KARADENIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIiM DALI

TERMOFILIK Geobacillus caldoxyloliticus TK4 SUSUNDAN GLUKOZ
IZOMERAZ GENININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE
KARAKTERIZASYONU

DOKTORA TEZi

Ozlem FAiZ

KASIM 2008
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

TERMOFILIK Geobacillus caldoxyloliticus TK4 SUSUNDAN GLUKOZ
IZOMERAZ GENiININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE
KARAKTERIZASYONU

Kimyager Ozlem FAIZ

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
"Doktora (Kimya)"
Unvam Verilmesi I¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstititye Verildigi Tarih : 11.11.2008
Tezin Savunma Tarihi :28.11.2008

Tez Danismam : Doc¢. Dr. Ahmet COLAK

Jiiri Uyesi : Doc. Dr. Murat KUCUK

Jiiri Uyesi : Yrd. Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
Jiiri Uyesi : Prof.Dr. Azmi TELEFONCU

Jiiri Uyesi : Prof.Dr. Nagihan Saglam ERTUNGA

Enstitii Miidiirii : Prof. Dr. Salih TERZIOGLU

Trabzon 2008



ONSOZ

Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus TK4) susundan glukoz
izomeraz enzimini kodlayan genin klonlanmas, ekspresyonu, saflastiriimast ve
karakterizasyonu amaciyla gerceklestirilen bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Edebiyat Fakiltess Kimya Bolimi Biyokimya Arastirma Laboratuarinda yapilip, Fen
Bilimleri Enstitisi Kimya Anabilim Dalinda“Doktora Tezi” olarak hazirlanmistir.

Doktoraya baslama heyecanimi ilk onunla tattigim, calismalannm ve akademik
hayatim boyunca destegini, hosgorisiinu ve bilgisini esirgemeyen danisman hocam, sayin
Doc. Dr. Ahmet COLAK’ aminnet ve stkranlarimi sunarim.

Bilimsal birikimlerini benden esirgemeyen sayin hocam Prof. Dr. Ali Osman
BELDUZ ve sayin hocam Yrd. Dog. Dr. Sabriye CANAKCI’ya, biyoloji bolimiindeki
arkadagim doktora 6 grencisi Hakan KARAOGL U’ natesekkiirlerimi sunuyorum.

Laboratuar ¢alismalarm sirasinda yardimlarini esirgemeyen Yrd. Dog. Dr. Nagihan
SAGLAM ERTUNGA'ya, Ars. Gor. Melek COL’a, Ars. Gor. Melike YILDIRIM'a, Ogr.
Gor. Y akup KOLCUOGL U’ na gok tesekkiir ediyorum.

Gerek calismalarim esnasinda gerek 6zel yasantimda, desteklerini her zaman
hi ssettiren anneme, babama ve kiz kardeslerime tesekkird bir borg bilirim.

Bu tez calismasi, aym zamanda, TUBITAK tarafindan desteklenen 106T696 no’lu
proje caismalarinin da bir kismun olusturmaktadir. Bu nedenle doktora calismalarimi

destekleyen TUBITAK ' a da sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ozlem FAiZ
Trabzon 2008
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OZET

TUBITAK 106T696 nolu proje tarafindan desteklenen bu calismada, Geobacillus
caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus TK4) susundan D-glukoz/D-ksiloz izomeraz
(GI) geni klonlandi, protein histidin kuyrugu (6xhis tag) ile Escherichia coli’ de ekspres
edildi ve enzimin bazi biyokimyasal Ozellikleri incelendi. Genomik DNA kituphanes
olusturularak ve invers polimeraz zincir reaksiyonu ile Gl geninin 1326 bc¢'lik tam DNA
arasi elde edildi. Bu sira amino asit sirasina (441 amino asit) cevrildikten sonra BLAST
programi kullanilarak diger organizmaardaki Gl’larla karsilastinlmasi sonucu yapildi.
Bunun sonucunda, calisilan enzimin Geobacillus stearothermophilus Gl'st amino asit
srasina % 97 oramnda benzerlik gosterdigi belirlendi. Gen, pET28a(+) vektorine
klonlandi ve protein, E.coli BL21(DE3)pLysS susunda N- ucunda bir histidin kuyrugu ile
ekspres edildi. Ekspres edilen protein nikel kolonu ile tek basamakta saflastirildi. SDS-
PAGE, enzimin ya tek bir at birim ya da aym molekil agirlhigina sahip birden fazla alt
birim igerdigini ortaya koydu. Histidin kuyrugu iceren proteinin alt birim agirligi 52,64
kDa, histidin kuyrugu icermeyen proteinin alt birim agirligi 50,18 kDa olarak hesaplandi.
Rekombinant proteinin bazi biyokimyasal ozellikleri spektrofotometrik olarak belirlendi.
Optimum GI aktivitesi, pH'in ve sicakligin bir fonksiyonu olarak, glukoz substrati
kullamlarak belirlendi. Enzimin optimum pH’st 6,5 olarak bulundu ve enzimin optimum
scakligi, 80 ° C olarak belirlendi. pH 4,0-9,0 araliginda, 4 °© C'de 15 gin bekletildikten
onra, rekombinant GI'min, oldukga kararlt oldugu gozlendi. Isil kararlilik egris
incelendiginde, enzim, aym stre 60 °C ve 70 °C’ de bekletildiginde, aktivitesini % 80’ nin
uzerinde korudu. Glukoz varliginda, rekombinant GlI'nin K, ve V,«s degerleri,
Lineweaver-Burk egrisi yardimiyla, sirasiyla, 20,58 mM ve 0,67 U/mg protein olarak
belirlendi. 5 mM’lik son konsatrasyonda, Co?*, Mg®* ve Mn?* varliginda enzim aktivites
kayda deger 6lclde artti.

Batun bu veriler, G. caldoxylolyticus TK4'ten klonlanan GI'nin diger GI’ lara benzer
Ozelliklere sahip oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Geobacillus caldoxylolyticus, Glukoz Izomeraz, Termofilik, His-
Tag, Karakterizasyon
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SUMMARY

Clonning, Expression and Characterization of Glucose Isomerase Gene From
Thermophilic Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Strain

In this study, supported by TUBITAK (Project number is 106T696), D-glucose/D-
xylose isomerase (Gl) gene of Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus
TK4) strain, was cloned, sequenced and expressed with 6x histidine Tag in Escherichia
coli and some biochemical properties of the recombinant enzyme were investigated. The
whole DNA sequence of GI gene consisting of 1326 bp was determined by constructing
genomic DNA library and performing inverse PCR. Sequence aligments were done by
using BLAST programme. The results indicated the amino acid sequence of Gl gene was
similar to Geobacillus stearothermophilus Gl in the ratio of 97%. The gene was cloned
into pET28a(+) vector and expressed with his-tag in E.coli BL21(DE3)pLysS strain. The
enzyme was purified in one step with nickel coloumn. SDS-PAGE showed that the
enzyme was composed of either one subunit or more than one subunit that have the same
molecular weight. The calculated subunit molecular weight of the protein and his-tagged
protein were 50.18 and 52.64 kDa, respectively. Some biochemical properties of the
recombinant protein were determined spectrophotometrically. The Gl activity as a function
of pH and temperature was determined using glucose as substrate. The optimum pH and
temperature of the enzyme were found to be 6.5 and 80 ° C, respectively. At the pH range
of 4.0-9.0, after 15 days incubation, the enzyme activity was stimulated. When
thermostability data were examined, it was seen that the enzyme nearly retained of its
origina activity after 3 hours incubation at 60 °C and 70 °C. In the presence of glucose as
substrate the Km and Vmas vValues of the recombinant enzyme were determined by
Lineweaver-Burk curve as 20.58 mM and 0.67 U/mg protein, respectively. It was seen that
the activity was highly stimulated in the presence of 5 mM Co?*, Mg®* and Mn?* .

All these data support that Gl cloned from Geobacillus caldoxylolyticus TK4 has
similar properties to other Gls.

Key Words: Geobacillus caldoxylolyticus, Glucose Isomerase, Thermophilic, HisTag,
Characterization
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, hicrelerde biyokimyasal reaksiyonlan katalizleyen, protein yapisindaki
molekdllerdir. Hicrelerde gcok dnemli metabolik gorevleri olan enzimler, cesitli amaglarla
kullanilmak Uzere guinltik ve ekonomik hayata girmistir (Wiseman, 1987).

Biyoteknolojinin endustriyel enzimler ileilgili alaninda enzim teknolojisinin giderek
gelismesi, Urtnlerin kullamm alanlarimin gesitliligi ve ekonomik degerlerinin ¢ok yuksek
olmas nedeniyle yapilan arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Enzimlerin endustriyel
kullamm alanlarina gore dagilimina bakildiginda, % 29'unun gida sektdrinde, % 15'inin
hayvan yemi sektoriinde, % 56’ snin ise genel teknik alanlarda kullanildigi goértulmektedir
(Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004). Son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen
rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim Uretimi blydk boyutlara ulasmus
ve kullamimi giderek yayginlasmustir (Gessesse, 1998).

Bugiin baslt basina bir endistri konusu olan enzimlerin, insanlar tarafindan ilk
kullammu antik donemlere kadar dayanmaktadir. O donemlerde enzimler peynir, mayali
ekmek, bira, sarap, sirke gibi gidalarin dretimi ile deri, civit ve keten islemede
kullanliyordu (Kirk vd., 2002).

Sicaklik, endustride vazgecgilmez bir unsurdur. Biyokatalizor olarak enzimlerin en
bilinen dezavantaji yuksek sicakliklarda bozunmalari ve dolayisyla aktivitelerini
kaybetmeleridir. Ancak bazi mikroorganizmalarin yiksek sicakliklarda biytyebilmesi; bu
sistemlerde mevcut enzim bilesenlerinin bu sicakliklarda bile yapilarnni korumalar ve
dolayisiyla aktivite gosterebilmelerinden kaynaklamir. Termofilik bakteriler bu ttrden,
scakliga dayanikli enzimleri iceren organizmalardir ve endustrilerde kullamilabilecek
potansiyel enzim kaynaklarimi olustururlar (Faiz, 2005). Bu enzimlerin termofilik
mikroorganizmalardan elde edilmesi ve 6zelliklerinin aragtiriimasi kugskusuz bu enzimlerin
kullamim alanlarim daha da genisletecektir.

Genetik calisgmalar, endistriyel enzim sektorini 6nemli Olclide etkilemeye devam
etmektedir. 1980’'lerde ana enzim sirketleri, secilmis enzimleri rekombinant yollarla
Uretmek icin arastirma programlan olusturmuslarcir. ilk rekombinant Griin 1980 lerin

ikinci yansndaelde edilmis olup, bugln ise endustriyel enzimlerin cogu rekombi nant DNA



teknolojis ile Uretilmektedir. Endustriyel enzimlerin rekombinant yollarla tretilmesinin,
rekombinant olmayan yollarla Uretilmesine gore bircok avantaji vardir. Bu avantgjlar su
sekilde siraanabilir;

e Bircok proteinin, dogal Uretimi tehlikeli ve patojenik tirlerden saglanmaktadhr.
Bu tlr organizmalardan, son Urlnune, insan sagligim etkileyecek toksik
kontaminantlar kansabilir. Toksik ya da patojenik olmayan organizmalarda
rekombinant tretim bu olumsuz etkiyi ortadan kaldirir.

e Dahaytksek ekspresyon seviyeleri elde edilir

e Uriin genelde daha yiiksek bagil saflik gosterir

e Ekonomik olarak ¢ekicidir

e Enzim, Ozedliklerinin protein muhendidligi ile degistiriimesine olanak saglar
(Walsh, 2002).

Hedef genin guclt bir promotor altina yerlestirilmesi rekombinant Grinin yiksek
seviyede ekspresyonu ile sonuclanir. Genelde toplam hicre proteininin % 20-30'u
civanndaki ekspresyon seviyesine ulasilmaktadir, ancak toplam hiicre proteinin % 50'sine
ulasan bir ekspresyon seviyes de birkag defa gozlenmistir. Hedef enzimin yiksek seviyede
rekombinant dretiminin dnemli ekonomik ve teknik avantajlan vardir;

e Fermantasyon hacimleri kucdltulebilir. Bu durum islem maliyetini dusUrdr.
Fermantasyon ya da islem hacminin kiglilmesi atik ve yan Urin miktarinm
dustrdr. Bu da hem maliyeti hem de bu istenmeyen Urtnlerin cevreye verdigi
zarar azaltir.

o Yiksek seviyede ekspresyon hedef proteinin ilk asamada daha saf bir sekilde
elde edilmesine olanak saglar (Walsh, 2002).

Degisik endustriyel alanlarda yaygin kullamm bulan enzimlerden bazilar1 sunlardhr:
proteolitik enzimler, amilolitik enzimler, glukoz izomeraz (Gl), pektolitik enzimler,
selUlazlar, galaktozidazlardir.

Gl olarak hilinen D-glukoz\ ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5), amilaz ve proteaz ile
birlikte diinyanin en yiiksek tongjl1 tg enziminden birisidir (Bhosale vd., 1996).

Gl; D-glukozun  D-fruktoza, D-ksilozun da D-ksiluloza  dontsimli
izomerizasyonunu katalizler (Sekil 1). Ksilozun ksiluloza donusimi curimis bitki
materyalleri Uzerinde yayihm gosteren saprofilik bakterilerin beslenme ihityaclarim
karsilamak icin kullandiklar bir yoldur. Ayrica bu reaksiyon hemiselilozun etanole

doénusmesine de yardimct olur.



a) CH,OH
(0] .
! D- Glukoz (Ksiloz) H HO /cu,on
H H - -
HO OH izomeraz HO H
H OH D- fruktoz
D- glukoz
b) H H 0 CHOH
i D- Glukoz (Ksiloz)
H ~ H HO /on
OH H -
o Y OH izomeraz
H OH HO _ H
D- ksiloz D- ksiluloz

Sekil 1. D-glukozun D-fruktoza, D- ksilozun da D- ksiluloza dontstmli
izomerizasyonu

Glukozun fruktoza izomerizasyonunun ticari 6nemi yuksek fruktoz icerikli misir
surubu  (=High Fructose Corn Syrup: HFCS) Uretiminin  saglanmasindan
kaynaklanmaktadir. 1976 yilina kadar yiyeceklerde tatlandirici ana madde olarak seker
kamist (% 60) ve seker pancarindan (% 30) elde edilen sukroz kulanilmaktaydi. Glukozun
fruktoza izomerizasyonunun kesfi ile giinimiz tatlandiricilarinin (fruktoz suruplarinin)
ortaya cikmas:t saglanmistir. Gl kullanarak HFCS Gretimi, ilk olarak Japonya da
gerceklestirilmistir. 1958 deki Kiba Devrimi’ nden sonra Amerika da ortaya ¢ikan sukroz
kaynagi sikintisini gidermek igin gare olarak HFCS uretimine basvurulmustur. O yillardan
gunumuize kadar Gl, en dnemli endistriyel enzimlerden biri olma 6zelligini strdirmektedir
(Bhosale vd., 1996).

1957 yilinda Marshall ve Kooi tarafindan Pseudomonas hydrophila’ dan izole edilen
enzimin glukoz izomerizasyon kapasitesinin kesfi, seker kamisindan tatlandirici Gretiminin
yerini HFCS Uretiminin almasnin baslangi¢ noktasi olmustur (Marshall ve Kooi, 1957).
FDA (2000)'e gore, fruktoz suruplary; % 42 veya % 55 fruktoz iceren tatli, besleyici
sakkarit karisimu olup, misir nisastast glukozunun glukoz izomeraz enzimi kullamlarak
fruktoza donUstirilmesi ile elde edilen bir Grinddr. Ayrica % 90 fruktoz iceren tglnci bir
tip de bulunmakta olup, dinyada snirli kullamma sahiptir (Bucke vd., 1983). Fruktoz
suruplari, tath (Dahl vd., 1994), disik viskozite ve daha az kristallenme gibi 6zellikleri
sebebiyle kullaniciya depolama ve tasimaislemleri sirasinda avanta) saglayan (Briggs vd.,

1984) cok fonksiyonlu drdnlerdir. Enzimin ilgisinin, ksiloza glukozdan 160 kat daha fazla



olmasna ragmen, sahip oldugu kapasite, enzimin ticari olarak 6nemli olmasina yetmistir.
Enzim Gretimi icin blydme ortaminda ksiloza ihtiya¢ duyulmustur, arsenatin varlig: ise
enzim dretimini arttirmigtr.

Enzimatik olarak glukozun izomerizasyonu, ilk kez endistriyel olarak 1957 yilinda
Amerika da Clinton Corn Processing Co. tarafindan basarnlmistir. 1974 yilina gelindiginde
immobilize edilmis GI, artik ticari olarak elde edilebilir hale getirilmistir. Gida
endustrisinde HFCS' ye olan talep her gegen gun artmis ve 1980’ e kadar bati diinyasinda
sekerlerle ugrasan tim blydk sirketler Gl teknolojisine basvurmaya baslamistir. 80'li
yillarin sonlarina dogru enzim, yiyecek endustrisinde en biytk marketlerde yerini almistir
(Amore vd., 1989). Sahip oldugu endistriyel onemden dolay: bugiine kadar bir ¢ok
organizmanmin Gl enzimi incelenmis (Batt vd., 1985; Callens vd., 1988) ve bir cok
bakterinin xyl4 (ksiloz izomeraz) geni Gen Bank’'taki yerini almistir (Armbruster vd.,
1973; Bengston vd., 1973; Albery ve Knowles, 1976; Barker, 1976; Barker vd., 1983;
Beck ve Warren, 1988; Carrell vd., 1984; Carrell vd., 1989; Gaikwad vd., 1992; Deraadt
vd., 1994).

HFCS Uretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen GI, immobilize edilmis bir
sekilde 55-65 °C'de pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullamlmaktadir (Drazic vd., 1980). Bu
sartlar altinda enzim ile % 40-42 oraninda fruktoz Uretilebilmektedir. Fakat endistriyel
uygulamal arda kullanilan HFCS de % 55 fruktoz igerigi aranmaktadir. Dolayis ile bu oran
kromatografik olarak % 55 seviyelerine getirilmektedir. Fakat bu islem Gretim maliyetini
arttrmaktadir (Bgjar vd., 1994). Sicakhigin artmasiyla fruktoz/glukoz denges fruktoz
tarafina kaymakta bdylece pahal1 olan kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir
(Dupreez vd., 1985; Amore vd., 1989). Bu ylUzden bu uygulamalarda ytksek sicakliklarda
calisan termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih edilmektedir
(Blacklow vd., 1988). Fakat yiksek pH degerlerinde yuksek sicaklik uygulamalari,
istenmeyen mannoz, psikoz ve diger asidik yan drtnlerin olusumuna sebep oldugu icin,
dustk pH degerlerinde calisan bir enzime ihtiyag duyulmaktacir (Bartfay, 1960). Bu
ihtiyaclardan dolay: bugiine kadar bircok termofilik ve asidik karakterli bakterilerin GI’s1
arastinlmigtr.

Enzimin katalizledigi diger bir reaksiyon olan ksilozun ksiluloza izomerizasyonu da
endistride kullanlabilecek bir 6zelliktir. Bakteriler, mayalar ve mantarlar tarafindan
fermente edilebilen lignoseltlotik biyokitlenin temel bileseni D-ksiloz' dur (Walfridsson

vd., 1996). Bakteriler, ksilozu kullanabilmek icin ilk asamada onu ksiluloza izomerize



ederler. Bu basamagi ksiloz izomeraz enzimi ile pentoz fosfat yoluna girmeden 6nce
gerceklestirirler. Yerylzindeki bitki biyokutlesinin neredeyse % 40’1 hemiselUlozdur ve
bircok mikroorganizma tek karbon kaynagi olarak hemiselllozu kullanarak bu
biyokitlenin Uzerinde yasar (Lama vd., 2001). Hicredisi enzimler polimerleri D-ksiloza
parcalarlar. D-ksiloz ise hiicre icine tasinarak D-ksiluloza izomerize edilir. Daha sonra
D-ksiluloz, D-ksiluloz-5-fosfat’a fosforile edilerek ya pentoz fosfat yoluna (Dekker ve
Richards, 1976) ya dafosfoketoz yoluna (Lamavd., 2001) girer.

Mevcut Gl'lar Uzerinde mutasyonlar meydana getirilerek, enzimin 0Ozelliklerinin
gelistirilmesi icin arastirmalar yapilmustir.  Bolgeye 06zglin mutasyonlarla cesitli
mikroorganizmalara ait birgok Gl igin, 1al kararliligin arttirilmasi, optimum pH degerinin
dustrdlmesi, substrat tercihinin degistirilmes saglanmis olup, ayrica ¢esitli amino asitlerin
molekil icerisindeki fonksiyonunun belirlenmesi ve alt Uniteler araandaki etkilesimlerin
ortaya akarlmasi yoninde bircok endistriyel ve bilimsel 6neme sahip caisma
gerceklestirilmistir (Amore vd., 1989). Ayrica Gl enzimi hakkindaki birgok bilgi
patentlendirilmistir.

1.2. Enzim Kaynagi Olarak Mikroorganizmalarin Tercih Edilmesi

Bircok rekombinant olmayan protein, mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir.
Bunlar genelde toksik ya da patojen olmayan, antibiyotik tretmeyen organizmalardir.
Mikroorganizmalar, kisa zamanda fazla miktarda enzim Uretimi sagladiklart igin ilgi
gormektedirler. Ayrica mikroorganizmalar bitki ve hayvanlara gére daha kolay genetik
manipulasyonlara tabii tutulabilirler. Endistriyel ©6neme sahip birgok enzim
mikroorganizmalar tarafindan hiicre distna salinmaktadir. BOylece enzim eldesi icin
hiicrenin parcalanmas na gerek kalmamaktacir (Walsh, 2002).

1.3. Termozimler

Dunya uUzerinde yasayan canlilari, bakteriler (Obakteriler), arkebakteriler ve
Okaryotlar (Woese vd., 1990) olmak (zere U¢c smf atinda toplamak mumkindr.
Bakteriler, havada, toprakta, suda yasayabilen comak, filament veya disk seklinde olan
mikroorganizmalardir. Bakteriler, yasayabildikleri sicaklik araliklarina gore sakrofiller,



mezofiller, termofiller ve hipertermofiller olmak Uzere dort ana gruba ayrilir. Sakrofiller
-10 °C'ye kadar olan sicakliklarda yasayabilirler ancak bunlann en iyi buyUyebildigi
scaklik 15 °C civandir. Mezofiller normal ortam sicakliginda (20-45 °C) buyuyebilir ve
insanlar icin patojen olan mikroorganizmalar bu gruba girerler. Termofiller ise 45-80 °C
arasindaki  sicakliklarda buyuyebilirler (Brock, 1985). Termofilik bakterilerin cogunu
Bacillus (Ash vd., 1991; Rainey vd., 1994) ve Thermus gibi iki esas cins olusturmaktadir.
Hipertermofiller ise 80 °C’ nin Uzerindeki sicakliklarda blydyebilirler.

Termofilik bakterilerin ¢ssitliligi cok az olmakla birlikte ¢esitliligin arttirilmasi
gerekmektedir. Genel olarak, bilinen termofilik bakteriler, mezofil ortamlara kolay bir
sekilde adapte olabilmektedirler. Bu nedenle, dinya Uzerinde yasayan tum bakterilerin
atalarimn termofilik bakteriler oldugu 6ne strilmektedir (Madigan vd., 2000). Termofilik
bakteriler tabii olarak kaplicalarda, tropik topraklarda, gubre yiginlarinda, gubreyi
olusturan diskilarda, ¢oplerde ve baz1 belli basl yerlerde bulunurlar.

Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem sartlarda Ornegin yiksek scakliklarda
yasamalart igin kazandiklart olagan dist kabiliyetler, bu organizmaann yapisal ve
fonksiyonel adaptasyonlarina dayanir. Termofillerin hiicre duvarinin yapi tasi olan doymus
yag aditleri, hicre icin hidrofobik bir cevre saglayarak yuksek sicakliga karsi bakteriye
direnclilik kazandirmaktadir (Herbert ve Sharp, 1992). Hipertermofillerin hiicre duvarinda
ise eterle baglanmig lipidler bulunmaktadir. Bu yapi, yiuksek sicakliga karsi yag asitlerine
oranladahafazladirenclilik saglamaktadir (De Rosavd., 1994).

Termofiller  tarafindan  Uretilen enzimler termozimler olarak  bilinirler
(termoenzimler) (Li vd., 2005). Termozimler biyoteknolojide kullanim agisindan oldukca
avantgjlidirlar. CunkU; 1s1 soku ile saflastirnimalan daha kolaydir, ¢ozticli ve guanidinyum
hidroklorir gibi denatire edici ganlara karsi daha dayaniklhidirlar, mikrobiyal
kontaminasyonlara daha az duyarlidirlar ve reaksiyon hizlart mezofil organizmalardan elde
edilen enzimlere (mezozimler) gore daha yuksektir.

Ekstrem cevrelerde yasayan mikroorganizmalar, diger mikroorganizmalarin
buylyemedigi veya cok az biyuyebildigi sartlarda bilytime kapasitesine sahip oldugundan,
cevre etkenleri ile mikrobiyal hayat arasindaki iliskilerin arastirilmasinda onemli bir
potansiyele sahiptir (Dulger, 2003). Termofilik organizmalan da igine alan ekstremofilik
organizmalar yuksek sicaklik, asiri pH, yiksek tuz konsantrasyonu ve yiksek basingli

ortamlarda yasamaya uyum saglamistir. Termofilik ve hipertermofilik organizmalardan



elde edilen enzimlerden bazilar, elde edildikleri organizmalar ve endustriyel kullanim

adanlan Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Bazi 6nemli termofilik ve hipertermofilik enzimlerin kaynaklar1 ve endistriyel
uygulama aanlan (Andrade vd., 1999; Vielle ve Zekus, 2001; Gomes ve

Stainer, 2004).
Enzim Opt. (féc::)akl k Kaynagi Uygulamalar: Alanlar
a-amilaz 70 Bacillus amyloliquefaciens Nisastanin hidrolizi
95-105 Bacillus licheniformis Nisastanin hidrolizi
70-80 Bacillus stearothermophilus Nisastanmn hidrolizi
100 Pyrococcus furiosus Nisastanin hidrolizi
100 Pyrococcus woesei Nisastanin hidrolizi
97 Pyrodictium abyssi Nisastanin hidrolizi
120 Methanococcus jannaschii Nisastanin hidrolizi
B-amilaz 75 Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes Maltoz Uretimi
95 Thermotoga maritima Maltoz Uretimi
Glukoamilaz 70 Clostridium thermosaccharolyticum Glukoz Uretimi
Pullulanaz 98 Pyrococcus furiosus Glukoz Uretimi
100 Pyrococcus woesi Glukoz Uretimi
75-85 Bacillus flavocaldarius Glukoz Uretimi
90 Thermotoga maritima Glukoz Uretimi
Glukoz izomeraz 80 Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes Fruktoz retimi
100-110  Thermotoga maritima Fruktoz Uretimi
Endoglukanaz 100 Pyrococcus furiosus Glukarn hidrolizi
Ksilanaz 100 Thermotoga p. Ksilanin hidrolizi
Meyve suyu sanayi
Kagit sanayi
Sellobiyohidrolaz 105 Thermotoga sp. Seltlozun hidrolizi
105 Thermotoga maritima Seltlozun hidrolizi
Kitinaz 80 Streptomyces thermoviolaceus Kitin hidrolizi
B-galaktozidaz 80 Thermotoga maritima Laktozsuz siit Uretimi
B-glukozidaz 102-105  Pyrococcus furiosus Glukokonjugat sentezi
B-ksilozidaz 75 Thermoanaerobacterium saccharolyticum Ksiloz Uretimi
Fitaz 70 Bacillus p. Fitatin hidrolizi
Keratinaz 80 Fervidobacterium pennavorans TlyUn hidrolizi
Proteaz S 85-95 Pyrococcus furiosus Protein hidrolizi
Serin Proteaz 20 Thermus Sp. Nukleik asit saflastirma
Esteraz 100 Pyrococcus furiosus Ester sentezi
Taq polimeraz 70 Thermus aquaticus PCR teknolojis




Mezofilik organizmalara ait proteinlerin tc boyutlu yapilan yuksek sicaklikta onemli
derecede bozunur. Son zamanlara kadar proteinlerin yiuksek sicakliga karsi kararli hale
gelmeleri Uzerinde bircok biyofiziksel calisma yapilmistir. Yapilan bu calismalarda,
proteinlerin 1aya kars1 direncli hale getirilmesinde 15 farkl fizikokimyasal faktorin etkili
oldugu ortaya cikarilmistir. Bu faktorlerden bazilan, hidrojen baglari, proteinlerin i¢
kissmlarindaki hidrofobik paketlenmeler, sarmal ikiz kutup kararlilig: ve tuz koprulerinin
en iyi sekilde kullanmmudir. Das ve Gerstein (2000) yaptiklart bir calismada, termofilik
organizmalarin hem genomik hem de o-sarmal yapilarinda mezofilik organizmalardan ¢ok
dahafazla yuklu at birimlere sahip olduklarini tespit etmislerdir. Ayrnca Haney vd. (1999)
yaptiklar1 c¢alismada termofilik Methanococcus jannaschii’den izole edilen 115 adet
termofilik protein ile mezofilik Methanococcus turlerindeki bu 115 adet proteinin
homologu olan protein siralarim  Karsilastirdilar.  Yaptiklan karsilastirma sonucunda,
termofilik proteinlerin daha fazla sayida alt birim icerdigi, alt birimlerde ¢okga hidrofobik
ve yuklt amino asitlere (6zellikle Glutamat, Arginin ve Lisin) ve daha az sayida da polar
amino asitlere sahip oldugunu tespit ettiler. Bu arastirmacilar proteinlerin 1aya karst
direncli hale gelebilmesi i¢in hidrofobik etkilesimler yamnda hidrojen, distlfir ve iyonik
baglardaki kicuk degismelerin meydana gelmesinin yeterli oldugunu 6nerdiler (Haney vd.,
1999). Yapilan bir calismada (Matsumura vd., 1984), kanamisin nukleotidiltransferaz
genindeki tek bir nikleotidin degismesinin, Uretilen proteinde tek bir aminoasidin
degismesine ve bdylece bakterinin isiya karst olan direngliliginin 10 °C kadar artmasina
sebep oldugu ortaya ¢ikarilmustir.

Enzim fonksiyonlari organizmamin buylime sicakligr tarafindan duzenlenir.
Mezozimler 20-40 °C arasinda en iyi sekilde calisir ve yiksek sicakliklarda denatiire
olurlar. Buna karsin termozimler de organizmanin buyuyebildigi sicaklikta en etkin sekilde
calisir ve denattirasyon bu sicaklik derecesinin ¢ok Uzerinde meydana gelir. Termofilik
enzimler mezofilik oraganizmalann yasadig: sicakliklarda sicakliklarda ¢ok yavas calisir
ve bu sicakliklarda ve donma durumunda ¢ok kararli bir sekilde bulunabilirler. (Koffler,
1957; Ameunxen ve Lins, 1968).

YUksek sicakliklarda gerceklesen reaksiyonlarin ilgi c¢ekici olmasamin temelinde,
asagida belirtilen sebepler bulunmaktadir.

e Reaksiyon hizimin artmasi

e Ortam viskozitesinin dismesi

e Substrat ¢ozinurlGginin artmast



e Kontaminasyon ihtimalinin dismesi (Brock vd., 1986).

Ayrica termofil ve hipertermofil enzimler sicakliga tabii tutularak daha kolay
saflagtirilabilmeleri gibi sebepler bulunmaktadir (Stetter, 1996).

lal kararliliktan baska, termofillerden elde edilen enzimlerin organik ¢dzlcii icinde
denatiirasyona karsi dayanikliliklar: onlarin sudaki 1sil kararliliklarn ile iliskilidir (Owusu
ve Cowan, 1989). Bu nedenle 1sil kararli enzimler sadece sulu ortamda degil, organik
ortamda da kullanmak icin ¢ekicidirler.

Enzimlerin endustriyel kullammlarim sinirlayan iki 6zellik; yiksek sicakliklarda
denatlire olmalar1 ve reaksiyonu katalizleyebilmeleri igin bir ¢dzlctye olan ihtiyaclaridir.
Bu ylzden, protein muhendidigi, enzimlerin ve rekombinant prateinlerin biyoteknolojide
genis bir alanda kullammlarinin saglanmasi agisindan oldukga 6nemlidir (Hao ve Berry,
2004). Terma denattrasyon genellikle iki sekilde izah edilebilir. Birincisi; disik
scakliklarda proteinin katlanmis formu ile katlanmamis formu arasindaki dengenin
katlanmamis form yoniine kaymas.. Ikincisi; yiksek scakliklarda tersinir olmayan
cokelmelerin  ve kovalent modifikasyonlarin olmasidir.  Termofilik organizmalar,
proteinlerin aktif konformasyonlarin yuksek sicakliklarda strdirerek bu problemin
Ustesinden gelirler. Yine de, enzimlerin termal kararlilik mekanizmalarimn tam olarak
anlasiilmas zordur. Cunku, bu mekanizmalar oldukca karisik ve fazladir (Arnold, 2001).

Termofilik ve mezofilik proteinlerin  amino asit siralanmin ve yapilarnnin
karsilastirlmas: sonucu termofilik proteinlerin, termal denatlrasyondan sakinmak icin
mezofilik homologlanindan farkli olarak bazi ilave yapisal 6zelliklere sahip olduklar
belirlenmistir (Vieille ve Zeikus, 2001). Yapilan calismalar, termofilik enzimlerin, bazi
amino asitleri tercih etmede, oncelik gosterdigini belirlemistir (Cambillau ve Claverie,
2000). Bu enzimler genellikle mezofilik benzerlerinden daha kisa yiizey loplarina sahiptir
(Wintrode vd., 2001) ve distlfur baglari, tuz koprileri ve metal koordinasyonu genel
olarak termal kararlilig1 saglamak icin kullanilir (Vieille ve Zeikus, 2001). Ayrica proteinin
icindeki hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglari termal kararlilik icin Onemli
etkilesimlerdir (Sauve ve Sygusch, 2001).

Kararl1 ikincil yap elementlerinin, calisilan proteinin icine dahil edilmes (Villegas
vd., 1996) veya termofilik enzim Uretmek icin dogal termofilik enzimlerin yapisinin taklit
edilmes ve termal kararlihgin arttirlmasi Gzerine yapilan calismalardan bazilari basarili
sonuglar vermistir. Ornegin, siklodekstrin glikoziltransferazin termal kararliligi tuz

koprulerinin katilimm ile artmaktaiken (Leemhuis vd., 2004) trioz fosfat izomerazin termal
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kararliligi amino asit igeriginin degistirilmes ile artmaktadir (Ahern vd., 1987). Bu
basarilara ragmen, protein muihendidiginin, calisilan enzimin tam ve kesin yapisa
bilgilerinin eksikliginden dogan bazi problemleri vardir. Homolog proteinlerin ¢oklu sira
karsilastirmalarindan elde edilen korunmus bir sramin, dogal proteinlerden daha fazla
termal kararlilik gosterdigi belirlenmis ve “korunmus icerik” olarak adlandirilan bu sira

yeni termal kararli proteinlerin Uretilmes igin kullanilmistir (Lehmann ve Wyss, 2001).

1.4. Endiistriyel Enzimlerin Uretim Kaynaklar

Tanimlanmis ve karakterize edilmis birkagc bin enzimden yaklagik 30 tanesi 1980
yilinda ticari olarak 0retilmekte ve kullamimakta iken, gunimizde bu rakam ikiye
katlanmustir ve her gegen yil sayilari daha da artmaktadir. Bu enzimler mikroorganizmalar,
bitkiler ve hayvanlar tarafindan Uretilmektedir. Endustrinin hemen her alarinda kullanilan
enzimler genellikle mikroorganizmal ardan elde edilmektedir bu enzimlerin yaklasik % 90’1
bu organizmalardan saglanmaktadir (Godfrey ve West, 1996). Bunun nedeni
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore
katalitik aktivitelerinin ¢ok yiksek olmalari, istenmeyen yan Urtin olusturmamalari, daha
stabil ve ucuz olmaar, fazla miktarda elde edilebilmeeridir (Wiseman, 1987). Enzim
uretiminde mikroorganizmalarin bu kadar yiksek bir paya sahip olmasi, Uretimi artirmak
icin modifiye edilmis mikroorganizmalarin kullanimini zorunlu hale getirmistir. Bu amagla
genetik muhendidligi teknikleri ile rekombinant suslar gelistirilmis ve enzim Uretiminde
kullanilmaya baslanmistir. Enzim Gretiminde Bacillus subtilis, Aspergillus niger ve
Aspergillus oryzae gibi mikroorganizmalar en yaygin kullamlan enzim kaynaklaricir
(Glazer ve Nikaido, 1995).

1.5. Glukoz izomeraz

Glukoz izomeraz (Gl) olarak da bilinen D-glukoz\ ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5), in
vivo ortamda ksilozun, daha sonra fosforillenerek pentoz fosfat yoluna transfer edilen
ksiluloza donusimini katalizler. Bu enzim cogunlukla bakterilerden izole edilmistir.
Bunun yaninda bitkilerden ve mantarlardan izole edilmis olanlara da rastlamak
mUmkundlr (Banerjee vd, 1994; Kristo vd., 1996; Harhangi vd., 2003).
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1.5.1. GI’nin Simflandirilmasi

Gl’lar1, buyuklUklerine, amino asit sirasi benzerliklerine, metal iyonu tercihlerine
gore Sinif | ve Sinif 11 olmak Uzere iki grup atinda toplamak mimkundur (Vangrysperre
vd., 1990). Sinif | GI'lar yaklasik 390 amino asitten olusup, ¢ogunlukla alt birim baglant:
noktalarinda degil de yuzeysel birimlerde birkag sekans farklilig:r ile baraber kendi
aradarninda yuksek homoloji gosterirler (Bhosale vd., 1996). Sinif |1 GI’lar, fazladan 45-55
amino asit birimi igerirler. Smf | GI'lar kendi ardarinda yuksek homoloji gostermenin
yannda benzer katalitik aktivite ve optimum sicaklik sergilerlerken, Sinif 11 GI’lar, genis
aralikta sekans homolojisi ve degisken aktivite ve optimum sicaklik sergilerler (Hartley
vd., 2000). Birinci grupta bulunan GI’larin, bu grup enzimlere Actinoplanes, Ampullariella
ve Streptomyces Gl’larn 6rnek verilebilir, N-Termina ucunda 30 ila 40 amino asitlik bir
fazlalik bulunmamaktadir ve bu enzimler birbirlerine amino asit dizilimi bakimindan
oldukca benzerdirler. B.subtilis ve E.coli enzimlerini de kapsayan ikinci grup Gl’lar boyle
bir amino asit eklentisine sahipler ve bu gruba dahil enzimlerin amino asit dizilimleri
birbirlerine az benzerler. Clostridium thermosulfurogenes, Lactobacillus pentosus ve
B. Subtilis Gl'lan baz yaklasgtk olarak 440 amino asitten meydana gdlirler.
S. violaceoniger, S. griseofuscus, A. missouriensis Ve Ampullariella spp. Gl’lar
birbirlerine amino asit ve baz dizilimi bakimindan benzerdir ve yaklasik 390 amino asitten
meydana gelmislerdir (Bhosale vd., 1996).

1.5.2. GI’nin Yapisi

Bircok Gl 45-50 kDa'luk 6zdes atbirimlerden olusan tetramer ya da dimer olarak
bulunur. Alt birimler birbirlerine kovalent olmayan etkilesimlerle baglidir ve at birimler
arasinda distlfur baglari bulunmamaktadir. Bunun yaninda, Bacillus sp. hicre dist GlI’si
gibi trimer olarak belirlenen GI’lar da mevcuttur (Bhosale vd., 1996). Her bir alt birim,
katalitik bolge, metal baglanma boélges ve C- ucu sarmal bolgesini iceren (a/B)gs- silindir ya
da TIM silindir bolgelerinden olusmaktadir (Hartley vd., 2000). Tetramer yapi, bir A-
B/B*-A* simetrisi olarak gosterilebilen iki 6zdes dimerden olusmaktadir  (Sekil 2). Ug
teorik dimer yapilanis1 yine Sekil 2’ 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).
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Tetramer Dimerler

W el
e

Yin-Yana

Sekil 2.. GI'min alt birim yapis. Tetramer ve kuramsal dimer yapilams. Kirmizi =
Altbirim A, Yesil = Altbirim B*, Mavi = Altbirim A*, Altbirim = Altbirim B
(Vieille ve Zeikus, 2001).

Sekil 3. Siif | ve Sinif 1l GI'larin yapilan. (A). Arthrobacter Smif | Gl, (B).
T. thermosulfurogenes Sinif I Gl, H = a-helices, NT = N- ucu, G = 3/10
helices CT = C- ucu, B =B-kiy1 (Hartley ve ark., 2000).

Bircok farkli GI'mn kristal yamst aydinlatilmustir (Sekil 3). Kristallendirilmis ilk
Gl'lar Sinf I’ e aitti ve bunlar Streptomyces rubiginosus, Arthrobacter B3728, Streptomyces
olivochromogenes, Actinoplanes missouriensis ve Streptomyces murinus’ten elde edilen

enzimlerdir. Daha sonra Bacillus  stearothermophilus, Thermoanaerobacterium
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thermosulfurigenes ve Thermotoga neapolitana'den elde edilen GI'larn  yapilar
aydinlatil mistir (Bhosale vd., 1996).

1.5.3. GI’nin Katalitik Mekanizmasi

Ilk zamanlar, GlI'lann, seker fosfat izomerazlara benzer bir sekilde endiol
mekanizmasi ile islev gordukleri sanilmaktayd: (Rose vd., 1969). Her iki enzimin de ayni
tersiyer yapi motifine sahip oldugu ve aktif bolgede benzer reaksiyonlar: katalizledigi
bilinmektedir (Sinnot, 1998).

Ancak sonradan iki enzimin birbirinden cok farkli oldugu belirlendi. Fosfat
izomerazlar1, herhangi bir kofaktére ihtiyag duymazken, Gl aktivitesi icin iki metal
kofaktor gerekmektedir. Gl, katalitik bolgede endiol mekanizmasi icin gerekli olan uygun
bir baz icermemektedir (Collyer ve Blow, 1990). Sonradan yapilan calismalar, enzimin
hidrir kaymas mekanizmasi ile calistigim gostermektedir (Sekil 4).

1.5.4. GI’nin Metal Iyonu Gereksinimi

GI'nin, aktivites ve kararlilig1 icin Mg®, Mn** ve Co*"’ya ya da bu iyonlann
kombinasyonlu kullanmmlarina ihtiya¢ duydugu uzun zamandir bilinmektedir. Mgz+ ve
Co™" aktivite icin zaruri olmalarina karsin fonksiyonlar: farklidir. Aktivator olarak Mgf*
iyonu, Co® iyonundan uUstiindir buna karsin, Co* enzimin kuarterner yapisnin
korunmasinda rol oynamaktadir (Bhosale vd., 1996).

ilk raporlar, Streptomyces enzimlerinin, Mg®* ve Co** iyonlarinin her ikisine ihtiyac
duydugunu gostermistir. Fakat 1972 yilinda yayinlanan bir patente gore Arthrobacter
turlerinden elde edilen enzimlerin sadece Mgz+’ yaihtiya¢ duyduklar: belirtilmistir. Su anda
tum bu enzimlerin benzer metal iyonu gereksinimleri oldugu sdylenebilir. Fakat aktivite ve
kararlilik, pH, scaklik, substrat ve diger iyonlara baglidir (Bhosale vd., 1996).

Streptomyces griseofuscus’tan elde edilen enzim icin Mg?"

nin en iyi aktivatér oldugu
fakat Co™" nin sicakliga ve asit direncine karsi en iyi dengeleyici oldugu bildirilmistir.
(Kasumi vd., 1982).

Genellikle kobalt, mezofilik Streptomyces turleri igin kullanilirken, termofilik turler

icin kullanlmaz. Gl uretimi yapilan fermentasyon ortamina Co®* iyonu ilavesinin
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azaltilmas,, Co*" 11 HFCS tilketiminin insan saghgina verdigi zarar ve harcanan besiyerinin
atilmasinin cevreye verdigi zarar dusinultince oldukca dnemli bir konudur.

Gl katalitik aktivitesi, Ag", Hg*", Cu*, Zn®*, Ni** ve Ca’" iyonlar: tarafindan cesitli
oranlarda inhibe olmaktadir (Bhosal e vd., 1996).

oH OH

OoH OH H H

Asp2ss

Sekil 4. Hidrir kaymasi mekanizmasi
1.5.5. Optimum Sicakhk ve pH

GI'mn optimum scakligi 60 °C ila 80° C arasinda degisiklik gostermektedir ve
optimum sicaklik Co** varliginda artar (URL-1, 2008).

Optimum pH, genellikle pH 7,0-9,0 arasindadir. Lactobacillus brevis 'ten izole edilen
Gl'mn optimum pH’1 6,0, Thermus aquaticus’ten elde edilen Gl optimum pH'1 ise 5,5
olarak belirlenmistir ve bu durum ticari uygulamalar icin arzu edilen bir 6zeliktir
(Yamanaka, 1975; Lehmbacher ve Bisswanger, 1990).
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1.5.6. GI’nin Substrat Spesifikligi

Fizyolojik substrati yaminda, Gl aktivitesi, farkli seker ve seker turevleri igin de test
edilmistir. GI’mn farkli mikroorganizmalardan elde edilmesine gore substrat spesifiklig
degisiklik gosterir, ancak enzim D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz, D-aloz ve 2-deoksiglukoz
gibi bir cok sekeri substrat olarak kullanabilir (Hausler ve Stutz, 2001). Enzimin
maksimum izomerizasyon gergeklestirdigi substratlar glukoz ve ksiloz gibi ekvatora
duzlemindeki 3. ve 4. karbonlarinda hidroksil grubu tasiyan substratlardir (Bhosae vd.,
1996).

Farkli mikroorganizmalarda ¢6zinmuis veya immobilize formda bulunan GI’larin
D-glukozu D-fruktoza donustirme orant % 26-59 araanda dagilim gosterir. Enzimin
K, degeri D-glukoz icin 0,249 mM ile 5800 mM arasinda, D-ksiloz i¢in 0,076 mM ile
89,4 mM arasinda dagilim gosterir (URL -1, 2008).

