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OZET

Anoxybacillus gonensis YABAN TiP VE W137F/ V184S MUTANTI GLUKOZ
iZOMERAZLARININ DEAE-SEFAROZ MATRIKSINE KOVALENT VE NON-
KOVALENT iMMOBILIZASYONU

Zilleyha AKPINAR

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Yrd. Dog. Dr. Hakan KARAOGLU

Glukoz izomeraz (GI) (D-ksiloz ketol izomeraz; EC 5.3.1.5), amilaz ve proteaz ile birlikte
diinyanin en yiiksek tonajli ii¢ enziminden birisidir. GI’'nin D-glukozun D-fruktoza
izomerizasyonu HFCS (yiiksek fruktoz icerikli hububat surubu) iiretiminde ticari bir dneme
sahiptir. Bu oneminden dolay1 bugiine kadar pek ¢ok hiicreden yeni GI’lar izole edilerek
karakterize edilmistir. Endiistriyel uygulamalar i¢in GI’1in maliyetinin azaltilmasi ile ilgili birgok
yaklagim aragtirilmis ve uygulama alani bulmus olmakla birlikte, bu yaklagimlardan en fazla
tercih edilen GI'min immobilize edilerek tekrar tekrar kullanilmasidir. Bu calismada,
saflastirilan  Anoxybacillus gonensis G2' glukoz izomerazinin (AgoGl) ve bu enzimin
W137F/V184S mutantinin DEAE-Sepharoz matriksine iyonik ve kovalent immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. Daha sonra immobilize enzimlerin biyokimyasal ve kinetik parametreleri
belirlenmistir. Enzimlerin hem iyonik hem de kovalent immobilizasyonu sonrasi optimum
caligma sicakliklar1 85°C olarak, optimum pH degerleri ise 6,5 olarak belirlenmistir. AgoGI'nin
iyonik ve kovalent olarak DEAE-Sefaroza immobilize edilmis hallerinin K, degerleri sirasiyla
130,57 + 5,42 mM ve 127,28 £+ 2,96 mM; Vmax degerleri ise 0,10136 + 0,0014 umol/dk ve
0,03985 + 0,0003 umol/dk olarak hesaplandi. Enzimin W137F/V184S mutantinin iyonik ve
kovalent olarak DEAE-sefaroza immobilize edilmis hallerinin K, degerleri sirasiyla 37,44 +
2,09 mM ve 39,93 £ 2,02 mM; V. degerleri ise 0,0641 £+ 0,0008 pmol/dk ve 0,06408=+ 0,0007
umol/dk olarak belirlendi.

2017, 50 sayfa
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ABSTRACT

COVALENTLY AND NON-COVALENTLY IMMOBILIZATION ON DEAE-
SEPHAROSE MATRIX OF WILD TYPE AND W137F/V184S MUTANT GLUCOSE
ISOMERASE FROM Anoxybacillus gonensis

Zilleyha AKPINAR

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hakan KARAOGLU

Glucose isomerase (GI) (D-xylose ketol isomerase, EC 5.3.1.5) is the one of the three highest
tonnage enzymes with amylase and protease in the World enzyme market. The isomerization of
D-glucose to D-fructose has commercially importance to produce high fructose corn syrup
(HFCS). Therefore, various GIs have been isolated and characterized from different
microorganisms and macroorganisms up to day. Besides, Many procedures have been
researched and applied to reduce the cost of GI for industrial applications. The most preferred
procedure among the applied procedures has been determined as reuse of GI via enzyme
immobilization. In this study, we carried out ionically and covalently immobilizations of both
wild type and double mutant enzymes of Anoxybacillus gonensis G2' on DEAE-sepharose
matrix. Then, biochemical and kinetic parameters of immobilized enzymes were determined.
The optimum temperature and pH value was determined as 85°C and 6,5 for all the enzymes,
respectively. According to the results of kinetic studies, K, and V. values of ionically and
covalently immobilized AgoGlon DEAE-Sepharose were 130,57 + 5,42 mM and 127,28 + 2,96
mM and 0,10136 £+ 0,0014 pmol/min, 0,03985 £+ 0,0003 pmol/min, respectively. K, and Vg
values of ionically and covalently immobilized AgoGlwith double mutation (W137F/V184S)
on DEAE-Sepharose were 37,44 = 2,09 mM, 39,93 + 2,02 mM and 0,0641 + 0,0008 pmol/min,
0,06408 + 0,0007 pmol/min respectively.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Kimyager bilim adamlar1 yillar 6nce bazi 6zel kimyasallarin bagka kimyasallar
arasinda gerceklesen tepkimeleri hizlandirdigini kesfetmislerdir. Bir tepkimeyi
hizlandiran, fakat tepkime sonunda degismeden kalan maddelere katalizor denir. Tipki
1sida oldugu gibi, katalizér de bir tepkimenin yOniinii, son dengeyi ve reaksiyona
karisan enerjiyi degistirmez. Bir katalizor, termodinamik ag¢idan olabilecek bir
tepkimenin sadece hizin1 etkiler. Bunu tepkimenin ger¢eklesmesi i¢in gereken
aktivasyon enerjisini diisiirerek gerceklestirir. Katalizor reaksiyona giren maddelere
baglanarak bu maddeler icerisindeki 6nemli baglar1 zayiflatir ve reaksiyonun {iriinlere
dogru yonlendigi bir gecis durumu olugmasini saglar. Genellikle katalizorler, yardimci
olduklar1 reaktantlar konusunda fazla secici degildirler. Dogada katalizorler, bir¢cok
kimyasal olaymn gerceklesmesini saglarlar. Canliligin devam etmesi icin hiicreler tim
potansiyel reaktantlara karsi ilgisiz olan, ancak sadece 6zel tepkimeleri yonetebilen 6zel

biyokatalizdrlere ihtiya¢ duyarlar.

Hiicre icinde veya hiicre disinda 6zgiil tepkimeleri ya da grup tepkimelerini
hizlandiran, biliyiikk bir cogunlugu protein yapisinda olan, genellikle girdikleri
reaksiyonlardan degismeden ¢ikarak tekrar tekrar kullanilabilen biyokatalizorlere enzim
denir. Enzimleri katalizorlerden ayiran temel 6zellikler (i) son derece hizli ¢alisilmalari,
(1) reaksiyonlara ve substratlarina 6zgiil olmalar1 (kemoselektif-steroselektiftirler), (iii)
biyokimyasal reaksiyonlar1 diisiik enerji ve bulunduklar1i canlinin hiicre 1sisinda
gerceklestirmeleridir ~ (Ketoon biyoloji, campeel biyoloji kitaplari). Enzimlerin
4000°den fazla farkli reaksiyonu katalizledikleri bilinmektedir. Su an enzimlerin tip,
eczacilik, gida, kagit, deri endiistrileri gibi sayisiz sahada biyoteknolojik olarak
kullanilmasini saglayan ve biyokimya bilimi i¢in devrim niteligindeki kesif 1897°de
Eduard Burcner’in enzimlerin hiicre disinda da c¢alistigin1 gdstermesidir. Eduard

Burchner bu kesfi nedeniyle 1907°de Nobel 6diilii almistir.

Gliniimiizde deterjan kalitesinin arttirilmasi, biyosensor iiretimi, ¢esitli

hastaliklarin tespiti, bircok atik maddesinin bertaraf edilmesi, gida kalitesinin

1



arttirllmas1  gibi  sayisiz  endiistriyel alanda kullanilan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bu durumun nedenleri arasinda;
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin bitkisel ve/veya hayvansal kaynakli
enzimlere gore katalitik aktivitelerinin daha yiiksek, daha dayanikli olmasi,
mikroorganizmalarin daha az istenmeyen yan {iriin olusturmalari, mikrobiyal enzim

tiretiminin daha ucuz olmasi sayilabilir (Canake1, 2003; Demain and Solomon, 1981).

Mikroorganizma gruplar igerisinde biyoteknolojik enzim iiretimi i¢in en ¢ok
kullanilan grup ise biyokimyasal reaksiyonlar1 ¢ok yiiksek sicakliklarda katalizleyebilen
enzimleri nedeniyle termofilik mikroorganizmalardir. Termofilik mikroorganizmalardan
elde edilen enzimlerin mezofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimlere gore
bir¢ok {iistiin 6zelligi bulunur. pH degisikliklerine ve yiiksek sicakliklara karsi daha
dayanikli ve aktif olmalari, mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakliklarindan
daha yiiksek sicakliklarda optimum aktivite gostermeleri ve bdylece ortamda
mikroorganizma kontaminasyonuna izin vermemeleri termofilik enzimlerin en 6nemli
ozellikleridir (Burg, 2003). Ayrica, yiiksek sicakliklarda, reaksiyona katilan maddelerin
diflizyon hizlarinin ve ¢oziiniirliiklerinin 6nemli derecede artmasi ve bdylece daha fazla
iriin olugmast da 6nemli bir avantajdir (Kumar and Swati, 2001). DNA polimeraz,
amilaz, ksilanaz, kitinaz, seliilaz, proteaz, lipaz ve glukoz izomeraz endiistriyel olarak
kullanilan termofilik enzimlerden sadece birkacidir. Bu enzimler molekiiler biyoloji,
gida, petrol, kagit ve kagit hamuru endiistrisi ve tip gibi pek ¢ok endiistri alaninda genis

Olcilide kullanilmaktadir.

Ticari olarak oldukca 6nemli olan pek ¢ok termofilik enzim igerisinde, gida
endiistrisinde genis kullanim alani bulan ksiloz izomeraz (D-ksiloz ketol izomeraz E.C
5.3.1.5), diinyanin en ¢ok kullanilan {i¢ enzimden biri olmasi nedeniyle bir¢ok bilim
adaminin ilgi odagi olmustur. Glukoz izomeraz olarak adlandirilan glukozu HFCS’nin
(High Fructose Corn Syrup) temel bileseni olan fruktoza izomerize -ettiginden
endiistriyel olarak son derece 6nemlidir (Chen, 1980; Bor vd., 1992; Bhosale vd., 1996;
Karaoglu vd., 2013; Xu vd., 2014). HFCS; misir nisastas1 glukozunun glukoz izomeraz
vasitasiyla fruktoza doniistiiriilmesiyle elde edilen, %42-55 fruktoz i¢eren tatli, besleyici
sakkarit karistmidir (Antrim R.L. vd., 1979; Knorr, 1987; Bandlish vd., 2002; Mu vd.,

2012). Glukoz izomerazin ticari kullanimiin dolayisiyla HFCS iiretiminin olmadig:
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yillarda yiyeceklerde tatlandirict olarak %40°1 seker pancarindan, %60°1 seker
kamigindan {iretilen sakkaroz (sukroz) kullanilmaktaydi. Ancak 1958’de Kiiba Devrimi
nedeniyle Kiiba’ya ambargo konulmasi sukrozun ham maddelerinden biri olan seker
pancarinin yeterli miktarda temin edilememesine neden olmustur. Alternatif tatlandirici
arayigina ise ¢oziim Marshall ve Kooi tarafindan Pseudomonas hydrophila’dan izole
edilen glukoz izomeraz sayesine bulunmustur (Marshall ve ark.,1957). Bu enzimin ilgisi
glukoza ksilozdan 160 kat daha diisiik olmasina ragmen, sahip oldugu kapasite ihtiyag
duyulan HFCS {iretimine yetmistir.

