10 kb¢ DNA Ladder)

Thermo Scientific

SDS-PAGE Standardi
(Broad Range Protein Molecular Weight Markers)

Thermo Scientific

2.1.4. Primerler

Tablo 6. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler

Primer Adi Baz Sirasi Sentezleyen Firma
H99Q F 5’-cattcgtctgtttccaggatgtggatatcgce-3° IDT
H99Q R 5’-gcgatatccacatcctggaaacagacgaatg-3’ IDT
V184T F 5’-gattaggagcggaaaactacacattttggggcggac-3’ IDT
V184T R 5’-gtccgecccaaaatgtgtagttttcecgcetectaatc-3° IDT
D102N F 5’-ctgtttccatgatgtgaatatcgctccagaaggag-3’ IDT
D102N R 5’-ctccttctggagcgatattcacatcatggaaacag-3’ IDT
H99Q/D102N F 5’-ctgtttccaggatgtgaatatcgctccagaaggag-3’ IDT
H99Q/D102N R 5’-ctccttctggagcegatattcacatcctggaaacag-3’ IDT
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2.1.5. Kullamilan Suslar

Tablo7. Klonlama ve ekspresyonda kullanilan E.coli suslari

Tiir Sus Kullanim Amaci
Escherichia coli DH5a Klonlama hiicresi
Escherichia coli BL21(DE3)pLysE Ekspresyon hiicresi

2.1.6. Luria-Bertani Sivi ve Kat1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

e Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya
ekstragt ve 5,0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N
NaOH ile titre edilerek 7,5’¢ ayarlandi. Sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye
tamamlandi ve 121 °C’de, 1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi.

e Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LB Agar) Hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton,
5,0 g maya ekstragi, 5,0 g NaCl ve 15,0 g agar yaklasik 990 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’st 1 N NaOH ile titre edilerek 7,5°e¢ ayarlandi. Sonra
¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlandi ve 121 °C’de, 1 atm basing altinda 20

dakika bekletilerek steril edildi.

2.1.7. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.7.1. Protein Tayininde Kullanmilan Cozeltiler

e Lowry A Cozeltisi (0,1 N NaOH iginde %2 (w/v) NapCOs): 0,4 g NaOH ve 2,0 g
Na,COs saf su ile ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Lowry B Cozeltisi (%1 CuS04.5H,0 ¢ozeltisi): 1,0 g CuSO4.5H,0 saf su ile
¢oziliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandi.

e Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K tartarat ¢ozeltisi): 2,0 g Na-K tartarat saf su ile
¢oziliip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Lowry D Cozeltisi: 1 kisim Lowry B ve 1 kisim Lowry C karistirilarak hazirlandi.

e Lowry E Cozeltisi: 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.
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e Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1 mg/mL): 5,0 mg BSA saf su ile ¢oziiliip
hacmi 5 mL’ye tamamlandi1 ve 4 °C’de saklandh.
e 0,1 N NaOH i¢inde %0,1 (w/v) SDS Cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su

ile ¢oziillip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

2.1.7.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e EDTA Cozeltisi (0,5 M, pH 8,0): 18,61 g EDTA.2H,0 yaklasik 80 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 IN NaOH ile 8,0’a ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye
tamamlanda.

o Tris-Asetik Asit-EDTA Cozeltisi (50X TAE): 24,2 g Tris, 5,7 mL glasiyal asetik
asit ve 10 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) cozeltsinin saf su ile iyice karistirilip
hacminin 100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Jel Hazirlama ve Yiiriitme Tamponu (1X TAE): 20 mL 50x TAE ¢dzeltisinin
hacminin saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmasi ile elde edildi.

e Etidiyum Bromiir Cozeltisi (5 mg/mL): 50 mg etidiyum bromiir saf suda

coziilerek hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

2.1.7.3. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

e Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCl): 45,42 g Tris, 200 mL saf suda ¢6ziiliip,
pH’s1 8,8’e ayarlanarak hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI): 30,28 g Tris, 200 mL saf suda ¢oziiliip,
pH’s1 6,8’e ayarlanarak, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C’de saklandi.

e Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (%10): 1,0 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi
10 mL’ye tamamland1 ve hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de saklandh.

e TEMED: Orijinal sisesinden kullanildi.

e Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (%30): 29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen
bisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandh.

e Bromofenol Mavisi (%0,1): 10,0 mg bromofenol mavisi saf suda ¢oziildii ve
hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

e SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ye tamamlanda.
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e SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 uL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 uL %10
SDS, 100 pL %0,1 bromofenol mavisi, 250 pL %80 gliserol ve 60 pL
[-merkaptoetanol’iin karistiritlmasi ile hazirland1 ve kiigiik kisimlara ayrilarak
-20 °C’de saklandi.

e SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7,2 g Tris ve 1,5 g glisin yaklagik 480 mL saf
suda ¢oziildiikten sonra lizerine 10 mL SDS (%10) ¢ozeltisi ilave edildi. pH 8,3’e
ayarlandi ve ¢ozeltinin hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

e Jel Boyama Cozeltisi: 1,0 g Coomassie Brillant Blue R250°nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol i¢inde ¢6ziilmesi ile hazirlandi.

e Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve
600 mL saf suyun karistirilmastyla hazirlandi.

2.1.7.4. Tampon Cozeltiler

e Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,5): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL
saf suda coziildikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile 4,5’e ayarlandi ve hacmi
50 mL’ye tamamlanda.

e Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,0): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL
saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile 5,0’a ayarland1 ve hacmi
50 mL’ye tamamlandi.

e Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,5): 0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL
saf suda ¢oziildikten sonra pH’s1 1 N asetik asit ile 5,5’e ayarlandi ve hacmi
50 mL’ye tamamlandi.

e MOPS Tamponu (50 mM, pH 6,0): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 6,0’a ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e MOPS Tamponu (50 mM, pH 6,5): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 6,5’e ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e MOPS Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1t 1 N NaOH ile 7,0’a ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.



30

e MOPS Tamponu (50 mM, pH 7,5): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 1 N NaOH ile 7,5’e ayarland1 ve hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

e MOPS Tamponu (50 mM, pH 8,0): 0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
¢ozildikten sonra pH’st 1 N NaOH ile 8,0’a ayarlandi ve hacmi 50 mL’ye

tamamlanda.

2.1.7.5. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Karbazol (%0,12): 0,06 g karbazoliin etanolde ¢oziiliip hacminin 50 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

o Siilflirik Asit (%70): 73 mL %96’°lik siilfiirik asit lizerine yavas yavas saf suyun
ilave edilip hacminin 100 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Glukoz Cozeltisi (1M): 1,802 g glukozun saf suda ¢oziiliip hacminin 10 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

o Sistein Hidrokloriir Cozeltisi (%15): 0,75 g sistein hidrokloriiriin saf suda ¢oziiliip
hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

e Perklorik asit Cozeltisii (0,5 M): 2,15 mL ticari perklorik asit alinip son hacim saf

suyla 50 mL’ye tamamlandi.

2.1.7.6. Diger Cozeltiler

e Kanamisin Cozeltisi (25 mg/mL): 250 mg kanamisin siilfatin (Kanamisin A) saf
suda ¢oziiliip hacminin 10 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti
filtre ile steril edilip kiigiik kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

e [PTG Cozeltisi (0,2 mg/mL): 2g IPTG nin saf suda ¢oziiliip hacminin 10 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan c¢ozelti filtre ile steril edilip kiigiik
kisimlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

o Kalsiyum Kloriir Cozeltisi (0,1 M): 1,47 g CaCl, dihidratin saf suda ¢oziiliip
hacminin 100 mL’ye tamamlanmas: ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda
steril edilip 4 °C’de saklandi.
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e Lisozim Cozeltisi (10 mg/mL): 10 mg lisozimin saf suyla ¢6ziiliip hacminin

1 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi.

2.2. Mutasyon Calismalari

Enzimin biyokimyasal O6zelliklerini endiistriyel uygulamalara daha uygun hale
getirebilmek i¢in, aktif bolgede oldugu belirlenen 3 ayri amino asitte; H99Q, V184T,
D102N ve H99Q/D102N mutasyonlarinin yapilmasi ve bu mutasyonlarin sonucunda
enzimin Ky ve optimum pH degerinde azalmanin, Vma, optimum sicaklik, 1sil ve pH

kararliliginda ise bir artisin olmasi planlanmistir.

2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Icin Kahp DNA’nmin Elde Edilmesi

pPET-28a(+) vektoriine klonlanmis olan yaban tip Geobacillus caldoxylosilyticus TK4
Gl protein genini (pETTK4GI) (Faiz vd., 2011) igeren E. coli BL21(DE3)pLysS gliserol
stok kiiltiirlinden, 50 pg/mL kanamisin iceren LB agar besiyerine yayma ekim yapildi.
37 °C’de biyiitiilerek elde edilen kolonilerden 6ze yardimiyla LB besiyerine ekim yapild:

ve calkalayicili hava banyosunda 37 °C’de inkiibe edilerek gece kiiltiirli hazirlandi.

2.2.2. Plazmit DNA Izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu, plazmid DNA izolasyon kiti (Promega) kullanilarak

gergeklestirildi.

e 1-5 mL gece kiiltiirii, 10.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan
uzaklastirildi. Eppendorf tiip ters cevrilip, kagit bir havlu iizerine bastirilarak
ortamda kalan fazla besiyerinin tamamen uzaklagsmasi saglandi.

e Bakteri peltesinin {izerine 250 pL Hiicre Siispansiyon Cozeltisi (Cell
Resuspension Solution) ilave edilip vortekslenerek hiicrelerin tamamen
¢ozlinmesi saglandi.

e 250 pL Hiicre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildikten sonra 4 kere
altiist edildi. Hiicre siispansiyonu berraklasana kadar (yaklasik 5 dakika) oda
sicakliginda bekletildi.
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e 10 uL Alkali Proteaz Cozeltisi (Alkaline Protease Solution) ilave edildikten sonra
4 defa altiist edilip oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

e 350 pL Néotralizasyon Cozeltisi (Neutralization Solution) ilave edildikten sonra
hemen 4 kere altiist edildi.

e Elde edilen bakteriyal lizat 14.000 x g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij
edildi.

e Siipernatan, toplama tiipii iizerine yerlestirilmis olan minikolon igine aktarilarak
14.000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama
tiipiine gecen s1vi uzaklastirildi.

e Minikolona 750 puL Kolon Yikama Cozeltisi (Column Wash Solution) ilave edildi
ve 14.000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipline gecen
s1v1 uzaklastirildi.

e Minikolona 250 uL Kolon Yikama Cozeltisi ilave edilerek 14.000 x g’de oda
sicakliginda 2 dakika santrifiij edildi.

e Minikolon, temiz bir eppendorf tiipiine yerlestirildi ve minikolon i¢ine 100 pL
Niikleaz Igermeyen Su (Nuclease-Free Water) ilave edildi. 14.000 x g’de oda
sicakliginda 1 dakika santrifiij edilerek elde edilen plazmid DNA c¢dozeltisi
-20 °C’de sakland.