1.5.7. Cesitli Glukoz izomerazlarin Baz Sirasi ve Amino Asit Benzerligi

GlI'min yapisi ve islevi arasindaki iliskiyi agiklamak icin bir ¢ok organizmamn Xy/A
geni arastirtlhip baz dizilimleri birbirleriyle karsilastirilmustir. Birgok mikroorganizmadan
elde edilen GI'larin baz dizilimi ve amino asit dizilimi belirlenmis ve gen Gen Bank’taki
yerini almistir. Genel olarak 1siya duyarli ve direncli olmak tzere iki tip Gl bulunmaktadhr.
B. subtilis ve E. coli Gl'lar1 19| olarak kararsiz iken Streptomyces tirlerine ait Gl'lar ise
kararhdirlar (Lee vd., 1990; Lokman vd. 1991). Mezofilik ve termofilik organizmalardan
elde edilen GI’'larin amino asit icerikleri incelendiginde, aktif bolgede genel olarak D — E,
Q —» H ve G — P amino asit degisikliklerinin bulundugu goérulmustir (Volkin ve
Klibanov, 1983; Volkin ve Klibanov, 1989).

DNA'nin G+C icerigi ve fizyokimyasal 0Ozellikleri bakimindan Gl’lar, iki grup
atinda toplanirlar. Dort Streptomyces turl, Thermus thermophilus, Actinoplanes
missouriensis, Ampullariella Spp ve Arthrobacter Spp’ den elde edilen GI’ler yiksek G+C
icerigine sahipken U¢ Bacillus turl, Staphylococcus xylosus, iKi Lactobacillus turu, E.coli
ve Klebsiella pneumoniae’ ye ait Gl’lar ise dusik G+C icerigine sahiptirler. Streptomyces,
Bacillus ve E.coli'ye ait GlI'lar disik amino asit benzerligine sahip olmasina ragmen,
enzimin substrata baglanmasinda ve metal iyonlarina baglanmasinda rol oynayan amino

asitler oldukca korunmustur. Calisilan bitin GI’larda, enzimin aktif bolgesinde kararh bir
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yapimin olusmasinda rol oynayan bitisik glutamik asit ve prolin amino asitleri arasinda
gerceklesen cis peptid bagi oldukca korunmustur. Bu nedenledir ki bittin GI’larin aktif
bolgesindeki yap benzerdir (Bhosale vd., 1996).

1.5.8. GI Ureten Organizmalar

EndUstriyel uygulamalar i¢in bol miktarda enzim gereklidir. Bu nedenle, biyolojik
sistemlerden izole edilen bir enzimin endustriyel islemlerde kullanilabilmesi icin ihtiyag
duyulan enzimin nasil ve hangi kaynaktan elde edilecegi, verilecek ilk ve belki de en
Onemli karardir. Bu kaynaklarin ticari olarak kullanilabilmeleri, maliyetleri ve elde
edilebilme kolaylig gibi faktorlere ve biraz datoplumda kabul gérmelerine baglidir.

Gl, prokaryotik mikroorganizmalarda genis bir sekilde bulunmaktadir (Tablo 2).
Pseudomonas hydrophila’da bulunmasndan sonra bircok bakteri ve Actinomycetes
turinde Gl aktivites saptanmustir. Heterolaktik asidik bakterileri arasinda Lactobacillus
brevis'ten elde edilen GI, dustk pH degerlerinde aktif iken yiksek sicakliklarda kararli
degildir. Bu ylzden de ekonomik olarak bu mikroorganizmadan yararlanmak elverisli
degildir (Yamanaka, 1975).

Streptomyces glaucescens (Weber, 1976) ve S. flavogriseus (Chen vd., 1979)
turlerinden elde edilen GI'nin hiicre dis1 oldugu rapor edilmistir. Burada enzimin hticre
icerisinden disann salinmasinin, hiicre duvarimin gegirgenligindeki bir degisiklik ve
hiicrenin kismi lizisi ile meydana geldigi kabul edilmistir. Chainia sp. (Srinivasan vd.,
1983) ve akaotermofilik bir tlr olan Bacillus sp’den (Chauthaiwale ve Rao, 1994) elde
edilen hucre disi1 Gl'lar, jel filtrasyon, iyon degisim kromatografis ve preperatif
poliakrilamid jel elektroforezi gibi yaygin saflastirma teknikleri ile homojen bir sekilde
saflagtirnilmiglardir.  Streptomyces spp. turlerinin yani sira Bacillus tirleri de yuksek
miktarlarda Gl Oretmektedirler. Candida utilis (Wang vd., 1980) ve Candida boidinii
(Vongsuvanlert ve Tani, 1988) gibi birkag mayada da Gl'nin varligi tespit edilmistir.
Cimlenmis arpada (Bartfay, 1960) ve bugday tohumunda da (Pubols vd., 1963) GI'mn var
oldugu gosterilmistir. Gl Ureten ve ticari olarak dnemli olan birkag mikroorganizma Tablo

3’ de verilmistir.



Tablo 2. Gl Ureten baz1 mikroorganizmalar

Gl Ureten Mikroorganizmalar

Actinomyces olivocinereus
Actinomyces phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes
Aerobacter cloacae
Aerobacter levanicum
Arthrobacter pp.

Bacillus stearothermophilus
Bacillus megabacterium
Bacillus coagulans
Bifidobacterium spp.

Birevibacterium incertum,

Birevibacterium pentosoaminoacidium

Chainia Spp.
Corynebacterium Spp.
Cortobacterium helvolum
Escherichia freundi
Escherichia intermedia
Escherichia coli
Flavobacterium arborescens
Flavobacterium devorans
Lactobacillus brevis
Lactobacillus Buchneri
Lactobacillus Fermenti
Lactobacillus mannitopoeus
Lactobacillus gayonii
Lactobacillus fermenti
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus lycopersici
Lactobacillus Pentosus
Leuconostoc mesenteroides
Microbispora rosea

Microellobosporia flavea

Paracolobacterium aerogenoides
Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina Spp.

Staphylococcus bibila
Staphylococcus flavovirens
Staphylococcus echinatus
Streptococcus acromogenes
Streptococcus phaeocromogenes
Streptococcus fracliae
Streptococcus roseochromogenes
Streptococcus olivaceus,
Streptococcus californicos
Streptococcus venuceus
Streptococcus virginial
Streptomyces olivochromogenes
Streptomyces venezaelie
Streptomyces wedmorensis
Streptomyces griseolus
Streptomyces glaucescens
Streptomyces bikiniensis
Streptomyces rubiginosus
Streptomyces achinatus
Streptomyces cinnamonensis
Streptomyces fradiae
Streptomyces albus
Streptomyces griseus
Streptomyces hivens
Streptomyces matensis
Streptomyces nivens
Streptomyces platensis
Streptosporangium album

Streptosporangium oulgare
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Tablo 3. Ticari 6neme sahip GlI’lar1 Ureten bazi mikroorganizmalar ve Urinlerinin ticari

adlan
Mikroorganizma Ticari Adi Uretici Firma
Actinoplanes missousriensis Maxazyme Gsit Brocades and Anheuser-Busch Inc.
Bacillus coagulans Sweetzyme Novo-Nordisk
Streptomyces rubiginosus Optisweet Miles Kali-Chemie
Spezyme Finnsugar
Streptomyces phaeochromogenes Swetase Nagase
Arthrobacter sp. Reynold Tobacco
Streptomyces olivaceus Miles Laboratories Inc.

1.5.9. Kimyasal izomerizasyona Karsi Enzimatik izomerizasyon

Glukozun fruktoza kimyasal olarak dontsimi gecen 100 yildir bilinen bir
reaksiyondur ve Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein transformasyonu olarak bilinen bir
grup reaksiyondan olusmaktadir. Bu reaksiyonlar genellikle yiksek sicaklik ve pH
degerlerinde gerceklesmektedirler. Glukozdan fruktoz Uretme ihtimali Barker ve Somers
(1983) tarafindan calisilmistir (Barker ve Somers, 1983). Fakat bu reaksiyon spesifik
degildir ve psikoz gibi metabolik olmayan sekerler ve arzu edilmeyen diger bazi renkli
drdnlerin olusmasina neden olur. Bu metodu kullanarak fruktoz icerigini % 40'1n Uzerinde
tutmak gok zordur. Ustelik kimyasal olarak tretilen fruktoz lezzet bakimindan diisik ve az
tatliliga sahiptir ve bu durum kolay bir sekilde dizeltilemez. Bu durum kimyasa olarak
uretilen fruktozun ticari olarak kullamlmasna bir engeldir. Diger taraftan fruktozun
glukozdan enzimatik olarak elde edilmesinin bir takim avantgjlart vardir ki bunlar;
reaksiyon spesifikligi, pH ve scaklik sartlarim cevreleyen gereksinim ve yan Urin
olusmamasidir. Bu nedenlerden dolayi, fruktozun glukoza enzimatik izomerizasyonu
kimyasal izomerizasyonuna tercih edilmektedir ve bugin GI'y1 kapsayan islemler
endustriyel marketlerde hatir1 sayilir bir artisa maruz kalmistir (Karaoglu, 2004).

1.5.10. Tatlandmicr Olarak Yiiksek Icerikli Fruktoz Surubunun (HFCS)
Avantajlar:

Vicudumuzun baglica enerji kaynaginm olusturan karbonhidratlar simifinda yer alan
seker vazgecemedi gimiz tatlardan biridir. Seker ve sekerli gidalart asir1 miktarda tiketmek
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ise bu besinlerin yiksek enerji degerleri nedeniyle obezitenin en 6nemli nedenlerinden
biridir. Ayrica obeziteyi takip eden seker hastaligi, hipertansiyon, kalp - damar hastal iklari
da unutulmamalidir. Dis curtklerinin de altinda yatan en 6nemli neden slphesiz sekerli
besinlerin ¢ok tiketilmesidir. Ozellikle obezite ve seker hastaligi gibi durumlarda seker
tiketimi simrlandinimakta, sekerin yerine kalorisi disik veya olmayan baz yapay
tatlandiricilar kullamImaktadr.

Enerji vermeyen bu tatlandiricilar aym zamanda besleyici degeri olmayan, ¢ok dis Uk
kalorili veya alternatif tatlandiricilar olarak da bilinmektedir. Tatlandiricilar tek basina
veya besinlerin iginde kullamlimaya baslanmadan dnce FDA tarafindan yogun olarak test
edilmektedir. Her seyden Once iyi bir tatlandirici; seker gibi agizda tatl tat birakmali,
herhangi bir sekilde agizda aci - metaik tat birakmamahdir. Kolay c¢ozinmeli ve
¢Ozundukten sonrarenksiz, kokusuz, 1siya dayanikli ve kalorisi disiik olmalidir.

Saf sekerin Uretim maliyetinin ¢ok yuksek olmasi ve sukroz tiketiminin insan sagligi
uzerine olan olumsuz etkileri, saf sekere olan talebi artirmasina ragmen, sukrozun yerini
alabilecek baska bir secenegin arastirilmasm da zorunlu hale getirmistir. Sakkarin,
siklamat, aseslifam-K, aspartam ve taumatin gibi kalorisiz ve karbonhidrat olmayan yapay
bircok tatlandirici Uretilmis ancak bu tatlandiricilarin saglik problemleri olusturmalari
kullamimlarim simirlandirmustir. Aspartam, distk pH’ da yavas yavas hidrolize oldugundan
mesrubatlarda tatlandirict olarak  kullanlldiginda uzun sire depolama sonrasinda
mesrubatin tacinda (seker) azalma meydana geldigi gozlenmistir. Ideal bir protein
tatlandirict olan taumatin sukrozdan 2000 kat daha tatlidir. Ancak, sahip oldugu hos
olmayan tat nedeniyle kullamlamamaktadir. Sakkarinin epitel dokuda yapisa
degisikliklere neden oldugu ve hamile annelerde bebege gecip birikme yaptig
belirlenmistir. Son yillarin en gdzde ve en fazla kullanilan yapay tatlandiricisi olan
aspartam’in da bas donmesi, bas agrist gibi belirtileri bildirilmistir. Aspartam’ in asir
tuketiminin ileride beyin timorleri ve beyin hasarina neden oldugu klinik calismalarla
ortaya konulmustur. Diger bir yapay tatlandirict olan sklamat’'in asirt kullamm ishale
neden omaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu, erkek farelerde mesane timorleri gelistigi
tespit edilmistir.

HFCS, glukoz ve fruktozun esit miktarlarinin karisimi, sukrozdan 1,3 kat, glukozdan
1,7 kat daha tathdir. Glukozun tatlandirma kapasitesi siikrozun tatlandirma kapasitesinin
% 70-75'i kadardir. Fruktozun tatlandirma kapasitesi ise sukrozun iki katidir (Barker,
1976). HFCS, tamamen tatsiz olan nisastadan Uretilmektedir. Tatlandirma glcu
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degerlendirilerek karsilastirma yapilirsa HFCS, sukrozdan % 10-20 daha ucuzdur.
HFCSnin stikroz gibi kristallenme problemine sebep olmamas diger bir tercih nedenidir.
Tum bunlara ek olarak, D-fruktoz diabetik tatlandirict olarak da ¢gok onemli bir rol oynar.
Cunku sadece fruktoz midede oldukca yavas bir bicimde emilir ve kan glukoz seviyesini
etkilemez.

Marketlere HFCS nin girmesi, soft icecek Ureticileri tarafindan sakkaroz yerine
HFCS ve zenginlsstirilmis HFCS nin (% 55 fruktoz igerigine sahip) kullamlmasiyla,
dereceli olarak gerceklestirilmistir. ABD'de, HFCS dretiminde en ¢ok kullanilan ham
materyal 19lak 6gitme islemiyle imal edilen misir nisastasidir. Nisastadan HFCS Uretimi (¢
ana islemi kapsamaktadir. Bunlar; o-amilaz kullanarak nisastanin sivilagtiriimasi,
amiloglukozidaz ve bir dallanmay: parcalayan enzim ile nisastamin sekere donUstUrilmesi
ve Gl ile glukozun fruktoza donUsturtlmesidir. Olusan son Uriin glukoz ve fruktozdan
olusan bir kansim surubudur ve bu nedenle sakkarozdan daha tathdir. Bugday, tapyoka ve
piring gibi diger nisasta kaynaklar1 dinyamin diger kiamlarinda kigtk bir oranda
kullanilmaktadirlar. 1995 yil1 itibariyle dinyadaki yillik HFCS kullanimi kuru agirlik
olarak 10 milyon tona ulasmustir (Deraadt vd., 1994).

1.5.11. Etanol Uretimi

Gl, ksilozun ve glukozun izomerizasyonunu katalizler. Enzimin bu 6zelligi, mayalar
tarafindan akole fermente edilebilen ksilulozun ksilozdan Uretilmesinde kullamlir. Fosil
yakitlarin hizla tUkenmekte oldugu géz 6nline alinirsa, yenilenebilir biyokdtlenin fermente
edilebilir sekerlere ve akole donustirilmesi 6nemlidir. Biyokitle % 40 sellloz, % 30
hemiseltloz ve % 30 ligninden olusur. En ekonomik sekilde biyoetanol dretimi selliloz ve
hemiselllozun glukoz ve ksiloza hidrolizi ve bunlarin hemen ardindan mayalarla akole
fermente edilmesi seklinde gerceklestirilebilir. Glniimuze kadar, yapilan calismalar yogun
bir sekilde selilozun biyolojik indirgenmesi Uzerine yogunlasmistir. Daha sonra
lignosel tlozun ve tarimsal sularin biyolojik indirgenmesinin etkili bir sekilde biyokitlenin
hemisellloz bilesenlerini  Uretebildiginin - fark  edilmesi, dikkatin hemisellloz
fermentasyonuna kaymas na neden olmustur (Wang vd., 1980). Ksilan, hemisellilozun ana
bilesenidir ve B(1,4) baglanyla birbirine baglanmis ksiloz birimlerinden olusur. D-ksiloz
ksilamn enzimatik veya asidik parcalanmasiyla kolayca uretilebilir. Saccharomyces

cerevisiae gibi endustriyel maya turleri, genellikle heksozlart verimli bir sekilde fermente
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edebilirler, fakat D-ksiloz bu fermentasyon sonucunda Uretilmemis olur. Pachysolen
tannophilus, Pichia stipitis, Candida utilis ve Candida shehatae gibi birkag maya turt
oksidorediktatif yollarla pentozlar Uretebilirler. Ancak bu organizmalarin fermantasyon
miktarlar1 oldukca dustktir (Dupreez ve Prior, 1985). Ayrica, bu organizmalarin etanole
olan dustk toleransi ve oksijenin varliginda etanolu katabolize etmeleri, bu mayal arin ticari
uygulamalarda kullarilmalarin engeller (Dupreez vd., 1987). GlI, ksilozdan ksiluloz
uretilmesinde de kullamlir, ancak ksiluloz Saccharomyces cerevisiae gibi mayalarin
ksilozu alkole fermentasyonunu saglayan metabolik yol icin bir engelleyicidir (Chaing vd.,
1981). D-ksilozun D-glukoza goére alkole fermentasyon oram ¢ok daha disik olmasina
ragmen, bugin bilimsel arastirmalar, K1 geninin mayalara aktarilmasiyla ksilozun alkole
kendiliginden fermantasyonunun saglanmasi Uizerine yogunlastirilmistir.

1.6. Geobacillus caldoxylolyticus TK4 Susunun Baz1 Fizyolojik ve Biyokimyasal
Ozellikleri

Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus TK4) Canakkale Kestanbol
Kaplicasindan ainan su 6rneklerinden izole edilmistir ve 14283 kodlu numarayla National
Collections of Industrial Food and Marine Bacteria da stoklanmustir. Bakteri izolasyonu,
zenginlestirme kulturleri yapilarak ve membran filtresinden gegcirilerek gerceklestirilmistir.
Canakkale Kestanbol Kaplicas, Canakkele ilinin Ezine ilgesinin simirlart igerisinde
bulunup bu ilgeye uzakligr 10 km, Canakkale' ye olan uzaklig: ise 50 km’dir. Kestanbol
Kaplicasinin yerden cikis sicaklign 71 °C'dir. Izolatin, tir tayininin yapilabilmes icin
¢esitli morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler
yapilmistir. Yapilan incelemeler sonucunda termofilik izolatin basil morfolojisine sahip
oldugu, spor olusturabildigi ve katalaz enzimi Uretebildigi, glukoz, mannitol, arabinoz ve
ksiloz fermantasyonu gergeklestidigi ve % 2-5 NaCl’de buylyebildigi gozlenmistir ve
yapilan 16S rRNA gen andizlerinden Geobacillus oldugu ortaya cikarilmistir (Dulger,
2003).

1.7. Calismanin Amac ve Pratik Onemi

Spesifik olmamas, verim disukllgt, yan Urtnlerin sayiamn fazla olmasi, trtinlerin

canl1 sistemler Uzerinde toksik etkisinin olmasi, dolayisyla biyouyumlu ve biyobozunur
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olmama gibi nedenlerle kimyasal yontemlerin yerini biyoteknolojik yontemlere terk
eimesine neden olmus ve Ozellikle enzimlerin kullammimn artmasint  saglamustir.
Enzimler oldukga spesifiktirler ve sadece tek bir stereospesifik Urtiin olusturmak Uzere,
reaksiyonlari, katalizienmemis reaksiyonlara gore cok daha hizhh katalizleyebilirler.
Enzimler kullanilarak istenilen kiymetli Grdnlerin, yiksek saflikta ve verimle, kimyasal
yontemlere gore cok daha kisa sirelerde sentezlenmesi mumkin olabilmektedir.
Dolayisiyla ekonomik agidan da degerlendirildiklerinde kimyasal yontemlere gore
enzimlerin say1isz avantgjlarn vardir. Ayrica kimyasal yontemlerden farkl olarak enzimler
varliginda reaksiyonlar 1limli sartlarda (oda sicakligi ve basnci, fizyolojik pH vb.)
gerceklestirilir, boylece biyik oranda enerji tasarrufu ve ekonomi de saglanmis olur.
Baslica bu 6zelliklerinden dolay: artik gunlik hayatimizda kullandiginmz pek cok Grtinde
ve bu Urdnlerin fabrikasyon asamalarnnda enzimler 6nemli bir yer tutmaya baslamislardir.

Termofilik organizmaar Uzerinde yapilan calismalarla sicakliga direncli  yeni
proteinlerin kesfedilmesini saglanmistir. Bu proteinlerin yiksek scakliklarda kararlilik
gostermeleri, aktif olmalan ve hatta yiksek basinclarda bile termal kararliliklarim devam
ettirebilmeleri endistriyel agdan bu tir enzimleri cazip kilmaktadir. Gidadan temizlik,
kozmetik, ilag ve tekstil endustrisine kadar bircok alanda oldukca fazla kullamm payina
sahip olan enzimlerin bu alanlarda uygulanmasyla hem daha disik maliyetlerde, yuksek
saflikta ve bol miktarda Uriin eldesi gerceklesir ve hem de cevre kirliligine neden olan atik
drdnlerin miktar: oldukca azaltilmis olur (Faiz, 2005).

Gelisen teknolgji ile birlikte, canli sistemlerde bulunan biyomolekdillerin (proteinler,
enzimler, hormonlar vs.), insanhgin yararina bircok alanda kullanimi, ginden gine
artmaktadir. Bu tur biyomoleklllerin canli sistemlerin disindaki kullanmm aanlarina
(endustriyel, bilimsel arastirmaya yonelik vs.) uyarlanmasi her ne kadar uzun bir emek ve
maddi olarak destek isteyen bir is olsa da uygulamaya gecilmesi durumunda getirecegi
faydalarin ¢cok dahafazla oldugu agiktir.

TUBITAK, 106T696 nolu proje kapsaminda gergeklestirilen bu calismada, Biyoloji
BolUumu Molekuler Biyoloji Anabilim Dali arastirmacilarindan sayin Prof. Dr. Ali Osman
BELDUZ, sayin Yrd. Dog. Dr. Sabriye CANAKCI tarafindan cesitli ozellikleri
tammlanmis olan Geobacillus caldoxylolyticus TK4 termofilik bakteri susundan genomik
kittphanesinin olusturulmas: ve rekombinant plazmidlerin siralarinin incelenmesi sonucu
belirlenmis olan bir endlstriyel enzimi kodlayan genin izolasyonu, konak¢: hiicreye

aktanlmasi ve ekspresyonu hedeflenmistir. Bu bilgiler 1siginda, G. caldoxylolyticus
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TK4'ten izole edilen genomik DNA’'nin EcoR | enzimiyle kesilmesiyle hazirlanan DNA
parcalarimin yine aym enzimle kesilen bir vektére (pUC18) aktariimasiyla genomik
kUtUphane olusturulmustur. Olusturulan bu rekombinant DNA’lar E. coli 'de artinlmis ve
ara andizine gonderilmistir. Elde edilen DNA ve protein siralart BLAST programi
yardimiyla incelenmistir. Bu inceleme sonunda, ¢esitli enzimleri kodlayan genlere degisik
oranlarda benzerlik gosteren gen parcalarnnin varligi gérilmis olmakla birlikte, endustriyel
Oneme sahip olan D-glukoz\ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5) enzimini kodlayan genilgi cekici
bulunmustur. GI'min endustriyel ve gokca uygulama alam bulabilen bir enzim olmasi, bu
tezde neden GI’' nin c¢alisildigimin bir cevabi olmaktadir. GI’nin klonlanmast ve ayrintil1 bir
sekilde karakterize edilmesi, bu enzimin dinyanin en yiksek tonajli G¢ enzimden biri
olmas ve gida endustrisinde 6zellikle glukozun fruktoza izomeriazsyonu ile yuksek
fruktoz igerikli misir surubu Uretilmesinin saglanmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Bu nedenle, bu calismada adi gegen ve bir kismi belirlenmis olan gen parcasindan
(Gl) yola cikilarak G. caldoxylolyticus TK4 susundan genin tam sirasnin belirlenmesi, bu
genin klonlanmast ve ekspres edilen enzimin saflastirilip  karakterize edilmes

planlanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 4'te verilmistir.