Fruktoz suruplan tatli, diisiik viskozite ve daha az kristallesme gibi 6zellikleri
sebebiyle kullaniciya depolama ve tasima islemleri sirasinda avantaj saglayan c¢ok
fonksiyonlu tiriinlerdir. Fruktoz surubu nemi tutarak kurumay1 onler, lezzeti gelistirici
ozellikleri vardir, ozmotik basing¢lar1 yiiksektir ve fermente edilebilir sekerler agisindan
zengindir. Fruktozun dil iizerinde algilanma yogunlugu sakkaroza gore c¢ok daha
yuksektir ve hissedilme siiresi kisadir. Bu nedenle fruktoz suruplar1 gidalarda
karakteristik lezzet 6zelliklerinin algilanmasini zenginlestirmede etkilidir (Inglett,,1974;
Henry,1976; Pomeranz,1985; Hobbs, 1986; Howling, 1992; CRA,1994; Kuyper vd.,
2005). HFCS, sakkarozdan 1,3 ve glukozdan ise 1,7 kat daha tatlilik veren bir {irlindiir.
Glukoz, sakkarozun %70-75’1 kadar tatliyken fruktoz sakkaroza gore iki kat daha fazla
tathdir. HFCS’nin tathh olmasi ve dogada bolca bulunan nisastadan iiretildigi ve
tatlandirma giicii dikkate alindiginda HFCS sakkarozdan % 10-20 daha ucuzdur. Tiim
bunlarin yani sira fruktoz midede ¢ok yavas emildiginden ve kandaki glukoz seviyesine
etki etmediginden fruktoz diyabetik bir tatlandirict olarak kullanilmaktadir
(Bhosale,1996; Karaoglu vd., 2013). Fruktoz surubu siklikla gazli ve gazsiz igecekler,
firin iirlinleri, ¢esitli hububat iiriinleri, siit mamulleri, salamura iiriinler, islenmis gidalar
ve sebze, corba, domates soslari, meyve gibi konserve iiriinlerde kullanilmaktadirlar
Ayrica, HFCS fermente edilebilir substrat oldugu, kabuk rengine ve lezzete katkida
bulundugu ve raf dmriinii uzattig1 i¢in ekmek bagta olmak tizere, biskiivi, kek, kurabiye,
tart dolgular1 ve jolelerde kullanilabilir (Hebeda, 1987; Wulff, 1987; Johnson vd., 1989;
Nabors, 1991; Kulp vd. 1992; Anon., 1993; Manohar ve Rao, 1997; Schenck, 2000).

GI kullanimi1 oldukga pahalidir. Ciinkii enzim hiicre i¢i bir enzimdir ve glukoza

ilgisinin diisiik olmas1 sebebiyle (yliksek Kn), reaksiyonlarda ¢ok yiiksek miktarlarda
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enzim kullanimina ihtiya¢ vardir. GI enziminin endiistriyel olarak kullanilabilir olmasi
icin enzimin {iretim maliyetinin miimkiin olan en diisiik miktarda olmasi arzu edilir. Bu
nedenle, bir¢ok bilim adami {i¢ temel noktaya odaklanarak bir¢cok bilimsel ¢aligma
yapmistir. Bu {i¢ temel nokta: (i) enzimin verimliliginin arttirilmasi (bir organizmanin
rastgele mutasyonla enzim tiretiminin arttirilmasi veya rekombinant DNA teknolojisiyle
uygun konakta eksprese edilmesi), (ii) fermentasyon ortaminin optimize edilmesi
(enzim iretimini indiikleyecek ksiloza alternatif daha ucuz maddelerin bulunmasi), (ii1)
enzimin immobilize edilmesidir. Bu yaklasimlarin yam1 sira endiistriyel olarak
kullanilacak enzimin, yonlendirilmis mutasyonlarla pH, sicaklik, vb. parametrelere karsi
stabilitesinin ya da katalitik etkinliinin arttirilmasi, enzimin yonettigi siireglerin

maliyetlerinin azaltilmasinda rolii biiytiktiir.

GI maliyetinin azaltilmasi ile ilgili belirtilen tiim yaklasimlar arastirilmis ve
uygulama alan1 bulmus olmakla birlikte, bu yaklasimlardan en fazla tercih edilen GI’nin
immobilize edilerek tekrar tekrar kullanilmasidir. Enzim immobilizasyonu; enzimlerin
fiziksel olarak belirli bir matriksin i¢ine yerlestirilmesi, hapsedilmesi veya tutturulmasi,
bu sayede enzimin tekrarlanabilir ve siirekli kullanilabilir olmasimi saglamak olarak
tanimlanabilir. Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimi 1969 yilinda Japonya’da
Tanebe Seiyaku Limited Sirketinde Chibata ve arkadaslarinin, sentetik rasemik D-L
amino asitlerin ¢ozlinmesi i¢in Aspergillus oryzae aminoasilazin immobilizasyonunu
gerceklestirmesidir (Bhosale vd., 1996). Ozellikle son 30 yila baktigimizda,
immobilizasyon teknikleri hizla gelismistir ve immobilizasyon teknikleriyle ilgili
tasarimlar Onemli oranda artmistir. Ancak halen mevcut iglemlerde ilerleme
gerekmektedir. Immobilize enzimlerin diger pratik islemlere uygulanabilirligini
artirmak i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi ve mevcut tekniklerin daha iyi anlagilmasi

ve gelistirilmesi gerekmektedir.

GI i¢inde en genis pazar, enzimin immobilize edilmis hali i¢indir. GI'nin
immobilizasyonu ic¢in gec¢misten giiniimiize bircok farkli yontem kullanilmistir
(Hemmingsen, 1979; Pedersen, 1993). Ancak bu yontemlerden sadece bir kismi
ekonomiktir ve ticari HFCS {iiretimi i¢in uygun olan aktivitesi yiiksek enzim saglar. GI
immobilizasyonu i¢in iki temel yaklasim kullanilmaktadir. Bu yaklasimlar GI iireten

tiim hiicrenin immobilizasyonu ve hiicreden ¢ikartilmis enzimin immobilizasyonudur.
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GI hiicre i¢i bir enzim oldugu i¢in ticari uygulamalarda tiim hiicrenin immobilize
edilmesi uygun bir secenektir. GI’ya sahip hiicrelerin immobilize edilmesi ilk kez
Clinton Corn Processing Company tarafindan ticari amagla gergeklestirilmistir. Daha
sonra, Novo Industries tiim hiicrenin polimerik materyal i¢ine tutturularak immobilize
edilmesini kullanmistir (Reynolds, 1973; Gaikwad ve ark., 1992). Streptomyces sp.
NCIM 2730 susuna ait GI, Indion 48-R {izerine immobilize edilmistir ve bu sayede
enzimin pH ve 1s1l kararlilig1 artmistir (Barker ve ark., 1973; Barker, 1976). Yapisini
korunmak i¢in immobilize edilmis ¢Oziinebilir enzimler, tiim hiicrenin immobilize
edildigi durumlarin tersine tekrar tekrar kullanim i¢in oldukca uygun olan akigkan bir
ozellik gosterirler. GI enzimi hiicreden bagimsiz olarak ilk kez Streptomyces
phaeochromogenes ve Lactobacillus brevis’ten elde edilmis ve DEAE-Seliiloza
immobilize edilmistir (Bucke, 1981). DEAE-Seliilloza immobilize edilmis olan GI
Clinton Corn Processing Company tarafindan HFCS {retmek i¢in halen
kullanilmaktadir. Daha sonra gergeklestirilen bir ¢calismada, GI Streptomyces sp.’den
elde edilmis ve porlu aliiminyum okside immobilize edilmistir. Bu enzimin yarilanma
omrii 49 giin olarak belirtilmistir ve siirekli kullanim i¢in uygun oldugu bildirilmistir.
Kontrollii gdzenekli aliiminyum okside immobilize edilmis GI’'nin Co™? varliginda
kullanimi avantajlidir. Ciinkii Co*? daha sonra ardisik muamelelerle ortadan
kaldirilabilinmektedir. Amerikan Biyoteknoloji Aragtirma Birimleri’nden biri olan
Monsanto, GI’y1 genis porlu polietilen disklerinden dimetilsiilfoksit i¢indeki
poliakrilonitril solisyonunu sizdirarak immobilize edip, sonunda da glutaraldehit ile
sabitlemistir. Yine, Streptomyces GI’sinin seliiloz asetat filamentlerine yakalanmasi
sonucu gergeklestirilen etkin bagka bir yontem tanimlanmigtir. Benzer bir yontem GI
ve amiloglukozidazin birlikte immobilize edilmesi i¢in kullanilmistir (Bucke, 1981).
Gilintimiizde HFCS iireticisi bircok ticari kurulus patentli olarak yayinlanmis

immobilize etme yontemlerini kullanmaktadir.

HFCS iiretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen GI, immobilize edilmis
bir sekilde 55-65°C’de pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullanilmaktadir (Schenck, 2000; Xu
vd., 2014). Bu sartlar altinda enzim ile % 40-42 oraninda fruktoz iiretilebilmektedir.
Fakat endiistriyel uygulamalarda kullanilan HFCS’de % 55 fruktoz igerigi
aranmaktadir. Dolayis1 ile bu oran kromatografik olarak %55 seviyelerine getirilir.

Fakat bu islem {iiretim maliyetini arttirmaktadir (Douglas and Jay, 1999). Sicakligin
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artmastyla fruktoz:glukoz dengesi fruktoz tarafina kaymakta bdylece pahali olan
kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir (Karaoglu vd., 2013; Xu vd., 2014).
Bu yiizden bu uygulamalarda yiiksek sicakliklarda calisan  termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler tercih edilmektedir (Hartley vd., 2000;
Yanmis vd., 2015). Fakat yliksek pH degerlerinde yiiksek sicaklik uygulamalari,
istenmeyen mannoz, psikoz ve diger asidik yan {iriinlerin olusumuna sebep verdiginden
diisiik pH degerlerinde calisan bir enzime ihtiya¢ bulunmaktadir (Karaoglu vd., 2013;
Xu vd., 2014). Mevcut olan bu tiir ihtiyaglardan dolay1 gilinlimiize kadar ¢ok sayida
termofilik ve asidik karakterli bakterilerin GI'1 arastirilmistir ve halen yeni GI’larin

arastirilmasi bilim adamlari i¢in biiyiik bir ilgi uyandirmaktadir.

Diinya literatiirii tarandiginda GI enzimi ile ilgili bir¢ok yayin ve endiistriyel
kullanim ile ilgili patent bulunmaktadir. Ulkemizde ise konuyla ilgili gergeklestirilen bir
yiiksek lisans tezi ¢alismasi ile A. gonensis GI’s1 diinya literatiiriine kazandirilmistir
(Karaoglu, 2004). Termofilik bir bakteri olan 4. gonensis ’e ait GI’nin katalitik ve
kinetik Ozellikleri bakimindan su ana kadar c¢alisilmis ve patentlenerek kullanima
sunulmug olan GI’larin bircogundan daha iistiin 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir
(Karaoglu vd., 2013). Ayrica gerceklestirilen ¢alismada xyl4 geni rekombinant DNA
teknolojisi yontemleriyle bir ekspresyon vektoriine (pET28a") klonlandigindan enzimin
bol miktarda kolaylikla iiretimi miimkiin olmustur. S6z konusu rekombinant vektor
mezofilik bir konakta (E. coli BL21 susu) ifade edildiginden, iiretilen termofilik enzim

biiylik oranda oldukga pratik bir yontem olan 1s1 soku ile saflastirilabilmektedir.

Yine Karaoglu ve ark. tarafindan gergeklestirilen 110T282 tiibitak projesi
kapsamindaki mutasyon caligmalar1 sonucunda enzimin katalitik aktivitesi yaklasik
olarak 10 kat arttirilmis, elde edilen veriler doktora tezi kapsaminda ulusal literatiire

kazandirilmigtir (Karaoglu, 2010).

Gerek A. gonmensis ait yabanil GI gerekse katalitik aktivitesi 10 kat arttirilmig
olan WI137F/V184S mutant GI, sahip olduklar: {istiin 6zellikler nedeniyle endiistriyel
alanda kullanim i¢in son derece uygundur. Bununla birlikte, her iki GI’nin immobilize
edilerek tekrar tekrar kullaniminin saglanmasi bu enzimlerin uluslararasi enzim

pazarindaki rekabet giiciinii daha da arttirmak adina uygun bir stratejidir.
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Bu baglamda, Rize Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari imkanlariyla Yrd. Dog¢. Dr. Hakan
Karaoglu danigmanliginda gergeklestirilen bu tez kapsaminda; A.gonensis ’den elde
edilen yabanil GI enzimi ile W137F/V184S mutasyonuyla katalitik aktivitesi yaklagik
olarak 10 kat arttirilmis mutant GI’s1t DEAE-Sefaroz matriksi iizerine ayr1 ayr1 kovalent
ve iyonik olarak immobilize edilmistir. ‘Anoxybacillus gonensis Yaban Tip ve W137F/
V184S mutant1 glukoz izomerazlarimin DEAE-Sefaroz matriksine kovalent ve non-
kovalent immobilizasyonu’ baslikli bu tez 2014.103.01.03 nolu BAP projesi ile

desteklenmistir.

