T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

TERMOFILIK Anoxybacillus flavithermus BAKTERISININ ISIL
KARARLI B-GLUKOZIDAZ GENININ KLONLANMASI,
EKSPRESYONU ve BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Aytiil UZUN

TEZ DANISMANI
YRD. DOC. DR. FATiH SABAN BERIiS
TEZ JURILERI
YRD. DOC. DR. HAKAN KARAOGLU
YRD. DOC. DR. DERYA YANMIS

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

RiZE-2015
Her Hakki Sakhdir



T.C.
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

TERMOFILIK Anoxybacillus flavithermus BAKTERISININ ISIL KARARLI
B-GLUKOZIDAZ GENININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU ve
BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Yrd. Dog. Dr. Fatih S.BERIS damismanliginda, Aytiil UZUN tarafindan hazirlanan bu
calisma, Enstitli Yonetim Kurulu karariyla olusturulan jiiri tarafmdan28. 106/ 16 tarihinde
Biyoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvam Adi Soyadi Imzas:

Baskan : YRD. DOC. DR. FATIH S. BERIS

Uye : YRD. DOC. DR. HAKAN KARAOGLU W

Uye : YRD. DOC. DR. DERYA YANMIS Owd:\u%

[hsaen
Prokasfl,/apé;@MAZ

FEN BILIMLERFENSTITUSU MUDURU




ONSOZ

“Termofilik Anoxybacillus flavithermus bakterisinin 1s1l kararli B-glukozidaz
geninin klonlanmasi, ekspresyonu ve biyokimyasal karakterizasyonu” adli bu ¢aligma,
Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dal’nda

“Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.

Calismam siiresince Yiiksek Lisans tez danigmanligimi {istlenerek bu ¢aligmanin
planlanip degerlendirilmesinde destegini ve bilgisini benden esirgemeyerek deneyimleri
ile bana 6nciiliik eden degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Fatih S.BERIS’ e;

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi birikimi, Oneri ve icten yardimlar: ile
destegini esirgemeyen, saymn hocam Dog. Dr. Cemal SANDALLI’ ya ve enzim kinetigi
caligmalarim asamasinda engin bilgilerinden faydalandigim Yrd. Dog. Dr. Hakan
KARAOGLU’ ng;

Egitimimin siiresince birlikte oldugum, 6grenciligim boyunca birlikte ¢calismaktan
mutluluk duydugum, her konuda desteklerini ve sevgilerini esirgemeyen Meryem
GEZICI, Dilek OZTURKOGLU’na, ¢alismamizin projeye doniismesinde emegi gegen
Esma AKYILDIZ’a, tiim laboratuvar arkadaslarima ve yine her zaman destegini

yanimda hissettigim ¢ok degerli arkadasim Taner YAZICI’ya;

Hayatimm her asamasinda bana destek olan, yardimlarini1 esirgemeyen ve her
zaman sabir gosteren canim ailem Betiil UZUN, Giirsel UZUN ve Volkan UZUN’a

sonsuz tesekkiir ediyorum.

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi RTEU BAP Birimi tarafindan 2012.102.03.7 nolu
proje ile desteklenmistir.

AYTUL UZUN



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan “Termofilik Anoxybacillus flavithermus bakterisinin 1s1l kararlh
B-glukozidaz geninin klonlanmasi, ekspresyonu ve biyokimyasal karakterizasyonu”
baslikli bu tezin, Yiiksekogretim Kurulu Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi
Yonergesindeki hususlara uygun olarak hazirladigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal islemi kabul ettigimi beyan ederim. .../.../...

Aytiill UZUN

Uyari: Bu tezde kullanilan ozgiin ve/veya baska kaynaklardan sunulan igerigin kaynak
olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



OZET

TERMOFILIK Anoxybacillus flavithermus BAKTERISININ ISIL KARARLI §-
GLUKOZIDAZ GENININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU ve BIYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Aytiil UZUN

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiikseklisans Tezi
Damsmam: Yrd. Dog. Dr. Fatih S. BERIS

Diinyada bol bulunan ve yenilenebilir enerji kaynagi olan seliilozun yikiminda da rol oynayan
enzimlerden biri olan B-glukozidazlar (3.2.1.21), oligosakkaritlerin yapisinda bulunan [3-
glukosidik baglarin hidrolizinden sorumludur. Bu g¢alismada, termofilik Anoxybacillus
flavithermus bakterisine ait B-glukozidaz geni PZR ile saptanarak klonlanmis ve E.coli’de
eksprese edilerek biyokimyasal karakterizasyonu amaglanmustir. Afbgl geni PZR ile yakalanarak
Pet100 Directional TOPO Expression kit ile E.coli BL21Star (DE3) hiicresinde eksprese
edilmistir. Sonrasinda 1s1 ¢Oktirmesi ve Ni*? afinite kromatografisi yontemleriyle
saflastirilmistir. SDS-PAGE analizinde enzimin 53 kDa oldugu, optimum ¢alisma sicakliginin
65°C, optimum pH’s1 6,8 olarak bulunmustur. Beta-glukosidaz enziminin substrat spesifikligi
PNPG, pNPC, pNPX ve oNPG substratlar1 kullanilarak belirlenmistir. Enzimin substrati olan p-
nitrofenil B-glukozid ile yapilan kinetik denemelerde Ve degerinin B-glukozidaz 5,13 x 10°
pmol/dak/mg protein, K, degerinin ise 422,3 uM oldugu belirlenmistir. Dogada sik karsilasilan
agir metallerden K, Fe, Mn, Al, Mg, Zn ve Cu’nun saflastirilmis B-glukosidaz enzim aktivitesi
iizerine in vitro etkileri aragtirilmistir. Bu agir metallerden Mg’un enzim aktivitesi {izerinde
aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Ancak Cu, Zn, Al, Mn, Fe ve K agir metallerinin ise

enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gdsterdigi tespit edilmistir.

2016, 61 sayfa

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus flavithermus, B-glukozidaz, termofilik enzim, pNPG, E.coli



ABSTRACT

CLONING AND EXPRESSION OF Afbgl GENE FROM, Anoxybacillus flavithermus
AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF THERMOPHILIC §-
GLUCOSIDASE

Aytiil UZUN

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

B-glucosidases (3.2.1.21) hydrolyse celluse which is the most abundant and renewable source of
energy on Earth. Also this enzyme completes the hydrolysis by converting cellobiose and cello-
oligosaccaharides into glucose monomers. In this study, we aimed to clone, expression, and
biochemical characterization of thermophilic B- glucosidase gene from thermophilic bacterium,
Anoxybacillus flavithermus. The gene was cloned, sequenced, and expressed in E.coli Afbgl was
cloned and overexpressed in E.coli BL21 Star (DE3) host cells with Pet100 Directional TOPO
Expession Kit. Then, we purified to homogenity by heat precipitation and Ni*? affinity
chromatography. The molecular mass of the recombinant enzyme was 53 kDa. The optimum
temperature and ph of the purified enzyme were 65 °C and 6,8, respectively. The specifity of
beta-glucosidase enzyme was determined used pNPG, pNPC, pNPX and oNPG sustrates. At
these points, the enzyme had 5,13 x 10° umol/dak/mg protein Vi and 422,3 uM of K, towards
p-nitrophenyl p-D-glucoside. The effects of K*, Fe*?, Mn*2,Mg", Zn*?, Cu* and AlI'}, and
which are commonly seen heavy metals in the nature on purified beta-glucosidase enzyme was
investigated in vitro. It was determined that from this heavy metals Mg has affected as
activation on ezyme activity. However, it was determined that the other heavy metals K", Cu?

Zn*?, Mn*?, Fe*? and Al"have inhbition effects on enzyme activity.