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Mutant Genlerin Cogaltilmasi

pETTKA4GI plazmitleri ve ilgili mutasyon primerleri kullanilarak PCR islemleri
yapilmustir (Tablo 8).

Tablo 8. PCR bilesenleri

Bilesen Kullanilan Miktar
dNTP karisimi (10 mM) SuL
fleri primer 2 ulL
Geri primer 2 uL
Long PCR enzim karisim 1 uL
10X Long PCR tamponu MgCl, ile birlikte 5uL
Plazmit DNA 2 uL
Niikleaz igermeyen su 33 uL
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2.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR iiriinlerinin saflastirilmasi i¢in PCR fiiriinii temizleme kiti (Promega) kullanildi.

PCR fiiriiniinii iceren reaksiyon karigimina, esit hacimde Membran Baglanma
Cozeltisi (Membrane Binding Solution) ilave edilip karistirildi ve elde edilen
karisim toplama tiipii iizerine yerlestirilmis olan minikolon i¢ine aktarildi.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 16.000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi ve minikolondan toplama tiipiine gegen siv1 uzaklastirildi.
Minikolona 700 pL Membran Yikama Cozeltisi (Membrane Wash Solution) ilave
edildi ve 16.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Minikolondan toplama tiipiine
gegen s1vi uzaklastirildi.

Yikama islemi, 500 uL yikama ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlandi. 16.000 x g’de
5 dakika santrifiij edildi.

Minikolondan toplama tiiptine gegen sivi uzaklastirildi ve yikama ¢ozeltisinden
gelen etanoliin tamamen uzaklagmasi i¢in 1 dakika daha santrifiij edildi.
Minikolon, temiz bir eppendorf tiipiine alinip minikolon ig¢ine 50 pL niikleaz
icermeyen su ilave edildi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra
16.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Saf PCR f{iriinii 4 °C’de saklandi.

2.2.5. Kalip DNA’nmin Ortamdan Uzaklastirilmasi

Kalip DNA olarak ilgili vektoriin kullanildigi PCR’da, vektoriin kendisi
organizma tarafindan metilenmis durumda olup, sentezlenen yeni zincirler
metillenmemis durumdadir. Bu nedenle, kalip olarak kullanilan yaban tip geni
iceren vektorii ortamdan uzaklastirmak amaciyla, saflastirilmis PCR iirlinti 20 pL

son hacimde olacak sekilde Dpnl enzimi ile kesildi (Tablo 9).

Tablo 9. Dpnl enzimi ile kesim

Bilesen Kullanilan Miktar
Saf PCR iiriinii 10 uL
Tango buffer 2 uL
Dpnl 2 ulL
Niikleaz igermeyen su 6 pL
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2.2.6. Mutant Vektorlerin Konake¢i Hiicreye Aktarilmasi

2.2.6.1. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicreler kalsiyum kloriir metoduna gore hazirlandi (Maniatis vd., 1982).
Klonlama islemleri i¢in E. coli DHSa susundan, ekspresyon yapmak amaciyla ise E. coli
BL21(DE3)pLysE susundan kompotent hiicre hazirlandi.

e 3 mL LB besiyerine, daha 6nceden LB agar besiyerinde biiyiitiilmiis olan E. coli
susundan ekim yapildi ve calkalayici hava ya da su banyosunda 37 °C’de
inkiibasyon yapilarak gece kiiltiirii hazirlandi.

e Hazirlanan gece kiiltlirlinden 30 mL LB besiyerine asilama yapildi ve
600 nm’deki optik yogunluk 0,4-0,6 arasinda bir degere ulagincaya kadar yaklagik
2 saat 37 °C’de biiyiitiildii.

e Bu degere ulasan hiicre kiiltiirii, steril bir tiipe konularak 4 °C’de 4.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

e Tiip igine 10 mL 0,1 M CaCl, ilave edildi ve hiicre peltesi, yavas¢a pipetlenerek
stispansiyon haline getirildi.

e 30 dakika buz i¢inde bekletildikten sonra 4 °C’de 4.000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve silipernatan uzaklastirildi.

e Pellet, 2 mL 0,1 M CaCl, gozeltisinde siispansiye edilerek 200 pL’lik kisimlar
halinde steril eppendorf tiiplerine boliindii.

e Kompotent hiicreler, 2 saat buzda bekletilerek transformasyona hazir hale

getirildi.

2.2.6.2. Transformasyon

e Eppendorf tiip i¢inde bulunan kompotent hiicrelere 3-5 pL, saflastirilmis PCR
ariinlerinin Dpnl enzimi ile uygun sartlar altinda kesilmesiyle elde edilen mutant
vektorler ilave edildi ve 30 dakika buz i¢inde bekletildi.

e 2 dakika 42 °C’de bekletmek suretiyle plazmidin hiicre i¢ine girmesi saglandx.

e Buz icine alinan hiicrelere 200 pL. LB besiyeri eklenerek 37 °C’de 1 saat
bekletildi.
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e Bu siirenin sonunda tiip i¢indeki silispansiye karisim, 50 pg/mL kanamisinli LB
agar iceren, 45 puL IPTG siirtliip iyice kurutulmus petrilere yayma ekim yapilarak
ekildi ve 37 °C’de 1 gece bekletilerek plazmidi igeren hiicrelerin biiyiimesi

sagland.

2.2.7. Mutant Plazmitlerin Se¢imi, izolasyonu ve Sira Analizi

Mutant plazmitleri igeren kolonilerden kanamisinli LB besiyerine ekilerek 37 °C’de
biiyiitiildi ve gece kiiltiirleri hazirlandi. Her bir mutasyon i¢in plazmit izolasyonu yapildi
ve izole edilen plazmitler, ilgili mutasyonlarin olup olmadigini arastirmak igin sira analizi

yapilmak tizere Macrogen Inc. (Giiney Kore)’ye gonderildi.

2.2.8. DNA Siralarinin incelenmesi

Macrogen Inc.’den gelen DNA siralar1 oncelikle protein sirasina dontstiirildi
(URL-1, 01 Ocak 2016) ve daha sonra ClustalO programi (URL-2, 01 Ocak 2016)

yardimiyla incelendi.

2.2.9. Mutant Genlerin EKkspresyonu

Mutant genler E. coli BL21(DE3)pLysE konak¢i hiicresine aktarildi. Bunun
sonucunda olusan rekombinant plazmitleri igeren koloniler kanamisin i¢ceren LB besiyerine
ekilerek 37 °C’de biiyiitiildii ve gece kiiltiirleri hazirlandi. Ertesi giin, hazirlanan bu gece
kiltiri %1 (v/v) olacak sekilde 50 pg/mL kanamisin iceren LB’ye aktarilarak
ODgo=0,6-0,8 olana kadar biiyiitme islemine devam edildi. Istenilen optik yogunluga
ulasildiginda nihai konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilerek indiiklendi ve

37 °C’de 3 saat inkiibe edildi.

2.2.10. E. coli BL21(DE3)pLysE’de Ekspres Edilen Mutant Proteinlerin
Saflastiriimasi
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Ug saat indiiklemeden sonra hiicreler, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek toplandi. Toplanan hiicreler, 1 mL 50 mM MOPS (pH 6,5) tamponunda
stispansiye edilip, siispansiyona 0,5 mg/mL igerecek sekilde lisozim ilave edildi. 37 °C’de
30 dakika bekletildikten sonra, %80 siddetinde, 1 devirde 5 dakika boyunca sonikasyona
maruz birakilarak hiicreler patlatildi. Daha sonra 4 °C’de 10.000 rpm’de 20 dakika
santrifij edildi ve elde edilen siipernatan, ham enzim oziitii olarak kullanildi. On
saflastirma islemi icin ham enzim oOziiti 70 °C’de 5 dakika bekletildi ve 4 °C’de
10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek denatiire olan proteinlerin uzaklastirilmasi
saglandi.

Ekspres edilen protein, N ucunda 6 tane histidin birimi igerdiginden dolayi,
paramagnetik nikel parcaciklari i¢eren “MagneHis Protein Purification System (Promega)”
kullanilarak saflastirildi. Bu amacla asagidaki basamaklar takip edildi.

e Is1 soku yapilarak E. coli’den gelen proteinlerin kismen uzaklastirilmis oldugu
eppendorf tiip icindeki 1 mL ham o6ziite, nikele baglanmay1 kolaylastirmak igin
son konsantrasyonu 500 mM olacak sekilde NaCl ilave edildi ve iyice karistirildi.

e I mL’lik protein karistmmma 120 pL vortekslenmis Ni ilave edilip, oda
sicakliginda 2 dakika alt iist edilerek karigtirildi. Bu islem ile N-ucunda bulunan 6
tane histidinden dolayr mutant protein +2 yiikli nikel iyonlarina baglanarak
oziitten ayrilmasi saglandi.

e Ni pargalarini tiiplin kenarina toplamak i¢in tiip manyetik tutucuya yerlestirildi ve
30 saniye bekletildikten sonra siipernatan uzaklastirildi.

e Manyetik tutucudan alman eppendorf tiip i¢cine 1000 pL Baglanma/Yikama
tamponu (Binding/Wash Buffer) ilave edildi. 2 dakika boyunca alt iist edilerek Ni
parcalarinin yikanmasi saglandi ve tiip 30 saniye manyetik tutucuda tutulduktan
sonra siipernatan atildi.

e Yikama islemi 750 pL Baglanma/Yikama tamponu kullanilarak iki defa daha
tekrarlandi.

e Ni pargalar tizerine 250 pL eliisyon tamponu (Elution Buffer) ilave edildi ve tiip
oda sicakliginda 2 dakika alt iist edildikten sonra manyetik tutucuya yerlestirildi
ve 30 saniye bekletildikten sonra siipernatan yani saf enzim dikkatlice alinip