Tablo 4. Kullanulan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma Model
Spektrofotometre Perkin EImer Lambda 25

PCR Bio-Rad MJMini Personal
DNA Elektroforezi Owl Separation Systems  Easy Cast B1A

Protein Elektroforezi Owl Separation Systems  P8DS

Santrif(j Hettich Zentrifugen Rotina35 R
Mikrosantrif{j Sigma 1-14

Jel Goruntlleme Sistemi Kodak Gel Logic 200 Imaging System
Kuru Hava Banyolu I nkiibattr Nive EN400

Mikrotipler icin Termal Sallayici  Boeco TS 100 Thermo Shaker
Saf Su Cihazi Sartorius Arium 611UV

Su Banyolu Calkalayici Memmert WNB 7-45

Ligasyon Firin Nuve ES110

Hava Banyolu Cakalayici Barnstead/Lab-Line MaxQ Mini 4450 Shaker
pH Metre InoLab WTW pH 720

Otoklav Tomy SS-325

Sonikator Bandelin Sonopuls HD3100

Buz Makinesi Hoshizaki FM-80EE

Vorteks Thermolyne Type 37600 Mixer
Derin Dondurucu Regal RDD1280

Terazi Ohaus Pioneer

Mikrodalga Firin Regal RMD-17

Guc Kaynagi Heathkit IP-17

Steril Kabin Tezsan —
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Calismada kullanilan Enzimler Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 5. Kullanilan enzimler

Enzim Firma Konsantrasyonu
EcoR | Fermentas 10 U/pL
Nhe | Fermentas 10 U/pL
Hind Il Fermentas 10 U/uL

T4 DNA Ligaz Promega 3 U/uL

T4 DNA Ligaz, HC Promega 20 U/uL
GoTaq Flexi DNA Polimeraz Promega 5 U/uL

2.1.3. Kimyasal Madde ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal madde ve malzemeler Tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6. Kullarulan kimyasal madde ve malzemeler

Kimyasal Madde/Malzeme

Firma

Kimyasal maddeler ve ¢oziiculer
Plazmid DNA izolasyon Kiti

(Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems)

Genomik DNA izolasyon Kiti

(Wizard Genomic DNA Purification Kit)
pGEM-T Vektor Sistemi

(PGEM-T Easy Vector System 1)

PCR Urinlerini Temizleme Kiti

(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System)
Protein Saflastirma Kiti

(MagneHis Protein Purification System)
DNA Standard:

(1 kb DNA Ladder)

SDS-PAGE Standard

(Broad Range Protein Molecular Weight Markers)

Fluka, Sigma, Aldrich, Merck

Promega

Promega

Promega

Promega

Promega

Promega

Promega
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2.1.4. Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan primerler

Primer Baz Sirasi Tm Sentezleyen
Adr °O) Firma
XylF1 5- TTGAACATGAACTGCGAGTAGC-3 55,5 IDT
XylF2 5-GGCTAGCATGTCTTATTTCAACACCATCAACG-3 60,9 IDT
XylR1  5-TCATAGGATATGGCGTTGATGG-3 54,4 IDT
XylIR2 5-CAAGCTTGTCACTTAACGGGTTGCACAAACTTCAAGC-3 64,8 IDT

2.1.5. Kullamlan Suslar

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan Escherichia coli (E. coli) suslan Tablo 8 de

verilmistir.

Tablo 8. Klonlama ve ekspresyonda kullamlan E. coli suslar

Tiir Sus Genotip Kullamm Amaci
Escherichia coli  IM101 supE thi-1 A(lac-proAB) Konak hiicre
[F" traD36 proAB lacl ZAM15]
Escherichia coli  BL21(DE3)pLysS  F—, ompT, hsdSs (re—Ms—), dem, gal, Ekspresyon hiicresi
MDE3), pLysS, Cm'

2.1.6. Plazmidler

Klonlama ve ekspresyonda kullanilan plazmidler Tablo 9’ da verimistir.

Tablo 9. Klonlama ve ekspresyonda kullanlan plazmidler

Plazmid Adi Firma Kullanim Amaci
puC18 Promega Genomik DNA kittphanes olusturmak icin
pGEM-T Promega Invers PCR drinlerini klonlamak igin

pET-28a(+) Novagen Ekspresyon vektori olarak
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Hindlll{399)
Pael{405)
Sdal(410)
P=tl{411)
Buvel(413)
Xmil{417)
BstAPI(1TO) Sall{17)
Hdel{183) Hincll{417)
Xbal(423)
BamHK429)
Smal(434)
Crral(434)
Ecod&l434)
Kpnl{438)
Sacl(444)
Eco24i{444)
Ecl1361(444)
EcoRI{450)
Xapl(450)

Aatll(2617)
Sspl(2501)

Pdmi(2294)

Begli2215)
Scal(2177)

puC18

Vektori
2686 bp

bla (Ap) B=aXl(659)

Sapl(633)

AfIII(B06)

Gsul(1784)
Cr10I(1779)

Eco311{(1766)

rep (pMB1)

Eam11051(1694)
BseYI(1110)

Cail(1217)
Kpn |
Acc 651
399 Pst — 455
5 C)LAGCTTGCATG CTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCT GAATT(|3 3
| | GEATOGETECARS i | OATCGCCCCaTACCRACCTARAATTS
Hind 1l Pael  S4q1 Hincll  Xbal  BamH | g, Ecl 13611 EcoR|
Sall Cfr-91 Eco241  Xap |
Xmi | Eco 881 Sac |

Sekil 5. pUC18 vektorinin coklu klonlama bélgesini (MCS), replikasyon orijinini, LacZ
genini ve amfisilin direng genini igeren harita (URL-2, URL-3)
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Apal(14)
Aatll(20)
Sphl(26)
B=tZI(31)
Heol(37)
BstZI(43)
Hotl{43)
Sacll{49)
EcoRI(52)
Spel(64)
EcoRI{70)
Hotl(7T)
BstZI7T)
P=ti(83)
Sall(90)
Hdel(7)
Sacl(109)
B=tXI(118)
Hsil(127)

Hael(2707)

f1 orijin

PGEM-T Easy
3015 bp

%mnl{2009)

Scal(1390)

Sekil 6. pGEM-T Easy vektortnun haritass (URL-2, URL-4).

T7 Transkripsiyon Baslangici

5' TGTAATACGACT CACTATAGGGECGAAT TGEECCCGACGT CGCAT GCTCCCGGECCGCCATG

3 ACTATTATGCT GAGT GATATCCClGCT TAA?CCGG(IS?T GCA%ET AC(IEAGGSSCOGGCHSGT AC

T7 Promotoru Apal Aat 1l Sph | BstZ | Nco

GCGGCCCCEEGAATTCGATT 3' - - - ATCACTAGT GAATTCGCGECCGCCT GCAGGT CGACCA

1@% TAACl-ICT A----3 TTAGIl' GATCArCl:T TAACl-‘,\(l:GCCGC-ZOCﬁACGT C|:(|3AGCT %
BstZ |

Sac Il EcoR1 Spel  EcoR| Not | Pst| Sal |
BstZ |

Not | o
SP6 Transkripsiyon Baslangici

|
TATGEGAGAGCT CCCAACGCGT TGGATGCATAGCT TGAGTATTCTATAGT GTCACCTAAAT 3

ATACllClCT CT CCl-}lA\GCI:TF TGCGCAAC(ﬂ' ACGT, AlTCGAACT CATAAGATATCACAGT GGATTT,lA 5
Nde | Sac | BsiX | Nsi

SP6 Promotoru

Sekil 7. pGEM-T Easy vektoriiniin promotoru ve coklu klonlama bélgesi. Ust zincir T7
RNA polimeraz tarafindan sentezlenen RNA sirasini, at zincir ise SP6 RNA
polimeraz tarafindan sentezlenen RNA sirasini ifade etmektedir (URL-5, 2008).



29

Bpu1102 I(80)

Dra {5127} ¥ba I(335)
Bgl {301}
Sard I(442)

Sph 1(598)

f1 oirijin (4903-5358)

Puu [{4426)
Saf 1(4426)

s {4300
e M Kan (3995.4807)

pET-28a(+)

Cla {4117}

Hru I(4083) lacl (773-1852) [

5369 bp

Ecos5T I(3772)
AlwH 1(3640)
pBR322 orijin{3286)

Bss5 1(3397)

BspLU1A1 I(3224)
Sap I(3108)

Bst 1(2995)

Tth111 1(29649)

Bgl 12187}
Fsp I{2205)
P=p5 11{2230)

Sekil 8. pET-28a(+) vektorinin haritasi (URL-2 ve URL-6)

Xho 1(158)
Hot I(166)
Eag I{166)
Hind I(173)
Sal I(179)
Sac 1(190)
EcoR 1{192)
BamH I(198)
Hhe 1(231)
Hde 1{238)
Hco 1(296)

Miu 1(1123)
Bel 1(1137)

BstE l1(1304)
Apa I(1334)

BssH I(1534)
EcoR V(1573)

Hpa (1629}

Psha 1{1968)
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Bgl 1l T7 Promotoru lac Operatorii
AGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACT CACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTC

Xba | rbs
CCCTCTAGAAATAATTTTGITTAACTTTAAGAAGGAGATATA

Nco | His.Tag
CCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCAT CACAGCAGCGECCT GGT GCCGCGCGECAGC
Met G ySer Ser Hi sHi sHi sHi sHi sHi sSer Ser @ yLeuVal Pr oAr gd ySer

Nhel EcoR | Sal |

Nde | T7.Tag BamH | Sac |

CATATGGCTAGCAT GACT GGT GGACAGCAAAT GGGT CGCGGAT CCGAAT TCGAGCTCCGT CGA
Hi sMet Al aSer Met Thrd yd ydA nd nvet d yAr gd ySer A uPhed uLeuAr gAr g

Eagl

— Hindlll —Notl x5 His.Tag

CAAGCT TGCGGCCGCACT CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGC
A nAl aCysd yAr gThr Ar gAl aPr oPr oPr oPr oPr oLeuAr gSer d yCysEnd

Bpul1102 | T7 Terminatori
GAAAGGAAGCT GAGT TGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACT AGCAT AACCCCT TGEGEECCT

CTAAACGGGICTTGAGESGTITTTTTG

Sekil 9. pET-28a(+) vektorinun lac operatorind, ribozom baglanma bolgesini (rbs),
His Tag ve T7 Tag bolgelerini gosteren sirast (URL-6, 2008).

2.1.7. Léaria-Bertani S1vi ve Kati1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

LariaBertani besiyerinin (LB) hazirlanmasi: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g maya
ekstragi ve 5,0 g NaCl yaklasik 990 mL saf suda ¢oziuldikten sonrapH’st 1 N NaOH ile
titre edilerek 7,5 e ayarlandi. Sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamland: ve 121
°C’ de, 1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd.,1989).

LariaBertani Agar besiyerinin (LB Agar) hazirlanmast: 10,0 g bakto-tripton, 5,0 g
maya ekstragi, 5,0 g NaCl ve 15,0 g agar yaklasik 990 mL saf suda ¢ozuldikten sonra
pH’'st 1 N NaOH ile 7,5 e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1000 mL’ye tamamlandi
ve 121 °C’ de, 1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd.,1989).
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2.1.8. Cozeltiler

2.1.8.1. Protein Tayininde Kullamlan Cozeltiler

Protein tayininde kullanilan cozeltiler, icerikleri ve hazirlanislan Tablo 10'da

verilmistir.

Tablo 10. Protein tayininde kullamlan ¢ozeltiler veigerikleri / hazirlaruslari

Cozelti Adi Cozeltinin Hazirlarist

Lowry A Cozetis (0,1 N NaOH icinde 0,4 g NaOH ve 2,0 g Na,CO; saf su ile ¢ozulup hacmi

% 2 (W/v) NaCOs3) 100 mL’ye tamamland ve 4 °C’ de sakland.

Lowry B Cozeltisi (% 1 CuSO,.5H,0 ¢ozeltis) 1,0 g CuSO,.5H,0 saf suile ¢ozullp hacmi 100 mL’ye
tamamland: ve 4 °C’ de saklandi.

Lowry C Cozeltisi (% 2 NaK tartarat ¢ozeltis) 2,0 g Na-K tartarat saf su ile ¢ozUltp hacmi 100 mL’'ye
tamamland: ve 4 °C’ de saklandi.

Lowry D Cozeltisi 1 kissm Lowry B ve 1 kissm Lowry C kanstirilarak
hazirland.

Lowry E Cozeltisi 0,5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak
hazirland.

Sigir Serum Albumin (BSA) Cozeltis (1 mg/mL) 50 mg BSA saf su ile ¢ozilip hacmi 5 mL’ye
tamamland: ve 4 °C’ de saklandi.

0,1 N NaOH icinde % 0,1 (w/v) SDS Cozeltis 0,4 g NaOH ve 0,1 g SDS saf su ile ¢ozultp hacmi 100
mL’ye tamamlandi ve 4 °C’ de saklandi.

2.1.8.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler, icerikleri ve hazirlamslart Tablo
11’ de verilmistir.

Tablo 11. Agaroz jel elektroforezinde kullarilan ¢ozeltiler veicerikleri / hazirlaniglan

Cozelti Adi Cozeltinin Hazirlanisi

Jel Y Ukleme Boyasi (6X) 25,0 mg bromofenol mavisi ve 3 mL gliserol saf su ile
iyice karigtirlip hacmi 10 mL’ye tamamlanch.

EDTA Cozeltis (0,5 M, pH 8,0) 18,61 g EDTA.2H,0 yaklagik 80 mL saf suda ¢ozildikten

sonra pH'st 1 N NaOH ile 8,0'a ayarland: ve hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

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

Jel Hazirlamave Y triitme Tamponu (1X TAE) 20 mL 50X TAE ¢ozeltisinin hacminin saf su ile 1000
mL’ye tamamlanmasi ile elde edildi.

Etidiyum Bromur Cozeltisi (5 mg/mL) 50 mg etidiyum bromir saf suda ¢ozilerek hacmi 10
mL'ye tamamlandi.
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2.1.8.3. Protein Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Protein elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve hazirlamislar: Tablo 12’ de

verilmistir.

Tablo 12 . SDS PAGE'de kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri / hazirlanislar:

Cozelti Ad:

Cozeltinin Hazirlamst

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M TrisHCI)

YigmaJeli Tamponu (1 M TrisHCI)

SDS Coizeltisi (% 10)

Amonyum Persliifat (APS) Cozeltisi (% 10)

N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED)
Gliserol Cozeltisi (% 80)

Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (% 30)

Bromofenol Mavisi (% 0,1)

SDS-PAGE Y Ukleme Cozeltisi

SDS-PAGE Y Uritme Tamponu

Jel Boyama Cozeltisi

Boya Uzaklastrma Cozeltisi

542 g Tris 200 mL saf suda ¢ozildi, pH's 8,8'e
ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamlandi ve 4 °C'de
sakland.

0,28 g Tris 200 mL saf suda c¢ozuldi, pH's 6,8'e
ayarlandi, hacmi 250 mL’ye tamamland: ve 4 °C'de
saklandi.

10 g SDS saf suda ¢ozultip hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
1 g APS saf suda ¢oziltip hacmi 10 mL’ye tamamlanch ve
hazirlanan ¢ozelti -20 °C’ de saklandi.

Orijinal sisesinden kullanild.

80 mL gliseroliin hacminin saf suile 100 mL’ye
tamamlanmasi ile hazirlandh.

29,2 g akrilamid ve 0,8 g N,N’-metilen bisakrilamid saf
suda ¢ozillp hacmi 100 mL’ye tamamlanch ve 4 °C'de
saklandi.

10 mg bromofenol mavisi saf suda ¢ozildi ve hacmi 10
mL’ye tamamland.

150 pyL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 400 pL % 10 SDS, 100
ML % 0,1 bromofenol mavisi, 250 uL % 80 gliserol ve 60
uL B-merkaptoetanol’ in karistinlmas: ile hazirlandi ve
kicuk kisimlara ayrilarak -20 °C’ de sakland.

7,2 g Tris ve 1,5 g dlisin yaklasitk 480 mL saf suda
¢ozlldikten sonra Uzerine 10 mL SDS (% 10) c¢ozeltis
ilave edildi. pH 8,3'e ayarland: ve ¢dzeltinin hacmi 500
mL’ye tamamland.

1 g Coomassie Brillant Blue-R250'nin 62,5 mL glasiyal
asetik asit ve 93,5 mL metanol icinde ¢ozilmes ile
hazirlandi.

100 mL glasiyal asetik asit, 400 mL metanol ve 600 mL
saf suyun karigtirilmasiyla hazirlandh.
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2.1.8.4. Tampon Cozeltiler

Kullanilan tampon ¢ozeltiler, icerikleri ve hazirlaniglan Tablo 13 de verilmistir.

Tablo 13. Kullanilan tampon ¢ozeltiler veigerikleri / hazirlamslar:

Cozelti Adi

Cozeltinin Hazirlarusi

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,0-5,5)

MOPS Tamponu (50 mM, pH 6,0-7,5)

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0-9,0)

0,34 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 45 mL saf
suda ¢ozildikten sonra pH'st 1 N Asetik Asit ile
istenilen pH'a ayarlandh ve hacmi 50 mL'ye
tamamlandh.

0,52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda ¢ozuldikten
sonrapH’st 1 N NaOH ile istenilen pH’a ayarland:
ve hacmi 50 mL’ye tamamlandh.

0,30 g Tris yaklasik 45 mL saf suda ¢ozuldikten
sonrapH’s 1 N HCl ile istenilen pH’a ayarlandi ve
hacmi 50 mL’ye tamamland.

2.1.8.5. Enzim Aktivitesi Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Enzim aktivites tayininde kullamilan cozeltiler, igerikleri ve hazirlaniglarn Tablo

14'teverilmistir.

Tablo 14. Enzin aktivites tayininde kullanlan ¢ozeltiler ve icerikleri / hazirlaruslar

Cozelti Ad:

Cozeltinin Hazirlarust

Karbazol (% 0,12)

Sulfarik Asit (% 70)

Glukoz Cozeltisi (1 M)

Sistein Hidroklorir Cozeltisi (% 1,5)

0,06 g karbazolin etanolde ¢ozilip hacminin 50
mL’ye tamamlanmas ile hazirlandi.

72 mL silfurik asit Uzerine yavas yavas saf suyun
ilave edilip hacminin 100 mL’ye tamamlanmas ile
hazirlandi.

1,80 g glukozun saf suda ¢ozulip hacminin 10
mL’ye tamamlanmas ile hazirlandi.

0,75 g sistein hidrokloririn saf suda ¢ozulUp

hacminin 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirland:.




2.1.8.6. Diger Cozeltiler
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Calismada kullanilan ¢ozeltiler, igerikleri ve hazirlarislar: Tablo 15'te verilmistir.

Tablo 15. Calismada kullanilan ¢ozeltiler veicerikleri / hazirlanslar

Cozelti Adi

Cozeltinin Hazirlanisi

Ampisilin Cozeltisi (25 mg/mL)

Kanamisin Cozeltisi (25 mg/mL)

IPTG Cozeltis (0,2 g/mL)

X-gal Cozeltis (20 mg/mL)

Sodyum Asetat Cozeltisi (3 M, pH 5,2)

Etanol Cozeltisi (% 96)

Etanol Cozeltisi (% 70)

Kalsiyum Klorir Cozeltis (0,1 M)

EDTA Cozeltisi (50 mM)

Lisozim Cozeltisi (10 mg/mL)

250 mg ampisilin saf suda ¢6zilip hacminin 10
mL’ye tamamlanmas ile hazirlandi. Hazirlanan
cozelti filtre ile steril edilip kigik kisimlara
boltnerek -20 °C’ de sakland.

250 mg kanamisin sllfatin (Kanamisin A) saf suda
¢OzUlip hacminin 10 mL’ye tamamlanmas: ile
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre ile steril edilip
kicuk kiamlara bolinerek -20 °C’ de sakland.

2 g IPTG'nin saf suda ¢oziilGp hacminin 10 mL’ye
tamamlanmas ile hazirlanci. Hazirlanan ¢ozelti
filtre ile steril edilip kicik kisimlara bollnerek -20
°C’ de saklandh.

200 mg X-ga’'in dimetilformamid (DMF) ile
¢OzUlup hacminin 10 mL’ye tamamlanmas: ile
hazrlandi. Haarlanan c¢ozelti kiclik kiamlara
bolunerek -20 °C’ de sakland.

20,41 g sodyum asetat trihidrat yaklasik 40 mL saf
suda cozuldikten sonra pH'ss 1 N asetik adt
cozeltis ile 5,2'ye ayarlandh ve hacmi 50 mL’'ye
tamamlanch.

96 mL etanolin hacminin saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmas ile hazirlandh.

70 mL etanoltin hacminin saf suyla100 mL’ye
tamamlanmas ile hazirland.

1,47 g CaCl, dihidratin saf suda ¢6ziltp hacminin
100 mL'ye tamamlanmas ile haarland.
Hazirlanan ¢ozelti otoklavda steril edilip 4 °C'de
saklandh.

1,86 g EDTA.2H,0 yaklagik 80 mL saf suda
¢ozildikten sonra pH’'s 1 N NaOH ile 8,0 e
ayarlandi ve hacmi 100 mL’ye tamamlanch.

10 mg lisozimin saf suyla ¢OzUlUp hacminin 1
mL’ye tamamlanmas ile hazirlandi.
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2.2. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA kitiphanes olusturuimak amaaiyla, oncelikle Geobacillus

caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus TK4) bakterisinden genomik DNA izolasyonu
gerceklestirildi ve elde edilen genomik DNA EcoR | enzimi ile kesildi. Kesilen DNA

parcalar yine ayn restriksiyon enzimi ile kesilmis olan pUC 18 plazmidine yapistirildi ve
elde edilen rekombinant plazmidler E. coli IM101 konak¢i hiicresine aktarildi (Sekil 10).



36

) 399 HindIII (1
G. caldoxylolyticus 411 PI:tI (1)( )
423 Xbal (1)

429 BamHI (1)

TK4 susunun genomik
434 Xmal (1)

DNA’st
434 Smal (1)
438 KpnI (1)

450 EcoRI (1)

M DNA
EcoR 1 ile
kesim
EcoR 1 ile
2675 Kpnl (1)
2671 Xmal (1)

kesim

2671 Smal (1)
2666 BamHI (1)
2660 Xbal (1)
2648 PstI (1)
2636 HindIII (1)

=~
g 1 EcoRI (1) Lineer puC18
| 1
) ) o

rep amp
Kesik DNA parcalan lacZ
l Ligasyon veE.coli IM101’ e transformasyon l
EcoR|

EcoRI

Sekil 10. G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’sinin EcoR | ile kesilerek genomik DNA
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2.2.1. G. caldoxylolyticus TK4 Susunun Biiyiitiilmesi

G. caldoxylolyticus TK4 bakterisi, gliserol stok kultirden LB Agar besiyerine yayma

ekim yapilarak ekildi ve bir gece 60 °C’ de bekletilerek buyuttldi. Buytyen kolonilerden

O0ze yardimiyla bir tane aimp LB besyerine ekildi ve cakaayict hava ya da su

banyosunda 60 °C’ de inktbasyon yapilarak kilttri hazirlanch (Dalger, 2003).