2016, 61 page
Keyword: Anoxybacillus flavithermus, B-glucosidase, thermophilic enzyme, pNPG, E.Coli.



ICINDEKILER

ONSOZ ottt |
TEZ ETIK BEYANNAMEST ...ttt I
OZET ..ttt 1l
S I 4 SRR v
ICINDEKILER .....ooouvitiuiitcectceeee ettt es st s st nsare s e, \Y/
SEKILLER DIZINI....ooiiiiiiieceeeeeee e, VI
TABLOLAR DIZINI ..ot VI
SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIZINI........ccoccooiiiiiiiceeceeceeceee e IX
1. GENEL BILGILER .......cooiiitiiicee ettt 1
1.1. Girlgii..........ccooocoeeo ... G00F........ J000F . 400 . .............. 1
1.2. Seliiloz MetabOliZMAST ... ....uuuuririiiriiiiiiiiiiiiieerr e 2
1.3. Seliilazlarn Genel OZElTKIETi ..........cceeveveeieieeie e, 3
1.3.1. Seliilazlarm Uygulama Alanlart...........ccoccoiiiiiiiiiiiieeee e 5
1.4. Beta-Glukozidaz’ in BiyoOKImMyasi.......c.cccuiiiieiiiiiiiiiiie e 7
1.4.1. Beta-Glukozidaz’m Genel OzelliKIEri............cccoevveveveirrirereieireieeeeeievee s 7
1.4.2. Beta-Glukozidaz’in SIntflandirilmast..........cccovvviriiiiieiiieniieiece e 8
1.4.3. Beta-Glukozidaz AKLIVITESI.........c.civiiieieieee e 9
1.4.4.  Beta-GluKozidaz’ m Onemi...........cccocvueereeririiiniiieisisseeeeee e, 11
2. YAPILAN CALISMALAR ...ttt 14
2.1. Calismada Kullanilan Materyaller ..........ccccoouviiiiiiiiiiniiiniiiiiiiie e 14
2.2. Anoxybacillus flavithermus bakteri hiicresinden genomik DNA izolasyonu .15
2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ........ccceoviveiiiie e 16
2.4, Ligasyon ve Transformasyon Islemleri..........ccccocvevievvieivieirsieeceeneeenevennn, 17
2.5. SDS-PAGE ve Enzimin Saflagtirilmas...........ccovveeeiivieeeeiiiiieeeescivveee e s e 18
2.6. Enzimin Optimum Sicaklik ve Optimum pH’sinin Belirlenmesi.................. 20
2.7. Enzim Kinetigi Cali$malart ..........ccveivieiieiiiieiiieiie e 21
2.8. Inhibitérlerin ve Metal Iyonlarmin AFBGL Aktivitesi Uzerine Etkisinin
BElIFIENMEST ... 22
3. BULGULAR ...ttt et 24
4, TARTISMA VE SONUCLAR ....ootiiiiiiieiiie e 35
5. ONERILER ..ottt 39
KAYNAKLAR ettt ettt e e nbb e e enbee e 40
OZGECMIS ..ottt ettt ettt e ettt st e e e e 49



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.

Sekil 18.

Sekil 19.
Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

SEKILLER DiZiNi

Seliilozun MOleKUIET YaPIST......vveiiiiiiiiiiiiiie e 2
SellAZ AKEIVIEEST ..vviiivieeiiiii ettt 4
B-Glukozidazin genel i¢ bOYUtIU YapIST.....oevviiiiiiiiieiiieie e 8
p-nitrofenol-p-D-glikopiranozitin B-glukozidaz ile hidrolizi .......................... 9
Enzimin yapay substratlarindan bazilari.............cccccooooiiiii 10
PZR iirtinlerinlerinin aktariminda kullanilan klonlama vektorii.................... 18
Afbgl’m 1 kb lik dna lader ile UV gOrintlisii..........ccoerivverveeiieiiiieniieneeene 24
Plazmit izolasyonu sonrasinda jel gortintlisti..........ccovvveveerniinneenniineeniinen. 24

Swrasiyla indiiklenmemis ve indiiklenmis protein bantlari ile protein lader ...23

Ni*-NTA sonras1 saflastirilmis protein ve protein lader................ccccevevenee. 26
AFBGL ’nin optimum sicaklik grafigi.......ccccccoviviiieiiiiieii e 26
AFBGL’nin optimum pH grafigi .........cccccveviiieiiiie e 27

p-NPG substratinin Ky, ve Vinax degerlerinin bulunmasinda kullanilan
MiIChAETIS-IMENTEN ETIST .vvvevvereiriieeiiieeiiieeeireeesiie e e e e e seeeesrreeesnreeesaeeeaneeas 28

pNP-B-D-cellobioside substratinin Ky, Ve Vimax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Michaelis-Menten €8IiSI.....uuuuuiiieeriiiriiiiiiiiieeeeessiiiirieie e e e e s 29

PNP-B-D-xylopyranoside substratinin Ky, Ve Viax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Michaelis-Menten €8IiSI.....uuuuuiiieeriiiiiiiiiiiieeeesssiiiiiieee e e e e s 29

oNP-B-D-galactopyranoside substratinin Kp, Ve Vimax degerlerinin
bulunmasinda kullanilan Michaelis-Menten €Zrisi ..........ceveeviviiiivviiriiienennnns 30

Cesitli metallerin AFBGL aktivitesi tizerindeki inhibit6r ve aktivator
etkilerini gosteren grafik..........ccccooviiiiiiiiiii e 31

Etanol’iin AFBGL aktivitesi lizerine etkisini gosteren bagil aktivite grafigi .32
2-biitanol’iin AFBGL aktivitesi lizerine etkisini gosteren bagil aktivite

BME’lin AFBGLaktivitesi lizerine etkisini gosteren bagil aktivite grafigi ....33

TritonX-100’tin AFBGLaktivitesi iizerine etkisini gosteren bagil aktivite

DTT’ nin AFBGLaktivitesi iizerine etkisini gdsteren bagil aktivite grafigi....33

VI



Sekil 24. EDTA’nin AFBGL aktivitesi lizerine etkisini gosteren bagil aktivite

VII



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. B-glukozidazgeni i¢in kullanilan primerler

VI



Afbgl
AFBGL
bp
BME
cDNA
DNA
dNTP
DTT
E. coli
EC
EDTA

Glu
Km
IPTG
IUBMB
LB
NCBI
MUG
uM
oD
oNPG
PAGE
pPNPG
pNPC
pNPX
PZR

rpm
SDS
[S]

SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

Anoxybacillus flavithermus -glukozidaz geni
Anoxybacillus flavithermus B-glukozidazi
Baz cifti

B-merkaptoetanol

Komplementer DNA

Deoksiriboniikleik asit

Deoksiniikleozit trifosfat

Ditiyotreitol

Escherichia coli

Enzim Komisyonu numarasi
Etilendiamin tetraasetikasit

Forward (ileri)

Glutamat

Michaelis-Menten sabiti

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Luria-Bertani

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
4-Metilbelliferil-B-D-glukopiranozid
Mikromolar

Optimum yogunluk

o-nitrofenil- B-D-galaktopiranozid
Poliakrilamit jel Elektoforezi
p-nitrofenil-B-D-glukopiranozid
p-nitrofenil-B-D-cellobioside
p-nitrofenil-p-D-xylopiranozid

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sodyum dodesil siilfat

Substrat konsantrasyonu



TAE
TEMED
Tm

uv

Vmaks

Tris Asetat Tamponu
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin
Erime sicaklig1

Ultraviole

Maksimum Hiz



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, doganmn katalizorleridirler ve dolayisiyla enzimsiz bir hayatin var
olmas: diisiiniilemez. Bu yilizden enzimlerin 6zelliklerinin ve davranig bigimlerinin
yaklagsik 200 yildir inceleniyor olmasi siirpriz degildir. Endiistride enzim kullaniminin
giin gectikce yaygmlasmasi, ¢ok degisik kaynaklardan enzimlerin saflastirilmasi ve

karakterizasyonunu da beraberinde getirmektedir (Ertunga, 2006).