4 °C’de saklandu.
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2.3. Enzim Karakterizasyonu Cahismalar:

2.3.1. Protein Tayini

Orneklerdeki protein miktar1 Lowry metoduyla belirlendi (Lowry vd., 1951). Protein
standard: olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon grafigi i¢in bir seri
serum albumin ¢ozeltisi hazirlandi. Tayinin gergeklestirilmesi i¢in asagidaki islemler
yapild.

e Kalibrasyon grafigi ¢cizmek i¢in hazirlanan BSA ¢6zeltisinden (1 mg/mL) deney
tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 pL ilave edildi. Bu sekilde BSA’nin son
konsantrasyonu 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/mL olmaktadir.

e Saf enzim eluatindan 5 pL bagka bir deney tiipiine ilave edildi.

e Standartlara ve 6rnege son hacimler 500 uL olacak sekilde 0,1 N NaOH igerisinde
hazirlanan %0,1 (w/v) SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi.

e 1 mL Lowry E c¢ozeltisi her bir tiipe ilave edilip vortekslendi. Sonrasinda oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

e Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin
reaktifi’'nden 100 pL ilave edildi ve karanlik bir ortamda 30 dakika bekletildi.

e 650 nm’de absorbanslar okundu. Cikan sonuglara gore kalibrasyon grafigi ¢izildi

ve 0rnegin protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.3.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE’de analiz edilecek protein drnegi SDS ve bir indirgeyici ajan varliginda
1sitilarak denatiire edilir ve deterjan ile kaplanir. SDS kabugu proteine polipeptid zincirinin
blyiikligline bagl olarak negatif bir yiikk kazandirir. Bu sekilde hazirlanan 6rnek
poliakrilamid jele yiiklenir ve yliksek voltaj uygulanarak proteinlerin pozitif elektroda go¢
etmeleri saglanir. Proteinler biiyiikliiklerine bagli olarak negatif yiik kazandiklarmdan
dolay1 sadece molekiiler agirliklarina gore birbirinden ayrilirlar. Bir proteinin molekiil

agirh@ protein standartlarmin jeldeki hareketleri ile karsilastirilarak hesaplanabilir.
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SDS-PAGE, Sambrook ve arkadaslarina (1989) gore %5°1ik yigma jeli ve %12’°lik ayirma
jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 10).

Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS vyiiriitme tamponu ile
dolduruldu. Yaklasik 35 pg saf protein SDS yiikleme ¢ozeltisi ile karistirilip kaynar su
banyosunda 5 dakika inkiibe edildi. Bu sekilde denatiire olan proteinler Hamilton siringasi
yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Boya, yigma jelinden c¢ikana kadar yaklasik olarak
20 dakika 20 mA’da, daha sonra da ayirma jelinin alt kismina gelene kadar yaklasik olarak
1-1,5 saat 25 mA’da yiiriitildii. Jel, jel boyama ¢ozeltisi i¢ine alind1 ve yavas bir sekilde
sallanarak 10 dakika bekletildi. Boyanan jel, fazla boya uzaklasip protein bantlart goriiniir

hale gelene kadar boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile muamele edildi.

Tablo 10. SDS-PAGE’nin bilesenleri

Bil SRR Yigma Jeli Ayirma Jeli
(%5, pH 6,8) (%12, pH 8,8)

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,8) 0,5mL --
Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8) -- 2,5mL
%30 Akrilamid/Bisakrilamid 0,67 mL 4,0 mL

dd H,0O 2,74 mL 3,3mL
%10 (APS) 0,04 mL 0,1 mL
%10 SDS 0,04 mL 0,1 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL

2.3.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlendi. Reaksiyon belirli bir miktar
enzim Oziitli kullanilarak, 100 mM glukoz, 10 mM MgSO,4ve 1 mM CoCl;,, pH’s1 7,0 olan
50 mM MOPS tamponu igerisinde, son hacim 100 pL olacak sekilde 80 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi sonunda, 100 uL 0,5 M perklorik asit ilavesi
ile durduruldu. Reaksiyon sonunda agiga ¢ikan fruktoz miktari Dische ve Borenfreund’un
(1951) gelistirmis oldugu sistein-karbazol-siilfiirik asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon
cozeltisinin 20 plL’sinin iizerine sirasiyla 40 pL %1,5’lik sistein hidrokloriir ve 40 pL
%0,12’lik karbazol konuldu. Karisim vortekslendikten sonra tizerine 1,2 mL %70’lik
siilfiirik asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 60 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda Ol¢iimler gergeklestirildi.
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Fruktoz miktar1, hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Enzim aktivitesi
reaksiyonlar sonucunda olugan mikromol fruktoza gore hesaplanmig olup, bir enzim iinitesi
dakikada olusan mikromol fruktoz miktar1 olarak tanimlanmistir. Spesifik aktivite ise mg

protein basina enzim iinitesi olarak bildirilmistir.

2.3.4. Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Mutant enzimlerin optimum pH degerlerini belirleyebilmek amaciyla farkli pH
degerlerindeki tamponlar kullanild1 ve bu pH degerlerindeki aktivite tayinleri 0,3 mg/mL
enzim ve 100 mM substrat konsantrasyonlarinda ve 80 °C’de gerceklestirildi. Calismada
kullanilan tamponlarin (pH 4,5-8,0) tamamiin konsantrasyonu 50 mM olup farkli pH
degerleri i¢in sirasiyla asetat tamponu (pH 4,5-5,5) ve MOPS tamponu (pH 6,0-8,0)
kullanild1. Elde edilen bu aktivite degerleri kullanilarak pH-%bagil aktivite grafikleri
cizildi ve enzimlerin en yiliksek aktiviteye sahip olduklari pH degerleri tespit edildi (Faiz
vd., 2011).

2.3.5. Optimum Sicakhiklarin Belirlenmesi

Aktivitenin maximum oldugu sicaklik degerlerini belirlemek i¢in optimum pH
degerinde 60-95 °C araliginda 5 °C’lik artislarla, 0,3 mg/mL enzim ve 100 mM substrat
konsantrasyonlarinda enzim aktiviteleri tayin edildi. Elde edilen bu aktivite degerleri
kullanilarak sicaklik-%bagil aktivite grafikleri ¢izildi ve her bir enzimin optimum sicaklig

tespit edildi (Yildirim vd., 2009).

2.3.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Bu caligmada, substrat konsantrasyonu (100 mM glukoz) sabit tutularak, protein
icerigi bilinen saf enzim 6ziitlinden belirli hacimlerde alinarak 0,1-3,0 mg/mL enzim igeren
reaksiyon karigimlart hazirlandi. Degisen protein miktar1 ile aktivite iligkisi incelendi

(Kolcuoglu vd., 2010).
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2.3.7. Bazi Kinetik Parametrelerin incelenmesi

Mutant enzimlere ait Ky ve Vimax degerlerinin belirlenebilmesi i¢in her bir mutant
enzimin sabit enzim konsantrasyonunda (TK4GI, TK4GIM1, TK4GIM2 ve TK4GIM4 i¢in
2 mg/mL, TK4GIM3 igin 1,5 mg/mL) ve optimum pH degerlerindeki MOPS tamponu
icinde TK4GI ve TK4GIM1 igin 2-500 mM, TK4GIM2 ve TK4GIM3 i¢in 5-500 mM ve
TK4GIM4 i¢in 10-500 mM son konsantrasyonda glukoz igeren reaksiyon karigimlari
hazirlandi. Bu karisimlar kullanilarak TK4GI i¢in 80 °C ve diger mutant enzimler igin
85 °C’de aktivite tayinleri gergeklestirildi. Her bir enzim igin Lineweaver-Burk grafigi
cizilerek Ky, Ve Vinax degerleri hesaplandi (Ertunga vd., 2009).

2.3.8. Enzimlerin pH Kararhihklariin Incelenmesi

Enzimlerin pH kararliligint incelemek amaciyla, saf enzim ¢ozeltileri 1:1 oraninda,
50 mM pH 6,0 ve 7,5 tamponlari ile ayr1 ayr1 karistirildi. Enzim-tampon karisimlari 4 ve
80 °C’de belirli siire bekletildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis
enzimlerin uygun sartlarda belirlenen aktivite degerleri ile karsilastirilarak hesaplandi (Faiz

vd., 2011).

2.3.9. Enzimlerin Isil Kararhliklarinin incelenmesi

TK4GI ve mutant enzimlerin 1s1l kararliliklarini incelemek amaciyla MOPS tamponu
icerisindeki (pH 6,5) saf enzimler ayri ayri, belli bir siire 4 ve 80 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibe edilen enzimler buz iginde 5 dakika bekletildikten sonra oda sicakligina gelmeleri
beklendi ve dnceden belirlenen optimum sartlarda aktivite tayinleri gergeklestirildi. %kalan
aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon islemi uygulanmamis enzimlerin optimum sartlar

altinda belirlenen aktivite degerleri ile karsilastirilarak hesaplandi (Konak vd., 2014).
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2.3.10. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkisi

GI aktivitesi lizerine baz1 metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Mg2+, Mn*",
Zn®*, Ca®*, Co®", Ni**, Na', Li* ve Cu® iyonlarinin kloriir tuzlarinin 100 mM’lik stok
cozeltileri kullanildi. Reaksiyon karigimlarina son konsantrasyonlari 1 ve 5 mM olacak
sekilde her bir metal iyonundan ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite tayinleri
yapildi. Metal iyonu igermeyen karisimin aktivitesi %100 olarak kabul edilip metal iyonu

ilavesi durumunda %kalan aktiviteler hesaplandi (Ayna vd., 2013).
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3. BULGULAR

3.1. Mutant Primerlerin Tasarlanmasi

G. caldoxylosilyticus TK4 GI’sinin bilinen amino asit sirasiyla literatiirde daha
onceden farkli bakteri suslarinda (Geobacillus stearothermophilus, Geobacillus
thermodenitrificans, Geobacillus kaustophilus, Bacillus coagulans) bildirilmis GI amino
asit siralarinin ClustalO (URL-2) programiyla ¢akistirilmasi sonucu substrat baglanma cebi
ve katalitik etkinlikte rol oynayan amino asitler tespit edilmistir (Sekil 8). Literatiirde GI
lizerinde yapilan mutasyon ¢alismalar1 incelendiginde, calismalarin 6zellikle bu bolgelerde
yogunlastig1 goriilmektedir. Bu bolgelerde spesifik mutasyonlar yapilarak glukoza karsi
daha ilgili, daha yiiksek sicaklik ve diisik pH degerlerinde c¢alisabilen bir GI'nin elde
edilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla, katalitik etkinlikte rol oynayan ve amino asit
sirasinda 99. sirada yer alan His amino asidinin H99Q mutasyonu, 102. sirada yer alan Asp
amino asidinin D102N mutasyonu, ayni mutasyonun, daha once yapilan H99Q
mutasyonunu igeren gen iizerine yapilmasiyla H99Q/D102N ¢ift mutasyonu ve amino asit
sirasinda 184. sirada yer alan ve substrat baglanma cebinde bulunan Val amino asidinin
VI84T mutasyonunun yapilmas: hedeflenmektedir. Bahsedilen mutasyonlarin

gerceklestirilmesi amaciyla, uygun primerler tasarlandi ve sentezlettirildi (Tablo 6).