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

G. caldoxylolyticus TK4 bakterisinden genomik DNA izolasyonu, genomik DNA

izolasyon kiti (Promega)” kullanilarak yapildi.

1 mL gece kultird 1,5 mL’lik eppendorf tipune aktarild.

13.000 x g’ de 2 dakika santrifljj edildi ve slpernatan uzaklastirildi.

Pelte 480 uL 50 mM EDTA cozeltisinde ¢ozuldu. 120 pL lizozim ¢ozeltisi
(20 mg/mL stok) ilave edilerek hafifce pipetiendi.

37 °C'de 1 saat inkibe edildi. 13.000 x g'de 2 dakika santriflj edilerek
stipernatan uzaklastirildi.

Tlpe 600 pL NUkle Lizis Cozeltis (Niclei Lysis Solution) ilave edildi ve pelte
stispansiye olana kadar dikkatlice pipetlendi.

Slspansiyon, hticrelerin lizis olmasi icin 80 °C’de 5 dakika inktibe edildi ve oda
sicakligina sogutul du.

Hucre lizatina 3 uL RNaz Cozeltisi (RNase Solution) ilave edilerek dikkatlice 2-
5 kez altust edildi.

37 °C’ de 60 dakika bekletildikten sonra oda sicakl1gina sogutul du.

RNaz muamelesi yapilmis hiicre lizatina 200 uL Protein Cokturme Cozeltis
(Protein Precipitation Solution) ilave edildi. Cozeltinin hiicrelerle iyice karismasi
icin 20 saniye yuksek hizda vortekslendi.

Numune buz Uzerinde 5 dakika bekletildi ve 13.000 x g de 3 dakika santrifij
edildi.

DNA’y1 iceren supernatan, 600 pL oda sicakligindaki izopropanol igeren
1,5mL’lik temiz bir eppendorf tliptne aktarildh.

DNA iplikcikleri goriinene kadar yavasca altust edilerek karistirilch.
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13.000 x g'de 2 dakika santrifuj edildi.

Slpernatan dikkatlice uzaklastinlch ve eppendorf tlp, temiz ve emici bir k&gt
Uzerinde kurutuldu. 600 pL oda sicakhigindaki % 70'lik etanol ilave edildi ve
yavasca altust edilerek DNA’min yikanmasi saglandh.

13.000 x g’ de 2 dakika santrif(jj edildi ve etanol dikkatlice uzaklastirildh.
Eppendorf tlp temiz ve emici bir kdgit Uzerinde kurutuldu ve oda sicakliginda
10-15 dakika daha bekletilerek etanoltin tamamen uzaklasmas: sagland.

Elde edilen DNA Uzerine 50 uL DNA Rehidrasyon Cozeltiss (DNA Rehydration
Solution) ilave edilerek 65 °C'de 1 saat inkibe edildi. Bu bir saatlik inkiibasyon
sires boyunca eppendorf tuplere aralikli olarak hafifce vurularak ¢ozelti
karistirildi.

Genomik DNA kullanilacag: zamana kadar -20 °C’ de saklandh.

2.2.3. Plazmid DNA izolasyonu

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

gerceklestirildi.

pUC18 plazmidini iceren E.coli IM101 hiicresinden 50 pg/mL ampisilin igeren
LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C’'de hir gece cakalayici hava ya da su
banyosunda inkiibasyon yapilarak gece kiltlrt hazirlandh.

1-5 mL gece kultdrt, 10.000 x g'de 5 dakika santriflj edilerek slpernatan
uzaklastirildi. Eppendorf tlp ters cevrilip, k&git bir havlu Uzerine bastirilarak
ortamda kalan fazla besiyerinin tamamen uzaklasmas: saglandi.

Bakteri peltesinin Uzerine 250 pL Hicre Sispansiyon Cozeltis (Cell
Resuspension Solution) ilave edilip vortekslenerek hicrelerin  tamamen
¢OzUnmesi saglandh.

250 pL Hucre Lizis Cozeltisi (Cell Lysis Solution) ilave edildikten sonra 4 kere
altist edildi. Hicre siispansiyonu berraklasana kadar (yaklasik 5 dakika) oda
sicakliginda bekletildi.

10 puL Alkali Proteaz Cozeltis (Alkaline Protease Solution) ilave edildikten sonra
4 defa altist edilip oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
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e 350 pL Notralizasyon Cozeltis (Neutralization Solution) ilave edildikten sonra
hemen 4 kere altist edildi.

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

e Slipernatan, toplama tlpi Gzerine yerlestirilmis olan minikolon igine aktarilarak
14.000 x g'de oda sicakliginda 1 dakika santriflyj edildi. Minikolondan toplama
tupune gecen sivi uzaklastirildi.

e Minikolona 750 pL Kolon Yikama Cozeltiss (Column Wash Solution) ilave
edildi ve 14.000 x g'de oda sicakliginda 1 dakika santrif(j edildi. Toplama
tpune gecen sivi uzaklastirildi.

e Minikolona 250 pL Kolon Yikama Cozeltis ilave edilerek 14.000 x g'de oda
sicakliginda 2 dakika santrifujj edildi.

e Minikolon, temiz bir eppendorf tuplne yerlestirildi ve minikolon igine 100 pL
Nikleaz Icermeyen Su (Nuclease-Free Water) ilave edildi. 14.000 x g de oda
sicakliginda 1 dakika santriflyj edilerek elde edilen plazmid DNA c¢ozeltis -20
°C’ de sakland:.

2.2.4. DNA Konsantrasyonunun Ol¢iilmesi

Genomik ve plazmid DNA c¢ozeltilerinin konsantrasyonu, nikleotidlerin heterosiklik
halkalannin 260 nm dalga boyundaki 15131 maksimum absorbe etme 6zelliginden
yararlanlarak olculdi (Temizkan ve Arda, 2004). DNA cozdtisi, saf su ile 100 kat
seyreltilerek 260 nm'de absorbans okundu. 1 absorbans degeri, cift iplikli DNA icin 50
Hg/mL’ye karsilik gelmektedir. DNA konsantrasyonunu hesaplanmasnda asagidaki (1)
esitligi kullar|dh.

DNA (pg/mL veyang/uL) = 260 nm’ deki absorbans x Seyrelme Faktorix 50 (1)

2.2.5. Genomik DNA ve pUC18 Plazmid DNA’simin EcoR I ile Kesimi

izole edilen genomik DNA ve pUC18 plazmid DNA’si 50 pL son hacimde olacak
sekilde EcoR | ileayn ayn kesildi.
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genomik DNA/pUC18 10 pg

10X EcoR | tamponu SuL

EcoR | (10 U/pL) 2 uL

Nukleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ ye tamamlanch

Reaksiyon karisimi, 37 °C'de 8 saat inkibe edildikten sonra karsim enzimin
deaktivasyonu icin 65 °C'de 20 dakika daha inkibe edildi. Sonuclar agaroz jel

elektroforezinde incelendi.

2.2.6. DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezinin temeli negatif yiukli DNA’'mn bir matriks Uzerinde

buyUklUgine gore ayrilmasi esasina dayanir. DNA elektroforezi genellikle agaroz

kullamlarak gerceklestirilir. Agaroz jel elektroforezi yapmak amaciyla asagidaki yontem
takip edildi (URL-7, 2008)

% 1'lik agaroz jel dokmek icin 0,3 g agaroz tartildi ve 30 mL 1X TAE tamponu
icinde mikrodalga firinda 1 dakika bekletilerek eritildi.

Sicak agaroz cozeltisi, 50-55 °C'ye gelinceye kadar oda sicakliginda biraz
bekletildi ve 3 pL etidiyum bromir ilave edilip iyice karistirildiktan sonra jel
tablasina dokul du.

Jel donduktan sonra, elektroforez kalbi 1X TAE ile doldurulup her bir kuyucuga
ayr bir yerde karistirilmis olan 1 pL jel yikleme boyasi ve 5 uL DNA yiklendi.
Y aklasik 1 saat boyunca 100 mA’ de elektrik akimi uygulandi.

Jel gorantuleri, jel goruntileme cihazinda Kodak Molecular Imaging System

program yardimiylaincelenip kaydedildi.

2.2.7. DNA’nin Etanol ile Coktiiriilmesi

Restriksiyon enzimleri ile kesimden sonra ¢Ozelti, icgindeki proteinlerin

uzaklastirnlmas ve DNA'nin saflastinlmasi amaciyla etanol ile ¢oktirme islemi yapildi.
Bu amagla asagidaki yontem takip edildi (URL-8, 2008).

DNA cozdltis Uzerine tuz konsantrasyonunu 0,3 M’a ayarlamak icin 1/10 kadar
3 M sodyum asetat (pH 5,2) ilave edilip iyice karistiril dh.



41

e Son hacmin 2,5 kati kadar % 96'lik soguk etanol ilave edildi ve iyice
karistirildiktan sonra -20 °C’de 1 saat bekletildi.

e Oda sicakliginda 13.000 rpm’ de 15 dakika santrifllj edildi ve stipernatan dikkatli
bir sekilde uzaklastirildi.

e DNA peltes uUzerine 500 pL % 96'lik soguk etanol ilave edilerek hafifce
karistirilldr ve 13.000 rpm’'de 5 dakika santrifij edildikten sonra slpernatan
uzaklastirild.

e Yikama islemi, 500 pL % 70’'lik soguk etanol ile tekrarlandi. 13.000 rpm’de
5 dakika santrifijjden sonra stipernatan uzaklastirildi.

e Eppendorf icindeki DNA, etanolin tamamen uzaklasmas: i¢in oda sicakliginda
10 dakika bekletildi.

o Pedte halindeki DNA, 25 pL nukleaz icermeyen suda c¢ozilerek -20 °C'de
saklandh.

2.2.8. Genomik DNA Parcalarmin pUC18 Vektoriine Ligasyonu

EcoR | ile kesilen genomik DNA’dan elde edilen parcalar yine aym enzimle kesilen
pUC18 vektoriine T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla yapistirldh.

genomik DNA EcoR | 3uL
pUC18 kesigi EcoR | lpuL
10X ligaz tamponu luL
T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 3L
Nukleaz icermeyen su 2L

Reaksiyon karisimi 16 °C’ deki ligasyon inklbatdrde 1 gece bekletildi.

2.2.9. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Kompotent hiicreler kalsiyum klorir metoduna gore hazirlanch (Maniatis vd.,1989).
Genomik DNA kuitiphanesi olusturmak amaciyla ve diger klonlama islemleri icin E. coli
JM101 susundan, ekspresyon yapmak amaciyla ise E. coli BL21(DE3)pLysS susundan

kompotent hticre hazirlandh.
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3 mL LB besiyerine, daha dnceden LB agar besiyerinde biyutilmis olan E. coli
susundan ekim yapildh ve calkalayici hava ya da su banyosunda 37 °C'de
inkubasyon yapilarak gece kulturt hazirland.

Hazirlanan gece kdultiriinden optik yogunluk 0,1 olacak sekilde, 30 mL LB
besiyerine asilama yapildi ve 600 nm’deki optik yogunluk 0,4-0,6 arasinda bir
degere ulasincaya kadar yaklasik 2 saat 37 °C’ de buyutuldd.

Bu degere ulagan hiicre kultlrd, steril bir tipe koyularak 4 °C’de 4.000 rpm’de 5
dakika santrifUij edildi ve siipernatan uzaklastirildi.

Tlpicine 10 mL 0,1 M CaCl, ilave edildi ve hlicre peltesi, yavasca pipetlenerek
stispansiyon haline getirildi.

30 dakika buz iginde bekletildikten sonra 4 °C'de 4.000 rpm’'de 10 dakika
santrifllj edildi ve slipernatan uzaklastirildh.

Pellet, 2 mL 0,1 M CaCl> ¢ozeltisinde slispansiye edilerek 200 pL’lik kisimlar
halinde steril eppendorf tlplerine bol indu.

Kompotent hiicreler, 2 saat buzda bekletilerek transformasyona hazir hae
getirildi.

2.2.10. Transformasyon

Rekombinant olan ve olmayan pUC18 vektorlerini birbirinden ayirabilmek icin

2.2.8. nolu kiamda anlatildig1 sekilde elde edilen ligasyon Urini hazirlanan kompotent

hiicrelere aktanlarak c¢ogaltildi. Bunun igin asagidaki yontem takip edildi (Maniatis
vd.,1989).

Eppendorf tlp icinde bulunan kompotent hiicrelere 3-5 pL ligasyon Urind ilave
edildi ve 30 dakika buz icinde bekletildi.

2 dakika 42 °C’ de bekletmek suretiyle plazmidin hiicreicine girmesi sagland:.
Buz icine alinan hicrelere 200 uL LB besiyeri eklenerek 37 °C'de 1 saat
bekletildi.

Bu siirenin sonunda tip icindeki stispansiye karisim, 50 pg/mL ampisilinli LB
agar iceren, sirasiyla ayr1 ayn 45 pL IPTG ve 45 uL X-ga surulip iyice
kurutulmus petrilere yayma ekim yapilarak ekildi ve 37 °C’ de 1 gece bekl etilerek
plazmidi iceren hiicrelerin blylimes sagland.
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2.2.11. Rekombinant Plazmidlerin Secimi, izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Petrilerde blylyen mavi ve beyaz kolonilerden sadece beyaz olanlar secildi ve
50 pg/mL ampisilin iceren LB besiyerine ekilerek 37 °C'de bir gece blylttlUp gece
kiltarleri hazirlandi. Elde edilen gece kdlttrlerinden 900 pL aimp 300 puL % 80'lik
gliserol cozeltis ile kanstinlarak gliserol stogu hazirland: ve bu stoklar gerektiginde
kullanilmak Uzere -20 °C’de saklandi. Hazirlanan gece kdiltirlerinden ayni zamanda kit
kullanilarak plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen plazmidier DNA sra analizi igin

Macrogen Inc.(Guney Kore)' ye gonderildi.

2.2.12. DNA Siralarmnin incelenmesi

Macrogen Inc.’den gelen DNA siralar1 6ncelikle protein srasina donusturdaldi (URL -
9, 2008) ve daha sonra BLAST programi (URL-10, 2008) yardinuylaincelendi.

2.3. GI Geninin Eksik Kalan Bas Kismmm Invers PCR ile Bulunmasi

Invers PCR, DNA srasi bilinen bir bélgenin hemen yan tarafimin DNA’smin in vitro
olarak cogaltilmas icin kullamlan bir metodtur (Ochman vd., 1988). Bu metodta normal
PCR’daki yonun tersi sekilde yonlenmis olan primerler kullanilarak PCR yapilir. Bu
primerler icin kullamlan DNA kalibi, restriksiyon enzimi ile elde edilmis DNA
parcalarinin T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla bir cember olusturmak Uzere kendi tzerine

yapismasi ile elde edilir.

2.3.1. invers PCR i¢in Primer Tasarlanmasi

Gl geninin basinda bulunan yaklasik 399 bazlik kismun DNA sirasinin invers PCR
yardimiyla bulunabilmesi icin bilinen DNA sirasindan faydalanarak 1 taneileri (XylF1) ve
1 tane geri (XylR1) olmak Uizere 2 tane primer tasarlanc: (Tablo 7).



2.3.2. Genomik DNA’nin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’st XylF1/XyIR1 primer ¢ifti arasinda kalan,

arasi bilinen bolgeyi kesmeyen Pst | ve Hinf | emzimleri ile ayr1 ayr kesildi.

gDNA 10 ug

10X R tamponu SuL

Enzim (10 U/pL) 2 uL

Nukleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ ye tamamlanc

Reaksiyon karisimi, 16 °C’de 8 saat inkube edildikten sonra enzimin deaktivasyonu
icin 80 °C’ de 20 dakika dahainkuibe edildi.

2.3.3. DNA Parcalannimn Ligasyonu

Etanol ile ¢okturtlerek temizlenmis olan Pst | ve Hinf'| kesikleri, DNA parcalarinin
her birinin kendi Uzerine yapisarak dairesel forma donismesi icin T4 DNA Ligaz enzimi
kullamlarak yapistirildi (Maniatis vd.,1989).

Kesik genomik DNA karisimi 50 pL (yaklasik 10 pg)
10X ligaz tamponu 50 uL

T4 DNA Ligaz (3 U/uL) 3puL

Nukleaz icermeyen su 397 uL

Reaksiyon karisimi 22 °C’de 1 gece bekletildikten sonra etanol ¢oktlrmesi yapilarak
protein ve diger bilesenler uzaklastirildi. Boylelikle invers PCR icin kalip DNA elde
edilmis oldu.

2.3.4. invers PCR

Invers PCR icin kalip DNA, primer ciftleri (XylF1/XyIR1), dNTP karigimi, tampon
ve DNA polimerazin ilaves ile ayr ayn reaksiyon karisimlart hazirland: (Tablo 16) ve
uygun sartlarda (Tablo 17) PCR yapildi. Sonuclar % 1'lik agaroz jelde incelendi. Gl
geninin son kismim yakalamak icin gerceklestirilen invers PCR’1n sematik gosterimi Sekil
11’ de verilmistir.
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Téeblo 16. invers PCR bilesenleri

Bilesen Kullanilan Miktar

dNTP karigimi (10 mM) lyuL

fleri primer 1 pL (20 pmol)

Geri primer 1 uL (20 pmol)

MgCl; ¢ozeltisi (25 mM) 4L

5X GoTaq Flexi reaksiyon tamponu 10 uL

GoTaq Flexi DNA polimeraz (5 U/uL) 0,25 pL

Kalip DNA 1ug

Nukleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamland:

Tablo 17. invers PCR icin reaksiyon sartlar:

Sicakhk (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayisi
IIk Denatiirasyon 95 2 1
Denatilirasyon 94 1
Primer Baglanmas 50 1 36
Uzama 72 2
Son Uzama 72 5 1

2.3.5. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR UrUnlerinin saflastiriimast icin PCR 0riind temizleme kiti (Promega) kullanildi.

e PCR Urinunu iceren reaksiyon karisiming, esit hacimde Membran Baglanma
Cozdtis (Membrane Binding Solution) ilave edilip karstirildi ve elde edilen
karisim toplama tlipt tzerine yerlestirilmis olan minikolon icine aktarildi.

e Oda sicakliginda 1 dakika inkibe edildikten sonra 16.000 x g'de 1 dakika
santrifij edildi ve minikolondan toplama tiiptine gegen sivi uzaklastirildh.

e Minikolona 700 pL Membran Yikama Cozeltis (Membrane Wash Solution)
ilave edildi ve 16.000 x g'de 1 dakika santrif(jj edildi. Minikolondan toplama
tipune gecen sivi uzaklastirildi.

e Yikamaislemi, 500 pL yikama ¢ozeltisi kullanilarak tekrarlandi. 16.000 x g'de 5
dakika santrifuj edildi.
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Minikolondan toplama tupune gegen sivi uzaklastirildi ve yikama ¢ozeltisinden
gelen etanol in tamamen uzaklasmasi icin 1 dakika daha santrifUj edildi.
Minikolon, temiz bir eppendorf tiptne alimp minikolon icine 50 pL nikleaz
icermeyen su ilave edildi. Oda sicakliginda 1 dakika inkibe edildikten sonra
16.000 x g’ de 1 dakika santrif(jj edildi. Saf PCR trtint 4 °C’ de saklandh.

G. caldoxylolyticus TK4

genomik DNA’ st
XvlI R1 Xyl F1
<+ —>
N | |
Gl geni Gl geninin
aranan pargast T

RE ilekesm Ligasyon RE ilekesim

Dairesel DNA
parcalar

Xyl R1 primeri ile Xyl F1 primeri ile
Zincir uzamast \zi Ncir uzamasi

Invers PCRicin kali]
halkasal DNA’lar

Cogaltilan DNA parcalar

Sekil 11. GI geninin son kismini yakalamak igin gerceklestirilen invers PCR’in
sematik gosterimi
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2.3.6. PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektoriine Ligasyonu

PCR Urtnleri, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine, T4 DNA Ligaz enzimi yarcim ile
yapistinldi.

Saf PCR drdnG 35uL
2X ligaz tamponu SuL
pPpGEM-T Easy vektor 0,5puL
T4 DNA Ligaz (3U/uL) 1L

Reaksiyon karisimlari, 16 °C’ de bir gece bekletilerek ligasyon gerceklestirildi.

23.7. E. coli JM101’e Transformasyon, Rekombinant Plazmidlerin Se¢imi,
izolasyonu ve DNA Sira Analizi

Ligasyon Urunleri, E. coli IM101 hicresine aktarilarak rekombinat plazmidler
cogdtildi. IPTG ve X-gal iceren ampisilinli LB Agar iceren petrilerde biylyen beyaz
koloniler secilerek alindi ve 50 pg/mL ampisilin iceren LB besiyerine ekilerek 37 °C’ de bir
gece buytulup gece kultirleri hazirlandi. Elde edilen gece kulturlerinden 900 pL ainip
300 pL % 80’lik gliserol cozeltisi ile karistirilarak gliserol stogu hazirlanci ve bu stoklar
gerektiginde kullaniimak Gzere -20 °C’de saklandi. Hazirlanan gece kulturlerinden ayni
zamanda kit kullamlarak plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen plazmidler DNA sira

analizi icin Macrogen Inc.(Glney Kore)'ye gonderildi.

2.4. GI Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Genin Ekspresyonu

2.4.1. GI Geninin Tamamim Cogaltmak ve Ekspresyon Vektoriine Klonlamak
Icin Primer Tasarlanmasi

Gl geninin tamamini PCR ile cogaltip pET-28a(+) vektdrune aktarabilmek amaciyla
bir set ileri (XylF2) ve geri primer (XylR2) tasarland: (Tablo 7). ileri primer, baslama
kodonundan 6nce Nhe | kesim bolgesi, geri primer ise gene ait DUR kodonundan sonra

tekrar bir DUR kodonu ve Hind 111 kesim bolgesi igerecek sekilde tasarland: (Sekil 12).
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Met
XylF2: 5-GGCTAGCATGTCTTATTTCAACACCATCAACG-3

Nhe I

g

UR DUR

XylIR2: 5 - CAAGCTTGTCACTTAACGGGTTGCACAAACTTCAAGC-3
Hind 11l

Sekil 12. Gl geninin tamamim ¢ogaltmak icin tasarlanan ileri ve geri primerlerin
nukleotid siralari. Gl geni icin ileri primer (XylF2), baslama kodonundan
Once Nhe | kesim bolgesini icerecek sekilde, geri primer (Xyl R2) ise gene
ait DUR kodonundan sonra tekrar bir DUR kodonu ve Hind 111 kesim
bolges igerecek sekilde tasarland.

2.4.2. GI Geninin Tamamimin PCR ile Cogaltilmasi

Genomik DNA, primerler, dNTP karisimi, tampon ve DNA polimerazin ilaves ile
bir reaksiyon karsimi hazirlanch (Tablo 18) ve uygun programa (Tablo 19) ayarlanan PCR
cihazinda reaksiyon gerceklestirildi. PCR Urtnleri % 1'lik agaroz jelde yurituldi ve UV
151k atindaincelendi.

2.4.3. PCR Uriinii ve pET-28a(+) Vektoriiniin Nhe I ve Hind I1I Tle Kesilmesi

PCR Urun0 temizleme kiti (Promega) kullamlarak saflastirildi. Daha sonra saf PCR
urdinu ve pET-28a(+) vektort Nhe | ve Hind 111 ile kesilerek her iki uctan da sarkik uclarin

olusmasi saglandi.