1.2. Glukoz izomeraz ve Glukoz izomeraz Enziminin Ozellikleri

Diinya iizerinde bulunan bitkilerin toplam kiitlesinin % 40’1 hemiseliiloz
olusturur. Birgok farkli mikroorganizma bitkiler {izerinde yasayabilmek i¢in karbon
kaynagi olarak hemiselillozu kullanmak zorundadir. Cesitli mikroorganizmalar
tarafindan fermente edilebilen hemiseliilotik biyokiitlenin temel bileseni ksilandir ve
ksilan da B(1,4) baglariyla birbirlerine baglanmis D-ksilozlardan olusmustur (Lama vd.,
2001). Dogada ve bilingli olusturulan iiretim alanlarinda ksilan enzimatik veya asidik
muamele ile ksiloz birimlerine kolayca parcalanabilir. Bakteriler D-ksilozu
kullanabilmek i¢in ilk olarak hiicre dis1 enzimleri ile hemiseliilotik biyokiitleyi D-
ksiloza parcalarlar. Daha sonra, D-ksilozu hiicre icine tasiyarak pentoz fosfat yolu
oncesi ksilozu ksiluloza izomerize ederler. Ksilozun ksiluloza izomerizasyonunu
saglayan enzim ksiloz izomeraz (KI) (EC 5.3.1.5) enzimidir. D-ksiluloz, D-ksiluloz-5-
fosfat’a fosforile edilerek ya pentoz fosfat yoluna ya da fosfoketoz yoluna (Lama vd.,
2001) girer. Ksilozun ksiluloza izomerizasyonu endiistriyel olarak potansiyel uygulama
alan1 bulabilecek bir ozelliktir. Ciinkii KI ksilozu ksiluloz’a izomerize ederek, ksilozu
mayalarin alkole fermente edebilecegi bir forma doniistiirmiis olur. Giinliimiizde
yasanan yakit ve enerji krizleri, hatta bu krizler nedeniyle savaslarin bile ¢iktig1 goz
Oniine alinirsa yenilenebilir bitki biyokiitlesinden biyoyakit {iretiminin ne kadar hayati
Oonem tasidig1 anlagilacaktir. Glinlimiizde en ekonomik biyoetanol {iretimi ilk olarak
seliiloz ve hemiselillozun glukoz ve ksiloza hidroliz edilerek ve daha sonrada elde

edilen glukoz ve ksilozun mayalar kullanilarak alkole fermente edilerek gerceklestirilir.



Bu nedenle her gecen giin bu konuya duyulan ilgi ve bu konuda gerceklestirilen bilimsel
caligsmalar artmaktadir (Yanmis, 2008).

Ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5) enzimi hiicre i¢inde ksilozu ksiluloza izomerize
etmenin yanisira hiicre disinda D-glukozu D-fruktoza izomerize eder. Bu nedenle
enzimin yaygin olan kullanilan diger bir ismi de glukoz izomerazdir. Glukoz izomeraz
enzimi, glukozu fruktoza izomerize ederken ‘hidriir kaymasi mekanizmasi’ ile
caligmaktadir. Glukoz izomeraz enzimi bu 06zelligi nedeniyle amilaz ve proteaz ile
birlikte diinya enzim pazarinin en ¢ok kullanilan {i¢ enziminden biridir (Bhosale vd.,
1996). Ciinkii glukoz izomeraz enzimi aktivitesi, tatlandirict olarak kullanilan yiiksek
fruktoz igerikli musir surubu iiretiminde kullanilir. HFCS glukoz ve fruktozun 1:1
oraninda karigimi ile elde edilir. Bu karistmin kullanilmasi fruktozun tatlandirma
kapasitesi sukrozun iki kati, glukozun ise 2,6 kati daha tatli oldugundan, sadece
glukozun veya sadece sukrozun kullanimindan daha avantajlidir. Ayrica, HFCS’ nin
sukrozdan daha ucuz olmasi, sukroz gibi kristallenme problemi olmamasi, fruktozun
kandaki glukoz seviyesine etki etmeyerek seker hastalar1 i¢in daha kullanigli olmasi

diger tercih nedenlerindendir (deRaadt vd., 1994).

Fruktoz surubu siklikla gazli ve gazsiz igecekler, firin iirlinleri, ¢esitli hububat
iriinleri, siit mamulleri, salamura iiriinler, islenmis gidalar ve sebze, ¢orba, domates
soslarl, meyve gibi konserve Tlriinlerde kullanilmaktadirlar.. GI’in fruktoz surubu
yapiminda kullanimi ilk kez 1957 yilinda Marshall ve Kooi'nin Pseudomonas
hydrophyla’dan elde ettikleri GI ile ger¢eklesmistir. 1995 yilinda toplam HFCS tiiketimi
kuru agirlik olarak 10 milyon tona ulagmistir. Amerika basta olmak {izere bircok iilkede
tatlandirici olarak sukrozun yerine tamamen HFCS kullanilmaktadir. Glukoz izomeraz
enzimi ilk kez Pseudomonas hydrophila’da kesfedilmistir. Daha sonra ise bir¢ok
prokaryotik mikroorganizmada ¢ogunlukla hiicre i¢i nadirende hiicre dis1 sentezlendigi
gozlenmistir (Bhosale, 1996). Aspergillus oryzae GI aktivitesine sahip rapor edilmis tek
mantardir. Ayrica, bugday tohumunda ve arpa maltinda da GI bulundugu bildirilmistir
(Blow vd., 1992; Bogumil vd., 1993). Actinomyces olivocinereus, Actinoplanes
missouriensis, Aerobacter aerogenes, Bacillus stearothermophilus, Birevibacterium
incertum, Cortobacterium helvolum, Escherichia coli, Flavobacterium arborescens,
Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesenteroides, Microbispora rosea,

Microellobosporia flavea, Paracolobacterium aerogenoides, Pseudomonas hydrophila,
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Staphylococcus bibila, Streptococcus acromogenes, Streptomyces olivochromogenes,
Streptosporangium album, Thermopolyspora spp., Xanthomonas spp., Zymononas
mobilis, Anoxybacillus gonensis GI trettigi bildirilen mikroorganizmalardan sadece
birkagidir (Yanmis, 2008). D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz, ve D-allozun bu enzimin
diger substratlaridir (Moses ve Cape, 1994; Pastine vd., 1999). Enzimin optimum
calisma sicakligt ve pH’s1 elde edildikleri mikroorganizmalarin optimum biiyiime
sartlarina gore 25-85°C ve pH 6.5-9.0 arasindadir. Genellikle molekiiler agirligi
150.000-185.000 dalton olan GI’lar birbirine benzeyen tetramer veya dimerlerden
olusmaktadir (Bhosale vd., 1996; Xu vd., 2009). Biitiin GI’lar aktiviteleri ve kararl
halde bulunmalar igin, Co*?, Mn*2, Mg veya Cr™ gibi bivalent katyonlara ihtiyag
duyar. Cu, Zn™, Ni2, Ag*?, Hg"? ve Ca™ gibi bir takim iyonlar ise enzimin katalitik

aktivitesini inhibe eder (Brown vd., 1993; Xu vd., 2014).

Enzimatik olarak glukozun izomerizasyonu ilk kez endiistriyel bir oranda 1957
yilinda Amerika’da Clinton Corn Processing Co. tarafindan basarilmistir. 1974 yilina
gelindiginde immobilize edilmis GI artik ticari olarak elde edilebilir halde gelmistir.
Yiyecek endiistrisinde HFCS’ ye olan talep her gegen giin artmis ve 1980°e kadar bat1
diinyasindaki tiim sekerlerle ugrasan bilyiik sirketler GI teknolojisine bagvurmaya
baslamistir. Bugiin enzim, yiyecek endiistrisinde en biiyiik marketlerde yerini almais,
diinyanin en ¢ok kullanilan {igiincli endiistriyel enzimi olmustur (Bhosale, 1996; Mu
vd., 2012). GI’'nin endiistriyel dlcekte HFCS iiretiminde kullanilabilmesi i¢in enzimin
iretim maliyetinin diisiik olmas1 gerekir. Enzim iiretim maliyetini diisiirmenin en pratik
ve en yaygin kullanilan yolu enzim immobilizasyonudur (Hemmingsen, 1979; Verhoft,

1985; Pedersen, 1993).

HFCS {iretiminde mezofilik organizmalardan elde edilen GI, immobilize edilmis
bir sekilde 55-65°C’de pH 7,5 ile 8,5 araliginda kullanilmaktadir (Schenck, 2000; Xu
vd., 2014). Bu sartlar altinda enzim ile % 40-42 oraninda fruktoz iiretilebilmektedir.
Fakat endiistriyel uygulamalarda kullanmilan HFCS’de % 55 fruktoz igerigi
aranmaktadir. Dolayis1 ile bu oran kromatografik olarak % 55 seviyelerine getirilir.
Fakat bu islem {iiretim maliyetini arttirmaktadir (Douglas and Jay, 1999). Sicakligin
artmasiyla fruktoz:glukoz dengesi fruktoz tarafina kaymakta bdylece pahali olan

kromatografik saflastirmaya gerek kalmamaktadir (Tewari and Golberg, 1985; Bhosale,
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1996; Karaoglu vd., 2013; Xu vd., 2014). Bu yiizden bu uygulamalarda yiiksek
sicakliklarda c¢alisan termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin

immobilize halleri tercih edilmektedir (Hartley vd., 2000; Yanmis vd., 2015).

Gegmisten giinlimiize gercgeklestirilen caligsmalarin literatiir 6zetleri tarandiginda
birgok farkli organizmadan elde edilmis GI’nin farkli yontemlerle immobilize edildigi
goriiliir. Chen ve ark., (1979) Streptomyces flavogrises GI’im1 benzil DEAE-seliiloz,
TEAE-seliiloz ve DEAE-seliiloza immobilize etmiglerdir. Serbest enzim ve immobilize
enzimi karsilastirark aralarinda cesitli farklar oldugunu rapor etmislerdir. Palazzi ve
Converti (1999) farkli matrikslere immobilize edilmis glukoz izomerazlarin kinetik
parametrelerini incelemislerdir. Bandlish vd., (2002) Thermotoga maritima (TMGI),
Thermotoga neapolitana 5068 (TNGI) ve Streptomyces murinus (SMGI) glukoz
izomerazlarinin immobilize ve serbest formlarini kullanarak yiiksek sicakliklarda
glukozun  fruktoza izomerizasyonunu arastirmislardir.  GI'nin  poliakrilamid;
poliakrilamid-k-karrojen; poliakrilamid-alginat matrikslerine ayri ayri
immobilizasyonlar1 Demirel vd., (2006) Serbest ve immobilize GI enzimi i¢in optimum
pH ve sicakligi sirasiyla 7,5 ve 60°C olarak belirlemislerdir. Alagéz vd., (2007) GI’y1
Eupergit C250 L {izerine immobilize etmislerdir. GI enziminin immobilizasyonu ve

uygulamalari ile ilgili sayisiz patent mevcuttur.