3.2. PCR ile Mutant Genlerin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Transformasyonu

Planlanan mutasyonlarin gerceklestirilmesi i¢in, pET-28a(+) vektoriine klonlanmis
TKA4GI genini igeren E. coli BL21(DE3)pLysS gliserol stogundan 50 pg/mL kanamisin
iceren LB besiyerine ekim yapilip, hiicreler 37 °C’de biiyiitiildii. Elde edilen gece
kiiltiirtinden kit kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi ve elde edilen plazmit, PCR
icin kalip DNA olarak kullanildi. Yapilan PCR islemleri sonrasinda istenilen biiytikliikteki
bantlarin varlig1 agaroz jel elektroforezi yardimiyla tespit edildi (Sekil 9).
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G. stearothermophilus TFTGDGSDPFGAGNMIRPWNKYSGMDLAKARVEAAFEFFEKLNIPFFCEFH 99
G. caldoxylolyticus TK4 TFTGDGSDPFGAGNMIRPWNKYSGMDLAKVRVEAAFEFFEKLNVPFFCFH 99
G. termodenitrifican TFTGDGSDPFGVGNMIRPWDKY SGMDLAKARVEAAFELFEKLNVPFFCEFH 99
G. kaustophilus HTA42 TFTGDGSDPFGVGNMIRPWNTYSGMDLAKARVEAAFELFEKLNVPFFCEFH 99
B. coagulans_36D1 TFTESGTDPFGAGSKIRPWDRFTGMDLAKARVEAAFEFFEKLGNPYFCFH 100
KKK ekXKE k| KKk o kkEEKKK KAKEKKKK KKK E | KKK KK
G. stearothermophilus DVDIAPEGETLKETYKNLDIIVDMIEEYMKTSKTKLLEN@ANLESRHPREV 149
G. caldoxylolyticus TK4 DVDIAPEGETLKETYKNLDIIVDMIEEYMKTSKTKLLWNEANLESHPREV 149
G. termodenitrificans DVDIAPEGETLSETYKNLDEIVDMIEEYMKTSKTKLLWNMANLESHPREV 149
G. kaustophilus HTA42 DVDIAPEGETLSETYKNLDEIVDMIEEYMKTSKTKLLWNMANLESHPRFV 149
B. coagulans 36D1 DRDIAPEGDTLRETNKNLDVIVAMIKDYMKTSKVKLLMNSBAN NPREV 150
X kKKK K kK ek KKKK KKk Kk e s kKKK KK KKKKKKKK ke s KkKk s
G. stearothermophilus HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEIAKRLGAENYMFEGGREGYETLLNTD 199
G. caldoxylolyticus TK4 HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEIAKRLGAENYMFWGGREGYETLLNTD 199
G. termodenitrificans HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEIAKRLGAENYMEWGGREGYETLLNTD 199
G. kaustophilus HTA42 HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEIAKRLGAENYMFMGGREGYETLLNTD 199
B. coagulans 36D1 HGAASSCNADVFAYAAAQVKKGLEVGKELGAENYMFMGGREGYETLLNTD 200

khkkkoek K hkkkoekkhkkhhkkoehkkkhkhhke * hhkkhkkhhkkkhkhkkkhkhrhkkhhkkkhhkrkko

Sekil 8. G. caldoxylolyticus TK4 GI’sinin amino asit sirasinin, G. stearothermophilus,
G. thermodenitrificans, G. kaustophilus, B. coagulans GI’larinin amino asit
siralart ile karsilastirilmasi. Kirmizi renk ile boyali aminoasitler substrat
baglanma cebini olusturan, sar1 renk ile boyali amino asitler katalitik etkinlikte
rol oynayan amino asitlerdir (Faiz vd., 2011).

Sekil 9. PCR iiriinlerinin  %]1°lik agaroz jel elektroforezindeki
gorlintiisii. 1. Standart, 2. Kontrol, 3. H99Q i¢cin PCR
iriinti,4. V184T i¢in PCR firiinii, 5. D102N i¢in PCR
tirlind, 6. H99Q/D102N i¢in PCR iiriinii

Elde edilen PCR firiinleri ayr1 ayr1 PCR saflastirma kiti kullanilarak Agaroz jelden
saflagtirildi.  Kalip olarak kullanilan vektorii ortamdan uzaklastirmak amaciyla,
saflastirilmis PCR {irtinleri, Dpnl enzimi ile uygun sartlar altinda kesildi. Mutant vektorler,

CaCl, transformasyon metodu ile E. coli DH50 konakg¢: hiicresine aktarildi. Kanamisin
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ihtiva eden LB agar besiyerine ekilerek, biiyiitiilen kolonilerden her bir mutasyon i¢in
plazmit izolasyonu yapild1 ve izole edilen plazmitler, ilgili mutasyonlarin olup olmadigini
arastirmak icin sira analizi yapilmak tlizere Macrogen Inc. (Giiney Kore)’ye gonderildi.
Gelen DNA sira analizi sonuglarinin incelenmesi neticesinde beklenen mutasyonlarin

gerceklestigi tespit edildi (TKAGIM1, TK4GIM2, TK4GIM3 ve TK4GIM4) (Sekil 10).

TK4GI AGNMIRPWNKYSGMDLAKVRVEAAFEFFEKLNDPFVCFHDVIIAPEGETLKETYKNLDII 120
TK4GIM1 AGNMIRPWNKYSGMDLAKVRVEAAFEFFEKLNDPFVCFQDVDIAPEGETLKETYKNLDII 120
TK4GIM2 AGNMIRPWNKYSGMDLAKVRVEAAFEFFEKLNDPFVCFHDVDIAPEGETLKETYKNLDITI 120
TK4GIM3 AGNMIRPWNKYSGMDLAKVRVEAAFEFFEKLNDPFVCFHDVNIAPEGETLKETYKNLDII 120
TK4GIM4 AGNMIRPWNKYSGMDLAKVRVEAAFEFFEKLNDPFVCFQDVNIAPEGETLKETYKNLDITI 120

KA AR AR A AR A A A A KR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR A AR ek ke Ah A A XA A A A XA A XA Xk KK

TK4GI ENYVFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFLIEPKPKEPTKHQ 240
TK4GIM1 ENYVFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFLIEPKPKEPTKHQ 240
TK4GIM2 ENYTFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFLIEPKPKEPTKHQ 240
TK4GIM3 ENYVFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFLIEPKPKEPTKHQ 240
TK4GIM4 ENYVFWGGREGYETLLNTDMKLELDNLARFLHMAVDYAKEIGFDGQFLIEPKPKEPTKHQ 240

KEK AR KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A A A AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR Ak Rk kK

Sekil 10. TK4GI, TK4GIM1, TK4GIM2, TK4GIM3 ve TK4GIM4 proteinlerinin
aminoasit siralarinin karsilagtirilmasi. Sar1 renk H99Q), yesil renk V184T ve
pembe renk D102N mutasyonudur. “*” Ayni1 amino asit birimlerini, “.”” ve
“” benzer amino asit birimlerini ifade etmektedirler

3.3. Mutant Genlerin Ekspresyonu ve Proteinlerin Saflastiriimasi

Mutasyon islemlerinin olumlu bir sekilde gerceklestiginin tespit edilmesinin
ardindan, elde edilen mutant proteinlerin (TK4GIM1, TK4GIM2, TK4GIM3 ve
TK4GIM4) karakterizasyon c¢alismalarina baslanabilmesi igin, mutant genler, E. coli
BL21(DE3)pLysE konak¢i hiicresine aktarildi ve indiikleme igin gerekli islemlerden
gecirilerek elde edilen proteinler, “MagneHis Protein Purification System (Promega)”

kullanilarak saflastirildi.

3.4. Mutant Enzimlerin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.4.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein ekspresyonu ve saflagtirma isleminin dogrulanmasi, TK4GIl ve mutant

enzimlerin yaklasik molekil agirlig1 ve farkl alt birimler igerip igermedigi sodyum dodesil
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siilfat (SDS) jel elektroforezi ile tespit edilmistir. Yaklasik 35 pg protein %12’lik
SDS-PAGE jeline yiiklenerek elektroforez yapildi. Elektroforez jelinin Coomassie Brilliant
Blue R250 ile boyanip fazla boyanin uzaklastirilmasi sonucunda proteinlerin ekspres
edildigi ve kullanilan kit ile etkili bir bigimde saflastirildig: tespit edildi (Sekil 11). Ayrica
TKA4GI, TKAGIM1, TK4GIM2, TK4GIM3 ve TK4GIM4 enzimleri i¢in yaklasik 50 kDa
civarinda birer protein bandi gézlendi. Amino asit sirasi, baslama sinyalinden Onceki
polihistidin kuyrugu ve diger amino asitleri g6z 6niine alinarak yapilan teorik hesaplama
sonucunda (URL-3) TK4GI, TK4GIM2 ve TK4GIM3’iin molekiil agirliklar1 52,57 kDa
olarak bulunurken TK4GIM1 ve TK4GIM4 igin 52,56 kDa olarak bulunmustur.
Dolayisiyla teorik ve deneysel molekiil agirliklarinin birbirine olduk¢a yakin oldugu

goriilmektedir.