Hidrolaz sinifina ait olan seliilazlar, selillozun glukoza kadar pargalanmasini
sinerjik olarak katalizleyen enzim sistemine verilen isimdir. Seliilozdan
glukozaddniisiim i¢in gerekli olan enzim sistemi; endoglukonazlar, ekzoglukanazlar ve
B-glukozidazlar olmak tizere ¢ farkli enzimden meydana gelmektedir.
Endoglukanazlarseliillozun i¢ zincirlerini rastgele keserek yeni zincir uglarmin
olugsmasmi saglar. Ekzoglukanaz da olusan bu yeni seliilloz zincirlerinin uglardan
keserek ¢Oziiniir sellobiyoz birimleri olustururlar. Son olarak da B-glukozidazlar

sellobiyoz birimlerini glukozbirimlerine hidrolizler (Yoon, vd., 2008).

Seliilazlarm biyoteknolojisi 1980’li yillarin basinda baslamis, dncelikle hayvan
yemi ve takiben de gida sanayinde kullanilmaya baslanmistir. Artik bu enzimler tekstil,
deterjan, kagit, kiispe gibi birgok endiistri dalinda da kullanilmaktadir. Bugiin seliiloz

parcalayici enzimler diinya pazarinin % 20’sine sahiptir (Bhat, 2000).

Bu ¢alismanm amaci termofilik Anoxybacillus flavithermus bakterisinin ticari ve
endiistriyel dneme sahip 1s1l kararli f-glukosidaz geninin klonlanmasi, ekspresyonu ve

B-glukozidazin saflastirilmasiyla biyokimyasal karakterizasyonudur.



1.2. Seliiloz Metabolizmasi

Seliiloz, kara biyokiitlesinin % 50’sini olusturmasiyla dogada en bol bulunan
yenilenebilir enerji, gida, yakit ve kimyasal maddelerin organik kaynagidir. Bu
biyomolekiil insanlar tarafindan yiizyillardir farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir.
Glniimiiz ~ biyoteknoloji  uygulamalarinda  selillozun  kullanimi,  biyoislem
teknolojisinden enzim teknolojisine, yenilenebilir kaynaklar teknolojisinden gida

teknolojisine kadar pek ¢ok alanda substrat olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Beris, 2014).

Bu polimerin kullaniligliligi onun glikoza hidroliz olmasina baghdir. Seliilozun
yenilenebilen bir enerji kaynagi olarak Oonemli bir potansiyele sahip olmasi, seliilaz
pargalayict enzimler ya da seliilazlar ortaya ¢iktiktan sonra olmustur (Elvan, 2009).
Pahaliolmayan seliiloz atiklarmin etkili bir sekilde muamelesi ve islenmesi ile ilgili yeni
metodlar gelistirmesi glinimiizde ekonomik agidan olduk¢a Onemlidir. Seliilazlar

seliilozik biyokiitlenin etkili bir sekilde islenmesinde Kilit role sahiptirler (Bhat, 2000).

Seliiloz, B-1,4-glukozidik bagiyla baglanmis yaklasik 10.000 glukoz rezidiisiinden
olusan bir glukoz polimeridir (Teeri, 1997). En basit karbohidrat birimlerinden olan
glukoz, seliilozun 6nemli ara triinlerinden biridir. Selilloz, glukozun B-1,4 glukozidik

baglarla birbirine baglanmasi sonucu olusan lineer bir polimerdir (Sekil 1).

Sekil 1. Seliilozun molekiiler yapis1 (URL-2, 2016)

Seliiloz, sellobiyozun dogal bir polimeridir. Seliiloz molekiilii genisletildiginde
disarida hidroksil gruplaribulunan ve bu sayede molekiil i¢i ve hiire i¢i hidrojen baglari

yapabilen diiz bir kurdele yapida oldugu goriiliir. Bu kurdelenin yiizeyi karbon



atomlarma direkt bagl hidrojen atomlar1 icermektedir ve bu nedenle hidrofobiktir.
Aralarinda hidrojen baglarinin olusmasi ile ¢ok saglam ve esnek olan seliiloz lifleri
meydana gelir. Seliilloz yapisinda a-1,4 glikozid baglar1 yerine -1,4 glikozid baglarinin
bulunmasi; hem zincirlerin heliks olusturmayip lineer siralar seklinde dizilmesine hem
de hayvansal organizmalardaki sindirim enzimlerinin bu baglar1 pargalayamamasina
sebep olur. Bu nedenle seliillozun sindirimi i¢in selillaz enzimine ihtiya¢ duyulur
(Y1lmaz, 2007).

1.3. Seliilazlarin Genel Ozellikleri

Hidrolaz sinifinda bulunan seliilazlar seliilozun glukoza kadar pargalanmasini
sinerjik olarak katalizleyen enzim sistemine verilen isimdir. Seliilazlar 3 farklienzim

grubundan meydana gelmektedir.

Bu enzimlerden endo-p-1,4 glukanazlar (endoglukanazlar): EC 3.2.1.4
uluslararasi koda sahip olan bu grup, ayrica seliilaz, karboksimetil seliilaz, endo-1,4-[3-
D-glukanohidrolaz olarak da adlandirilir ve total seliilazlarin % 15-20’lik bir kismini
olusturur (Sekil 2). Selilloz molekiillerini, molekiil boyunca rastgele hidrolizler.
Indirgen olmayan zincir sonlar1 olusturmak i¢in i¢ B-1,4-glukozid baglar1 iizerinde rol
oynar. Ekzo-B-1,4 glukanazlar (sellobiyohidrolazlar): EC 3.2.1.91 kodlu bu grup
sellobiyozidaz, ekzosellobiyohidrolaz, seliiloz 1,4-B-sellobiyozidaz veya avilaz olarak
da adlandirilir ve total seliilazlarin % 35-85’1lik bir kismini olusturur. Seliilaz bilesenleri
arasinda en az kararliliga sahip sellobiyohidrolaz, seliilozlifinin sonundaki indirgen
olmayan seker zincirinden sellobiyozun ayrilmasmi katalizler. p-1,4 glukozidazlar
(sellobiyazlar) ise EC 3.2.1.21 kodlu son grup ise sellobiyaz veya gentobiyaz olarak da
isimlendirilir ve seliilazlarm % 1’den az kismini olusturur. B-bagh glukoz oligomerleri,
sellobiyoz, sellotrioz ve sellotetraoza boler ve sellobiyozu glukozahidrolizler (Akmaz,

2001; Kuhad vd., 2011).
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Sekil 2. Seliilaz aktivitelerinin sematik gosterimi (URL-1, 2016)

Genis bir grup mikroorganizmanin seliilloz parcalama yetenegine sahip oldugu
yapilan caligmalar sonucu ortaya konulmustur. Bircok seliilolitik bakteri ve mantar

biiyiik miktarlarda seliilaz iiretmektedir (Mawadza vd., 2000).

alkalofilik bakteriler
kanitlanmistir  (Bischoff vd., 2006; Endo vd., 2001; Sanchez-Torres vd., 1996).