PCR Urinl/pET-28a(+) vektoru 10 pL (yaklasikl pg)
10X Buffer B 4puL

10X BSA 0,5puL

Nhe | (10 U/uL) 1uL

Hind 111 (10 U/uL) 1uL

dd H,0O 33,5 L

Reaksiyon karisimlart 37 °C’de 8 saat inkibe edildikten sonra, 80 °C’de 20 dakika
daha bekletilerek enzimlerin inaktivasyonu sagland.
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Tablo 18. PCR'in bilesenleri

Bilesen Kullanilan Miktar

dNTP karigimi (10 mM) lyuL

fleri primer 1 pL (20 pmol)

Geri primer 1 uL (20 pmol)

MgCl; ¢ozeltisi (25 mM) 4L

5X Yesil GoTag Flexi reaksiyon tamponu 10 uL

GoTaq Flexi DNA polimeraz (5 U/uL) 0,25 pL

gDNA 1ug

Nukleaz icermeyen su Son hacim 50 pL’ye tamamland:

Tablo 19. PCR resksiyon sartlari

Sicakhk (°C) Zaman (dakika) Dongii Sayisi
IIk Denatiirasyon 95 2 1
Denatilirasyon 94 1
Primer Baglanmas 59 1 36
Uzama 72 2
Son Uzama 72 5 1

2.4.4. Kesik PCR Uriiniiniin Kesik pET-28a(+) Vektoriine Ligasyonu

Her iki uctan da restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA’lar etanol ile ¢oktirilerek
agroz jelden PCR Urinu temizleme kiti (Promega) kullanilarak saflastirilci. T4 DNA Ligaz
enzimi ile PCR Urinl pET-28a(+) vektortine yapistirildi (Maniatis vd.,1989).

PCR Urlnu Nhe |/Hind 111 10 uL
PET-28a(+) vektorii Nhe |/Hind Il 5puL

10X ligaz tamponu 2,5 L
T4 DNA Ligaz, HC (20 U/uL) 0,5puL
Nukleaz icermeyen su 7,0 uL

Resksiyon karisimi 16 °C’ de 1 gece inkube edildi.
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2.4.5. Rekombinant pET-28a(+) Vektoriiniin E. coli BL21(DE3)pLysS Hiicresine
Transformasyonu

Ligasyon drlnd, onceden hazirlanan E. coli BL21(DE3)pLysS kompotent hiicresine
aktanldi. Rekombinant vektorl iceren bu hicreler, 45 uL IPTG eklenip iyice yayilarak
kurutulmus olan 50 pg/mL kanamisinli LB agar iceren petrilerin Uzerine yayma ekim
yapilarak ekildi. 37 °C'de 1 gece bekletilerek plazmidi iceren hicrelerin blyUmesi
saglandi. Bu ortamda buylyen tim koloniler secilerek aindi ve 50 pg/mL kanamisin
iceren LB besiyerine ekilerek 37 °C’de buyutulUp gece kilturleri hazirlandi. Elde edilen
gece kultirlerinden gliserol stogu hazirland: ve plazmid izolasyonu yapildi. izole edilen
plazmidler Hind 11l ve Nhe | enzimleri ile kesilerek gen parcasint igerip icermedikleri
kontrol edildi.

2.4.6. G’nn E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspresyonu

Rekombinant pET-28a(+) vektérini iceren E. coli BL21(DE3)pLysS gliseral
stogundan 50 pg/mL kanamisin iceren 3 mL LB besiyerine ekim yapildi ve 37 °C'de 1
gece buyutllerek gece kultiri hazirlandi. Ertesi glin, hazirlanan bu gece kuiltlrt % 1 (v/v)
olacak sekilde 50 pg/mL kanamisin igeren LB’ ye aktarilarak ODgyo = 0,6-0,8 olana kadar
buyutme islemine devam edildi. Istenilen optik yogunluga ulasilciginda nihai
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde IPTG ilave edilerek indiklendi ve 37 °C’'de 3 saat
inkiibe edildi.

2.5. E. coli BL21(DE3)pLysS’de Ekspres Edilen GI’nin Saflastirilmasi

Uc saat indilklemeden sonra hiicreler, 4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifj
edilerek toplandi. Toplanan htcreler, 1 mL 50 mM MOPS (pH 6,0) tamponunda
stispansiye edilip, stispansiyona 0,5 mg/mL igerecek sekilde lisozim ilave edildi. 37 °C'de
30 dakika bekletildikten sonra hicreler % 80 siddetinde, 1 devirde 5 dakika boyunca
sonikasyona maruz birakilarak patlatilci. Daha sonra 4 °C’de 10.000 rpm’de 20 dakika
santrifijj edildi ve elde edilen siipernatan ham enzim 6z(itl olarak kullamldi. On saflastirma
islemi icin ham enzim Ozutu 75 °C’'de 10 dakika bekletildi ve denattire olan proteinlerin
4 °C’de 10.000 rpm’ de 20 dakika santrifllj edilerek uzaklastirilmas: saglandi.
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Ekspres edilen GI, N- ucunda 6 tane histidin birimi igerdiginden dolayi, nikel

parcaciklar iceren “MagneHis Protein Purification System (Promega)” kullanilarak

asagida belirtildisi gibi saflastirild.

s soku yapilarak E. coli’den gelen proteinlerin kismen uzaklastirilms oldugu
eppendorf tup icindeki 1 mL ham 6zite 120 pL vortekslenmis Ni ilave edilip,
oda sicakliginda 2 dakika alt Ust edilerek kanstinildi. Bu islem ile N-ucunda
bulunan 6 tane histidinden dolay1 rekombinant protein +2 yukli nikel iyonlarina
baglanarak Ozitten ayrilmasi saglandh.

Ni pargalarim tupin kenarina toplamak igin tip manyetik tutucuya yerlestirildi ve
30 saniye bekletildikten sonrasipernatan uzaklastirildi.

Manyetik tutucudan ainan eppendorf tlp icine 1000 pL BaglanmalY ikama
tamponu (Binding/Wash Buffer) ilave edildi. 2 dakika boyunca alt Ust edilerek Ni
parcalarinin yikanmas: saglandi ve tup 30 saniye manyetik tutucuda tutulduktan
sonra stipernatan atilcdh.

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

Ni parcalar Uzerine 250 pL eltisyon tamponu (Elution Buffer) ilave edildi ve tip
oda sicakliginda 2 dakika at Ust edildikten sonra manyetik tutucuya yerlestirildi
ve 30 saniye bekletildikten sonra stipernatan yani saf enzim dikkatlice aimp 4
°C’ de sakland:.

2.5.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE' de analiz edilecek protein drnegi SDS ve bir indirgeyici gjan varliginda

isitilarak denatiire edilir ve deterjan ile kaplarmr. SDS kabugu proteine polipeptid zincirinin

buyUklUgine bagli olarak negatif bir yik kazandirr. Bu sekilde hazirlanan 6rnek

poliakrilamid jele yuklenir ve yiksek voltg uygulanarak proteinlerin pozitif elektroda go¢

etmeleri saglanir. Proteinler blyukluklerine bagli olarak negatif yuk kazandiklarindan

dolay1 sadece molekuler agirliklarina gére birbirinden ayrilirlar. Bir proteinin molekl

agirhigi protein standartlarimn jeldeki hareketleri ile karsilastirilarak hesaplanabilir.
SDS-PAGE Sambrook ve arkadaslarina (1989) gore % 5'lik yigma jeli ve % 12'lik
ayrmajeli kullanmlarak gerceklestirildi (Tablo 20).
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Jel hazirlandiktan sonra tanka yerlestirildi ve tank SDS yuritme tamponu ile

dolduruldu. Yaklasik 35 pg saf protein SDS yukleme ¢ozeltisi ile kanstirilip kaynar su

banyosunda 5 dakika inkibe edildi. Bu sekilde denatiire olan proteinler Hamilton siringas

yardimi ile kuyucuklara yiklendi. Boya, yigma jelinden ¢ikana kadar yaklasik olarak

20 dakika 20 mA’ de, daha sonra da ayirma jelinin at kismina gelene kadar yaklasik olarak

1-1,5 saat 25 mA’de yaritulda. Jel, jel boyama ¢ozeltis icine alindi ve yavas bir sekilde

sallanarak 10 dakika bekletildi. Boyanan jel, fazla boya uzaklasip protein bantlari gorundr

hale gelene kadar boya uzaklagtirma ¢ozeltisi ile muamele edildi.

Tablo 20. SDS-PAGE’in bilesenleri

% 5°1lik Yi1gma Jeli % 12’lik Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)

Saf su 2,7 3.3

% 30’ luk akrilamid/bisakrilamid 0,67 4,0

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5

1,5M Tris(pH 8,8) - 25

% 10'luk SDS 0,04 0,1

% 10'luk APS 0,04 01

TEMED 0,004 0,004

2.5.2. Protein Tayini

Protein tayini, Lowry yontemiyle yapildi (Lowry vd., 1951). Protein standarch olarak

sgir serum abumini (BSA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki sigir serum albumin

cozdltisi, kalibrasyon grafigi icin hazirlandi. Protein tayini icin asagidaki islemler yapild:

BSA standartlari, kor ve enzim eltiat1 5’ er mL Lowry C ¢ozeltisi ile karistirildi.
Oda scakliginda 10 dakika bekletildi.

0,5 mL Lowry D ¢ozeltisi hizlatlplere eklendi ve vortekslendi.

Tupler 30 dakika karanhkta bekletildi.

660 nm'’ de absorbanslar 6l¢uldi.

Standart egri grafigi hazirlanarak drnegin protein konsantrasyonu belirlendi.
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2.6. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.6.1. GI Aktivitesinin Tayini ve Karakterizasyonu

Gl aktivitess spektrofotometrik olarak belirlendi. Reaksiyon 5 ul saf enzim
kullamlarak, 100 mM Glukoz, 10 mM MgSOs ve 1 mM CoClz pH’1 7,0 olan 50 mM
MOPS tamponu icerisinde, son hacim 100 uL olacak sekilde 60°C’'de 30 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyon, inkubasyon siresi sonunda, 0,5 M perklorik asit ilaves ile durduruldu.
Reaksiyon sonunda agiga ¢ikan fruktoz miktar1 Dishe ve arkadaslarimn (1951) gelistirmis
oldugu sistein-karbozol-sulfurik asit yontemi ile belirlendi. Reaksiyon cozeltisinin 20
uL’sinin Gzerine sirastyla 40 pul % 1,5'lik sistein hidroklortr ve bunu takiben 40 uL %
0,12'lik karbozol konuldu. Karisim vortekslendikten sonra tizerine 1,2 ml % 70’ lik stlfurik
asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda olciimler gergeklestirildi. Fruktoz miktars,
hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Reaksiyonun gergeklestirildigi
tum kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’ s, substrat konsantrasyonu, enzim miktari)
enzim karakterize edildikge yeniden duzenlenmistir. Bir enzim Unitesi dakikada olusan
mikromol fruktoz olarak tarnmland.

2.6.1.1. GI Aktivitesi Uzerine pH’nmin Etkisi

Gl aktivites Uzerine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla aktivitenin olculdigu rutin
yontemde kullamlan tampon yerine belirli pH degerlerinde tamponlar kullanildi ve bu pH
degerlerindeki  aktivite tayinleri 60 °C'de gerceklestirildi. Calismada kullanilan
tamponlarin tamam 50 mM konsantrasyonda olup farkli pH degerleri icin srasiyla asetat
tamponu (pH 4,0-5,5), MOPS tamponu (pH 6,0-7,5) ve TrissHCl tamponu (8,0-9,0)
kullamldi. Sonuglarin degerlendirilmesi ile optimum pH degeri belirlendi.

G0ozlenen optimum pH degeri daha sonra yapilacak olan optimum sicaklik, pH veisl
kararlilik, metal iyonu etkisi ve kinetik parametrelerin belirlenmes gibi calismalarda
reaksiyon pH’s olarak kullamlmistir.



2.6.1.2. GI Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Gl'min en iyi aktivite gosterdigi sicaklik, optimum pH degerinde 40-100 °C
araliginda 10 °C'lik artiglarla yukarida anlatildigr sekilde belirlendi. Enzim aktivites icin
belirlenen optimum sicaklik daha sonraki deneylerde reaksiyon sicakligi olarak kullanldi.

2.6.1.3. GI Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonun Etkisi

Bu calismada substrat konsantrasyonu sabit tutulup, protein icerigi bilinen saf enzim
Ozutunden belirli hacimlerde alimip bir seri reaksiyon karisimi hazirlandi. Degisen protein
miktar ile aktiviteiliskis incelendi.

2.6.1.4. GI Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Gl aktivitesinin Km ve Vmas degerlerinin belirlenebilmesi icin MOPS tamponu (50
mM, pH 6,5) icinde 2-200 mM son konsantrasyonda glukoz iceren reaksiyon karisimlar
hazirlandi. Bu kansimlar kullamlarak sabit enzim konsantrasyonunda aktivite tayinleri

gerceklestirildi ve Lineweaver-Burk grafigi cizilerek K, ve Vs degerleri hesaplandh.

2.6.1.5. GI’'nmn Isil Kararhhigmm incelenmesi

Rekombinant enzimin 1sl kararliligini incelemek amaciyla, MOPS tamponu (50
mM, pH 6,5) icindeki saf enzim 60, 70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarinda 1 saatlik
zaman dilimlerinde 3 saate kadar bekletildi. Bu strenin sonunda enzim ¢ozeltisi buz icine
alinarak 5 dakika bekletildi ve buzdan cikartilip oda sicakligina kadar 1sinmasi beklendi.
Daha sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gergeklestirildi. Isi ile hi¢ muamele
edilmemis enzimin aktivitess % 100 olarak kabul edilerek bekletilen enzimlerin % kalan

aktiviteleri hesapland.
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2.6.1.6. GI’nmn pH Kararhhiginin incelenmesi

Enzimin pH kararliligim incelemek amaciyla, saf enzim 1:1 oraninda hepsi 50 mM
olan pH 5,0-9,0 arasindaki tamponlari ile karistirildi. Enzim-tampon karisimlar1 4 °C 1, 5,
10, 15 gin boyunca bekletildikten sonra optimum sartlar atinda aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Aym sekilde hazirlanmis fakat 4 °C’'de bekletilmemis enzim-tampon
karisimlarinin optimum sartlar altinda aktiviteleri bakilarak bu degerler % 100 olarak kabul
edildi ve bu degerlerden faydalamlarak bekletilen enzimlerin % kalan aktiviteleri
hesapland:.

2.6.1.7. GI Aktivitesi Uzerine Bazn Metal iyonlarmmn Etkisi

Gl aktivites tizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla Mg, Mn?,
Zn**, Ca?*, Co*, Ni%*, Sn** ve Cu?* iyonlarmin klorir tuzlarmin 100 mM’lik stok
cozdtileri kullanildi. Reaksiyon karisimlarina son konsantrasyonlari1 5 mM olacak sekilde
her bir metal iyonundan ilave edilerek optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.

Metal iyonu icermeyen karisimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilip metal iyonu ilavesi
durumunda % kalan aktiviteler hesapland:.



3. BULGULAR

3.1. Genomik DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA kutUphanes olusturmak icin, Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (G.
caldoxylolyticus TK4) genomik DNA’st EcoR | restriksiyon enzimi ile kesilerek elde
edilen fragmentler pUC18 plazmidine klonlandi ve Escherichia coli IM101 hicresine
aktanldi. Yaklasik 250 rekombinant plazmid, izole edilerek uygun sartlarda saklandi. Bu
klonlardan 50 tanesinden plazmid izolasyonu yapild: ve bu plazmidlerin DNA sralan
belirlendi. DNA siralar protein sirasi haline dontsturtldikten sonra BLAST programu ile
incelendi ve 43 ve 96 nolu klonlann icindeki DNA parcalari uygun sekilde
birlestirildiginde olusan siramn, Geobacillus stearothermophilus ksiloz izomerazina % 96
oraninda benzerlik gosterdigi tespit edildi. Aynca genin bas kismindan yaklasik 927 baz
ciftinin sirasimn belli oldugu ama bu bdlgeden itibaren 399 bazlik kismun eksik oldugu
belirlendi (Sekil 13).

3.2. Glukoz izomeraz (GI) Geninin Eksik Kalan Son Kismmm invers PCR ile
Bulunmasi

Gl geninin son kisminda bulunan yaklasik 400 bazlik kisminin DNA sirasinin, invers
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile bulunabilmes icin G. caldoxylolyticus TK4
genomik DNA’s, Hinf | ve Pst | enzimleri ile uygun sartlar atinda kesilerek, DNA
parcalart olusturuldu. Hinf | ve Pst | kesigi DNA parcalarinin her birinin kendi tzerine
yapisarak dairesel forma dontsmes icin T4 DNA Ligaz enzimi kullanilarak ligasyon
yapildi ve ligasyon Urlint etanol ile ¢oktirilerek invers PCR igin kalip DNA hazir hale
getirilmis oldu. XylF1/XyIR1 ileri ve geri primerleri ve kalip DNA kullanilarak invers
PCR yapildi. Sonuclarin % 1'lik agaroz jelde incelenmesi ile yaklasik 1000 ve 1250 bazlik
DNA parcdarinn varhgi gozlendi (Sekil 14).

Elde edilen PCR drlnleri saflastirildiktan sonra pGEM-T Easy vektorine
klonlandi ve rekombinant vektor E. coli IM101’ e aktarildi. Blyilyen beyaz kolonilerden
izole edilen plazmidler, DNA siraanalizine gonderildi. Elde edilen DNA siralarinin protein

sras haline donustirildikten sonra BLAST programu ile incelenmesi sonucunda, genin
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eksik olan yaklasik 399 bazlik son kisminin DNA sirasinin belirlendigi tespit edildi (Sekil
13).

S’ - Xyl F2
@TCTTA)/TTTCAAWCAA@@Q;CTXA}%WAAGGACCAACGACTAAAAACCCAC
TTGCGTTTAAATTTTACAATCCGGAAGAAAAAGT CGGAGATAAGACAATGGAAGAGCATTT
GOGCTTTTCGGT TGOGTAT TGGCATACGT TTACAGGGGAT GGATCGGATCOGT TTGGGGCA
GGCAATATGATCCGT CCGTGGAACAAAT ACAGCGGAAT GGACT TAGCAAAAGT GCGTGTAG
AGGCAGCTTTTGAGT TTTTTGAAAAACTAAATGT CCCATTCTTCTGT TTCCATGATGT GGA
TATCGCT CCAGAAGGAGAAACAT TAAAAGAAACATACAAAAAT TTAGATATAATCGTAGAC
ATGATTGAAGAATATATGAAAACAAGCAAAACGAAGCT GCTTTGGAATACGGCGAACTTAT
TTACCCATCCCCGCT TTGT CCATGGECGCCGCCACT TCTTGCAACGCCGATGTATTTGCGTA
TGCAGCGGCCAAAGT AAMAAAAAGGT TTGGAAAT TGCGAAACGAT TAGGAGCGGAAAACTAC
GTATTTTGGGGCGGACGGEGAAGGATAT GAAACGCT GT TAAATACCGATATGAAACTAGAGC
TGGACAACTTAGCCCGCTTCT TGCATATGGOGGT GGATTATGCAAAAGAAATTGGATTTGA
CGGCCAATTTCTAAT TGAACCGAAACCGAAAGAGCCAACGAAACAT CAATATGACTTTGAC
GTTGOGACGGCGT TGRCATTCTTACAAACATAT GRGCTAAAAGATT ACTTTAAGT TCAATA
TTGAAGCGAACCAT GCAACGT TAGCGGGGCATACGT

CATCCATGGCATGCT CGGGT CGGT GGAT GCGAACCAAGGGGATACGCT GCTAGGAT GGGAT
ACGGACGAATTCCCGACAGACTTATATTCTACCACGCTTGCCATGTACGAAATCTTGAARAA
ACGGCGGCCTTGGCCGTGGCGGATTGAATTTTGACGCCAAAGTAAGAAGAGGATCGTTTGA

ACCAGAAGATTTGTTTTACGCTCATATCGCTGGAATGGATAGCTTTGCTGTTGGATTAAAA
GTAGCCCATCGATTAATCGAAGATCGCGTTTTTGATGAGTTTATTGAGGAACGATACAAAA
GTTATACGGAAGGAATTGGACGGGAAATTGTGGAAGGAACTGCAGATTTCCACAAATTAGA
AGCACATGCTTTACAGCTAGGGGAAATCCAAAATCAATCGGGCAGACAAGAACGGCTGAAA
ACATTGCTTAATCAATACTT CTTGAAG;%&E%GCAACCCGT___-3'

Sekil 13. G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’sinin Gl geninin sekansi. Koyu yazilan
DNA srasi invers PCR ile bulunan kismi ifade etmektedir. Usti Gizili kodonlar
genin Metiyonun (ATG) ve DUR (TAA) kodonlarint gostermektedir. Oklarla
gosterilen bolgeler invers PCR igin kullamilan primerlerin (XylF1, XylR1) tam
DNA sralarini ve genin tamamim ¢ogatmak icin kullanilan primerlerin (XylF2
ve XylIR2) DNA siralarinin bir kismim géstermektedir.
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1500 be
1250 be ~1250 be
1000 he ~1000 bg

Sekil 14. invers PCR driinlerinin % 1'lik agaroz jeldeki gorintiisii.
M: 1 kb'lik DNA standardi, 1. Hinf | ile kesilerek
olusturulan DNA kalibimin PCR Urini, 2:  Pst | ile
kesilerek olusturulan DNA kalibinin PCR Urini

3.3. GI Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi, Ekspresyonu ve
Saflastirilmasi

Gl geninin tam sirasinin incelenmesi sonucu, genin ekspresyonu icin secilen pET-
28a(+) vektorune klonlanmasi ve ekspresyonu igin uygun primerler dizayn edildi (Xyl F2
ve Xyl R2). pET-28a(+) vektorl ribozom baglanma boélgesi (rbs)’ nden sonra ve Nde |
kesm bolgesinin hemen o6nunde 6 tane histidin kodlayan kodon (polihistidin-tag)
icermektedir. Gl geninin tamami PCR ile ¢ogaltildiktan sonra 5’ -ucundan Nie | ve 3'-
ucundan ise Hind 11l ile kesilip yine aym enzimlerle kesilen pET-28a(+) vektoriine
klonlandig: durumda rekombinant vektor Gl nin baslama kodonundan hemen 6nce 6 tane
histidin kodlayan kodon icerecektir (Sekil 15). Bu sekilde Gl, N- ucunda 6 tane histidin
amino asidi (histidin kuyrugu) icerecek sekilde ekspres edilecektir.

Nhe | Hind |

PET28a(+) ¢ \L PET 28a(+)

—— I N GCTAGCATG B> TAATTGACAAGCTT ———
rbs polihistidin-tag Met 1 geni * *

Sekil 15. Gl geninin pET-28a(+) vektorine klonlandigi bolgenin sematik gosterimi.
Turuncu ile gosterilen bolge ribozom baglanma bdlgesini (rbs), mor ile
gosterilen bolge 6 tane histidin birimini, yildizla gosterilen kodonlar ise “DUR”
sinyallerini gostermektedir.
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Gl geninin tamamim gogaltabilmek igin tam DNA srasi dikkate alinarak bir set
primer (XylF2/XyIR2) tasarlandh ve sentezlettirildi. G. caldoxylolyticus TK4 genomik
DNA’s ve bu primerler kullanilarak yapilan PCR sonucunda yaklasik 1000-1500 bazlik
bir DNA parcasnin varligi gézlendi (Sekil 16).