&

= o
15 16 17 18 19 20

Sekil 11. %12’lik SDS-PAGE elektroforezi. M: Molekiiler agirlik standartlar, 1: TK4GI
genini igeren indiiklenmemis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS hiicre i¢i
oziti, 2: TK4GI genini igeren 3 saat indikklenmis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysS hiicre ici 6ziitii, 3: Indiiklenmeden sonra elde edilen dziitiin 1s1
sok sonrasi durumu, 4: Saf TK4GI, 5: TK4GIMI1 genini igeren indiikklenmemis
rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysE hiicre i¢i 6ziiti, 6: TK4GIM1 genini
iceren 3 saat indiiklenmis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysE hiicre i¢i 6ziit,
7: Indiiklenmeden sonra elde edilen 6ziitiin 1s1 sok sonrasi durumu, 8: Saf
TK4GIM1, 9: TK4GIM2 genini igeren indiikklenmemis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysE hiicre i¢i 6ziitli, 10: TK4GI genini igeren 3 saat indiiklenmis
rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysE hiicre i¢i 6ziitii, 11: indiiklenmeden sonra
elde edilen 6ziitiin 1s1 sok sonrasi durumu, 12: Saf TK4GIM2, 13: TK4GIM3
genini igeren indiikklenmemis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysE hiicre igi
ozitli, 14: TK4GIM3 genini igeren 3 saat indiiklenmis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysE hiicre igi dziitii, 15: indiiklenmeden sonra elde edilen &ziitiin
1s1 sok sonrast durumu, 16: Saf TK4GIM3, 17: TK4GIM4 genini igeren
indiikklenmemis rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysE hiicre i¢i Oziiti, 18:
TKA4GIM4 genini igeren 3 saat indiklenmis rekombinant E. coli
BL21(DE3)pLysE hiicre igi ziitii, 19: indiiklenmeden sonra elde edilen &ziitiin
151 sok sonrasi durumu, 20: Saf TK4GIM4
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3.4.2. Optimum pH’min Belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisini incelemek amaciyla 50 mM Asetat
(pH 4,5-5,5) ve 50 mM MOPS (pH 6,0-8,0) tamponlar1 kullanilarak bir seri aktivite
Olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglar grafige gecirildi ve TK4GI enziminin optimum
pH’s1 7,5 iken TK4GIM1, TKAGIM3 ve TKAGIM4 mutant enzimlerin optimum pH’lar
6,0 fakat TK4GIM2 mutant enziminin optimum pH’s1 ise 6,5 olarak gozlendi. Ayrica
TK4GIM1, TK4GIM3 ve TK4GIM4’in pH 5,5 ve 6,5, TK4GIM2 nin ise pH 6,0 ve
7,0’daki aktivilerine bakildiginda, %75 ile %90 arasinda degisiklik gosterdigi goriilmiistiir
(Sekil 12).

110 - —— TKA4GI
100 —%—TK4GIM1
| —a— TK4GIM2
90 - —a—TK4GIM3
80 | —e— TK4GIM4
]
£ 0]
=
< 60 -
o 50 -
&
40 -
NS
30 -
20 -
10 A
0 T T T T T T T T 1
4,0 45 50 55 6,0 6,5 7.0 75 8,0 85
pH

Sekil 12. TK4GI ve mutant enzimlerin aktiviteleri {izerine pH’nin etkisi

3.4.3. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Aktivite lizerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla, her bir enzimin optimum pH
degerinde 5 °C’ lik artislarla birlikte 60-95 °C arasindaki sicakliklarda aktivite tayinleri
yapildi ve optimum sicakliklar belirlendi. Elde edilen sonuglarin grafige gegirilmesi
neticesinde, TK4GI enzimin optimum sicakligi 80 °C iken TK4GIM1, TK4GIM2,
TK4GIM3 ve TK4AGIM4 mutant enzimlerinin optimum sicakliklari 85 °C olarak belirlendi.
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Ayrica mutant enzimlerin 80 ve 90 °C’de gosterdikleri aktivite degerleri %75 ile %95
arasinda degisiklik gostermekte olup TKAGIM1 enziminin 95 °C’deki aktivitesinin %85
oldugu goriilmiistiir (Sekil 13).

110 - —o— TKA4GI
—¥—TKA4GIM1
100 A —— TKAGIM2
90 - —=— TK4GIM3
—eo— TK4GIM4
80
]
£ 70
< 60 -
ah 50 -
2 40
X
°" 30
20 -
10 -
0 T T T T T T T 1
55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Sicaklik (°C)

Sekil 13. TK4GI ve mutant enzimlerin akviteleri lizerine sicakligin etkisi

3.4.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine protein miktarinin etkisini incelemek {izere substrat
konsantrasyonu sabit tutularak farkli protein konsantrasyonlarinda reaksiyon karigimlari
hazirlandi. Reaksiyon karigimlarinda, 0,1-3 mg/mL son konsantrasyonda protein igerecek
sekilde enzim ¢ozeltileri kullanilarak aktivite tayinleri yapildi. Olgiilen aktivite degerlerine
kars1 protein konsantrasyon degerleri grafige gecirildi. Sekil 14’den de goriildigii gibi
100 mM glukoz substrati varhiginda hem TK4Gl hem de TK4GIM1, TKAGIM2 ve
TK4GIM4’de optimum protein konsantrasyonu 2,0 mg/mL olarak belirlenirken,
TK4GIM3’de bu deger 1,5 mg/mL olarak bulundu.
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Sekil 14. Enzim aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi




3.4.5. Baz1 Kinetik Parametrelerin incelenmesi
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Sekil 15. TK4AGI ve mutant enzimlerin Lineweaver-Burk grafikleri
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Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaci ile daha
onceden belirlenen optimum sartlarda ve sabit protein konsantrasyonunda farkli substrat
konsantrasyonlar1 kullanilarak aktivite tayini gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerden
Lineweaver-Burk (Sekil 15) grafikleri ¢izilmistir. Grafiklerden yola ¢ikarak elde edilen Ky,
ve Vmaks degerleri tablo haline getirilmistir (Tablo 11).

Tablo 11. TK4GI ve mutant proteinlerin kinetik parametrelerinin karsilastirilmasi

Enzim Kmn (MM) Vmaks (U/Mg protein)
TKAGI 39,03 0,66
TK4GIM1 172,56 0,33
TKAGIM2 75,63 0,26
TK4GIM3 124,68 0,15
TK4GIM4 165,45 0,17

3.4.6. Enzimin pH Kararhhginin incelenmesi

Enzimlerin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, saf enzim eluatlari, 1:1 oraninda,
derisimi 50 mM olan pH 6,0 ve 7,5 MOPS tamponlar ile karigtirildi. Enzim-tampon
karisimlar1 4 ve 80 °C’de 1-15 giin boyunca bekletildikten sonra optimum sartlar altinda
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Kalan aktiviteler, herhangi bir 6n inkiibasyon islemi
uygulanmamis enzimlerin uygun sartlarda belirlenen aktivite degerleri ile karsilastirilarak
hesaplandi. Daha sonra inkiibasyon zamanina karsi1 %kalan aktiviteler grafige gecirilmistir
(Sekil 16-19). 4 °C’de, besinci giiniin sonunda pH 6,0’a nazaran pH 7,5’deki kalan
aktivitelerin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. En dramatik azalis pH 6,0’da TK4GI’da
goriiliirken, her iki pH degeri i¢in mutant enzimlerin aktivitelerinde %20-50 arasinda
kayiplar yagsandig: tespit edilmistir. On besinci giiniin sonunda ise pH 6,0’da TK4GI ve
TK4GIM1’in aktivitesi neredeyse sifira ulagsmigken, TK4GIM3 aktivitesinin %50’sini
koruyabilmistir. pH 7,5’de TK4GIM1 ve TK4GIM2 aktivitelerinin %30’unu gosterirken,
en az kayip %30 ile TK4GIM3’de gozlenmistir. 80 °C’de birinci saatin sonunda her iki
pH’da da en yiiksek aktiviteyi TK4GIM1, en diisiik aktiviteyi TK4GI gostermistir. Besinci
saatin sonunda kalan aktivitelere bakildiginda ise pH 7,5’de %60 ile en yiiksek degeri
TK4GIM1’in, pH 6,0’da %20 ile TK4GIM1 TK4GIM2 ve TK4GIM3’iin gosterdigi

gorilmektedir.
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Sekil 16. pH 7,5 ve 4 °C’deki pH kararlilik egrisi
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Sekil 17. pH 7,5 ve 80 °C’deki pH kararlilik egrisi
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Sekil 18. pH 6,0 ve 4 °C’deki pH kararlilik egrisi
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Sekil 19. pH 6,0 ve 80 °C’deki pH kararlilik egrisi

3.4.7. Enzimin Isil Kararhhginin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligi, MOPS tamponu (50 mM, pH 6.,5) icindeki saf enzimin 4 ve
80 °C’lerde farkli zaman araliklar1 boyunca bekletilmesi ve bu siirelerin sonunda, gerekli
islemlerden sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinlerinin gergeklestirilmesi ile
incelendi. Is1 ile hi¢ muamele edilmemis enzimin aktivitesi %100 olarak kabul edilerek,

bekletilen enzimlerin %kalan aktiviteleri hesaplandi ve zaman-%Kalan aktivite grafleri
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cizildi (Sekil 20-21). 80 °C’de TK4GI, TK4GIM1 ve TK4GIM3’iin aktiviteleri birinci
saatte %60’1n1, TK4GIM4 aktivitesinin %50’sini korurken bu oran TK4GIM2 i¢in %30
olarak belirlenmistir. 4 saatin sonunda ise aktivitelerin %80 oraninda azaldig1 belirlendi.
4 °C’de on bes giinliik periyot sonunda kalan aktiviteler su sekildedir; TK4GI igin %30,
TK4GIMI i¢in %40, TK4GIM?2 i¢in %70, TK4GIM3 i¢in %35 ve TK4GIM4 i¢in %50. 60
giinliik zaman diliminden sonra TK4GIM3 ve TK4GIM4’iin aktivitelerinde %10’luk bir

azalma goriilmesine karsin diger enzimlerin aktivitelerini aynmi oranda koruduklar

anlagilmistir.
110 80 °C —— TKAGI
100 —¥—TK4GIM1
90 ~ —— TK4GIM2
3 80 A —a—TKA4GIM3
= —o— TK4GIM4
= 70 .
® 60 -
& 50 A
$ 40 -
X 30 -
20 ~
10 ~
0 T T T T
0 1 2 3 4
Zaman (saat)
Sekil 20. 80 °C’deki 1s1l kararlilik egrisi
110 4°C —o— TKA4GI
100 —=—TK4GIM1
9 —a— TKAGIM2
2 80 - —8—TK4GIM3
= —o— TKA4GIM4
=S 70 4
® 60 - A
& 50 -
© |/
4 4
] —
o —— —0
20 ~
10 A
0 T T T T T T
0 10 20 30 .. 40 50 60
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Sekil 21. 4 °C’deki 1s1] kararlilik egrisi
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3.4.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal Iyonlarinin Etkisi