Seliilazlarin  termofilik ve tarafindan da retimi

Bunlardan bazilar1 Clostridium, Cellomonas, Rumminooccus, Alteromonas ve
Acetivibrio gibi bakteri tiirleridir (Trivedi vd., 2011). Ayrica Bacillus licheniformis
(Bischoff vd., 2006), Bacillus sp. AC-1 (Li vd., 2006), Flavobacterium johnsonae
(Okamoto vd., 2000),

Pseudomonascellulosa,

Geobacillus sp., Microbispora bispora, Paenibacillus

curdlanolyticus, Rhodothermus  marinus,  Clostridium
thermocellum, C. cellulolyticum, C. acetobutylium (Kuhad vd., 2011) gibi bakterilerde

de seliilaz ¢aligmalar1 yapilmistir.

Aspergillus ve Rhizopus gibi mantar tiirlerindeki seliilazlar bir¢ok arastirmaci
tarafindan c¢alisilmistir (Lee vd., 2008). Fusarium oxysporum (Shuyan vd., 2006),
Volvariella volvacea (Dingud vd., 2002), Xylaria regalis (Wei vd.,1996), Coniophora
puteana, Phanerochaete chrysosporium, Sporotrichum thermophile, Fusarium solani,
F. oxysporum, Humicola insolens, Penicillium brasilianum, P. occitanis, Trichoderma
reesei, Neurospora crassa, Thermoascus aurantiacus, Mucor circinelloides (Pere vd.,
2001; Kuhad vd., 1999; Kuhad vd., 2011) gibi mantarlarda seliilaz aktivitesi ¢aligmalar1
ise Cryptoccus
(Thongekkaew vd., 2008) ve Pichia pastoris (Turan ve Zheng, 2005)’dir.

yapilmustir.  Seliillaz  aktivitesinin bulundugu bazi maya tiirleri



1.3.1. Seliilazlarin Uygulama Alanlari

Seliilolitik enzimlerin iiretim ve kullanim maliyetlerinin oldukg¢a yiiksek olmasina
ragmen, bu enzimler Onemli bir ticari ve endiistriyel kullanim potansiyellerine
sahiptirler. Ozellikle son yillarda seliilaz enzimlerine duyulan ilgi bu enzimlerin
biyoenerji ve biyoyakit iretimi, tekstil, kagit ve gida endiistrisi gibi birgok alanda
kullanimlarindan dolay1 olduk¢a artmistir (Sun ve Cheng.,2002; Beris, 2014,
Sukumaran vd., 2005; Singh vd., 2007; Zhou vd., 2008; Kuhad vd., 2011).

Seliilazlarin ana uygulama alanlar1 gida, hayvan yemi {iretimi, tekstil, biyoyakit,
kimya, kagit ve kagit hamuru endiistrisi, atiklarin giderimi, tibbi ve farmasotik
endiistrisi, protoplast tiretimi, genetik miithendisligi, tek hiicre proteini eldesi ve Kirlilik
giderimidir (Bhat ve Bhat, 1997; Beris, 2014; Kuhad vd., 2011). Seliilazlarin bazi

uygulama alanlari ise sunlardir:

Gida endiistrisinde seliilazlar;

e Meyve sularinin berraklastirilmasinda,

e Meyve plirelerinin vizkozitesinin ayarlanmasinda,

e Hububatlarm homojen su absorbsiyonunun ve su emme etkinliginin artirilmasinda,

e Tohumlardan yagin ve meyve sularinin ekstraksiyonunda,

e Hindistan cevizi ve soya fasiilyesindeki proteinlerin izolayonunda,

e Misir ve tath patatesten nisasta tiretiminde,

e Deniz yosunundan agar ekstraksiyonunda,

e Giuda katki maddesi olarak kullanilan ogiitiilmiis lignoseliilozik materyalin
parcalanmasinda,

e Kurutulmus sebze ve ¢orba karigimlarinin geri sulandirimmin artirilmasinda,

e Fermente gidalarin besin degerinin gelistirilmesinde,

e Seliilozik atiklarm ¢6ziiniir seker, glikoz ve sellooligosakkarit tiretiminde

e Tek hiicre proteini iiretiminde,

e Meyve ve sebzelerdeki antioksidan maddelerin salinmasinda kullanilmaktadir (Beris,

2014; Sukumaran vd., 2005; Singh vd., 2007; Kuhad vd., 2011).



Icecek ve sarap endiistrindeki seliilazlar;

e Biranin filtrasyonunda,

e Reckombinant mayalardan elde edilen B-1,3 ve B-1,4 glukanazlar saraplarda aroma
artiginin saglanmasi (Beguin ve Aubert, 1993) ,

e Saraplarm aromalarmin artiritlmasinda,

e Diisiik kalite arpada bulunan B-1,3 ve B-1,4 glukan hidrolizinde kullanilmaktadirlar
(Sukumaran vd., 2005; Singh vd., 2007; Aygan, 2008; Kuhad vd., 2011).

Hayvan yemi endiistrisindeki seliilazlar;

e Hububat tanelerinin kabuklarmin ¢ikarilmadan lignoseliillozik materyalin 6n
muamelesinde kullanilir. Boylece gevis getiren ve tek mideli hayvanlar bu
yiyecekleri kolaylikla sindirebilirler (Mandels, 1985).

e Hayvanlarin sindirim bolgelerine gerekli seliilaz1 yayabilen transgenik hayvanlarin
iretimi ve lifli gidalarin etkili bir bigimde sindirimine yardim etmek i¢in seliilaz
genlerinin klonlanmasinda (Beguin ve Aubert, 1993),

e Gevis getiren ve tek mideli hayvanlarin yiyeceklerinin zenginlestirilmesinde de

kullanilmaktadir (Kuhad vd., 2011).

Tekstil endiistrisinde seliilazlar;

e Pamuk ya da pamuklu kumaslarin yikanmasi, renk parlakligmimn artirilmasive
yumusakliginin geri kazandirilmasinda (Beguin ve Aubert, 1993),

e Kot fabrikalarinda kotlarin renklerinin 6n soldurma islemlerinde kullanilan boyanin
fazlasinin uzaklastirilmasinda (biyotaglama) (Kuhad vd., 2011),

e Pamuklu irlinlerdeki bircok yikama sonunda pamuk kumaslardan ¢ikan
mikrofibrillerin giderilmesinde de kullanilmaktadir (Hebeish ve lbrahim, 2007;
Kuhad vd., 2011).



Kagit endiistrisinde seliilazlar;

e Kagit hamuru agartma islemlerinde,

Enzimatik renk giderme,

Enzimatik islemlerle enerji verimliliginin saglanmas,

Kimyasal ihtiyacinin azaltilmasinda kullanilmaktadir (Kuhad vd., 2011).

1.4. Beta-Glukozidaz Biyokimyasi

1.4.1. Beta-Glukozidazlarin Genel Ozellikleri

B-glukozidazlar (EC 3.2.1.21), D-glukoz ve bir aglikon (glukoz harici birimler) ya
da farkli bir seker arasindaki B-O-glukozidik baglarini hidrolizleyerek glukoz ve bir
aglikonun agiga ¢ikmasini saglayan enzimlerdir (Chuenchor vd., 2008; Wallecha vd.,
2003). Aminoasit dizilimlerine gore B-glukosidazlar, Smif 1 ve Smif 3 olarak iki sinifa
ayrilirlar. Sinif 1 B-glukosidazlar glikozil B-glukozidaz ve aril B-glukozidaz aktiviteleri
gosterir. Bu smif enzimler ayrica sellobiyoz, laktoz ve B-p-nitrofenilglukozid, B-p-
nitrofenilgalaktozid ve B-p-nitrofenilfruktozid ve diger benzer substratlar1 hidrolizler.
Monomerlerinin her birinin temel yapisinda yiliksek korunumlu peptid motifleri
bulunmaktadir. Bunlar SAYQI, YRFSI, TFNEP, LGLNYY, YITENG ve DNFEW’dir.
Bunlardan TFENEP ve YITENG enzimin aktif bolgesinin bir pargasini olustururlar ve
Sekil 3’te gosterildigi gibi iki adet katalitik glutamat icerirler (Sanz-Aparicio vd., 1998).