1400 be 1500 be

1000 b

1 M

Sekil 16. PCR ile tamam cogaltilan Gl geninin % 1'lik agaroz
jeldeki gorunttist. 1: PCR ile cogaltilan GI geni, M: 1
kb'lik DNA standarch

Elde edilen PCR Urini Nhe | ve Hind 111 enzimi ile kesilip, yine aym enzimlerle
kesilen pET-28a(+) vektorine klonlandi. Rekombinant vektor E. coli BL21(DE3)pLysS
hiicresine aktarildi, elde edilen kolonilerden istenilen fragmanti icerenler secildi ve bu
klonu iceren koloninin gece kilturt hazirlanarak gerektiginde kullamlmak Uzere gliserol
stok yapildi. Stok kdiltlr -20 °C’de saklandh.

Gl geninin tam DNA sirast protein srasina donuUstUrildikten sonra (Sekil 17)
BLAST programinda incelendi ve amino asit sirasimn Gl olarak bilinen D-glukoz\ ksiloz
izomerazlara (EC 5.3.1.5) yuksek oranda benzerlik gosterdigi saptand: (URL-10).

G. caldoxylolyticus TK4 GlI’snin amino asit srasi ClustalW programi (URL-11)
kullanllarak ~ G.  stearothermophilus, G. thermodenitrificans, G. kaustophilus,

B. halodurans, B. coagulans amino asit siralan ile karsilastirildi ve korunmus bolgeleri

tespit edildi (Sekil 18).
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5 -
atgtcttatttcaacaccat caacgccat at cct at gaaggaccaacgact aaaaaccca
M S Y FNTI NAI SYEGWPTTKNP
cttgcgtttaaattttacaat ccggaagaaaaagt cggagat aagacaat ggaagagcat
L AF K FYNWPEEI KV GDIKTME E H
ttgcgcttttcggttgegtattggecatacgtttacaggggat ggat cggatccgtttggg
L RF SV AYWHTFTGUDGSDP F G
gcaggcaat at gat ccgt ccgt ggaacaaat acagcggaat ggact t agcaaaagt gcgt
AGNMI RP WNIKYSGMDIL A K VR
gt agaggcagcttttgagtttttt gaaaaact aaat gt cccattcttctgtttccat gat
VvV E AAF EF F E KL NVPFF CUZFHD
gt ggat at cgct ccagaaggagaaacat t aaaagaaacat acaaaaat t t agat at aat ¢
v DIl A P E GETUL KETYKNUL DI I
gt agacat gat t gaagaat at at gaaaacaagcaaaacgaagct gct t t ggaat acggcg
v b M™MI EEY MKT S KT KL L WNT A
aacttatttacccatccccgcetttgtccatggcgeccgecacttcttgcaacgecgat gta
N L FTHWPIRFVHGAATSU CNAUDV
tttgcgt at gcagcggccaaagt aaaaaaaggt t t ggaaat t gcgaaacgat t aggageg
F AY A A AKYV KK KGLEI A KRL GA
gaaaact acgt at t t t ggggcggacgggaaggat at gaaacgct gt t aaat accgat at g
E NY V F WG GWREGY ETUL L NT D M
aaact agagct ggacaactt agcccgcttctt gcat at ggcggt ggat t at gcaaaagaa
K L E L DNLARZFULUHMMAYDY A K E
attggatttgacggccaatttctaatt gaaccgaaaccgaaagagccaacgaaacat caa
I G F DG QF LI EPKWPIKEWPT K HQ
tat gactttgacgttgcgacggcgttggcattcttacaaacat at gggct aaaagatt ac
Y DF DV ATALAUFULOQTY GUL KDY
tttaagttcaatattgaagcgaaccat gcaacgttagcggggcat acgtttgaacat gaa

F K F NI E A NHATL A GHTF E H E
ct gcgagt agcccgcat ccat ggcat gct cgggt cggt ggat gcgaaccaaggggat acg
L RV ARI HGML GS VDA ANOQGT DT

ct gct aggat gggat acggacgaat t cccgacagacttatattctaccacgcttgccatg
L L 6wWwWbDTDUEUFPTDULY ST TL A M
t acgaaat ct t gaaaaacggcggcct t ggccgt ggcggat t gaat tt t gacgccaaagt a

Y EIl L K NG GL GRGGLNUFDAIKYV
agaagaggat cgtt t gaaccagaagatttgttttacgct cat at cgct ggaat ggat agc
R R GGS F EP EDULZFY AHI A GMD S
tttgctgttggattaaaagtagcccat cgattaat cgaagatcgegtttttgatgagttt
F AV G L KV AHWRLI E DRV F D E F
at t gaggaacgat acaaaagt t at acggaaggaat t ggacgggaaat t gt ggaaggaact
I E ERY K SY TEGI GREI V EGT
gcagat tt ccacaaat t agaagcacat gcttt acagct aggggaaat ccaaaat caat cg
A DFHKLTEAHALU QLTGTETI QNG QS

ggcagacaagaacggct gaaaacat t gCt t aat caat actt gCt t gaagt tt gt gcaacc
G R QEIRULIKTULILNOQQYLULEVLCAT
cgt taa- 3’

R eee

Sekil 17. G. caldoxylolyticus TK4 GI’simn DNA ve protein sirast. (ee*) ile gosterilen
kodon genin DUR kodonunu temsil etmektedir.



G. stearothermophilus - MPYFDNI STI AYEGPASKNPL AFKFYNPEEKVGDKTMEEHLRFSVAYMH 49
G. caldoxylolyticus T - MSYENTI NAI SYEGPT TKNPLAFKFYNPEEKVGDKTMEEHLRFSVAY@H 49
G. termodenitrifican - MAYFPNI CKI AYEGPESRNPFAFKFYNPEEKVGGEKTMEEHL RFSVA 49
G. kaustophilus_HTAA2 - MAYFPNI GT1 PYEGPESRNPLAFKFYNPDEKVGEKTMEEHLRFSVAYf@H 49
B. coagulans_36D1 MVAYFPNVSKI TYSGKQ_ KSGL SFNHYNPKELVGGKTIVEEQ_ RFSVAF 50
o . -.*** * % .*** * **** * * *
G. stearothermophilus TFTGDGSDPEGAGNM RPVWKY SGVDLAKARVEAAFEFFEKLNI PFFCFH 99
G. caldoxylolyticus_T TFTGDGSDP G\M RPVWNKY SGVDL AKVRVEAAFEFFEKLNVPFFCFH 99
G. termodenitrifican TFTGDGSDPEGVGNM RPVDKY SGVDL AKARVEAAFEL FEKLNVPFFCFH 99
G. kaustophilus_HTAA2 TFTGDGS G\M RPVWNTYSGVDLAKARVEAAFEL FEKLNVPFFCFH 99
B. coagulans_36D1 TFTESGT DPEGAGSKI RPVWDRFTGVDLAKARVEAAFEFFEKLGNPYFCFH 100

* % k- kkk*x X * k% - e kkhkkhkkhkk O khkxkkkhkkhkkhk Ak kK k- kk k%

Sekil 18. G. caldoxylolyticus TK4 GI’sintn amino asit G. stearothermophilus, G. shermodenitrifican, G. saustophilus, S. halodurans,
B. coagulans GI’lartnin amino asit siralari ile karsilastirilmasi. Kirmmzi renk ile boyali amino asitler substrat baglanma cebini
olusturan, sar1 renk ile boyali amino asitler katalitik etkinlikte rol oynayan, mavi renk boyali amino asitler metal baglanma
bolgesini olusturan amino asitlerdir. Gri renk ile boyali amino asitler katalitik etkinlikte rol oynarlar ayni zamanda metal
baglamaya katkida bulunurlar. Yesil renk ile boyali amino asitler substrat baglanma cebini olusturan ve aym zamanda metal
baglamada etkili olan amino asitlerdir. “*” Ayn amino asit birimlerini, “.” ve “:” benzer amino asit birimlerini ifade
etmektedirler.
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Sekil 18'in devami

SRR SR IO Ono

OO Oo

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

*k k- k- *x -

DVDI APEGETLKETYKNLDI | VDM EEYMKTSKTKLL NL BRHPRFV
DVDI APEGETLKETYKNLDI | VDM EEYMKTSKTKLL NL BRHPRFV
DVDI APEGETLSETYKNLDEI VDM EEYMKTSKTKLL NL BSHPRFV
DVDI APEGETLSETYKNLDEI VDM EEYMKTSKTKLL NL BSHPRFV
DRDI APEGDTLRETNKNLDVI VAM KDYMKTSKVKLL NVIEENPRFV

* Kk kkkkkk -k khkkk K*k K*k: s kkkkhkkhkkh Fhkkkkkkk- k- kKo

HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEI AKRLGAENYVF GYETLLNTD
HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEI AKRL GAENYVF GYETLLNTD
HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEI AKRL GAENYVF GYETLLNTD
HGAATSCNADVFAYAAAKVKKGLEI AKRLGAENYV GYETLLNTD
HGAASSCNADVFAYAAAQVKKGL EVGKEL GAENYVF GYETLLNTD

kkhkhk:k *khkhk-kkhkkkk- kkkkhk*k- * khkhkkkkhkkhkhkhkhIrkhkhkhkrkhkhkhkhk k-

VKLEL DNLARFLHVAVDYAKEI G-DGQFLI EPEPKEPTKHQYDFDVATRL
VKL EL DNLARFLHVAVDYAKE! G-DGQFLI EPEPKEPTKHQYDFDVATAL
VKL EL DNLARFFHVAVDYAKE! G-DGQFLI EPEPKEPTKHQYDFDVATAL
VKL EL DNLARFLHVAVDYAKE! G-FDGQFLI EPEPKEPTKHQYDFDVATAL
L KLEQDNLARFFHVAVDYAKEI G-DAQFL L EPEPKEPTKHQYDFDAATTI

rkkk kkhkkhkkhkhkhk khkhkhhkhkhkAkAkhkhkhkhk hhkkhk- AhkhkrkhxkhkhhkhkhAkAkAkhkhAkkx O kk

AFLQTYGELKDYFKFNI EANHATLAGHTFEHEL RVARI HGML GSVDANQGD
AFLQTYG.KDYFKFNI EANHATLAGHTFEHEL RVARI HGML GSVDANQGD
AFLQTYG.KDYFKFNI EANHATLAGHTFEHEL RVARI HGML GSVDANQGD
AFLQTYG_KDHFKFNI EANHATLAGHTFEHEL RVARI HGVL GSVDANQGD
AFLKTYDL DQHFKLNL EANHATLAGHTFEHEI RVARTHGL L GSL DANQGD

skk s k- kkkkkhkkkhkkhkkkhkkkhkkhkkhkk - kk k - kkk-kkhkk*k

149
149
149
149
150

199
199
199
199
200

249
249
249
249
250

299
299
299
299
300

29



Sekil 18'in devami

POn 0o a0 no

PO 0o

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

stearothermophilus
caldoxylolyticus TK4
termodenitrificans
kaustophilus HTA42
coagulans 36D1

M_LGADTDEFPTDLYSTTLAMYEI LKNGGL GRGGLNFDAKVRRGSFEPED 349
TLLGADTDEFPTDLYSTTLAMYEI LKNGGEL GRGELNFDAKVRRGSFEPED 349
M.LGNDTDEFPTDLYATTLAMYEI LONGGL GRGGLNFDAKVRRGSFEPED 349
TLLGADTDEFPTDLYTTTLAMYEI LONGGELGRGE-NFDAKVRRGSFEPED 349
PLLOGADTDEFPTDLYSTTLAMYEVLKNGGEL. GRGGLNFDAKTRRASFTDED 350

kkhhkkhkhkhkkhhkkhkhhkhkhk-kkhkhkkhkk k- k kkk:kkhkkhkkhkkik k*k k% - %

LFYAH AGVDSFAVG.KVAHRLI EDRVFDEFI EERYKSYTEQ GREI VEG 399
LFYAH AGVDSFAVGLKVAHRLI EDRVFDEFI EERYKSYTEG GREI VEG 399
LFYAH AGVDSFAI GLKVAHRLLEDRVFEQFI EERYKSYTEG CGREI VEG 399
LFYAH AGVDSFAI GLKVAHRLLEDRVFEQFI EERYKSYTEG GREI VEG 399
LFYAH AGVDSFALGLKVANRLI EDRVFDAFI EERYSSYKEG GADI VSG 400

**:**********:*****::*:****:: .*::**.** .*** .*...
TADFHKL EAHAL QL GEl QNQSGRQERLKTLLNQYLLEVCAAR- - - - 441
TADFHKL EAHAL QL GEl QNQSGRQERLKTLLNQYLLEVCATR- - - - 441

TADFHKLEQYALQLGElI RNTSGRLERLKTLLNQYLLEVSVPSKARL 445
TADFKKLEEYALQLGDI RNTSGRLERLKTLLNQYLLEVSAPSGSRS 445
KADFKSLENY! LDKKEI I NQSGRLEQLKNTLNHY! VQEAYQSVNA- 445

** - * k. * % - * - % * ko ko

€9
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E.coli BL21(DE3)pLysS susunda ekspres edilen Gl proteini N- ucunda 6 tane
histidin icerdiginden dolayr nikel parcaaklar: kullanilarak saflastinldi. GI’daki bu histidin
birimlerinin  azotlar1 nikel parcaciklan ile etkileserek GI'min diger proteinlerden

ayrilmasini saglamaktadr.

3.4. G’nin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.4.1. Protein Tayini

Protein tayini Lowry (1951) metoduna gore gerceklestirildi ve protein standard:
olarak BSA kullanildi. Saflastirlan GlI'lann protein miktarlarinin yaklasik olarak 4,0 ile
8,0 mg/mL arasindaoldugu belirlendi.

3.4.2. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

GI'min yaklasik molekiler agirligi ve farkli at birimler igerip icermedigi sodyum
dodesil stiifat (SDS) jel elektroforezi ile tespit edilmistir.

Yaklasik 35 g protein % 12'lik SDS-PAGE jeline yUklenerek elektroforez yapildi.
Elektroforez jelinin Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanmp fazla boyanin
uzaklastirilmas sonucunda Gl geninin E. coli’ de ekspres edildigi ve kullanlan kit ile etkili
bir bicimde saflastinldig tespit edildi (Sekil 19).

Amino asit srasindan faydalanarak yapilan teorik hesaplamada (URL-12, 2008)
GI'nin molekdl agirlig1 50,18 kDa olarak bulundu. Fakat Gl geni pET-28a(+) vektoriinde
ekspres edildiginden dolay: baslama sinyalinden onceki polihistidin ve diger amino
aditlerin de goz Onune alinmas gerekmektedir. Bu sekilde yapilan hesaplama sonucunda
PET-28a(+) vektorinde ekspres edilen GI' min molekiler agirhigi yaklasik olarak 52,64 kDa
olarak bulundu. Dolayisiyla teorik ve deneysel molekul agirliklarimn birbirine oldukca

yakin oldugu gorulmektedir.
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Sekil 19. SDS-PAGE elektroforezi. M: Molekller agirlik
standartlari, 1. Saf protein, 2: IPTG ile 3 saat indiklenmis
rekombinant E. coli BL21(DE3)pLysS hiicreici 6zitu

3.4.3. Glukoz Substrat: ile Aktivite Tayini

G. caldoxylolyticus TK4 GlI'smin glukoz varliginda enzimin spesifik aktivitesi
0,35 U/mg protein olarak belirlendi. G. caldoxylolyticus TK4 susundan klonlanan ve E.
coli’ de ekspres edilen GI'nin detayl1 bir sekilde karakterizasyonu icin aktivite Uzerine pH,
scaklik, substrat konsantrasyonu, protein konsantrasyonu, metal iyonu etkis incelendi.
Ayrnicaenziminsil ve pH kararlilig belirlendi.

3.4.4. GI Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Gl aktivitesi Uzerine pH’1n etkisi ve en yiksek etkinlik gosterdigi pH’in belirlenmesi
amaciyla yapilan caismada, pH 4,0-9,0 arasinda tamponlarla reaksiyon karisimlari
hazirlanci. Her bir tamponla hazirlanan reaksiyon karisimlar: icin aktiviteler belirlenerek
pH degerlerine karsilik gelen aktivitelerle bir pH-% Bagil Aktivite egrisi elde edildi (Sekil
20). Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 6,5 olarak belirlendi.
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Sekil 20. Gl aktivitesi Uizerine pH’ nin etkisi

3.4.5. GI Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Sicakligin GI’'min aktivites Uzerine etkisi ve optimum sicakligin tayini ¢alismas: 10
°C'lik artislarla olmak tizere 40-100 °C arasindaki scakliklarda aktivite tayinleri yapilarak
incelendi ve Sicaklik-% Bagil Aktivite grafigi cizildi (Sekil 21). Gl aktivitesinin 80 °C’de
optimuma ulastigi ve enzimin 90 °C’'de ve 100 °C’'de optimum aktivitesinin sirasiyla
yaklasik % 85’ini ve % 75'ini korudugu gozlendi. Buna gore, cizilen grafik, saf proteinler
icin tipik olan ve tek bir maksimumun oldugu bir egri seklindedir.
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Sekil 21. Gl aktivites Uzerine sicakligin etkisi

3.4.6. GI Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonun Etkisi

Sabit substrat konsantrasyonunda Gl aktivitesinin protein miktarina bagimliligin
incelemek amaciyla reaksiyon karisiminda ayr1 ayri 0,02-2 mg/mL arasndaki degerlerde
son konsantrasyonda protein igerecek sekilde enzim coOzeltileri kullanilarak aktivite
tayinleri yapildi. Daha sonra protein konsantrasyonuna karsi aktivite degerleri grafige
gecirildi (Sekil 22). Sekil 22'deki hiperbolik egriden de gorulecegi gibi, 100 mM substrat
konsantrasyonunda maksimum aktivitenin gozlendigi optimum enzim konsantrasyonu

1,75 mg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 22. Gl aktivites Uizerine protein konsantrasyonun etkisi

3.4.7. GI Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Gl aktivitesinin cesitli kinetik verilerle ifade edilmesi amaci ile sabit enzim
konsantrasyonunda ve 2-200 mM son glukoz konsantrasyonunda aktivite tayinleri
gerceklestirildi. Elde edilen veriler kullamilarak substrat doygunluk egrisi (Sekil 23) ve
Lineweaver-Burk (Sekil 24) grafigi cizildi. Substrat doygunluk egrisi incelendiginde,
enzimin basit MichaglisMenten kinetigini takip ettigi belirlendi ve 100 mM substrat
konsantrasyonu degerine kadar aktivitede bir artisin gozlendigi, ancak daha yuksek
subgtrat konsantrasyon degerlerinde ise enzimin doygunluk noktasina ulasmasi nedeniyle
aktivitenin bu optimum degerde sabit kaldigi gozlendi. Bu nedenle, bundan sonraki
karakterizasyon calismalarinda reaksiyon karisimindaki substrat konsantrasyonu, 100 mM
olacak sekilde ayarlandi. Lineweaver-Burk egrisinden ise Km ve Vmas degerleri sirasiyla

20,58 mM ve 0,67 U/mg protein olarak tespit edildi.
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3.4.8. G’nin Isil Kararlihginmn Incelenmesi

Enzimin 1sil kararliligi, MOPS tamponu (50 mM, pH 6,5) icindeki saf enzimin 60,
70, 80 ve 90 °C’lerdeki su banyolarinda 1, 2 ve 3 saat boyunca bekletilmesi ve bu siirelerin
sonunda, gerekli islemlerden sonra optimum sartlar atinda aktivite tayinlerinin
gerceklestirilmes ile incelendi. Isi ile hic muamele edilmemis enzimin aktivitess % 100
olarak kabul edilerek, bekletilen enzimlerin % kalan aktiviteleri hesaplandi ve zaman-
% Kalan Aktivite grafigi cizildi (Sekil 25). Enzimin aktivitesinin 80 ve 90 °C’lerde birinci
saatten itibaren hizlica distigl, 3 saatin sonunda ise aktivitenin sirasiyla % 60 ve % 90

oraninda azaldig1 belirlendi.
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3.4.9. G’nmn pH Kararhhgmm Incelenmesi

Enzimin pH kararliligim incelemek amaciyla, saf enzim 1:1 oraninda pH 5,0-9,0
arasindaki tamponlarla karistirilarak ayri ayr1 4 °C'de 1, 5, 10 ve 15 gun bekletildikten
sonra, sonra optimum sartlar atinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Aynm sekilde
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hazirlanmis fakat hi¢ bekletilmemis enzim-tampon karistmlarinin optimum sartlar altinda
aktiviteleri bakilarak bu degerler % 100 olarak kabul edildi ve bu degerlerden faydal anarak
bekletilen enzimlerin % kalan aktiviteleri hesaplandi. Daha sonrainkibasyon pH’ sina karst
% kalan aktiviteler grafigi gecirildi (Sekil 26).

180
160
~ 140
X
~ 120
=
z 100 -
=< .
< 80- —#=1gin
5 60 ——59ln
G .
Nz a0 —=—10 gln
15 gun
20
O T T T T T
4 5 6 7 8 9 10

Inkiibasyon pH's1

Sekil 26. GI' nin4 °C’deki pH kararlilik egrisi

Sekil 26'dan da goruldigu gibi enzim farkli pH’lardaki tamponlar icinde 4 °C'de
inktbe edildiginde aktivitede herhangi bir azalma olmamakta hatta énemli Olclde artis
olmaktadhr.

3.4.10. GI Aktivitesi Uzerine Baza Metal fyonlarmmn Etkisi

Gl aktivites tizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amact ile Mg®, Mn?,
Zn**, Ca**, Co™ ve Cu”™", Sn** ve Ni* iyonlarinin kloriir tuzlarinin reaksiyon karistmindaki
son konsantrasyonlart 5 mM olacak sekilde optimum sartlar atinda aktivite tayinleri
yapildi. Metal iyonu icermeyen karigimin aktivitesi % 100 olarak kabul edilip metal iyonu
ilavesi durumunda % kalan aktiviteler hesapland: (Tablo 20).
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Tablo 21. Gl aktivitesi Uzerine bazi metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonu % Kalan Aktivite
(5 mM)
Yok 100
Mg? 160
Mn?* 210
zn 25
cat 75
Co** 300
cu® 05
Sn?* 80
Ni%* 20

Tablo 21’ den de goriildugii gibi Mg®*, Mn® ve Co™ varliginda GI’ aktivitesinde
dikkate deger bir artis gézlendi. Zn**, Ca?*, Cu**, Sn™*, Ni**, varligindaise farkli oranlarda
inhibisyon gozlendi.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Hayatin var olabilmesi icin gerekli dogal kataizorler olan enzimler, farkl:
organizmalardaki davranislar: ve 6zellikleri agisindan 2 asirdir incelenmektedir.

Ilsya dayanikli enzimlerin, yiksek sicakliklarda blyuyebilen organizmdardan elde
edildigi bilinmektedir. Termofillerin, mezofillere gore yuksek 1al kararliligi, onlann
biyolojik uygulamalar icin 6zel uygulamaalan bulmalarnnayol agmistir (Faiz, 2005).