Tablo 12. Baz1 metal iyonlarinin enzim aktivitesi {izerine etkisi

TKA4GI TK4GIM1 TK4GIM2 TK4GIM3 TK4GIM4

Metal %Kalan aktivite | %Kalan aktivite | %Kalan aktivite | %oKalan aktivite | %0Kalan aktivite

Iyonu

ImM | 5mM [ 1mM | 5mM | I1mM | 5mM | 1mM | 5mM | 1 mM | 5mM

Yok 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

ca** 75 65 141 81 60 300 151 161 77 108

Co* 310 450 450 145 690 510 694 833 571 476

cu® 117 125 75 344 430 730 833 1111 875 1619

Li* 101 127 130 69 10 250 36 133 36 105

Mg** 120 169 57 89 20 470 297 481 170 363

Mn?* 150 240 207 257 680 890 446 619 827 1162

Na* 87 63 239 165 20 10 72 131 97 86

Ni** 125 110 75 194 70 270 249 599 106 747

Zn** 83 110 80 125 70 450 271 617 181 463

Gl aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile Na®, Li",
Mn2+, Mg2+, Zn2+, Cu2+, C02+, Ni%+ ve Ca" iyonlarmin kloriir tuzlar1 kullanildi. Reaksiyon
karisimindaki metal iyonlarinin son konsantrasyonlar1 1 mM ve 5 mM olacak sekilde
diizenlendi ve optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Metal iyonu igermeyen
karigimin aktivitesi %100 olarak kabul edildi ve iyon varligindaki aktivite %kalan aktivite
olarak hesaplanarak tablo haline getirildi (Tablo 12). Tabloda goriildiigii gibi TK4GI
enzimi aktivitesi, 1 ve 5 mM metal konsantrasyonu varliginda Na* ve Ca?* harig artmistur.
TK4GIM1 mutant proteininin metal iyonlar1 varliginda davranisini inceleyecek olursak,
Co*, Na', Ca** ve Li* metal iyonlarinin derigimi arttirildiginda farkli oranlarda aktivite

kayiplari olmustur. TK4GIM2 aktivitesi, 1 mM nihai konsantrasyonda Na*, Li", Mg?* ve
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Zn?* iyonlar varliginda oldukga diisiik iken konsantrasyon arttirildiginda Na* metali harig
diger aktivitelerde 6nemli 6l¢iide artiglar gézlenmistir. TK4GIM3 aktivitesi sadece 1 mM
Na’ ve Li* varliginda diisiis gostermistir. Bunun yaninda aktivitenin, 5 mM Co?** ve Cu®
iyonlarmin varhigindaki artist  oldukg¢a fazladir. TK4GIM4 aktivitesinde, diisiik
konsantrasyondaki Na*, Ca* ve Li" iyonlar1 varliginda, azalis gozlemlenirken, yiiksek Cu®*
ve Mn®* konsantrasyonunda muazzam bir artma, Na* varliginda azalma ve Ca*" ve Li"
varhiginda ise kayda deger bir farklilik olmadigi goézlemlenmistir. TK4GIM3
mutasyonunda hafif bir artis gézlenmesine ragmen, diger mutant enzimlerin aktivitelerinde

Co”" iyonunun konsantrasyonunun artmasiyla kayiplarin meydana geldigi gozlemlenmistir.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Endiistriyel alanda 6zellikle gida sektoriinde; daha verimli, daha uzun bir yarilanma
omriine sahip, daha yiiksek sicaklik ve daha diisiik pH degerlerinde calisabilen glukoz
izomeraz (GI)’lara ihtiyag duyulmus ve bundan dolayr giiniimiize kadar birgok asidik ve
termofilik karakterli bakterinin GI geni tlizerinde ¢alismalar yapilmistir. Bugiin dahi istenen
Ozelliklere sahip GI’lara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Bugiin giiniimiizde hali hazirda kullanilan endiistriyel GI’lardan biiyiik bir ¢cogunlugu
mutasyonlarla gelistirilmiglerdir. Bu ¢alisma kapsaminda da rekombinant Geobacillus
caldoxylosilyticus TK4 glukoz izomeraz (TKA4GI)’inin endiistriyel olarak daha ¢ok arzu
edilen bir enzim haline getirebilmesi i¢in mutasyonlarla gelistirilmesi amaglandi. Genel
olarak bundan onceki bir¢ok caligmada yapildigi gibi birkag temel unsur iizerinde
durulmustur. Bunlardan birincisi enzimin katalitik etkinligini arttirmak yani, daha diisiik
Km degerine ve daha yiiksek Vimax degerine sahip bir enzim olusturmak, ikincisi ise 1sil
kararlilig: yiiksek, yiiksek sicaklik ve diisiik pH’larda optimum aktivite gosteren bir enzim
meydana getirmektir. Literatiirde mevcut olan mutasyonlar géz oniinde bulundurularak
H99Q, V184T, DI102N ve H99Q/D102N mutasyonlar1 yapildi ve mutant enzimler
saflastirilip karakterize edilerek 6zellikleri yaban tip rekombinant enzimle karsilastirildi.

SDS jel elektroforezi ile enzimin tek bir tiir alt birimden olustugu ortaya konuldu
(Sekil 11). SDS jel elektroforezi sonuglarina gore proteinin tek bant halinde olmasi,
enzimin tersiyer yapili veya homolog birden fazla alt birimin organizasyonu ile olustugunu
gosterir. Ekspres edilen rekombinant ve mutant proteinlerin alt birim molekiil agirlig
yaklasik olarak 50 kDa olarak hesaplandi. Amino asit sirasi, baslama sinyalinden 6nceki
polihistidin kuyrugu ve diger amino asitleri g6z oniine alinarak yapilan teorik hesaplama
sonucunda ise (URL-3) TK4GI, TK4GIM2 ve TK4GIM3’iin molekiil agirliklar1 52,57 kDa
olarak bulunurken TK4GIM1 ve TK4GIM4 i¢in 52,56 kDa olarak bulundu. Dolayisiyla
teorik ve deneysel molekiil agirliklarinin birbirine oldukga yakin oldugu goriilmektedir. Bu
deger Bifidobacterium adolescentis’ten klonlanan ve alt birim agirligi 53,0 kDa olan trimer
yapidaki Sinif II glukoz izomerazin molekiil agirligina olduk¢a yakin bir degerdir (Kawai
vd., 1994). Thermoanaerobacterium JW/SL-YS 489 (Liu vd., 1996) ve Anoxybacillus
gonensis G2" (Karaoglu vd., 2013) suslarindan klonlanan ve alt birim agirligi 50,0 kDa
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olan ve termofilik Bacillus sp. susundan saflastirilan ve alt birim agirligi 50,00 kDa olan
trimer yapidaki glukoz izomerazlarin varligi bildirilmistir (Chauthaiwale ve Rao, 1994).

Karakterizasyon c¢alismalari enzim aktivitesi iizerinden yapilmaktadir. Bu ¢alismada
enzim aktivitesi, reaksiyon sonucu agiga ¢ikan fruktoz miktarina gore belirlenmektedir.
Dolayist ile Gl enziminin karakterizasyonunun yapilabilmesi igin reaksiyon sonrasinda
aciga ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi gerekmektedir. Olusan fruktoz miktar1 Dische
ve Borenfreund’un (1951) gelistirdikleri sistein-karbozol-siilfirik asit metoduyla
belirlenmektedir. Ag¢iga ¢ikan fruktoz, bu reaksiyon sonrasinda, pembe-mor renkli bir
trtine dontismektedir. Bir ¢ozelti igerisindeki fruktoz miktar1 560 nm dalga boyunda
yapilan  spektroskopik  Ol¢iimler  sonrasi  olusturulan  fruktoz  standardindan
belirlenebilmektedir.

Yapilan optimum pH c¢alismalar1 sonucunda TK4GI’nin optimum pH degeri 7,5,
TK4GIM1, TK4GIM3 ve TK4GIM4 mutant enzimlerin optimum pH’lar1 6,0 ve TK4GIM2
mutant enziminin optimum pH’s1 ise 6,5 olarak bulunmustur (Sekil 12). Ayrica her bir
mutant enzimin optimum pH degeri genel olarak pH 5,5-7,0 arasinda bir omuz profili
olusturdugundan enzimlerin yiiksek aktivite gostererek c¢alisabilecegi pH araliginin
genisledigi gorilmiistiir. Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975), Thermus aquaticus
(Lehmacher ve Bisswanger, 1990) ve Thermoanaerobacterium sp. (Liu vd., 1996)’den elde
edilen yaban tip GI’lar ile Streptomyces sp. SK (Hlima vd., 2013) ve Anoxybacillus
gonensis G2" (Karaoglu vd., 2013)’den elde edilen yaban tip ve rekombinant GI’lari
haricindeki literatiirde gorebildigimiz diger GI’larin optimum pH degerleri 6,5’ten daha
yiiksektir. Bu 6zelligi ile enzimi birgok mikroorganizmanin GI’sina goére, daha asidik bir
ortamda caligabilir hale getirmek, yapilan mutasyonlar ile birlikte miimkiin olmustur. Buna
benzer calismalara literatiirde rastlamak miimkiindiir. Ornegin, Actinoplanes missouriensis
GI geni iizerinde yapilan mutasyon calismasi ile birlikte enzimin optimum pH’s1 7,3
(Mg®") ve 7,9 (Mn**)’dan 6,25’¢ inmistir (Van Tilbeurgh vd., 1992). Thermotoga
neapolitana XI geni iizerinde yapilan 3A2 (V185T/L282P) ve 1F1(V185T/L282P/F186S)
mutasyonlar1 sonucu enzimin pH 5,5’te gostermis oldugu aktivite pH 7,0’dekinden daha
yiiksektir (Sriprapundh vd., 2003). Streptomyces sp. SK GI geni iizerine yapilan W16H
mutasyonu ile enzimin optimum pH degeri 6,5’an 6,0’a diistirilmistiir (Hajer vd., 2014).