Literatiirde Smif 1 B glukosidaz enzimlerinin monomerleri SDSPAGE’de 55-65
kDa araliginda tespit edilmistir. Belirlenen bu monomerlerin polipeptid uzunluklar1 447
aminoasitten (Bacillus polymixia’da oldugu gibi) 527aminoasite (Beyaz hardal
mirosinazi) kadar degisebilmektedir (Kara, 2010). Obakteria ve arkebakterilerdeki
enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha kisa olmasi beklenirken &karyotlardaki
enzimlerin polipeptid zincirlerinin daha uzun olmasi beklenir. Dikotil bitkilerden ve
hayvanlardan saflastirilan tiim B-glukosidazlarda hesaplanan monomerlerin molekiil
biiyiikliiklerinin, cDNA ya da genomik DNA’dan hesaplanan molekiil biiyiikliiklerine
gore 3-5 kDa daha uzun oldugu tespit edilmistir (Esen, 2003).



e N-term C-term

Sekil 3. B-glukozidazlarin genel ti¢ boyutlu yapisi (Nam vd., 2010)

Sicaklikla ilgili yapilan stabilite ¢alismalarinda da B-glukosidazlarin 55-60°C’nin
iizerinde geri doniisiimsiiz olarak inaktive olduklar1 bulunmus ve bazi caligmalar
neticesinde de 50-55°C’lerde en yiiksek aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Esen,
2003). Ayrica baz1 ¢calismalarda enzimin pH 4-10 (Haq vd., 2012) ve sicaklik 0-40°C
oldugu degerlerde stabil oldugu tespit edilmis ve en yiiksek stabilitenin pH 8 civarinda

oldugu bulunmustur (Naz, 2010).

1.4.2. Beta-Glukozidazlarin Siniflandirilmasi

Beta glukozidazlar, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan olusturulan alt1 siniflandirma biriminden Hidrolazlarin bulundugu
3. simifta yer almaktadir (EC.3). Glikozil bilesiklerini hidroliz edenler EC.3.2. alt
siifinda yer alan glikozid hidrolazlardandir (Henrissat, 1991). Glikozid hidrolazlar
daha sonra yine Henrissat tarafindan 95 enzim ailesi olarak siniflandirilmistir (Henrissat
vd., 1997; Henrissat vd., 1998). Bu enzim grubunda yer alanlardan O- ve S-glikozil
bilesiklerini hidroliz edenler de EC.3.2.1. alt sinifinda bulunmaktadirlar (Lee, 1968;
Henrissat vd., 2000).

EC.3. Hidrolazlar, EC.3.2. Glikozid Hidrolazlar (Glikozil bilesiklerini hidroliz
edenler), EC.3.2.1. O- ve S-glikozil bilesiklerini hidroliz edenler (Henrissat vd., 1997),



EC.3.2.1.21 B-glukosidazlar (1,4-pB-glukosidaz) (Henrissat vd., 1985)seklinde

smiflandirlirlar.

B-glukosidazlar (B-glukozid glukohidrolazlar, EC 3.2.1.21), aril-,amino-, alkil-$-
d-glukozitlerin, siyanojenik glikozitlerin, disakkaritlerin ve oligosakkaritlerin yapisinda

bulunan B-glukozidik baglarin hidrolizinden sorumlu enzimlerdir (Bhatia vd., 2002).
1.4.3. Beta-Glukozidaz Aktivitesi

Gilintimiizde bakteri, maya, bitki ve hayvan sistemlerinden elde edilen oldukca
fazla sayida B-glukosidaz geni hem E. coli hem de Gkaryotik konaklara 6rnegin S.
cerevisiae ve filamentsi mantarlara klonlanmis ve eksprese edilmislerdir. Klonlama
asamalar1 2 metoda dayanilarak yapilmaktadir; birincisi genomik DNA’dan genin
spesifik primerlerle yakalanilarak klonlanmasini ikincisi ise ¢cDNA kiitiiphanelerinin
hazirlanarak problar kullanilarak klonlanmasidir. Elde edilen rekombinant klonlar, X-
glu (5-bromo-4-chloro-3-indolylglucopyranoside), MUG (4-methyl umbelliferyl p-D-
glucopyranoside) veya pNPG (p-nitrophenyl B-D-glucopyranoside) substratlarinin renk
degistirme 6zelliginden yararlanilarak ti¢ farkli yolla taranmaktadir (Bhatia vd., 2002).

4-metilumbelliferil-B-D-glukopiranozid ve B-naftil-B-D-glukopiranozid  gibi
substratlarin  hidrolizlenmesiyle a¢iga ¢ikan floresan ya da p-nitrofenil-p-D-1,4-
glukopiranozid substratinin hidrolizi ile ag¢iga ¢ikan renkli iriiniin (p-nitrofenol)
Olciimiine dayanir (Percival vd., 2006). Ayrica substrat olarak sellobiyozun

kullanilmasiyla a¢igagikan glukozun tayini ile tespit edilebilir (Bhat ve Bhat, 1997).

HO H
a (1]
. - =y F HO H
ll, o o B-glikozidaz H oH
T + HO <= +
e HOF N H
H
oH OH
HO

p-nitrofenil-B-D-glikopiranozid p-nitrofenol B-D-glikoz

Sekil 4. p-nitrofenol-p-D-glikopiranozitin B-glukozidaz ile hidrolizi (Lecasvd., 1991).



B-glukosidaz substratlarinda bulunan sabit monosakkarite bagli kimyasal
gruplarin gesitliligi B-glukosidazlarin substrat gesitliliginin esasini1 olusturur. Glukoza
baglanan grup ya disakkaritlerde ve oligosakkaritlerde oldugu gibi farkli bir glikon ya
da glikokonjugatlarda oldugu gibi bir aglikondur. Bu aglikon kisim linamarinde oldugu
gibi bir alkil grup veya prunasin, durrin ve DIMBOAGIc’da oldugu gibi bir aril grup
olabilir (Selmar vd., 1987; Czjzek vd., 2000).

B-glukosidazlarin ~ dogal  substratlarmin  disinda  yapay  substratlarida
kullanilmaktadir. B-glukosidaz izoenzimi Glul’in, aglikon parcasi olarak p- ve 0-NP, 4-
metilumbelliferil, 6-bromo-2-naftil, indoksil, 5-bromo-4-kloro-3-indolil ve sitokinin
iceren bilesikleri hidroliz ettigi yapilan calismalarda gosterilmistir (Campos, 1992;
Cicek ve Esen, 1998). Yapilan ¢alisamalarda B-glukosidazlarin en yaygin olarak pNPG

substratmim kullanildig1 gorilmektedir.
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Sekil 5. Enzimin yapay substratlarindan bazilar1 (URL- 4, 2016).
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1.4.4. Beta-Glukozidazin Onemi

Ekstrem termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler
yiiksek sicakliklarda stabil kalabilen ve endiistriyel proseslere uygun enzimlerdir.
Mezofilik benzerlerine oranla organik coziiciilere, deterjanlara, diisiik ve yiiksek pH
degerlerine ve diger denatiiran ajanlara karsi daha stabildirler (Adams ve Kelly, 1995;

Covan, 1997; Vieille ve Zeikus, 2001; Zeikus vd., 1998).

Termofilik organizmalardan elde edilen enzimlerin (kisaca termozimlerin)
ozellikle gida endiistrisinde siklikla karsilasilan kontaminasyon riskine karsin yiiksek
sicakliklarda 13 gormesi sebebiyle avantajlidirlar. Diisiik sicaklik degerlerinde
aktivitelerinin diismesi, endiistride istendiginde sicaklik distiriilerek kontrol altina
almmasma imkan verdiginden Onemlidir. Bu sayilan avantajlar birgok endiistriyel
uygulamada 6nemlilik arz etmektedir (Coolbear, 1992; ,Huber ve Stetter, 1998; Lasa ve
Berenguer, 1993; Niehaus ve ark., 1999; Synowiecki, 1998).