1.3. Enzim immobilizasyonu

Bazi biyokatalitik islemlerde ¢oziinilir enzimin bir yiizeye (matrikse) sabitlenmesi
istenilir. Bu sekilde bir yiizeye sabitlenmis enzimlere immobilize (tutuklanmis)
enzimler denir. Immobilizasyon (tutuklanma) yalmizca enzimatik reaksiyonun biiyiik
Olcekli siirekli kosullarda ¢alismasin1  kolaylastirmakla kalmaz, ayni zamanda
denatiirasyona karsi enzimin kararli olmasma yardim eder (Marya, 2012). Ilk
immobilizasyon uygulamasi 1916’da Nelsen ve Griffin’in sukrozu hidrolize eden maya
invertazini odun komiirii lizerine absorplamalaridir. O yillardan gilinlimiize kadar gegen
yaklasik yliz yillik siirede yiizlerce farkli enzim sahip olduklar1 6zelliklere gore farkli
matriksler {izerine immobilize edilmislerdir (Marya, 2012). Bir enzimin endiistriyel
olarak kullanima sunulmasinda g6z oniinde bulundurulan ilk kriter enzimin {iretiminin

ve kullaniminin ne kadar ekonomik oldugudur. Biiyiik o6lgekli gerceklestirilen
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biyoteknolojik siireclerin bir¢gogu sivi bir ortam igerisinde gerceklesmektedir. Bu
nedenle bu siireclerde kullanilan enzimleri tekrar kullanmak miimkiin degildir. Ayrica,
elde edilmesi istenen iiriin iiretildikten sonra hala enzimin ortamda bulunmasi ¢ift yonli
calisan reaksiyonlarda enzimin {iriine zarar vermesine neden olabilir ya da enzimin
varhig baslht basina bir kirlilik olabilir. Immobilizasyon hem enzimin tekrar tekrar
kullanimin1  sagladigt hem de sivi reaksiyon ortamindan enzimin kolayca
uzaklastirilmasimi sagladigindan endiistriyel uygulamalarda en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Tim bunlarin yani1 sira siirekli iiretime olanak veren
immobilizasyon yontemi, birbirini izleyen ¢oklu reaksiyonlar i¢in de uygundur ve pH,
sicaklik gibi ¢evre kosullarindaki degisimlere karsi daha dayaniklidir. Ancak,
gergeklestirilen immobilizasyon islemi zaman zaman enzimin aktivitesinin bozulmasina
neden olabilir (Andreescu vd., 2006: Brady ve Jordan 2009: Nashyan, 2012).
Immobilizasyon islemi gerceklestirilirken kullanilan matrikslerden bazilar1 boncuklar,
lifler (elyaf), filmler, membranlar ve kapali kapsiillerdir (Twyman, 2005). Matriksler
kimyasal yapilarina gore organik veya inorganik olarak smiflandirilirlar. Organik
matriksler; polisakkaritler (seliiloz, dekstran, agar, agaroz, kitin vb.), proteinler
(kollojen, albiimin) gibi dogal matriksler ve poliakrilat, polimetakrilat, poliakrilamit,
vinil, polistiren gibi sentetik matriksler olmak {izere ikiye ayrilir. Bentonit, silika gibi
dogal mineraller, gozenekli ve gozeneksiz cam, metaller de inorganik matrikslere
ornektir. Inorganik tastyicilar fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal par¢alanmaya dayanikli
olma gibi bir¢cok avantaja sahip olmalarina ragmen endiistriyel siire¢lerde ¢ogunlukla

organik matriksler kullanilir (Gemeiner, 1992).

1.3.1. Immobilizasyon Yontemleri

Immobilizasyon yontemleri temel olarak geri doniisiimlii ve geri déniisiimsiiz

immobilizasyon yontemleri olmak tizere ikiye ayrilir.

1.3.1.1. Geri Déniisiimsiiz Immobilizasyon

Geri dontisiimsiiz immobilizasyonda, tasiyict ve enzim ayrildiginda ya tastyici
yada enzim biyolojik aktivitesini kaybeder. Kovalent bag olusturulmasi, hapsetme

(entrapment), capraz baglama geri doniisiimsiiz immobilizasyon ¢esitleridir.
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Kovalent bag olusturulmasi: Enzim ile aktiflestirilmis kat1 bir tasiyici arasinda
kovalent bag olisumuna dayanir. Bu yontemde matriks ve enzim arasindaki bag kararl
ve saglam oldugundan enzimin c¢oOzeltiye gegmesi Onlenmis olur. Kovalent bag
genellikle enzim ylizeyinde bulunan aminoasitlerin radikal gruplariyla matriksde
bulunan fonksiyonel gruplar arasinda olusur (Kennedy, 1995). Kovalent bag olusumu
ile immobilizasyon yonteminde en c¢ok dikkat edilmesi gereken nokta enzimin aktif
bolgesinin kovalent bag olusumuna katilmamasidir. Ciinkii boyle bir durum enzimin
katalitik aktivitesini kismen veya tamamen yitirmesine neden olabilir. Bu durumu
Oonlemek i¢in immobilizasyonun gerceklestigi ortama enzimin inhibitorlerini ilave
etmek uygun bir yaklasim olabilir. Kovalent baglanma ile immobilizasyon enzimin
konformasyonel kararliligini arttirarak enzimin sicaklik, pH ve organik ¢oziiciilere karsi

kararliligin arttirir (Mateo vd., 2007).

Hapsetme (Entrapment): Hapsetme immobilizasyon yonteminde serbest halde
bulunan enzim molekiilleri matriksin yapisi icerisine hareketsiz olarak yerlestirilir. Bu
yontemde genellikle matriks olarak organik polimer, sol-jel gibi polimerik ag yapisi
gosteren maddeler kullanilir (Ackerman, 2006). Enzimin hapsedildigi matriksin
gozenekleri enzimin disar1 sizmasini 6nleyecek kadar siki olmakla birlikte substratin ve
iiriiniin  hareket etmesine izin verecek boyutta olmasi gerekmektedir (Bickerstaff,
1997).Enzimlerin tutuklanmasi genellikle mikrokapsiilasyon veya jel veya fiber

yapisina hapsetme seklinde gerceklestirilir (Guisan, 2006).

Capraz baglama: Gluteraldehid, toluen diizosiyanat gibi iki ya da ¢ok
fonksiyonlu reaktifler araciligiyla enzimler arasinda kovalent baglarin olusmasina
dayanmaktadir (Eldin, 2000; Albayrak vd., 2002). Bu yontemde proteinlerin
¢Oziinmeyen tasiyiciya ¢apraz baglanmasiyla, substrat ¢ozeltisindeki enzim kaybi

onlenmektedir (Sheldon, 2010).

1.3.1.2. Geri Déniisiimlii Immobilizasyon

Geri doniistimlii immobilizasyonda enzim baglandigi matriksten aralarindaki bag

nedeniyle kolaylikla ayrilabilir. Enzim immobilizasyonu i¢in geri doniisiimlii metotlarin
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kullanim1 enzimin aktivitesi distiigiinde matriks yenilenerek enzimin yeniden

kullanimina izin verdiginden ekonomik olarak olduk¢a avantajlidir.

Adsorpsiyon (kovalent olmayan iliskiler): Adsorbsiyon immobilizasyon en
basit immobilizasyon seklidir ve enzim ile matriks arasinda hidrojen bagi, Van der
Waals etkilesimleri, hidrofobik etkilesimler, tuz kopriileri olugsmasi ile gergeklesir
(Persson vd, 2000). Enzimin aktif bolgesi bu baglanmadan etkilenmez ve aktivitesini
korur (Mulchandam vd, 1998). Adsorpsiyon ile immobilizasyon i1limli kosullarda,
kimyasal madde kullanimina gerek olmaksizin ger¢eklesir. Uygulama kolaydir ve
enzim aktivitesinin korunmasi acisindan avantajhdir. Diger yandan bu
immobilizasyonda, bagin giicli, pH, iyonik siddet, sicaklik gibi enzimin baz1 6zellikleri
degisebilir. Kulllanilan matriksin yiizey 6zelliklerine bagl olarak enzim denatiirasyonu

goriilebilir (Costa vd, 2004).

Iyonik baglanma: Iyonik baglanma immobilizasyonunda iyon degisimi
kromatografisi yonteminde kullanilan matriks-enzim etkilesimi kullanilir. Basit ve geri
doniislimlii yontemin uygulanmasindaki en 6nemli sikint1 enzimin hem giiglii baglandig:
hem de tamamen aktif oldugu kosullar1 bulmaktir. Bu uygulamada substrat veya iiriinler
yiiklenmis halde bulunduklarindan enzimin optimum pH’s1 ve pH stabilitesi degisebilir.
Bu durum baglangicta bir dezavantaj gibi goriilsede gerceklestirilen biyoteknolojik
siirece bagli olarak enzimin optimum pH'sinin daha bazik veya daha asidik kosullarda

gerceklesmesi arzu edilen bir durumda olabilir (Brena ve Batista, 2006).

Affinite baglanma immobilizasyonu: Affinite immobilizasyonunun dayandigi
temel prensip komplementer biyomolekiillerin birbirleriyle etkileserek immobilizasyon
saglamasidir. Etkilesimlerin son derece spesifik oldugu yontemde, aktiflestirilmis
matriks ve enzim yiizeyinde bulunan spesifik grup arasinda biyoaffinite olusur. Bu
durum, proteinin belirli pozisyonda afinite kuyrugu kullanilarak elde edilir ve bu protein
katlanmas1 veya aktivitesini etkilemez. Affinite baglanma immobilizasyonunu
olusturulabilmesi i¢in biyo uyumlu ve gerekli fonksiyonel gruplara sahip bir matriks ile
proteinin dis yiizeyinde bulunan 6zel gruplarin etkilesmesi gerekir (Andreescu vd,

2006). Ayrintili manipiilasyon islemlerinin gerekliligi ve pahali bir yontem olmasi
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nedeniyle bu yontem, sadece sulu sistemlerde ve pahali enzimlerin kullanildig:

durumlarda tercih edilir.

Selat veya metal baglama immobilizasyonu: Selat veya metal baglama
immobilizasyonunda ilk olarak matriks {iizerine selatlayict veya metal ligandlar
adsorbsiyon bolgelerinin olusumunu saglamak ic¢in karali kovalent baglar ile
baglanirlar. Metal bagli immobilizasyon olarakta adlandirilan bu metodta baslica
titanyum ve zirkonyum tuzlar1 kullanilir. Bu metal tuzlari hidroksit 1sitma veya
ndtralizasyon araciligr ile tasiyici (seluloz, kitin, alginik asit ve silika bazli tastyicilar)
tizerine ¢oOktiiriiliir ve bu gruplar enzimde bulunan gruplarla etkilesim gergeklestirir. Bu
yontemle enzimlerin spesifik aktivitesi nispeten yiikselmekle birlikte tasiyicidan 6nemli

derecede metal iyonu sizmasi nedeniyle alinan sonuglar farklilik gosterir (Cabral vd,

1991).

Disiilfit baglarimin olusumu immobilizasyonu: Bu immobilizasyon ydntemi
prensip olarak matriks ile enzim arasinda disiilfit (S-S) baglarinin olugmasina dayanir.
Bu nedenle tiyol (-SH) gruplar1 tagiyan enzimler reaktif disiilfiir veya disiilfiir oksitlerle
saglanan tiyol destekleri lizerine immobilize edilirler. Bu immobilizasyon yonteminin
en onemli avantaji matriks ve enzim arasinda olusan baglar geri doniistimlii oldugu i¢in
enzim kullanildiktan sonra matriksten ayrilabilir olmasi ve matriksin tekrar tekrar

kullanilabilir olmasidir. Bu durum matrikse harcanan yiiksek maliyeti diisiiriir

(Carlsson vd, 1998).

Enzimlerin Elektrod Yiizeyine immobilizasyonu: Enzimlerin elektrod yiizeyine
immobilizasyonunda elektrokimyasal polimerizasyon parametrelerinin se¢imi en dnemli
basamaktir. Amperometrik ve potansiyometrik enzim elektrodlar1 elektrot yiizeylerine
immobilize edilir. Bu yontemde elektrot ylizeyine enzimin yerlestirilmesi i¢in
geleneksel immobilizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu yoOntemlerden bazilar
diyaliz membran yiizeyine enzimin fiziksel olarak tutuklanmasi, elektrot yilizeyine veya
polimerik tasiyiciya, enzimin kovalent baglanmasi, protein matriks i¢inde gluteraldehit

kullanarak enzimin ¢apraz baglanmasidir (Sternberg vd, 1988).
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2. YAPILAN CALISMALAR

Bu ¢alisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’ndaki kiiltlir stoklarinda bulunan Anoxybacillus
gonensis G2" bakterisine ait ve E.coli BL21 (DE3) susunda rekombinant olarak iiretilen

ve saflastirilan glukoz izomeraz enzimi ile gerceklestirilmistir.