GI’'nin optimum sicakligi, genel olarak ¢esitli organizmalarda 60 ile 110 °C arasinda
degisiklik gostermektedir (Bhosale vd., 1996; Brown vd., 1993). Ornegin, sigir iskembesi

metagenomik kiitiphanesinden klonlanan ve Saccharomyces cerevisiae konak hiicresinde
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ekspres edilen XI'nin ¢alisma sicakligi 60 °C (Hou vd., 2016), Streptomyces sp. SK’dan
elde edilen yaban tip ve rekombinant GI’larin optimum ¢alisma sicakliklarinin sirasiyla 95
ve 85 °C oldugu tespit edilmistir (Hlima vd., 2013). Benzer sekilde Streptomyces sp.
(Inyang vd., 1995) ve Bacillus sp.(Chauthaiwale ve Rao, 1994)’den elde edilen yaban tip
ve Anoxybacillus gonensis G2' (Karaoglu vd., 2013)’den elde edilen yaban tip ve
rekombinant GI’larm optimum c¢alisma sicakliklarinin da 85 °C oldugu gosterilmistir.
Thermotoga neapolitana’dan elde edilen rekombinant GI’min ise optimum 95°C’de
calistig1 gosterilmistir (Hess vd., 1998). TK4GI iizerine yapilan mutasyon g¢alismalari
sonucu enzimin optimum sicakliginin 80 °C’den 85 °C’ye yiikseldigi goriilmistiir. Ayrica
80-90 °C’de mutant enzimler yiiksek aktivite gosterdiginden bu sicakliklarda da aktivite
tayininin yapilabilecegi tespit edilmistir. Ozellikle TK4GIM1 mutant enziminin gostermis
oldugu %85’lik bagil aktivite ile 95 °C’de de rahatlikla ¢alisilabilir oldugu anlasilmistir
(Sekil 13). Mutasyon islemleri ile sicaklikta degisikliklerin meydana geldigi benzer
caligmalar literatiirde de mevcuttur. Ornegin, Thermotoga neapolitana XI (TNXI) iizerine
yapilan Pro58Gln, Pro62Ala, Pro58Gln/Pro62Ala ve Trpl38Phe mutasyonlar: ile
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes XI (TTXI) iizerine yapilan Ala62Pro ve
GIn58Pro/Ala62Pro mutasyonlart enzimin optimum c¢aligsma sicakliginda ortalama 10 °’lik
bir azalmaya sebebiyet vermistir. Diger yandan TNXI iizerine yapilan Vall85Thr ve
Trpl38Phe/Vall85Thr mutasyonlar1 sonucu optimum sicaklikta 2°’lik bir artig
goriilmistiir (Sriprapundh vd., 2000). T. thermophilus XTI geni iizerinde yapilan F163L (M-
1024) ve E372G (M-1026) rastgele mutasyonlart sonucu enzimin optimum g¢alisma
sicakligr 5 °C artmistir (Lonn vd., 2002). Birkag istisna haricindeki diger GI’lar genel
olarak optimum 60 ile 80 °C arasinda aktivite gostermektedirler. Bu verilere dayanilarak,
85°C’lik optimum g¢alisma sicakligi ile yapilan mutasyonlarmn bu parametrede basarili
oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 13).

Yapilan kinetik incelemelerde, TKAGI’'nin glukoz i¢in disik Ky (39,03 mM)
degerine sahip oldugu, dolayisi ile enzimin glukoza olan ilgisinin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Sekil 15). Bu ilgiyi daha da arttirmak adina H99Q, V184T, D102N ve
H99Q/D102N, mutasyonlarin yapilmast planlanmistir. 184 nolu amino asit olan valin,
polar ve yiiksiiz karakterlerde olan treonin amino asidi ile yer degistirilmistir. Burada amag
substrat enzim kompleksi olusumunda substrata proton saglayabilecek yan zincirleri
substrat baglanma bolgesine ilave edilmesidir. 99 nolu pozitif yiikli histidin amino asidi ile

hidrofilik karakterli glutamin amino asidi ile yer degistirilmistir. Korunmus bolgede



59

bulunan ve H99 amino asidi ile etkilesimde olan 102 nolu aspartat amino asidinin, negatif
yiikii kaldirarak histidinin iyonlagmasini etkiledigi ve halka agilmasina katkida bulundugu
diistiniilmektedir. Halka agilmasin1 kolaylastirmak adina aspartat ile asparagin amino asidi
yer degistirilmistir. Sekil 15 ve Tablo 11 incelendiginde, yapilan mutasyonlar neticesinde
enzimin Ky, degeri artmis ve Vma degerinde azalma meydana gelmistir. Yani enzimin
katalitik etkinligi ve substrata duydugu ilgi azalmistir. Benzer sekilde sonuglanan
caligmalar literatiirde mevcuttur. Bu ¢alismada mutant enzimlerin Ky, ve Vi degerlerinde
beklenen sonuglar gozlenememis olmakla birlikte Tablo 13’den de goriuldigi gibi
literatiirde belirtilen bircok GI enzimine gore yine de daha yiiksek bir substrat ilgisine

sahip oldugu anlagilmaktadir.

Tablo 13. Cesitli mikroorganizmalara ait GI'nin glukoz igin Ky, degerleri

Mikroorganizma Kn (MM) | Vnax (U/mg protein) Kaynaklar
G. caldoxylosilyticus TK4 |
TKA4GI 39,03 0,66 Bu galigma
H99Q 172,56 0,33
V184T 75,63 0,26
D102N 124,68 0,15
H99Q/D102N 165,45 0,17
Streptomyces albus 86 123 (Sanchez ve Smiley, 1975)
Yaban tip '
Lactoba_cillus brevis 920 i (Yamanaka, 1975)
Yaban tip
Streptomyces olivochromogenes 250 5,33 (Suekane vd., 1978)
Bacillus stearothermophilus 220 5,96
Her ikiside yaban tip
TTXI Meng vd., 1991
Yaban tip 110 12,8 (Meng vd., 1991)
Actinoplanes missouriensis (Lambeir vd., 1992)
Yaban tip pH 290 -
Actinoplanes missouriensis i (Van Bastelaere vd., 1995)
Yaban tip pH 7,4 230
D57N mutant pH 7,3 250 i
Thermoanaerobacterium 120 6,3 (Liu vd., 1996)
saccharolyticum B6A-RI
Thermoanaerobacterium 130 6
strain JW/SL-YS 489
Her ikiside yaban tip
TNXI 1434 15,1 (Sriprapundh vd., 2000)
Yaban tip
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Tablo 13’iin devami

Anoxybacillus gonensis G2" (Karaoglu, 2010)
Rekombinant 138,37 40,51
V184T 247,69 59,08
H99Q 167,50 8,24

Acidothermus cellulolyticus (Mu vd., 2012)

Rekombinant 400 6.41
Streptomyces sp. SK (Hlima vd., 2013)
Yaban tip 368 30,3
Rekombinant 207 34,2

Rekombinant ve mutant enzimlerin pH kararliliklari, saf enzimin pH 6,0 ve 7,5’daki
tamponlar i¢inde 4 ve 80 °C’de farkli zaman araliklarinda inkiibasyona birakilmasiyla
incelendi. pH 7,5’deki kararliliklar1 incelersek, 4 °C’de besinci giiniin sonunda TK4GI
aktivitesinin %100’e yakinini1 korurken, TK4GIM1 %60 ve TK4GIM2, TK4GIM3 ve
TK4GIM4 ise %80’ine yakinini korumustur. Onbesinci giin sonunda TK4GI ve TK4GIM4
aktivitelerinin yaklasik %6011 gosterirken, TK4GIM3 %70, TK4GIM1 ve TK4GIM2
%40’1m1 koruyabilmistir (Sekil 16). Bu sonuclara bakilarak, pH 7,5 tamponunda ve 4 °C’de
TK4GIM1 ve TK4GIM2’nin TK4GI’dan daha az, TK4GIM3’iin %10 daha fazla ve
TK4GIM4’iin aym1 miktarda kararli olduklari ¢ikariminda bulunulabilir. Ayni1 pH’nin
80 °C’deki kararliliklarina bakildiginda ise birinci saatin sonunda TK4GIM1 aktivitesinin
tamamin1 korurken, TK4GI ve TK4GIM2 yaklasik %65, TK4GIM3 ve TK4GIM4 yaklasik
%70 aktivite gostermektedirler. Besinci saatin sonunda ise TK4GI, TK4GIM3 ve
TK4GIM4 proteinleri  aktivitelerinin neredeyse tamamini kaybederken, TK4GIM1
aktivitesinin yaklasik %65’ini, TK4GIM2 yaklasik %10’unu korumayi1 basarabilmistir
(Sekil 17). Burada ise 4 °C’de elde edilen sonuglarin tersini gérmek miimkiindiir. Elde
edilen mutant enzimlerin (TK4GIM3 ve TK4GIM4 hari¢) bu kosullarda ki kararliliklari
TKA4GI enziminden daha yiiksektir.

pH 6,0°daki kararliliklar1 incelersek 4 °C’de birinci giin sonunda TK4GIM1 ve
TK4GIM2 aktivitelerini korurken TK4GI enzim aktivitesinin %20’sini, TK4GIM3 ve
TK4GIM4 aktivitelerinin yaklasik %10 unu, kaybetmistir. 15 giinliikk periyot sonrasinda
TKA4GI aktivitesinin tamamini1 kaybederken TK4GIMI1’in %20, TK4GIM2’nin %40,
TK4GIM3’iin %50 ve TK4GIM4’iin %35°1ik aktivitelerinin geriye kaldigi anlasilmaktadir
(Sekil 18). Ayn1 pH’m 80 °C’deki kararliliklarina bakildiginda ise birinci saatten itibaren
aktivitelerde sabit bir diisiis gozlenmistir. Dordiincii saatte TK4GI ve TK4GIM4’iin
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aktivitelerinin tamamini kaybettigi goriilmiis olup, besinci saatte diger iic mutasyonun
aktivitelerinden geriye yaklasik %20’lik kismin kaldigir goriilmiistiir (Sekil 19). Bu
durumda, pH 6,0’da TK4GIM4 hari¢ diger mutant enzimlerin TK4GI’dan daha kararli
oldugu soylenebilir.