Metabolizmada, hiicresel karbohidratlarin yeniden diizenlenmesinde ve
yikiminda, oligosakkarit igeren lipid ve proteinlerin islenmesinde ve hiicre duvari ve
patojen ataklara karsi hiicre bariyerlerin yapiminda sorumlu olduklarindan dolay1 B-
glukozidazlar temel enzim grubu igerisindedirler (Bhatia vd., 2002). Tiim bunlara ilave
olarak, kimyasal proseslerle sentezlenmesi zor olan farkli kimyasallarin iiretiminde
endiistriyel kullanimlar1 bulunmaktadir. Transglikosilasyon aktiviteleri nedeniyle [-
glukosidazlarin rekombinant kullanimi olduk¢a yaygindir (Ciaramella vd.,2002; Ducret
vd., 2002; Blancic vd., 2003, Na-Young vd., 2007).

B-glukosidazlar, biyolojik olarak oksijen niikleofilleri arasinda glikosil transferi
yapabildikleri i¢in 6nemli enzimler olup oldukca iyi karakterize edilmislerdir. B-
glukosidaz, bakterilerden memelilere kadar bulunabilen ve bu organizmalarda yukarida

bahsi gecen metabolik yollarda rol aldigindan dolay1 olduk¢a dnemli enzimlerdir.

Bakterilerde ve mantarlarda bulunan B-glukosidazlar, seliilaz sisteminin bir
parcasidir ve sellobiyoz ve oligosakkarit zincirlerinin glukoza hidrolizinden

sorumludurlar (Bisaria ve Mishra, 1989). Bocek ve bitkilerde ise, siyanoglikozid
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prekiirsorlerinden siyanidlerin salinmasinda sorumludurlar ki bu sistem savunma
mekanizmalar1  igerisinde  degerlendirilir. Ilave olarak bitkilerde, pigment
metabolizmasi, fitokrom biyosentezi, tohum gelisimi ve biyokiitle doniisiimiinde de
gorevlidir. Insanda ise, membrana bagl lizozomal asid B-glukosidaz, glikosilseramidleri
hidroliz eden 6nemli bir enzimdir. Eksikliginde ya da yetersizliginde Gaucher Hastaligi

olarak tanimlanan olgu ortaya ¢ikmaktadir (Bhatia vd., 2002).

Diinyada ilk olarak 1882’de Fransiz dermatolog Dr. Phillipe Gaucher tarafindan
tanimlanan, toplumda az bilinen ancak her yasta ortaya cikabilen bir lipid depo
hastaligidir ve lizozomal enzimin kalitsal eksikliginden kaynaklanir. Bu enzimin temel
gorevi viicutta bulunan yagli glukoserebrosid maddesinin metabolize edilmesine
yardimc1 olmaktir. Dolayisiyla bu enzimin eksikligi Gaucher Hastaligini tetikler.
Ayrica, enzim eksikliginde yikilmayan bu glikosilseramidler, dalak, karaciger ve lenf
nodlar1 gibi organlarin retikuloendoteliyal hiicrelerin lizozomlarinda birikmekte ve

hastaliga yol agmaktadir (URL-3, 2012).

Farkli kaynaklardan (bakteri, bitki, maya ve mantar) giiniimiize kadar yapilan
bakteriyal kaynakli pek ¢ok rekombinant B-glukozidaz calismalar1 vardir. Bunlardan
bakteriel ve fungus kaynakli olanlar Thermoascus aurantiacus (Parry vd., 2001),
Thermotoga neapolitana (Park vd., 2005), Thermotoga maritima (Kim vd., 2006,),
Bacillus subtilis 168 (Kuo ve Lee, 2008), Thermotoga neapolitana (Pozzo vd., 2010),
Thermus thermophilus (Nam vd., 2010), Sulfolobus shibatae (Synowiecki vd., 2006)
Lactobacillus brevis (Michlmayr vd., 2010),Bacillus halodurans (Naz vd., 2010),
Pyrococcus furious (Li vd., 2013), Aspergillus fumigatus (Singhania vd.,2013),
Aspergillus niger (Sorensen vd., 2013), Sulfolobus acidocaldarius (Shin vd., 2013),

Thermoascus aurantiacus (Yan vd., 2013) érnek olarak verilebilir.

Yukaridaki yer alan organizmalar diginda, bitki, hayvan, insan, maya ve filamentsi
funguslar dahil olmak iizere bir¢ok p-glukozidaz calismasi yapimistir. Birgok
rekombinant bakteriyal f-glukozidaz, diisik molekiiler agwlikli ve dogal
organizmalarinda hiicre i¢i protein olarak goriilmektedir. Genellikle, klonlanan enzimler

sitosolik karakterde olmasina ragmen, Ruminococcussp. hiicre dis1 karaktere sahipken
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(Takano vd., 1992), E. chrysanthemi (Vroemen vd., 1995), Erwinia herbicola (Marri
vd., 1995) ve A. Jrakense(Faure vd., 1999) ise periplazmik boslukta yerlesiktir.

B-glukosidazlarin endiistride oldukg¢a genisbir uygulama alanlarivardir. Baslica
potansiyel uygulama alanlar1 gida, hayvan yemi, tekstil, yakit ve kimyasal endiistrisidir.
Diger uygulama alanlariise kagit ve kiispe endiistrisi, atik giderilmesi, medikal/ilag
endiistrisi, protoplast tretimi, genetik mihendisligi ve Kkirliligin giderilmesini
icermektedir (Bhat ve Bhat, 1997). Ornegin son yillarda, alternatif enerji kaynag1 olarak
lignoseliilozdan etanol iiretiminde kullanilan enzimlerin yetersiz kalmasi nedeniyle
uygulamalar, B-glukosidaz =~ muamelesine  yOnelmistir.  Boylece  seliillozun
sakkarifikasyonu saglanmis olacagimdan bu durum [-glukosidazlarin endiistriyel

talebini arttirmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Bu ¢alisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’ndaki Kiiltiir stoklarmmda bulunan Anoxybacillus flavithermus

WK1 bakterisi iizerinde ¢aligiimustir.

2.1. Cahsmada Kullanilan Materyaller

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler, gerekli sarf malzemeler, gen
aktariminda kullanilan plazmit vektorleri, enzimler ve ¢esitli gen ¢cogaltim caligmasi icin

gerekli primerler ile ilgili bilgiler asagida verilmistir.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ilgili bilgileri su sekildedir. f-
merkaptoetanol (Merck, 805740), agaroz type Il medium EEO (Sigma, A6877), agar
(Merck, VM259713),akrilamid (Sigma, A8887), amonyum persiilfat (Merck, A734116),
ampisilin (Sigma, A1593), bromofenol mavisi (Sigma, B5525), bisakrilamid (Sigma,
M2022), Coomassie Brillant Blue R250 (Fluka, 27816),EDTA (Merck, K90262021),
etanol (Sigma, A3678-1000), etidyum bromiir (Sigma, E7637), gliserol (Riedel-deHaén,
15524), glisin (Sigma, G7126), glukoz (Roche, 1929526), HEPES (Sigma,
H0891),IPTG (Sigma, 15502), KCI (Merck, K23759135), metanol (J. T. Baker,
TBF0196396 1499), N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED, Janssen Chimika,
13,84571), Na,CO3 (Merck, A339898), Na,HPO, (Merck, A664174), NaH,PO, (Merck,
567545),NaCl (Merck, 567441), SDS (Amresco, 0227), sodyum asetat (Merck,
TA404965), tripton (Merck, V441613949), Tris-HCI (Sigma, T1503), X-gal
(AppliChem, A1007.0005), 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside (Sigma, N7006), 4-
Nitrophenyl B-D-cellobioside (Sigma, N5759), 2-Nitrophenyl B-D-galactopyranoside
(AppliChem, A1272,0005), 4-Nitrophenyl- B-D-xylopyranoside (Chem-Impex, 21651).