2.1. Calismada Kullanilan Materyaller

2.1.1. Deneylerde kullanmilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler

Tripton (Fluka VCBN7396V), Yeast Ekstrakt (Merck VM445253224), NaCl
(Sigma 7647-14-5), CaCl2 (sigma C5670), CoCl2, MgSO4 (Merck K45872982 441),
D-Glukoz (sigma 50-99-7), D-Fruktoz (Bioshop 5D38250412), MOPS (Fisher scientific
154054), Lizozim (Bioshop 6C42679), Perklorik asit (Merck C691919), Sistein (Sigma
52-90-4), Karbozol (sigma CDS008630), Siilfiirik asit (Merk K45905413 434), Etil
alkol (Smyras 305041016060), Kanamisin (fisher 134473),IPTG (Bioshop
6C42892),Commassiee Brillant Blue G-250(Panreac 5SM014937), Commassiee Brillant
Blue R-250, fosforik asit (Carlo erba 304062), BSA (NEB), DEAE-Sepharose (Sigma
GE17-0709-01) , Phenyl sepharose 6 Fast Flow (Sigma), Amonyom siilfat (Merck
A0296217 201), Sodyum asetat (Merck AMO0793468550), Tris (Fisher Scientific
149456A), Glutaraledhit (Sigma SLBG1666V), Potassium phosphate (Merck A0435601
442), Glisin(fluka50052), Hydrochloric acid ( Sigma aldrich 82670), Sodium hydroxide
(Applichem 82011622)

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Besi Yerleri

Bakteri iiretmek icin besi yerleri olarak LB (Lauria-Bertani) besi yeri kullanildi.
Bunun i¢in 10 g tripton, 5 g yeast ekstrakt ve 10 g NaCl 700 ml saf suda karigtirild1 ve
pH’s1 7,4’e ayarlanarak 1 litreye tamamlandi. Kullanilan tiim besi yerleri otoklavda
121°C’de 1,1 atm basing altinda 20 dakika siire ile Wise Clave- Wisd marka otoklav

cihazi kullanilarak steril edildi.
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2.1.3. Deneylerde Kullanilan Hiicre ve Plazmitler

Glukoz izomeraz enzim kaynagi olarak Anoxybacillus gonensis G2 bakterisinin
xylA geninin pET28a" ekspresyon vektoriine aktarilmis oldugu ve laboratuvar

stoklarimizda mevcut olan pETG2GI vektorii kullandi (Karaoglu, 2010).

W137F/V184S mutant enzim kaynagi olarak pETG2GI’den iiretilmis olan ve yine

laboratuvar stoklarimizda mevcut bulunan mutant plazmit kullanildi.

Enzimin tretilecegi konak organizma olarak ise pET vektor sistemleriyle uyumlu

olan E.coli BL21(DE3) susu kullanildi.

2.2. Enzimlerin Uretilmesi

2.2.1. pETG2GI’nin E.coli BL21 (DE3) Susu icerisine Trasformasyonu

E.coli BL21 (DE3) susu 10 ml LB besi yeri igerisine ekilerek 1 gece boyunca
37°C *de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 bu kiiltiirden O.D.’si (optik yogunlugun bir
ol¢iisii olan ekstinksiyon) 0,1 olacak sekilde taze LB kiiltiire ekim yapilarak O.D. degeri
0,45-0,55 oluncaya kadar (yaklasik 1 saat) 37°C ’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
hiicreler 4400 rpm’de ¢oktiiriilerek iist sivi kisim dokiildii. Hiicreler {izerine 10 ml 0,1
M soguk CaCl: ilave edilerek 30 dakika soguk buz iizerinde bekletildi. Hiicreler siire
sonunda tekrar 4400 rpm’de ¢oktiiriilerek iist sivi kisim dokiildii. Uzerine 2 ml 0,1 M
soguk CaCl: ilave edilerek en az 2 saat +8 °C ’de (buzdolabinda) inkiibe edildi.
Boylelikle E.coli BL21 (DE3) susu kompotent hale getirilmis oldu.

1,5 ul’lik steril edilmis santrifiij tiipleri igerisinde, 200 pl kompotent hiicre
tizerine 0,5 pl pETG2GI ilave edilerek karisim en az 30 dk soguk buz iizerinde
bekletildi. Siire sonunda tiipler (karisim) 43°C de 90 sn inkiibe edilerek hiicreler sicak
sokuna ugratildi. Hiicrelerin iizerine 200 pl LB besi yeri ilave edilerek 37°C *de 1 saat
boyunca inkiibe edildi. Boylelikle pETG2GI'nin E.coli BL21 (DE3) susu igerisine

trasformasyonu tamamlanmis oldu. Siire sonunda hiicreler 0,05 mg/ml kanamisin ihtiva
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eden kat1 LB agar besiyeri ilizerine yayma ekimle ekilerek bir gece boyunca 37°C *de 1

gece boyunca inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi elde edilen kolonilerden gece Kkiiltiirii hazirlanarak bu

kiiltiirden ¢izgi ekim kanamisinli LB agar petrilere yapildi ve gliserol stok hazirlandu.

2.2.2. AgoGI Enziminin Uretilmesi

A. gonensis rekombinant glukoz izomerazini (AgoGl) iiretmek icin pETG2GI
plazmit DNA’sin1 iceren E.coli BL21 (DE3) bakterisi 0,05 mg/ml kanamisin ihtiva eden
10 ml LB besi yeri igerisine ekilerek 1 gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi bu kiiltiirden O.D.’si 0,1 olacak sekilde taze 400 ml LB kiiltiire ekim yapilarak
0.D. degeri 0,8 oluncaya kadar (yaklagik 1/1,5 saat) 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda kiiltiiriin son konsantrasyonu 1 mM igerecek sekilde IPTG ilave edilerek gen
ekspresyonu uyarildi. Sonrasinda 4 saat daha kiiltiir 37°C’de inkiibe edilerek enzimin
ekspresyonu saglandi. Siire sonunda kiiltiir 7500 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak
coktiiriildii. Stipernatant kismi atilarak ¢oken hiicreler iizerine 1 mM CoCl2 ve 10 mM
MgSOs4 igeren 100 mM MOPS (pH 6,5) tamponundan 4 ml ilave edilerek ¢oken
hiicreler ¢6ziildii. Coziilen hiicrelerin iizerine son konsantrasyonda 1 pg/ml olacak
sekilde lizozim ilave edildi ve hiicreler 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda,
hiicreler 2 dakika boyunca % 20 gii¢c ile Sonics-Vibra cell marka sonikator cihazi
kullanilarak patlatildi. Elde edilen hiicre i¢i ¢ozeltisi 15.300 rpm de 20 dk santrifiij
edildi. Pellet kismi1 atilarak elde edilen siipernatant hiicre 6ziitii (kaba ekstrakt) olarak

alindi. Bu hiicre 6ziitii ile saflagtirma islemlerine gegildi.
2.2.3. W137F/V184S Mutant GI’nmin Uretilmesi

Bu c¢alismada immobilize edilecek diger enzim olan W137F/V184S mutant
enziminin de lretilmesinde, plazmit olarak W137F/V184S mutant xy/4 genini tasiyan

vektor kullanilarak, yukarida anlatilan prosediir (Bolim 2.2.1 ve Boliim 2.2.2) aynen

tekrarlanmugtir.
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2.3. Enzimlerin Saflastirilmasi

2.3.1. AgoGI’nin Saflastirilmasi

Bulundugu hiicre 6ziitiinden (kaba ekstrakt) AgoGI’nin saflagtirilmasi igin sirast
ile 1s1 soku uygulamasi, DEAE-Sefaroz iyon degisim kolon kromatografisi ve fenil

sefaroz hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi saflastirma yontemleri kullanilmistir.

2.3.1.1. Is1 Soku Uygulamasi

AgoGIl A.gonensis glukoz izomerazi olmasi nedeniyle olduk¢a termofilik
karakterli bir enzimdir. Bu ¢alismada AgoGI mezofilik karakterli olan E.coli BL21
(DE3) susu igerisinde ekspres edilmistir. Dolayisi ile sonikator ile hiicreleri par¢alama
sonucu elde edilen hiicre oziitiindeki AgoGI haricindeki proteinlerin ¢ok biiylik bir
boliimii mezofilik karakterdedir. Yapilacak olan ufak bir 1s1 soku uygulamas: ile
mezofilik karakterdeki proteinler denatiire olacaktir. Termofilik karakterde olan AgoGI

ise bu durumdan etkilenmeyecektir.

Bu ama¢ dogrultusunda elde edilen hiicre 6ziitii 15 dakika boyunca 70°C’de
inkiibe edildi. Denatiire olan proteinler 15.300 rpm de 20 dk santrifiij edilerek
uzaklastirildi.

2.3.1.2. DEAE-Sefaroz Iyon Degisim Kolon Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi uygulamasi icin kolon malzemesi olarak DEAE-
Sepharose fast flow (Sigma) kullanildi. Gazi, KNF marka yagli vakum pompasi ile
alan kolon malzemesi, 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolona pastor pipeti
kullanilarak dolduruldu. Tipki kolon malzemesinde oldugu gibi deneyde kullanilan tiim
tamponlarin gazlar1 vakum pompast kullanilarak alindi. Doldurma isleminden sonra
kolondan 100 ml saf su gegirilerek temizlendi. Daha sonra kolonu dengeye getirmek
icin 50 ml 1 mM CoCl2 ve 10 mM MgSO4 igeren 100 mM MOPS (pH: 6,5) tamponu
kolondan gecirildi. Sonrasinda kolondan c¢ikan tamponun pH’s1 kontrol edilerek

kolonun dengeye gelip gelmedigi kontrol edildi.
18



Iyon degisim kolon kromatografisi deneyi Biologic Lp System (Bio-Rad) cihaz1
kullanilarak gergeklestirildi. Cihazda su sekilde bir program yazilarak kromatografi
gergeklestirildi;

1) Kolunun dengeye getirilmesi (50 ml)

2) Enzim 6ziitliniin kolona aktarilmasi1 (10 ml)

3) Tutunmayan proteinlerin temizlenmesi (20 ml)
4) 0-0,6 M NaCl gradient kopriisii (100 ml)

5) IM NaCl ile kolonun temizlenmesi (50 ml)

6) Saf su ile iyonlar1 uzaklastirilmasi (50 ml)

Uygulamada kolona akis hiz1 1ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Kolondan ¢ikan 6rnekler
3 ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Fraksiyonlardaki protein ve iyon miktarlar1 cihaz
tarafindan analiz edildi. Fraksiyonlarin hepsinde GI aktivite tayini yapilarak enzimin
ciktig1 fraksiyonlar belirlendi. GI aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi.
Toparlanan enzim 06ziitlinde saflastirma tablosu i¢in gerekli olan analizler (GI aktivitesi,
protein miktar1, total hacim vb.) yapildiktan sonra hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi islemlerine gecildi.

2.3.1.3. Fenil-Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi uygulamasi i¢in kolon malzemesi olarak
Phenyl-Sepharose fast flow (Sigma) kullanildi. Kolon olarak 30 cm uzunlugunda ve 1,5
cm capinda cam kolon kullanildi. Kolon malzemesi tiim tamponlarin gazlari KNF
marka yagli vakum pompasi kullanilarak alindi. Kolonu dengeye getirmek i¢in 50 ml 1
mM CoCl2 ve 10 mM MgSOs ve 1,3 M amonyum siilfat igeren 100 mM MOPS (pH:
6,5) tamponu kolondan gegirildi.