Gerceklestirilen calismada, Canakkale Kestanbol kaplicasindan izole edilen, cesitli
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, molekiler ve DNA hibridizasyonu analizi ile yeni bir
tur oldugu ortaya konulan Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus TK4)
susundan, glukoz izomeraz geni, induklenebilir T7 RNA polimeraz promotoru igeren
PET28a(+) vektorine klonlarp, Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilmistir. Ekspres
edilen enzim saflagtirilip, glukoz izomeraz (Gl) aktivites spektroskopik olarak ortaya
konulmustur.

G. caldoxylolyticus TK4 genomik DNA’snin EcoR | enzimi kesikleri ile genomik
DNA kituphanes olusturularak yakalanan D-glukoz izomeraz geninin, 927 bazlik kismi
klon 43 ve klon 96’ nin i¢inde bulunmaktadir. Bu da genin EcoR | kesim bdlgesi igerdigini
gostermektedir. Invers PCR ile geri kalan parcamin yakalanmasi ile birlikte genin 1326 baz
ve 441 amino asitten olustugu tespit edilmistir (Sekil 13).

Amino asit srasimin BLAST programu kullanilarak diger organizmalardaki GlI’larla
karsilastirilmas: sonucu, G. caldoxylolyticus TK4 GI’s1 amino asit siraanin Geobacillus
stearothermophilus GI’simn amino asit sirasna % 97, Geobacillus thermodenitrificans
GI’sinin amino asit sirasina % 92, Geobacillus kaustophilus GI’simn amino asit sirasina %
92, Bacillus clausii GI’sicmn amino asit sirasina % 79, Bacillus halodurans G’ simn amino
asit sirasina % 78 benzerlik gosterdigi saptanmustir.

GI’'lar amino asit dizilimlerine gore iki grup atinda sniflandirilirlar (Bhosale vd.,
1996). Snif Il GI’lar N-ucunda 45 ila 50 amino asitlik bir fazlalik pargaya sahiptirler ve
yaklasik 440 amino asitten olusmuslardir (Hartley vd., 2000). G. caldoxylolyticus TK4
Gl'st da 441 (DUR kodonu dahil) amino asite sahiptir. Bu nedenle, G. caldoxylolyticus
TK4 GI's, Klebsiella (Feldmann vd., 1992), Escherichia (Lawlisvd., 1984), Lactobacillus
(Bor, 1993), Clostridium (Meaden vd., 1994), Bacillus (Rasmussen vd., 1994),
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Staphylococcus (Sizemore vd., 1991) Gl’lar1 gibi N-ucunda 45-50 amino asitlik fazlaiga
sahip oldugundan Sinif 1l GI’ laradahildir.

SDS jel elektroforezi ile enzimin tek bir tir alt birimden olustugu ortaya konuldu
(Sekil 19). SDS jel elektroforezi sonuclarina gore proteinin tek bant halinde olmasi,
enzimin tersiyer yapil1 veya homolog birden fazlaalt birimin organizasyonu ile olustugunu
gosterir. Ekspres edilen rekombinant protein, histidin kuyrugu icerdiginden alt birim
molekll agirlig1 52,64 kDa olarak, histidin kuyrugu icermeyen orijinal protein alt birim
agirligi ise 50,18 kDa olarak hesaplandi. Bu degerler SDS-PAGE elektroforez sonuclarn ile
de desteklenmektedir. Deneysdl olarak rekombinant enzimin at birim molekdl agirhg
yaklasik olarak 52,12 kDa civarinda bulundu. Bu deger Bifidobacterium adolescentis’ ten
klonlanan ve at birim agirligi 53,00 kDa olan trimer yapidaki Sinif 11 glukoz izomerazin
molekul agirligina oldukga yakin bir degerdir (Kawai vd., 1994). Thermoanaerobacterium
JWI/SL-Y S 489 susundan klonlanan ve at birim agirligt 50,00 kDa olan tetramer yapidaki
vetermafilik Bacillus sp. susundan saflastirilan ve alt birim agirligi 50,00 kDa olan trimer
yapidaki glukoz izomerazlarin varligt bildirilmistir (Chauthaiwale ve Rao, 1994; Liu vd.,
1996).

Clustal W program kullanilarak yapilan cakistirmada G. caldoxylolyticus TK4
Gl'sinin amino asit siras, G. stearothermophilus, G. thermodenitrifican, G. kaustophilus,
B. halodurans, B. coagulans amino asit siralar ile karsilastinldi (Sekil 18). Sonuglar
incelendiginde, G. caldoxylolyticus TK4 GI’simin diger GlI'lar gibi katalitik etkinlikte rol
oynayan histidin99, aspartatl02, aspartat294, aspartat335 amino asitlerinin, metal
baglamada etkili olan glutamat230, glutatmat266, histidin269, aspartai294 amino
adgitlerinin ve substrat baglama cebini olusturan triptofand8, fenilalanin59, treoninl39,
feniladlaninl43, treoninl44, triptofabl86, glutamat230 ve lisin232 amino asitlerinin
korunmus oldugu gorulmektedir (Hartley vd., 2000).

Gl geninin tamaminin pET28a(+)’ ya klonlanmasi ile elde edilen rekombinant vektor
E.coli'ye aktarildi, bu hiicrede histidin kuyrugu iceren bir fizyon proteini olarak ekspres
edildi ve nikel kolonu ile tek adimda saflastirilch. Histidin kuyrugu ile klonlanan enzimler
ve histidin kuyrugu icermeyecek sekilde klonlanan enzimlerin aktivitelerinde farkliliklar
oldugu ve histidin kuyrugu ile klonlanan enzimlerin daha distk aktivite gosterebildigi
rapor edilmistir (Lee vd., 1997). Spektroskopik olarak yapilan testlerde de saflastirilan
proteinin Gl aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu da histidin kuyrugunun proteinin
katlanmas ve metal iyonu baglamasi agisindan aktiviteyi tamamiyla kaybettirecek etki
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etmedigini gostermektedir. Ancak daha kesin sonuglara, polihistidin kuyrugu igermeksizin
elde edilen rekombinatin enzimin aktivitesinin belirlenmesiyle ulasilabilir.

Enzimlerde, optimum pH degerleri, kullamlan materyalin kaynagina, kullanilan
substrata ve enzimin kullamlan formuna (immobilize ya da serbest) gore degisiklik
goterdig icin, pH, enzim aktivitesinin ifadesinde 6nemli bir faktordir. Rekombinant
enzimle gerceklestirilen aktivite testleri ile enzimin bazi biyokimyasal 6zelliklerinin ortaya
konulmas amaglandi. Histidin kuyrugu iceren rekombinant proteinin Gl aktivitesinin
pH’ ya bagimlilig: 4,0-9,0 pH degerleri arasinda incelendiginde, grafigin tek bir pik verdigi
ve optimum pH’1nin 6,5 oldugu gézlendi (Sekil 20). pH’ in enzim aktivites Uzerine etkisini
gbgteren bu grafi ge gore, enzimin, nétral ve hafif asidik pH degerlerinde, glukozu fruktoza
izomerize etme yetenegi yuksektir. Literatirden tespit edildigi kadariyla, gukoz substrati
varhgnda, Thermoanaerobacterium Sp. (Liu vd., 1996), Actinoplanes missouriensis (Van
Tillbeurgh vd., 1992), Lactobacillus brevis (Yamanaka, 1975) ve Thermus aquaticus
(Lehmbacher, 1990) GI’'lar1 haricindeki diger GI'larin optimum pH degerinin 6,5 ten
yiksek oldugu belirlenmistir. Ayrnca pH 6,0'da calisilan enzimin aktivites oldukca
yuksektir. Bu durumda rekombinant protein ile pH 6,5'te ¢alisilabileceg gibi pH 6,0'dada
calismak mumkindir. Rekombinant enzim, bu 6zelligi ile 6zellikle endustriyel olarak arzu
edilen asidik pH degerlerine, bircok mikroorganizmanin GI’ sina gére, daha yakindir.

Rekombinant enzimin aktivitesinin sicaklikla degisimi, 40-100 °C araliginda
incelendi. Elde edilen sonuclara gore, enzimin optimum sicakligi 80 °C olarak belirlendi
(Sekil 21). Enzim aktivitesinin, 50-60 °C araliginda % 50 civarinda oldugu ve enzimin 90
°C’ de yaklasik % 80 oramnda ve 100 °C yaklasik % 70 oraninda bir bagil aktiviteye sahip
oldugu tespit edildi. Enzim aktivitesi 40 °C'de ise yaklasik % 70 oraminda azal maktadir.
Rekombinant GI'nin optimum sicaklig Streptomyces sp. (Inyang vd., 1995), Bacillus Sp.
(Chauthaiwale ve Rao, 1994), Anoxybacillus gonensis G2 (Karaoglu, 2004) ve
Streptomyces chibaensis J-59 (Joo vd., 2005) GlI’'lar ile benzerlik gostermekle beraber,
diger Gl'lar icin optimum scaklik, Thermotoga neapolitana’ da 95 °C (Hess vd., 1998),
Thermus thermophilus'ta ve Bacillus thermoantarcticus'ta 90 °C (Lonn vd., 2002; Lama
vd., 2001) olarak belirlenmistir. Bu GI’lar haricindeki diger GlI'lar genel olarak, 60°C ile
75°C araanda bir sicaklik optimumuna sahiptirler(Bhosale vd.,1996). Endustride, enzim
katalizli izomerizasyon reaksiyonlarinda, yiksek sicaklik uygulamalari, glukoz-fruktoz
dengesini fruktoz lehine kaydirdigi igin, yuksek sicaklik optimumuna sahip enzimlerin bu
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amagla kullanmmi avanta] saglamaktadir. Calisilan rekombinant GI, bu yonlyle de
literatUrde bildirilen bir cok enzimle benzerlik gostermektedir.

Rekombinant enzim igin aktivitenin enzim konsantrasyonuna bagimlilig
incelendiginde, 1,75 mg/mL’lik protein icerigine kadar, Gl aktivitesinin arttigi, daha
yuksek protein konsantrasyonlarinda ise, Gl aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz
oldugu belirlendi (Sekil 22). Sonug olarak, maksimum enzim miktarina ulasildiktan sonra,
glukozun izomerizasyon hizimin, enzim miktarindan bagimsiz olarak gerceklestigi
soylenebilir.

Rekombinant enzimin kinetik degerlerinin ve optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmes calismas: glukoz subsrati varliginda yapildi. Cizilen substrat-doygunluk
grafiginden, rekombinant GI’ nin basit Michealis-Menten kineti gine uydugu acikca goraldi
(Sekil. 23). Cizilen bu grafikten yararlanarak, enzimin optimum substrat konsantrasyonu
100 mM olarak belidendi. 100 mM substrat konsantrasyonunda, enzimin substrati ile
doygunluga ulastigi ve bundan sonraki konsantrasyonlarda hizin degismedigi saptandh.
Enzimin kinetik verileri olan MichealisMenten (K,,) ve maksmum hiz (Vnas) degerleri,
cizilen Lineweaver-Burk egrisinden sirasiyla, 20,58 mM ve 0,67 U/mg protein olarak
belirlendi (Sekil. 24). K, degeri, substratin enzime olan ilgisinin bir gostergesidir. Bu deger
ne kadar kiclk olursa, enzimin substrata karsi ilgis o kadar fazladir. Buna gore
rekombinant GlI'mn glukoza ilgisi, Actinoplanes missouriensis, Actinoplanes
missouriensis, Actinoplanes missouriensis, Streptomyces sp. 32, Streptomyces sp. 1,
Clostridium thermosulfurogenes, Streptomyces olivochromogenes, Arthrobacter sp.,
Arthrobacter  sp.,  Clostridium  thermosulfurogenes,  Streptomyces  rubiginosus,
Streptomyces rubiginosus, Thermus thermophilus, Clostridium thermosulfurogenes,
Streptomyces rubiginosus, Thermoanaerobacterium saccharolyticum, Bacillus coagulans,
Streptomyces albus ve Streptomyces chibaensis Gl’'larindan oldukca fazladir (URL-1).
Yine ayn substrat varliginda, Streptomyces flavogriseus GI’s1 i¢in Km 0,297 mM olarak
bildirilmistir (Chen ve Anderson, 1979). Bu GI'mn glukoza ilgisinin ise G.
caldoxylolyticus TK4 GI’ sindan daha fazla oldugu gorilmektedir.

Rekombinant enzimin, 60-90 °C araliginda, saatte bir aktivite tayini yapilmak
suretiyle, toplam U¢ saat bekletilmesi sonunda, kalan aktiviteleri belirlenerek, 1sl
kararliligr incelendi (Sekil 25). Optimum sicaklik olan 80 °C’de bir saatlik inkiibasyon
sonunda, enzim aktivites % 60'1n Uzerinde korundu. 60 °C’'de ve 70 °C’de, bir saatlik
bekletme sonunda, enzim, aktivitesini % 90'min Uzerinde korurken, 3 saatlik bekletme
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sonunda aktivite kaybr % 20’ nin altindadir. Enzimin 90 °C’de bekletilmes ile aktivites
hizla azalmis ve U¢ saatlik bekletme sonunda aktivitesinin ancak % 10" nunu koruyabildi gi
gorulmustlr. Geobacillus  stearothermophilus GlI’ssnin 75 °C’de bir saat, Bacillus
coagulans 50 °C'de bir saat, Streptomyces olivochromogenes 30 °C'de 30 dakika,
Thermoanaerobacterium sp. 65 °C'de en az bes saat, Chainia sp. 70 °C'de 10 dakika,
Arthrobacter nicotianae 70 °C’de 2 saat kararl olduklar1 bildirilmistir (URL-1). Y Uksek
scakliklarda enzim aktivitesindeki dusmeler, sicakligin etkis ile enzimin U¢ boyutlu
yapisinda negatif degismelerin olmasindan kaynaklanabilmektedir.

Rekombinant GI'nin +4 °C'deki pH kararlihigi incelendiginde, enzimin oldukca
kararl bir ygpiya sahip oldugu gorilmektedir, hatta ¢alisilan tum pH’larda 1, 5, 10 ve 15
gunlik bekletme siireleri sonunda enzim aktivitesin en az % 20 oraminda arttigi gozlendi
(Sekil. 26). Herhangi bir Gl icin bdyle bir literatlr bilgisine rastlanmadi. Aktivitede bir
azama olmamasi, enzimin, saklanma kosullarimn belirlenmesi agisindan oldukca
onemlidir. G. caldoxylolyticus TK4 Gl’s1 ¢alisilan pH araliginda uzun bir sire rahatlikla
depolanabilir. Bu durum, bize, inktbasyonla, enzimin yapsnin mukemmellesmesinin
saglandigin distndurmektedir. Ancak, degisen pH’larda kalan aktivitenin hep % 100’ Un
Uzerinde fakat sintizoidal bir bigcimde degismesi, burada ayrica tampon iyonlarinin enzimle
etkileserek aktiviteyi etkiledigi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle, ileriki bir
calismayla tampon iyonlanmn da aktivite tzerine etkisi incelenmelidir. Bifidobacterium
adolescentis GlI’s1 8 °C'de, pH 6'da, 18 saat bekletildiginde aktivisinde % 50 azama
gbzlenmistir. Bifidobacterium adolescentis GI’siminsa aym sicaklikta pH 7'de 18 saatlik
bekletme sonucunda kararhiligim korudugu gézlenmistir (URL-1).

Bazi enzimler, aktiviteleri icin kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag duyarlar.
Metal iyonlan farkli koordinasyon sayilarina, yaptiklan bilesiklerde farkli koordinasyon
geometrisine ve Lewis asidi potansiyeline sahip olabilirler. Bu sebeple meta iyonlar
proteinler karsianda farkl: ligand Ozellikleri gosterebilir ve proteinlerin farkl bolgelerine
baglanabilirler. Bunun sonucunda da enzim aktivitesini farkl: sekilde etkileyebilirler (Bock
vd., 1999; Di Tusa vd., 2001). Gl aktivites Uzerine etkisi incelenen metal iyonlarindan
Co*?, Mg® ve Mn?"'nin aktiviteyi 6nemli 6lclide artirdiklan gézlendi (Tablo 21). GI'nin
maksimum aktivite icin Mg®™, Co®* veya Mn”" gibi divalent katyonlara veya bunlarin
kombinasyonlarina ihtiya¢ duydugu bilinmektedir (Bhosale vd., 1996). Aktivite icin hem
Mg hem de Co™ gereklidir, ikisinin sahip oldugu gorevler farklidir. Mg®, Co*" dan daha

iyi bir aktivatorken, Co”* enzimin istenilen kuarterner yapida kararli kalmasi icin gereklidir
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(Callens vd., 1988). Dolayisiyla yapilan calismada gozlenen sonuglar, literattrle uyum
icerisindedir. Gl katalitik aktivitesi, Cu*", Zn?*, Ni?*, Ca®" ve Sn?* varliginda cesitli
oranlarda (Cu®* % 95, Ni** % 80 ve Zn** % 75) inhibe olmustur. GI'min metal iyonlarina
kars1 benzer davranislar: dahaonce bildirilmistir (Bucke, 1983; Smith vd., 1991).

Glukoz izomeraz enzimi hiicre i¢i bir enzimdir ve glukoza ilgisi dustk oldugu icin
reaksiyonlarda ¢ok yiksek miktarlarda enzim kullanmmina ihtiyag vardir. Bu da maliyeti
artirmaktadir. Endustriyel uygulamalarda kullanilan HFCS'de % 55 fruktoz igerigi
aranmaktadir. Ancak, HFCS Uretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen glukoz
izomeraz, immobilize edilmis bir sekilde 55-65 °C'de pH 7,5 ile 85 araiginda
kullamlmaktadir ve bu sartlar atinda enzim ile % 40-42 oramnda fruktoz
uretilebilmektedir. Bu nedenle, fruktoz orani kromatografik olarak % 55 seviyelerine
getirilir. Fakat bu islem de Uretim maliyetini arttirir. Sicakligin artmasiyla fruktoz-glukoz
dengesi fruktoz tarafina kaymakta boylece pahali olan kromatografik saflastirmaya gerek
kalmamaktadir. Bu yuzden bu uygulamalarda yiksek sicakliklarda calisan termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih edilmektedir (Hartley vd., 2000). Fakat
yuksek pH degerlerinde yiiksek sicaklik uygulamalari, istenmeyen mannoz, psikoz ve diger
asidik yan drinlerin olusumuna sebep verdigi icin disik pH degerlerinde calisan bir
enzime ihtiya¢c bulunmaktadir (Bucke, 1983). Bu ihtiyaclardan dolay: bugiine kadar bircok
termofilik ve asidik karakterli bakterilerin glukoz izomerazi aragtinlmistir (Bhosale vd.,
1996). Termofilik bir bakteri olan G. caldoxylolyticus TK4 GI'st Uzerinde yapilan bu
arastirmada, bu enzimin asidik pH optimumuna ve 80 °C sicaklik optimumuna sahip,
enzimin endustriyel kullanim icin avantgjli oldugunu gostermektedir. Ayrica distk pH ve
50-70 °C’lerde enzimin yiksek 15l kararhligi, endistriyel uygulamalar agisindan, ¢alisilan

enzimi cazip kilmaktadhr.



5. ONERILER

Bu c¢alisma, yeni bir tir olan Geobacillus caldoxylolyticus TK4 (G. caldoxylolyticus
TK4) susunun glukoz izomeraz geninin bir vektdre klonlamp Escherichia coli’de (E. coli)
ekspres edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir. izlenen yol enzim Uretimini daha kolay hale
getirmistir. Clnkl bu sekilde gen indiklenebilir bir promotorun atinda oldugundan bolca
ekspres edilebilir. Ayrica histidin kuyrugu icerdiginden tek basamakla nikel kolonu ile
saflagtirilabilir. Bu da enzimin saf halde eldess agandan oldukgca onemlidir. Pekcok
endistriyel, analitik ve klinik proseste, enzimler substrat ¢ozeltisi ile karistirilirlar ve Uriine
donusttraldikten sonra ekonomik olarak geri kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere
kullanilmalar, pahai olmaari nedeni ile blyik masraflara neden olmaktadir. Bu nedenle
immobilize olarak defalarca kullamlmalari ekonomik olarak daha makul olmakla birlikte
enzimatik prosesler siirekli olarak da yapilabilmektedir. immonbilizayon ayrica enzimlerin
kararliligim artiran bir yontemdir. Bu calismada, elde edilen enzim immobilize edilerek, ileri
derecede karakterize edilebilir ve kararlil1g1 artirilabilir. Bu sayede enzimin endustriyel agidan
kullanim kolaylastirilabilir. Rekombinant DNA teknolojisinin modifiye edilmis proteinlerin
Uretiminde buyuk rolt vardir. Bolge spesifik mutasyonlarla, calismada saflastirilan enzimin
optimum pH degeri 6,5'ten daha asagiya dusurulebilir ve optimum sicaklik degeri ve 1sil
karalilig yukseltilebilir. Ayrica, enzimin glukoza kars1 yuksek K,,’ ye sahip olmasi endistriyel
kullamm agisindan degerini azaltmaktadir. Bu nedenle enzimin glukoza karst K,,’sini
dusurmeye yonelik mutasyonlarin yapilmasi faydali olacaktir. Eger K,,'yi dustrmeye yonelik
mutasyonlar gerceklestirilirse, bu mutasyonlarn optimum sicaklik, optimum pH, pH ve 1sil
kararlihgaetkisinin arastiriimas: gerekmektedir.

Yapilan calismalarda, rekombinant enzimin -20 °C’ de saklandiktan sonra, ¢oztlmesinin
enzimde aktivite kaybina neden oldugu saptanmistir. Bu nedenle enzimin -20 °C yerine 4
oC’ de saklanmasi uygundur.

Metal iyonlar enzim aktivitesinin gorilebilmesi icin gerekli olduklar1 kadar, enzimin pH
ve 1sl kararlihigr Uzerine de etki gosterirler. Enzimim 1sl kararliliginin iyi olmadig

dusuntlirse, 1al kararhliginafarkli metal iyonlarinin etkisini arastirmak uygun olacaktir.
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Endustriyel islemler belirli scakhklarda ve pH degerlerinde gerceklestirilirler ve
enzimlerin caligilan sicaklik ve pH’larda aktivitelerini korumalar: istenir. Bu calismada
enzimin pH kararliligi, sadece +4 °C de incelenmis, fakat enzim aktivitesinin optimum
sicakliginda veya reaksiyon sicakligina yakin sicakliklarda incelenmemistir. Bu nedenle,
rekombinant enzimin optimum sicakliginda, pH kararliliginin incelenmesi uygun olacaktir.

Ayrica, rekombinant proteinin molekidl agirligi, molekll yapis ve izoelektrik odaklama
yontemi ile enzimin izoelektrik noktasinin bulunmas: bazi biyokimyasal Ozelliklerini ortaya
koymak adina yarar saglayacaktir.

Rekombinant enzim guclt bir promotorun altinda histidin kuyrugu ile ekspres edil mistir.
Histidin kuyrugu enzimin saflastinimasim kolaylastirmasna ragmen, enzim aktivitesini
olumsuz yotnde etkileyebilmektedir. Bu nedenle, enzimin Histidin kuyrugu icermeyecek
sekilde ekpres edilmesi ve sonrasinda karakterizasyon calismalart ile enzimin spesifik
aktivitesinin, Vyas Ve K, degerlerinin, pH ve 1sl kararhligimin yeniden belirlenmesi
calisilabilir.

Bu bilgiler isiginda, tim Gl’'lar gibi bu calismada elde edilen rekombinat enzim,
endistriyel uygulamalar1 nedeniyle bircok aratirmaciya konu olacak gibi gorilmektedir.
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