pH kararlilik parametresiyle ilgili literatiirde farkli alismalar mevcuttur. Ornegin;
Bifidobacterium adolescentis den elde edilen D-ksiloz izomeraz enzimi 8 °C’de 18 saat
stireyle pH’s1 6,0 ile 9,0 arasinda olan tamponlarda bekletilmis ve bu siire sonunda
aktivitesinin %70’ini korumustur (Kawai vd., 1994). Arthrobacter sp. B-5 hiicrelerinden
saflastirilan ve immobilize edilen GI enzimi, 80 °C’de pH 7,0-8,0 arasindaki tamponlarda
bekletildiginde birinci saat sonunda aktivitesinin %80’ini korudugu goriilmiistiir
(Sapunova vd., 2002). Acidothermus cellulolyticus 11B’den elde edilen rekombinant Gl
enzimi 80 °C’de pH’s1 6,0 ve 7,5 olan tamponlarda belirli bir siire bekletildiginde,
dordiince saatin sonunda aktivitesinin sirastyla %90 ve %70’ini korudugu gézlemlenmistir
(Mu vd., 2012). Anoxybacillus gonensis G2"’den klonlanan GI, 4 ve 80 °C’de farkh
pH’lardaki tamponlar icerisinde bekletilerek kararlilik ¢alismalar1 yapilmistir. 4°C’de,
onikinci giin sonunda ve pH 5,0-9,0 araliginda enzim aktivitesini %80-95 oraninda
korumustur. 80 °C’de ise 8 saatlik siire sonunda enzimin kalan aktivitesi pH 8,0 ve 9,0’da
en yiiksek degerde gozlemlenmistir (Karaoglu vd., 2013).

Bir enzimin pH kararliligi, onun ¢6zeltisi halinde ne kadar siire depolanabilecegi ve
reaksiyon pH’sinda yapisini ve aktivitesini ne kadar koruyabilecegini belirlemede nemli
bir parametredir. Bu bilgiden yola ¢ikarak yapilan mutasyon ¢aligmalarinin sonucunda her
iki pH degerinde ve 4 °C’de uzun siire enzimin saklanabilecegi, 80 °C’de ise kisith
zamanlarda calisilabilecegi anlagilmistir.

Enzimin 1s1l kararliligini belirlemek amaciyla, saf enzim eluatlar1 (50 mM pH 6,5
MOPS) 4 ve 80 °C’de farkli zaman araliklarinda inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, 80 °C’de birinci saatin sonunda hizli bir diisiis gozlenmis olup, TK4GIM?2
mutant proteininin kalan aktivitesinin diger dort proteinlere gore daha az oldugu, diger
mutant proteinlerin  kalan aktivitelerinin  %50-60 arasinda degiskenlik gosterdigi
goriilmiistiir. Dordiincii saatin sonunda kalan aktiviteler, TK4GIM1 ve TK4GIM3 i¢in
yaklasik %20, TK4GI, TK4GIM2 ve TK4GIM4 i¢in ise yaklasik %15 civarindadir (Sekil
20). 4 °C’de altmisinci giin sonunda kalan aktiviteler TK4GI i¢in %30, TK4GIM1 igin
%40, TK4GIM2 i¢in %60, TK4GIM3 i¢in %35 ve TK4GIM4 igin %50°dir. (Sekil 21). Bu

sonuglara bakildiginda yapilan mutasyonlarin enzimin depolama sicakligindaki
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kararliligmin belli bir miktar arttirdigi goriilmektedir. Literatiire bakildiginda ise bu
oranlarin  diisik oldugu anlasilmaktadir. Ornegin; Thermus aquaticus HB8
organizmasindan saflastirilan D-ksiloz izomeraz enziminin 4 °C’deki 1s1l kararliligina
bakildiginda kirkinci glin sonunda enzim aktivitesinin %100’iinii korudugu goriilmektedir
(Lehmacher ve Bisswanger, 1990).

Literatiir incelendiginde benzer sonuglarla karsilagilmaktadir. Liu ve arkadaglarinin
(1996) Thermoanaerobacterium strain JW/SL-Y'S 489’dan klonladiklar1 glukoz izomerazin
80 °C’deki 1s1] kararhilik ¢alismasinin besinci saatinin sonunda aktivitesinin %10 kadarini
korudugu gorilmiistiir. Streptomyces chibaensis J-59°den klonlanan glukoz izomeraz
enziminin 90 °C’deki 1s1l kararliligina bakildiginda ikinci saatin sonunda aktivitenin
%20’sinin kaldig1 goriilmektedir (Joo vd., 2005). Acidothermus cellulolyticus GI’s1
80 °C’de aktivitesinin % 20’sinin dordiincii saat sonunda koruyabilmistir (Mu vd., 2012).
Thermus thermophilus HB8 GI’s1 iizerinde yapilan mutasyon ¢alismalari sonucunda elde
edilen mutant proteinlerin 1s1l kararliliklar1 incelenmis ve diisiis gézlenmistir (Patel vd.,
2012). Streptomyces sp. SK Gl’s1 ve bundan elde edilen mutant proteinler iizerinde yapilan
kararlilik ¢aligmalar1 sonucunda, 85 °C’de ve 90 dk sonunda yaban tip Gl aktivitesinin
%40’ m1 korurken, mutant tiplerde bu oran %20 ile sinirli kalmistir (Hajer vd., 2014).

Bir¢ok enzim, etkinlik gosterebilmek i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyar. Metal iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarmna, yaptiklart bilesiklerde farkli
koordinasyon geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olmalar1 gibi sebeplerle,
proteinlerin farkli bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucu olarak da enzim aktivitesini
farkl sekilde etkileyebilirler (Bock vd., 1999; DiTusa vd., 2001). Saflastirilan enzimler
{izerine Na*, Li*, Mn?", Mg2+, Zn?*, Cu?*, Co?*, Ni%" ve Ca®" iyonlarmin etkisi 1 mM ve
5 mM nihai konsantrasyonlarda olacak sekilde incelendi (Tablo 12). TK4GI ve
TK4GIM3’iin aksine diger ii¢ mutant enzimin aktiviteleri Co®* iyonunun derisimi
arttirildiginda diisiis gostermektedir. Buna ragmen Co®" nin diisiik derisimlerinin bile elde
edilen enzimlerin aktivitesi {izerinde ne derece artisa sebebiyet verdigi tablodan
anlagilmaktadir. Benzer sonugalara literatiirde rastlamak miimkiindiir (Chauthaiwale ve
Rao, 1994; Kawai vd., 1994; Sukumar vd., 2013). TK4GI ve TK4GIMI i¢in Ca?* ve
TK4GI i¢in Ni?* haric literatiirde bulunan bazi sonuclarin aksine (Bucke, 1983; Karaoglu
vd., 2013; Mu vd., 2012; Smith vd., 1991) artan Zn**, Cu®*, Ni** ve Ca®" iyonlari derisimi
enzimleri inhibe etmemistir. Aksine aktivitelerini artirict yonde etki gostermistir (Lee vd.,

2015; Mu vd., 2012). Enzim aktivitesi lizerine +1 yiiklii iyonlarin etkisini incelemek iizere
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Na® ve Li* iyonlartyla calistlmistir. Na“™min diisiik derisimi TK4GIM1 aktivitesinin,
yiiksek derisimi ise TK4GIM3 aktivitesinin yiikselmesine neden olmustur. Diger
proteinlerin iizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu anlasilmistir. TK4AGIM1’in aksine
Li* iyon derisiminin artmasiyla diger proteinlerin aktivitelerinde yiikselme
gdzlemlenmistir. Cu** ve Mn®" iyonlarinin artan derisimi ile mutant proteinlerin aktiviteleri
lizerine yaptig1 etki yadsinamayacak kadar fazladir.

Elde edilen biitiin bu veriler géz oniine alindiginda, G. caldoxylosilyticus TK4 GI’s1
tizerinde yapilan 3 farkli bolge ve 1 cift spesifik mutasyonla enzimin optimum pH ve
sicakliginda beklenilen yonde iyilesmeler elde edilirken K, ve Vpma degerlerinde
hedeflenen amaca ulasilamamistir. Yapilan mutasyonlarla pH kararliliklarinda 6zellikle pH
7,5’te TKAGIM1 (80 °C’de) ve TKAGIM3 (4 °C’de) igin artislar meydana gelmekle
birlikte, pH 6,0°da her iki sicaklik ve tiim mutant enzimler i¢in rekombinant enzime gore
artiglar tespit edilmistir. Enzimin 1s1l kararlilig1 ise 6zellikle depolama sicakligi olan 4
°C’de bir miktar artmistir. Bunlara ilave olarak, mutant GI enzimlerinin yaban tip enzimle
karsilastirildiginda bazi metal iyonlarina karst daha direngli hale geldigi de rahatlikla

sOylenebilmektedir.



5. ONERILER

Bu ¢alisma kapsaminda rekombinant Geobacillus caldoxylosilyticus TK4 glukoz
izomeraz (TK4GI) 1 endiistriyel olarak daha potansiyel kullanima sahip bir enzim haline
getirilebilmek igin mutasyonlarla gelistirilmesi amaglanmis ve yapilan ¢alismalar
sonucunda elde edilen mutant ezimler karakterize edilmistir. Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde yapilan ¢alismalara ilave olarak yapilabilecek diger caligmalar
asagidaki gibi siralanabilir:

1) Jel filtrasyon veya diger bazi kromatografik tekniklerle dogal proteinin kiitlesi
belirlenip, alt birim sayis1 belirlenebilir.

2) Molekiiler modelleme ¢alismalariyla enzimde mutasyon yapilacak noktalari
seciminde bir basamak oOteye gidilebilir. Boylelikle Kp, ve Vinax ve reaksiyon sartlarindaki
1s1l kararliligr arttirmak i¢in enzimin 6zelliklerinde yapilmasi planlanan iyilestirmeler daha
detayli ele alinabilir.

3) Enzimin baz1 6zelliklerinde istenen yonde degisikliklerin ger¢eklesmesi igin bagka
mutasyonlar planlanip gerekli ¢alismalar siirdiirtilebilir.

4) Enzimlerin siirekli kullanilabilirliklerini ve kararliliklarini arttirmanin diger bir
yolu da immobilizasyon yontemidir. Bu nedenle, ileri bir ¢calisma ile rekombinant ve bazi

mutant enzimlerin immobilizasyonu incelenebilir.
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