Hidrofobik kolon kromatografisi deneyi Biologic Lp System (Bio-Rad) cihaz1
kullanilarak gerceklestirildi. Iyon degisiminden elde edilen enzim &ziitiiniin amonyum
stilfat icerigini 1,3 molara ¢ikarmak i¢in 6ziit, ayn1 hacimde 1 mM CoCl2 ve 10 mM
MgSO4 ve 2,6 M amonyum siilfat iceren 100 mM MOPS (pH:6,5) tamponu ile

karistirildi. Enzimin kolona yiliklenmesinden sonra amonyum siilfat icerigi 1,3 M’dan 0
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molara kadar diistiriilerek kolona baglanan proteinlerin kademeli olarak kolondan
ayrilmast saglandi. Cihazda su sekilde bir program yazilarak kromatografi

gergeklestirildi;

1) Kolunun dengeye getirilmesi (50 ml)

2) Enzim 6ziitliniin kolona aktarilmasi1 (10 ml)

3) Tutunmayan proteinlerin temizlenmesi (20 ml)

4) 1,3M-0 M Amonyum siilfat gradient kopriisii (100 ml)
5) Tampon ile kolonun temizlenmesi (50 ml)

6) Saf su ile iyonlar1 uzaklastirilmasi (50 ml)

Uygulamada kolona akis hiz1 1 ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Kolondan ¢ikan 6rnekler
3 ml’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Fraksiyonlardaki protein ve iyon miktarlar1 cihaz
tarafindan analiz edildi. Fraksiyonlarin hepsinde GI aktivite tayini yapilarak enzimin
ciktig1 fraksiyonlar belirlendi. GI aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi.
Toplanan enzim 06ziitiinde saflastirma tablosu i¢in gerekli olan analizler (GI aktivitesi,
protein miktari, total hacim vb.) yapildiktan sonra immobilizasyon c¢aligmalarina
gecildi. AgoGlI, amonyum siilfat igeriginin 0 molara diistiigii konsantrasyonda kolandan

ayrildigi i¢in uygulama sonrasinda diyalize ihtiya¢ duyulmamustir.

2.3.2. W137F/V184S Mutant Enziminin Saflastirilmasi

WI137F/V184S mutant enziminin saflastirilmast i¢in yukarida anlatilan

AgoGI’'nin saflastirilmasi i¢in uygulanan tiim prosediir ayni sekilde uygulanmustir.

2.4. Enzimlerin DEAE-Sefaroz Matriksine iyonik ve Kovalent immobilizasyonu
Enzimlerin immobilizasyonlarinda kullanilan tampon, enzimin optimum

sartlarda ¢aligmasina imkan veren ve “reaksiyon tamponu” (RT) olarak adlandirdigimiz

1 mM CoClz ve 10 mM MgSOs4 ve 2,6 M amonyum siilfat igeren 100 mM MOPS (pH:
6,5) tamponudur.
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2.4.1. Enzimlerin Kovalent immobilizasyonu

Hem AgoGI hem de WI137F/V184S mutant enziminin DEAE-Sefaroz
matriksine kovalent immobilizasyonu ayni prosediir takip edilerek gergeklestirilmistir.

Immobilizasyon i¢in su prosediir takip edildi;

e 2 adet 15’lik falkon tiiplere 4000 pul DEAE-Sefaroz matriksi koyuldu

e Matriks ¢oktiikten sonra 6-7 kez Once saf su ile yikanarak temizlendi

e 06-7kez RT (pH 6,5) ile yikanarak dengelendi

e Matriks tamamen ¢oktiikten sonra, matriks {izerinde 1500 pl RT kalacak kadar
stv1 birakildi

e Uzerine 3000 ul glutaraldehit eklendi

e 25°C’de 2 saat boyunca sallayicida sallanarak matriksin glutaraldehit ile
aktiflestirilmesi saglandi

o Aktiflestirme sonrasi matriksin glutaraldehitden arindirilmasi saglamak
amaciyla RT ile 6-7 kez yikandi

e Yikama bittikten sonra tliplerin Tlizerine 4000 pl enzim (AgoGI ve
W137F/V184S) ilave edildi

e 16 saat 2C’de sallanarak enzimlerin kovalent olarak immobilize olmas1 sagland1

e Daha sonra +8°C’de sonraki ¢aligmalar i¢in stoklandi.

2.4.2. Enzimlerin Iyonik Iimmobilizasyonu

Hem AgoGI hem de WI137F/V184S mutant enziminin DEAE-Sefaroz
matriksine iyonik immobilizasyonu ayni prosediir takip edilerek gerceklestirildi.
Prosediir kovalent immobilizasyonunda takip edilen prosediiriin aynisidir. Sadece
farklilik olarak 3000 pl glutaraldehit ilavesi yapilmamis ve RT ile matriks

dengelendikten sonra direkt olarak enzim ilavesi yapilmistir.
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2.5. Biyokimyasal Calismalar

2.5.1. Protein Miktar1 Tayini

Bu calisma boyunca yapilan tiim protein miktarinin tayini Bradford’un (1976)
gelistirmis oldugu metoda gore gerceklestirildi. 100 ml Bradford ¢ozeltisi hazirlamak
icin 5 ml % 95’lik etanol icerisinde 10 mg Commassie Brillant Blue G-250 iyice
¢oziildii. Bu ¢ozeltinin iizerine 10 ml % 85°lik fosforik asit ilave edilerek 100 ml’ye saf

su ile tamamlandi. Cozelti filtre kagid ile stiziilerek temizlendi.

Protein miktar1 6l¢iimleri yukarida hazirlanan ¢ozelti ve standart olarak bovin
serum albumin (BSA) kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.
Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 8, 10, 15, 30, 50, 75, 100, 125, 150 ve 200 pg BSA iceren
cozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Uzerlerine 5 ml boya ¢ozeltisinden
ilave edilerek vortekslendi. 10 dakika oda sicaklifinda inkiibasyondan sonra Xmark
Microplate Spectrophotmeter (BioRad) cihazi ile 595 nm’de standart kalibrasyon egrisi

olusturuldu.

Orneklerin protein miktar: analizi igin, BSA yerine analizi yapilacak numune

kullanilarak ayni islemler gergeklestirildi.

2.5.2. Glukoz izomeraz Aktivite Deneyi

AgoGI ve mutant enzimi i¢in kullanilan GI aktivitesi tayini metodu Karaoglu
(2010) tarafindan belirlenen optimum deney sartlar1 takip edilerek gerceklestirildi. 15 pl
homojenize edilmis immobilize enzim Oziitii ile substrat olarak RT igerisinde
hazirlanmis 100 mM glukoz, son hacim 250 pl olacak sekilde reaksiyona sokuldu.
Reaksiyonun son hacmi 250 pl’ye reaksiyon tamponu (RT: 1 mM CoClz, 10mM MgSO4
ve pH’ s1 6,5 olan 100 mM MOPS tamponu) ile tamamlandi. Reaksiyon 85°C’de 30
dakika boyunca TS-100C (Biosan) termoshaker cihazi kullanilarak 1000 rpm’de
sallanarak gerceklestirildi. Reaksiyon, siire sonunda reaksiyon karigimini igeren 1,5
ul’lik santrifiij tiiplerinin, buz {izerine alinmasi ile sonlandirildi. Bir dakikada 1 umol

fruktoz tireten enzim mikatr1 1 Unite olarak kabul edildi.
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Reaksiyon sonucunda tiiplerin igerinde izomerizasyon sonrasi agiga c¢ikan
fruktoz miktarin1 6lgmek i¢in Dische ve arkadaslarmin (1951) gelistirdikleri sistein-
karbozol-siilfiirik asit metodu kullanildi. immobilize olan enzim tamamen c¢oktiikten
sonra liste kalan reaksiyon ¢ozeltisinin 50 pl’si lizerine % 1,5’1ik sistein hidrokloriir ve
hemen ardindan 40 pl % 96’lik etil alkolde ¢oziilmiis % 0,12’lik karbozol ilave edilerek
karisim vortekslendi. Uzerine % 70’lik 1,2 ml siilfiirik asit ilave edilerek tekrar
vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten Xmark Microplate
Spectrophotmeter (BioRad) cihazi kullanilarak 560 nm dalga boyunda Olgiimler
gerceklestirildi. Ag¢iga c¢ikan fruktoz miktar1 yine ayni cihazda hazirlanan fruktoz
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. GI aktivitesi, glukozun enzim ile izomerizasyonu

sonucu ac¢iga ¢ikan olusan fruktoz miktarina gére umol/dakika cinsinden hesaplandi.

2.5.3. Enzimlerin Optimum Calisma Sicakhiklarimin Belirlenmesi

Immobilize edilmis enzimlerin en iyi c¢alistign optimum sicaklik degerini
hesaplamak icin farkli sicakliklarda bir seri reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyonlar; 15
pl homojenize edilmis immobilize enzim 6ziitii ile substrat olarak 100 mM glukozun 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ve 100°C’lerde 30 dakikalik
inkiibasyonu ile gergeklestirildi. Reaksiyonun son hacmi reaksiyon tamponu ile 250

ul’ye ayarlandi.

2.5.4. Enzimlerin Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Immobilize edilmis enzimlerin en iyi calistig1 pH degerini hesaplamak icin farkli
pH degerlerine sahip tamponlarda ve 250 pl son hacimde bir dizi reaksiyon

gerceklestirildi. Buna gore reaksiyonlar;

e 100 mM asetat tamponlarinda (pH : 5,0 — 5,5)

e 100 mM fosfat tamponlarinda (pH : 6,0 — 6,5— 7,0)

e 100 mM Tris-HCI tamponlarinda (pH : 7,0 — 7,5 — 8,0 — 8,5)

e 100 mM glisin tamponlarinda (pH : 9,0 — 9,5 — 10,0) hazirlandi.
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Reaksiyonlar, 85°C’de 30 dakika boyunca, substrat olarak 100 mM glukoz
kullanilarak gerceklestirildi. Tiim tampon ¢ozeltilerine reaksiyonun son hacimdeki
konsantrasyonu 1 mM CoClz, 10mM MgSOs olacak sekilde, enzimin kofaktér olarak
ihtiyag duyudugu Co*? ve Mg*? iyonlart ilave edildi.

2.5.5. Enzimlerin Kinetik Parametreleri

Enzimlerin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 700 mM’a kadar
arttirtlan substrat konsantrasyonu ile yukarida belirlenen 85°C’de ve pH 6,5’te bir seri
reaksiyon gergeklestirildi. Michaelis-Menten sabiti (Kw») ve maksimum hiz (Vmax)
degerleri; aciga ¢ikan fruktoz miktarinin pmol/dk cinsinde hesaplanmasi ile ¢izilen

Michaelis-Menten grafiginden, OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak hesaplandi.

2.5.6. Saflastirilan Enzimlerin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi Analizi

Protein jel elektroforezleri Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) marka
elektroforez cihazi kullanilarak % 12’lik jel de, 40 mA’lik akim altinda gerceklestirildi.

Saflagtirma basamaklarindan sonra herbir kuyucuga enzim Oztiilerinden 20 pl
yiiklendi. Her bir 6rnek iizerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCI pH 6,8;
% 4 SDS; %20 Gliserol; % 6 B-merkaptoetanol), tamponu ilave edildi. 99°C’de 4
dakika bekletilerek protinlerin 3 boyutlu yapilar1 denatiire edildi. Denatiire edilen
ormekler Maniatis ve arkadaslar1 (1982) tarafindan tanimlanan %12’lik sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi ve 40 mA akim altinda, yliriitme
boyasi jelden ¢ikana kadar yiiriitiildii. Yiiriitme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant
Blue (% 0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi
ile 1 saat boyand1 ve hemen ardindan yikama soliisyonunda (%36 Metanol, %9 Asetik

asit) 1 saat yikanarak bir bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi.
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3.BULGULAR
3.1. AgoGI Saflastirmasi

3.1.1. Kaba Ekstrakt

Protein Miktari Tayini
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Sekil 1. AgoGI'nin saflagtirmasi isleminde kaba ekstrakta ait protein miktari tayini

Enzimin ekspresyonu sonrasi elde edilen hiicre 6ziitiinde (kaba ekstrakt) protein

miktar1 Bradford metodu ile 9,3601 pg/ul olarak hesaplandi.
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Sekil 2. AgoGI’'nin saflastirmasi isleminde kaba ekstrakta ait GI aktivite tayini

GI aktivitesini hesaplamak icin enzim 20 kat sulandirilarak reaksiyon yapildi.
Burada enzim tarafindan iiretilen fruktoz miktar1 ¢cok fazla oldugundan ¢ok fazla renk

meydana gelmekte ve spektrofotometrenin okuma araligint ge¢mektedir. 20 kat
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seyreltilen enzimle reaksiyonlar gegeklestirilip elde edilen degerin 20 ile ¢arpilmasi ile
enzimin 1 pl’sinin tirettigi fruktoz miktar1 hesaplanabilir. Kaba ekstraktin GI Aktivitesi
0,0045 x 20 = 0,09 umol/dk olarak hesaplandi. Enzim 20 kat sulandirildiginda bile 30

ve 50 pul enzimle yapilan aktivite sonrasi dl¢limler “out of range” hatas1 vermektedir.