Diger kimyasallar Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nden temin edildi.

Calismada kullanilan besi yerleri iceriklerine gore laboratuarda hazirlandi
Kullanilan besi yerleri, LB (Lauria-Bertani) besi yeri i¢in litrede 10 g tripton, 5 g maya

oziitli ve 10 g NaCl saf suda karistirildi ve pH’s1 7,4’e ayarlanarak hazirland1.
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LBA besi yeri ise 1 litre LB besi yerine 12 g agar ilavesiylehazirlandi. Tim
besiyerleri hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 1,1 atm basing altinda 20 dakika

tutularak steril edildi.

Calismada kullanilan kitler ve ilgili bilgiler su sekildedir. Wizard*Genomic DNA
Purification Kit (Katalog No: A1120,Promega Co., Medison,USA), Wizard“SV Gel and
PCR Clean-Up System (Katalog No: A9282, Promega Co., Medison,USA), Genelet
Plasmid Miniprep Kit (Katalog No: K0502, Thermo Fisher Scientific), iProof™ HF
DNA Polymerase Kit (Bio RAD,Katalog No: 1725310), Champion™ pET100
Directional TOPO Expression Kit (Invitrogen,Katalog No: K100-01).

Yapilan PCR ¢alismalarinda ve DNA dizi analizi sirasinda kullanilan primerlerin
adlar1, 5’3’ yoniinde DNA siralar1 ve sentez ettirildikleri firmalar ile ilgili bilgiler ise
su sekildedir. Forward (-23) primeri (5’-CACCATGGTAACGAAAAAATTCG-3’,
Macrogen Inc, Hollanda), Reverse (-22) primeri (5°-
CTCGAGTTGATCAATTAATCC-3’, Macrogen Inc, Hollanda).

Plazmit DNA izolasyonu ve PCR c¢alismalarina ait agaroz jel elektroforezi
uygulamalarinda DNA markir1 olarak Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder (Katalog No:
SM1331, Thermo Scientific, ABD) kullanildi. SDS-PAGE c¢alismalarinda protein
markir1 olarak Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Katalog No: 26610, Thermo
Scientific, ABD) kullanild1.

2.2. Anoxybacillus flavithermus Bakterisinden Genomik DNA izolasyonu

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Labrotuvar1 bakteri stoklarinda yer alan Anoxybacillus flavithermus
WK1 susunun gDNA’sin1 temin etmek i¢in dncelikle gliserol stogundan 100 pl alinarak
3 mL LB besiyerine ekim yapildi. Ardindan 16 saat boyunca 55°C’de kuru havali
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Tazelenen kiiltiirden tekrar aymi sekilde kiiltiir
atild1 ve 14000 rpm’de 2 dakika ¢oktiiriilerek elde edilen pelletten Wizard“*Genomic
DNA Purification kit (Promega Co., Medison, USA) protokolii uygulanarak genomik
DNA izolasyonu yapildi.
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2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calisilan  Anoxybacillus flavithermus WK1 susunda [-glukosidaz genini
Klonlayabilmek i¢in uygun gen bolgesinin varhigmin tespiti NCBI gen kaynaklari

kullanilarak istenilen bolgeyi ¢ogaltmak amactyla PZR islemi yapildi

B-glukosidaz geninin PZR ile yakalanabilmesi i¢in ayni bakterinin farkli bir alt
tiirii olan Anoxybacillus flavithermus WK1 susu genom verileri kullanildi. Bu verilere
dayanilarak gene Ozgii ileri ve geri primerler tasarlandi (Tablo 1). Bu primerlerin
kullanildigi PZR sartlar1 su sekildedir: 10 ul reaksiyon tamponu (iProof™ HF, Bio
RAD), 3 pl 25 mM MgCly, 5 ul genomik DNA, 2 ul her bir primerden, 2,5 ul 10 mM
dNTP ve 0,5 pl iProof DNA polimeraz (iProof™ HF DNA Polymerase, Bio RAD) son
hacim 50 pl olacak sekilde dHO ilave edildi.

Tablo 1. B-Glukozidaz geni igin kullanilan primerler

[lgili Gen  Primer siras1 (5°—3°) Niikleotid Tm Derecesi
Uzunlugu (°C)
Afbgl F.CACCATGGTAACGAAAAAATTCG 23 59,3
R:CTCGAGTTGATCAATTAATCC 21 62

Afbgl geni i¢in hazirlanan reaksiyon karisimi asagidaki kosullar altinda yapildi.
[k 6n denatiirasyon basamaginda 95°C’de 3 dakika tutulduktan sonra 20 déngii
boyunca 95°C’de 20 saniye denatiirasyon, 45°C’de 1 dakika annealing ve 72°C de 1
dakika 10 saniye uzama basamagi ve yine 72°C’de 10 dakika son uzama ile reaksiyon
tamamlandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda olusan iiriinlerin goriintiilenmesi agaroz jel

elektroforez yardimiyla gerceklestirildi.

Goriintiilenme  islemi gerceklestirmek i¢in  hazirhik sathasi su sekilde
gerceklestirildi. % 1’lik jel hazirlamak i¢in 100 mL 10X TAE tamponuna 1 g agaroz
eklendi ve ¢oziinmesi igin 1siya tabi tutuldu. Cozelti oda sicakligina geldiginde 10
mg/mL konsantrasyonda 4 pl ethidium bromid eklenerek agaroz jel tepsisine dokiildii.
Jel donduktan sonra 5 pl DNA 6rnegi 2,5 pL yiikleme boyasi ile karigtirild ve 1 kb
biytikliigiindeki DNA marker (Thermo Scientific, Litvanya) ile beraber jelin
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kuyucuklarma pipet yardimiyla aktarildi. Yiiriitme tamponu yardimiyla 30 dakika 160 V
da yiritme islemi gergeklestirildi. Yirlitme islemi bitikten sonra UV 1s1ginda
gorlintiileme islemi yapilarak tamamlandi. Yiirlitme islemi sonucu 1395 baz cifti

biiyiikliigiinde DNA fragmenti goriildii.