3.1.2. Is1 Soku Uygulamasi

Protein Miktari Tayini
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Sekil 3. AgoGI’nin saflastirmasi isleminde 151 soku sonrasi elde edilen hiicre 6ziitiine
ait protein miktar tayini
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Sekil 4. AgoGI’'nin saflastirmasi isleminde 151 soku sonrasi elde edilen hiicre 6ziitiine
ait GI aktivite tayini

Is1 soku uygulamasi sonrasi enzim 06ziitiiniin protein miktar1 4,8726 ng/pl olarak
hesaplandi.20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite sonucu ise 0,0045 x 20 = 0,09
umol/dk olarak hesaplandi.
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3.1.3. Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 5. AgoGI’nin saflastirmasi islemine ait iyon degisim kolon kromatografisi grafigi

DEAE-Sefaroze kullanilarak BioLogic LP cihazinda gerceklestirilen iyon
degisim kolon kromatografisi grafigi yukarida goziikkmektedir. Sekil 5’te mavi renkte
goriilen ¢izgi kolondan c¢ikan protein miktarii (295 nm’de absorbans degerleri)
gostermektedir. Yuvarlak igerisinde goriilen sayilar her birinin igerisine 3 ml kolondan
c¢ikan ¢ozelti bulunan tlip numaralarin1 gostermektedir. Kirmizi renkte goriilen ¢izgi ise
NaCl konsantrasyonunu gostermektedir. Mavi renk takip edilecek olursa 10-22 tiipler
arasinda yiiksek miktarlarda protein kolondan c¢ikmistir. Burada kolondan ¢ikan
proteinler kolona tutunmayan proteinlerdir. Kirmizi ¢izginin yani NaClI
konsantrasyonun artmaya basladigi 23 tiipten itibaren artan iyonik giicle birlikte ¢esitli
proteinlerin farkl tiiplere ayrildigi1 goziikkmektedir. Tiim tliplerde GI aktivitesi tarand1 ve
27-32 nci tiipler arasinda GI aktivitesi tespit edildi. Hem 10-22 tiipler arasinda hem de
GI enziminin kolondan ayrildiktan sonra 32 ve 42 nci tiipler arasinda gelen yiiksek
miktarda protein gozlenen fraksiyonlarda GI aktivitesi bulunmamaktadir. Cihazin 295
nm’de maksimum Ol¢lim araligi 2.0 absorbans oldugundan bazi piklerin tepe noktalari

grafikte goriilememektedir.
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Protein Miktar Tayini
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Sekil 6. AgoGI’nin saflastirmasi isleminde iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi
elde edilen hiicre 6ziitline ait protein miktari tayini
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Sekil 7. AgoGI'nin saflastirmasi isleminde iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi
elde edilen hiicre 6ziitline GI aktivite tayini

Iyon degisim kolon kromatografisi uygulamas: sonrasi enzim Oziitiiniin protein

miktar1 2,6009 pg/ul olarak hesaplandi. GI Aktivitesi 0,066 pumol/dk olarak hesapland.

3.1.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Fhenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) kullanilarak BioLogic LP cihazinda
gerceklestirilen  hidrofobik  etkilesim  kolon kromatografisi grafigi  asagida
gbziikmektedir. Mavi ¢izgi 295 nm’de absorbans degerini kirmizi ¢izgi ise Amonyum
stilfat konsantrasyonunu gostermektedir. 48-53 ncii tlipler arasinda GI enzimi, diisen
Amonyum siilfat konsantrasyonu ile birlikte kolondan ayrilmistir. Yapilan GI aktivite

caligmalar1 sonrasinda sadece 48-53 nolu tiiplerde aktiviteye rastlanmistir. 48-53 arasi
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tiplerdeki enzim Oziitleri birlestirilerek total protein ve aktivite ¢alismalarina

gecilmistir.
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Sekil 8. AgoGI’'nin saflastirmasi islemine ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
grafigi
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Sekil 9. AgoGI’nin saflastirmasi isleminde hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
sonrasi elde edilen hiicre 6ziitiine ait protein miktari tayini
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Sekil 10. AgoGI'nin saflastirmasi isleminde hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
sonrasi elde edilen hiicre dziitiine ait GI miktar1 tayini

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi enzim oziitliniin
protein miktar1 1,6467 pg/ul olarak hesaplandi. GI Aktivitesi 0,044 pumol/dk olarak
hesaplanda.

3.1.5. Saflastirma Tablosu

Tablo1. AgoGI’'nin saflastirilmasi islemine ait saflastirma tablosu

S.Aktivite
Saflastirma T.Hacim | Protein | T.Protein Aktivite T.Aktivite Saflasgtirma
(umol/dk/ Verim
Basamaklar1 (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/dk/pl) | (pmol/dk) kati
mg protein)
Kaba Ekstrakt 16,3 9,36 152,57 0,090 1467,00 9,615 100,0 1
Is1 Soku 15,1 4,87 73,58 0,090 1359,00 18,471 92,6 1,92
iyon Degisim 16,5 2,60 42,91 0,066 1089,00 25,376 74,2 2,64
Hidrofobik E. 20 1,65 32,93 0,044 880,00 26,720 60,0 2,78

Tablo 1°de goriilecegi ilizere tiim saflastirma uygulamalar1 basarili olmustur.
Saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 9,615’ten 26,720 umol/dk/mg proteine
yukselirken enzim %60 verim ile 2.78 kat saflastirildi. Hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi uygulamasindan sonra birlestirilen fraksiyonlar saf enzim 0ziitii olarak

kabul edilerek immobilizasyon ¢aligsmalarinda kullanildi.
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3.1.6. AgoGI’min Saflastirma Islemlerine Ait SDS-Page Jel Elektroforezi

Sekil 11. AgoGI'nin saflagtirmasina ait SDS-Page Jel Elektroforezi (A: Kaba ekstrakt,
B: 1s1 soku, C: Iyon degisim kolon kromotografisi, D: Hidrofobik etkilesim
kolon kromotografisi)

AgoGI’'nin saflagtirma islemleri esnasinda, her saflagtirma basamagindan sonra
bir miktar enzim Ozt stoklanarak saflastirma islemi sonrasinda SDS-Page Jel

Elektroforezi hazirlandi.

3.2. W137F/V184S Mutant Enziminin Saflastirmasi

3.2.1. Kaba ekstrakt

W137F/V184S mutant enziminin ekspresyonu sonrasi elde edilen hiicre
oziitinde (kaba ekstrakt) protein miktar1 Bradford metodu ile 2,18 pg/ul olarak
hesaplandi. GI aktivitesini hesaplamak i¢in enzim 10 kat sulandirilarak reaksiyon

yapildi. Kaba ekstraktin GI aktivitesi 0,128 umol/dk olarak hesaplandi.
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3.2.2. Ist Soku Uygulamasi

W137F/V184S mutant enziminin 1s1 soku sonrasi elde edilen enzim Oziitiinde
protein miktar1 Bradford metodu ile 1,17 pg/ul olarak hesaplandi. GI aktivitesi 0,131
umol/dk olarak hesaplandi.

3.2.3. Iyon Degisim Kromatografisi

JC—
FRE0a€0C6Ca00CCCd P
jzs[[[ll]][k['[lljj’]{i

1] 10 40

Time [minutes]

Sekil 12. W137F/V184S mutant enziminin saflastirmasi islemine ait iyon degisim
kolon kromatografisi grafigi

W137F/V184S mutant enziminin saflagtirmasi islemine ait iyon degisim kolon
kromatografisi grafigi Sekil 10°da goriilmektedir. Kolondan ¢ikan tiim fraksiyonlarda
GI aktivitesi tarand1 ve 27-32 nci tiipler arasinda GI aktivitesi tespit edildi.

W137F/V184S mutant enziminin iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi elde
edilen enzim Oziitiinde protein miktar1 Bradford metodu ile 1,03 pg/pl olarak
hesaplandi.

GI aktivitesi 0,181 pmol/dk olarak hesaplandi.
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3.2.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

W137F/V184S mutant enziminin saflagtirmasi islemine ait hidrofobik etkilesim
kolon kromatografisi grafigi Sekil 12’de goriilmektedir. Tiim fraksiyonlarda GI
aktivitesi arastirild1 ve 45-54 nolu tiiplerde GI aktivitesi belirlendi. Bu tiiplerdeki enzim

oOziitleri birlestirilerek total protein ve aktivite ¢alismalarina gegildi.

AU

‘ 0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130 140 150 160

Time [minutes]
Sekil 13. WI137F/V184S mutant enziminin saflastirmasi islemine ait hidrofobik
etkilesim kolon kromatografisi grafigi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi enzim 6ziitiiniin
protein miktar1 0,48 pg/ul olarak hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite

deneyi sonucunda, 1 pl enzim 6ziitiinde GI Aktivitesi 0,109 pmol/dk olarak hesaplandi.

3.2.5. Saflastirma Tablosu

Tablo 2’de goriilecegi ilizere tim saflastirma uygulamalar1 basarili olmustur.
Saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 5,902’den 20,113 pmol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim %52,6 verim ile 3,41 kat saflastirildi. Hidrofobik etkilesim kolon
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kromatografisi uygulamasindan sonra birlestirilen fraksiyonlar saf enzim oziitii olarak

kabul edilerek immobilizasyon ¢alismalarinda kullanildi

Tablo2. W137F/V184S mutant enziminin saflastirma tablosu

S.Aktivite
Saflagtirma T.Hacim Protein T.Protein Aktivite T.Aktivite (nmol/dk/
Basamaklar1 (ml) mg/ml (mg) (nmol/dk/pl) (numol/dk) mg Verim S-Kat
protein)

Kaba 21 2,18 45,78 0,0128 268,80 5,902 94,0 1
Ist Soku 19,2 1,17 22,46 0,0131 251,52 12,679 87,9 2,15
Iyon Degisim 13,5 1,03 13,91 0,0181 244,35 19,029 85,4 3,22
Hidrofobik E. 13,8 0,48 6,62 0,0109 150,42 20,113 52,6 3,41

3.2.6. W137F/V184S Mutant Enziminin Saflastirma Islemine Ait SDS-Page Jel
Elektroforozi

Sekil 14. W137F/V184S mutant enziminin saflastirma islemine ait SDS-Page Jel
Elektroforezi (A: kaba ekstrat, B: 1s1 soku, C: iyon degisim kolon
kromotografisi, D: hidrofobik etkilesim kolon kromotografisi)

34



3.3. Enzimlerin immobilizasyonu
AgoGI ve W137/FV184S mutant enzimleri hem kovalent olarak hemde iyonik
olarak DEAE-Sefaroz matriksi lizerine basarili bir sekilde immobilize olmustur.

Immobilize edilen enzimlerin total protein ve iinite miktarlar1 Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. immobilize edilen enzimlerin total protein ve iinite miktarlar:

AgoGl W137F/V184S Mutant Gl

immobilizasyon icin koyulan total

1993,2 g 864,4 ug
protein miktari
Matrikse tutunan protein miktari 1801,8 ug 864,4 ug
Matrikse kovalent olarak tutunan
) 37,14 tinite 34,8 Ginite
Unite miktari
Matrikse iyonik olarak tutunan
. 36,54 unite 32,6 Gnite
Unite miktari

3.4. Iimmobilize Enzimlerin Optimum Sicakhk Degerleri

120 S .
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Sekil 15. Kovalent ve iyonik olarak DEAE-Sefaroz matriksine immobilize edilmis
AgoGI'nin optimum sicaklik degerleri
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Sekil 16. Kovalent ve iyonik olarak DEAE-Sefaroz matriksine immobilize edilmis
W137F/V184S mutant GI’nin optimum sicaklik degerleri

Immobilize edilmis enzimlerin en iyi c¢alistign optimum sicaklik degerini
hesaplamak icin farkl sicakliklarda bir seri reaksiyon gerceklestirildi. Sekil 13 ve 14
incelenecek olursa kovalent ve iyonik immobilizasyon sonucunda enzimlerin iyi

calistig1 sicaklik 85°C olarak goriilmektedir. immobilizasyon islemi enzimin optimum

sicaklik degerinde bir degisime neden olmamaistir.

3.5. immobilize Enzimlerin Optimum pH Degerleri
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Sekil 17. Kovalent ve iyonik olarak DEAE-Sefaroz matriksine immobilize edilmis
AgoGI'nin optimum pH degerleri
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Sekil 18. Kovalent ve iyonik olarak DEAE-Sefaroz matriksine immobilize edilmis
W137F/V184S mutant GI’nin optimum pH degerleri

Immobilize edilmis enzimlerin en iyi calistigi optimum pHk degerini
hesaplamak icin farkli pH degerlerinde tamponlar kullanilarak bir seri reaksiyon
gerceklestirildi. Sekil 15 ve 16 incelenecek olursa kovalent ve iyonik immobilizasyon

sonucunda enzimlerin iyi ¢alistig1 pH degeri 6,5 olarak belirlendi.

3.6. Immobilize Enzimlerin Kinetik Degerleri
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Sekil 19. Iyonik olarak immobilize olmus AgoGI’ya ait Michaelis-Menten grafigi
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Enzimlerin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 700 mM’a kadar
arttirillan substrat konsantrasyonu ile yukarida belirlenen 85°C’de ve pH 6,5’te bir seri

reaksiyon gerceklestirildi.
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Sekil 20. Kovalent olarak immobilize olmus AgoGI’ya ait Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 21. Iyonik olarak immobilize olmus W137F/V184S mutant GI’ya ait Michaelis-
Menten grafigi
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Sekil 22. Kovalent olarak olarak immobilize olmus W137F/V184S mutant GI'ya ait
Michaelis-Menten grafigi

Hazirlanan Michaelis-Menten grafiklerinden elde edilen veriler dogrultusunda;
AgoGI’'nin iyonik ve kovalent olarak DEAE-Sefaroza immobilize edilmis hallerinin K
degerleri sirastyla 130,57 = 5,42 mM ve 127,28 + 2,96 mM ;Vinax degerleri ise 0,10136
+ 0,0014 pmol/dk ve 0,03985 + 0,0003 pmol/dk olarak hesaplandi. Enzimin
WI137F/V184S mutantinin iyonik ve kovalent olarak DEAE-sefaroza immobilize
edilmis hallerinin K degerleri sirastyla 37,44 = 2,09 mM ve 39,93 £+ 2,02 mM; Vinax
degerleri ise 0,0641 £+ 0,0008 pmol/dk ve 0,06408+ 0,0007 pmol/dk olarak belirlendi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada, 4. gonensis G2"ye ait GI dogal ve WI137F/V184S mutant
Gl'larinin DEAE-sefaroz matriksine iyonik ve kovalent olarak immobilizasyonu,
immobilize enzimlerin biyokimyasal 6zelliklerinin ve kinetik parametrelerinin ortaya

konulmasi tizerine ¢alisilmustir.

Bir ekspresyon vektorii olan pET28a" igerisinde bulunan enzimleri kodlayan
genler E.coli BL21 (DE3) susu igerisinde asiri miktarlarda iiretilerek, 1s1 soku, iyon
degisim kolon ve hidrofobik kolon kromatografisi yontemleri ile basarili bir sekilde
saflagtirilmiglardir. Saflagtirilan enzimler matrikse kovalent ve iyonik olarak basarili bir
sekilde immobilize edilmistir. Immobilizasyon isleminden sonra matriksin iizerinde
kalan sivida protein ve GI aktivite deneyleri gerceklestirilmistir. Bu sivida protein ve GI
aktivitesine rastlanmamasi enzimlerin tamaminin matrikse immobilize oldugunu
gostermektedir. Tablo 3 incelenecek olursa, immobilizasyon dncesinde ve sonrasinda
yapilan total {inite hesabina gore GI aktivitesinde ¢ok kiiciik bir azalma mevcuttur. Bu
aktivite kaybinin matriksin yikanmasi esnasinda matrikse tutunmayan proteinlerin
kaybindan kaynakladig: diisiiniilebilir. Fakat kaybedilen iinite miktar1 6nemsenmeyecek
kadar azdir. Ornegin AgoGI'nin kovalet immobilizasyonunda total olarak konulan
enzimin % 99,5 oraninda bir kismi immobilize olmustur. Bu oran iyonik

immobilizasyonda ise % 99,2 olarak belirlenmistir.

Immobilize edilmis enzimler ile yapilan optimum sicaklik c¢aligimlarinda
enzimleri en iyi calistiklar1 sicaklik degeri 85°C olarak bulunmustur. Karaoglu
(2010)’nun yapmis oldugu calismada yaban tip ve rekombinant olarak firetilen A.
gonensis GI’larinin ve W137F/V184S mutant GI’nin optimum ¢aligma sicakliklar1 85°C
olarak bulunmustur. Bu durumda gostermektedir ki immobilize enzimler ile serbest

enzimlerin optimum ¢alisma sicakliklar1 aynidir.

Enzimlerin herhangi bir matrikse immobilize edilmesi durumunda, matriksin
yiizeyinin ylk dagiliminin farkli olmasi ve enzimin matriksle olan etkilesimi sonucu,
enzimin ylizey yik dagilimda degisiklikler meydana gelebilir (Kahraman ve ark., 2007).

Bu degisim, immobilize olmus enzim ile serbest enzimin optimum calisma pH
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degerlerinde farkliliklara neden olabilmektedir. Bu ¢alismada, immobilize enzimler ile
yapilan optimum pH c¢aligmalarinda tiim immobilize enzimlerin optimum derecede
calistiklar1 pH degeri 6,5 olarak bulunmustur. Yine Karaoglu (2010)’nun yapmis oldugu
calismada serbest enzimlerin pH degeri 6,5 olarak bulunmustur. Enzimlerin gerek
iyonik gerekse kovalent olarak DEAE-Sefaroz {izerine immobilizasyonu, optimum

sicaklikta oldugu gibi optimum pH degerlerinde de herhangi bir degisiklige neden

olmamustir.

Tablo 4. Serbest enzimler ile immobilize enzimleri kinetik parametreler agisindan

karsilastirilmas
. K Vmax
Glukoz [zomeraz " (umol/dk/ Kaynak
(mM) - .
g protein)
AgoG2GI-yt 146,08 £9,50 [ 43,72+ 1,01 Karaoglu (2010)
AgoG2GI-rek 138,37 7,63 |40,51+0,81 Karaoglu (2010)
WI137F/ V184S 39,29 + 2,87 99,71 + 1,83 Karaoglu (2010)
Immobilize (iyonik) 130,57 542 |44.85+2,09 |Bu calisma
AgoGl
Immobilize (kovalent) 12728 +2,96 |4126+1,97 | Bu c¢alisma
AgoGl
Immobilize (iyonik) 37,44+209 |9898+1,03 |Bucalisma
W137F/ V184S mutant GI
Immobilize (kovalent) 39,93+2,02 |104,13+2.83 | Bucalisma
WI137F/ V184S mutant GI
Karaoglu (2014) tarafindan gerceklestirilen doktora tez calismasinda A.

gonensis GI’sii1 kodlayan gen bu bakteriden bir ekspresyon vektoriine klonlanarak
enzim rekombinant olarak tretilmistir. Ayrica enzim, 4. gonensis bakterisinde dogal
olarak xylose ile uyarilarak yaban olarak izole edilmis ve karakterize edilmistir.
Boylelikle AgoG2Gl-yt ve AgoG2Gl-rek arasinda konak organizmada iiretimden
kaynakli bir etkinin enzim {izerinde olup olmadig1 agiga cikarilmistir. Calismaya gore
iki enzimde ayni kinetik parametrelere sahiptir. Dolayis1 ile bu ¢alismamizda enzimi
rekombinant olarak iiretmekte bir sakinca gérmedigimizden ayrica yaban tiple ¢alisma
yapmadik. Tablo 4 incelenecek olursa serbest enzimin K» degeri 138,37 mM olarak
gbziikmekte iken bizim ¢aligmamizda iyonik olarak immobilize olan enzimin K» degeri
130,57 mM kovalent olarak immobilize edilen K degeri ise 127,28 mM olarak

belirlenmistir. Bu degerler immobilize W137F/ V184S mutant GI i¢in ise serbest enzim
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icin 39,29 mM iken iyonik olarak immobilize olmus enzim i¢in 37,44 mM, kovalent
olarak immobilize olmus enzim i¢in ise 39,93 mM olarak bulunmustur. Enzimlerin
immobilizasyonu ¢ogunlukla enzimin K» ve degerlerinde degismelere neden olur.
Fakat bu caligmada, kinetik parametrelerde ne iyonik immobilizasyonla ne de kovalent

immobilizasyonla kinetik parametrelerde 6nemli bir degisime meydana gelmemistir.

Yapilan ¢alismada immobilize enzimler tekrar tekrar reaksiyona sokulmuslardir.
Iyonik olarak immobilize olan enzimler 4 denemede %50 aktivite kaybma ugrarken
kovalent olarak immobize olan enzimler ise 9. Denemede aktivite olarak yarilanmustir.
Uzun siireli stoklama yapilan denemelerde ise hem serbest enzimler hem de immobilize

haldeki enzimler 2 ay siire sonunda bile aktivite kaybetmemislerdir.

Endiistriyel uygulamalardaki kullanimi diistiniildii§iinde enzimin optimum pH,
optimum sicaklik ve kinetik parametrelerinde herhangi bir degisime neden olmadan
DEAE-sefaroz matriksine basarili bir sekilde immobilizasyonu DEAE-sefarozun enzim

icin uygun bir destek alani oldugunu gostermektedir.
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5. ONERILER

A. gonensis Gl ve 06zellikle bu enzimin W137F/V184S mutant1 endiistriyel
acidan degerlendirildiginde diisiik pH degerinde caligsmasi, katalitik etkinliginin yiiksek
olmasi1 nedeniyle benzerleri ile endiistriyel uygulamalarda rakip olabilecek 6zelliklere
sahiptir. Endiistriyel uygulamalarda enzimin immobilize edilmis olmasi son derece
onemlidir. Burada immobilize edilen ortamin maliyetinin de diisiik olmasi istenir.
DEAE-sefaroz bu agidan pahali bir matrikstir. Calismanin ekonomik olarak daha uygun
olabilecek matriksler ile denemesi endiistriyel uygulamalarda tercih edilebilirligini

agisindan son derece dnemlidir.

Calismada immobilize edilmis enzimlerin raf Omiirleri ve 1sil kararliliklar
yeterince arastirilmamistir. Bu verilerinde saglikli bir sekilde agiga ¢ikarilmasi, enzimin

endiistriyel degerini gostermesi agisindan son derece 6nemlidir.

Ekibimiz tarafindan AgoGI ve W137F/V184S mutant: iizerinde 1s1l kararlilig
mutasyonlar ile arttirma {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Buradan agiga ¢ikacak 1sil

kararlilig1 yiiksek yeni mutant GI’larinda immobilize edilmesi 6nem arz etmektedir.

AgoGI'in ve mutant enzimin ¢aligma sicakli§i 85°C’dir. Her ne kadar enzimin
bu sicakliga dayanma giicii 6nemli ise de immobilize edilecek olan matriksinde bu
sicakliga dayanikli olmasi agiga ¢ikan iirlinlin tercih edilebilirligi agisindan 6nem arz

etmektedir.

Bu calismaya ek olarak farkli miktarlarda enzim immobilize edilerek ya da farkl

miktarlarda glutaraldehit kullanilarak immobilizasyon sartlar1 optimize edilebilir.
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