2.4. Ligasyon ve Transformasyon islemleri

Gortiintiileme sonrasinda elde edilen 1395 baz ¢ifti biiyiikliigiindeki PZR parcasi
kullanilarak ligasyon asamasina gegildi. Elde edilen PZR iiriinleri pET100 Direction
TOPO (Invitrogen, Champion™ pET100 Directional TOPO Expression) klonlama
vektoriine klonlandi. Yapilan ligasyonun reaksiyon sartt pPET100 Direction TOPO 0,5
ul, Bufferdan 0,5 pl, PZR iiriniinden 2 pl alinarak 25°C de 20 dakikalik bir ligasyon
islemine tabi tutulmustur. Ligasyon islemi sonunda 1,5 pl ligasyon iirtini ve 3,5 pl
dH,O ilave edilip transformasyon asamasina gegildi. 110 ul’lik E. coli BL21
Star™(invitrogen, Champion™ Pet100 Directional TOPO Expression Kit) hiicresine son
hacmi 5 ulolan dH,O ve ligasyon iiriinii olan karisim eklendi. Ardindan buzda 20-30
dakika arasinda bekletildi. Bekleme sonunda 42°C de 1,5 dakika Thermo-Shaker
cihazinda bekletildi. Sonratekrar buzda 1,5 dakika bekletildi. Daha sonra tiiplerin igine
200 pl LB eklendi. 37°C de 2 saat boyunca calkalayic1 etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonrasinda 1300 rpm de 1 dakika ¢oktiirme islemi gerceklestirildi.
Stipernatantin bir kismi alinip kalan siipernatant ile pellet ¢oziildii. Ampisilinli luria
broth agar petrisine ligasyon {iriinii baget yardimiyla yayildi. 37°C lik etiivde 16 saat
boyunca inkiibasyon islemine tabi tutuldu. Inkiibasyon isleminden sonra petride olusan
beyaz koloniler segilerek 3mL ampisilinli LB sivi besiyerine ekim yapildi. Ekimi
yapilan kiiltiirler 16 saat boyunca 37°C de ¢alkalayici etiivde biiyiimeye birakildi
Biiyiiyen plazmitlerin izolasyonu yapildi ve izolasyon iginplazmit kiti (Thermo
Scientific, Litvanya) kullanildi. Ependorf tiiplere alinan kiiltiirlerin pelletleri {izerine
250 pl resuspansiyon solusyonundan eklenerek vorteksleme islemiyle pellet ¢oziildi.
Daha sonra 250 pl Lysis solusyonu eklendi ve alt iist edilerek 350 pl neutralization
solusyonu eklendi. 14000 rpm de 5 dakika santrifiijje tabi tutuldu. Siipernatant kitte
bulunan filtreli tiipe aktarildi ve tekrardan 14000 rpm de 1 dakika santrifiijlenerek
filtreli tiipe aktarilan slipernatant filtreden ge¢mesi saglanarak plazmitin fitrede

kalmastyla tiipte dibe ¢oken kisim atildi. Filtreye 500 pl wash solusyonu eklenerek
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14000 rpm de 1 dakikalik santrifiij yapildi. Bu iglem iki kez tekrarlandi. Ardindan filtre
yeni tiipe alinarak tizerine 50 pl elusyon buffer eklenerek 2 dakika bekletilip daha sonra
14000 rpm de 2 dakika santrifiij edilerek plazmit izolasyonunu gerceklestirildi.
Izolasyon sonrasi izole edilmis plazmit Ornekleri agaroz jel elektroforeziyle
gortintiilendi. Klonlama sonrasinda elde edilen plazmitler DNA dizi analizi igin
Macrogen firmasma (Amsterdam, Hollanda) gonderildi. Daha sonrasinda dizi analizleri,
GenBank veri tabani taramalar1 ile NCBI BLAST programlariyla sonuglar analiz

edilerek degerlendirildi.

pET100/D-TOPO®

5764 bp

Sekil 6. PZR iiriinlerinlerinin aktariminda kullanilan klonlama vektorii (Invitrogen,

Champion™Pet100 Directional TOPO Expression kit) (URL-4, 2016).

2.5. SDS - PAGE ve Enzimin Saflastirilmasi

Analiz sonrasi protein profilini incelemek amaciyla 100 ml’lik ampisinli sivi
besiyerine 1 ml kiiltirden ilave edildi ve 2 saat boyunca OD 0,5-0,6 araligini
yakalayana kadar inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresi sonunda 50 ml’si 50 pl
IPTG (1M stok) ile indiiklendi. 50 m1’si ise indiikleme islemine tabi tutulmayip kontrol
olarak kullamildi. Indiiklenen kiiltiir 4 saat boyunca biiyiitiildii ve 10 dakika buzda
bekletildi. 7500 rpm’de 5 dk santrifiijedilerek pellet tizerine liziz tamponu (10 ml pellet
¢ozmek i¢in; 500 pl Tris (50 mM pH 6,8), 0,2 mg lizozim, 10 pul DTT, 500 ul NaCl
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(4M)) hazirlanarak 5 mlI’lik liziz tamponunda ¢6ziildii. Daha sonra sonikatorde patlatilip
1 saat buzda saklandi. Tekrar sonikasyon islemi uygulayip 8000 rpm’de 20 dakika
boyunca santrifiij yapildi ve siipernatant -20°C’demuhafaza edildi.

SDS PAGE yapmak icin % 10’luk st jel 5 ml i¢in (1,90 ml saf su, 1,70 ml %
30’luk akrilamid ¢ozeltisi, 1,5 M Tris (pH 8,8) 1,30 ml, 50ml % 10’luk SDS, 50 ml %
10’luk APS, 2 ul TEMED), % 12’lik alt jel i¢in 2 ml (1,40 ml saf su, 330 ml % 30’luk
acrylamide, 1 M Tris (pH 8,8) 250 ml, 20 ml %1 0’luk SDS, 20 ml % 10’luk APS, 2 pul
TEMED) hazirland1 ve SDS PAGE jelindel5 nl yiikleme boyasi ( 8 ml % 10’luk SDS,
2,5 ml pH 6,8 Tris HCI, 4 ml gliserol, 2 ml 2-3-merkaptoetanol, 0,04 g bromofenol blue
ve 20 ml’ye dH0 ile tamamlanip stok hazirlandi) ve 25 pl liziz tamponunda ¢oziinmiis

pelletten yiiklenip protein bant analizi yapildi.

Protein bantlarmin protein lader ile karsilastirilmasi ve Protein Molecular Weight
Calculator programi kullanilarak calisilan proteinimizin 53 kD oldugu analizi
yapilmistir. Yalnizca istedigimiz proteini ¢alisabilmek ve in vitro analizler yapabilmek
icin proteinin diger hiicre bilesenlerinden saflastirilmasi gerekir. Saflastirma siirecini
kolaylastirmak amaciyla protenin yapi ve etkinligine etki etmeden bazi kimyasal
ozellikler eklenebilir. Belli bir amino asit dizisinden olusan bir isaret (tag, kuyruk) ¢ogu
zaman bir seri histidin uzantis1 (His-tag) proteinin bir ucuna eklenebilir. Bizde
calismamizda saflagtrma asamasinda bu yontemi kullanarak nikel igeren bir
kromatografi kolonundan lizat1 gegirerek histidin kalintilarini nikele baglayip kolonda

tutunmasin1 ve lizat1 isaretlenmemis diger proteinlerden ayirip saf bir sekilde elde
edildi.

Saflagtirma islemi i¢in indiiklenmis varhigi tespit edilmis proteinde E.coli’den
proteinleri ortamdan uzaklastirmak i¢in 60 °C’de 30 dakikaThermo-Shaker cihazinda 1s1
uygulamasi yapildi. 14000 rpm’de 15 dakikasantrifiij edilip siipernatant yeni bir tiipe
alindi. Ayrica kontrol amagli 200 pl’lik Ornege 1s1 muamelesi yapilmadi. Is1
uygulamasindan sonra protein saflastirma asamasina gecildi. Saflagtirma icin Ni NTA
RESINS (nickel-nitrilotriacetic acid) kullanildi. Bunun i¢in Binding buffer (10 ml 0,5 M
HEPES pH 7,5 ve0,25 ml 2M imidazol son hacim 50 ml olacak sekilde dH,O ile
tamamlandi.), Wash Buffer (2 M 500 pul imidazol,10ml HEPES pH 7,5 konulup son
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hacim 50 ml’ye tamamlandi), Elution Buffer (50 mM imidazol uygulamasi i¢in 2 M
1,25 ml imidazol ve 10ml HEPES pH 7,5 (0,5 M), 100 mM imidazol i¢in 2 M 2,5ml
imidazol, 10 ml HEPES pH 7,5, 200 mM imidazol uygulamasi i¢in 5 ml imidazol, 10ml
HEPES pH 7,5 1000 mM imidazol i¢in 25ml imidazol 10 ml HEPES pH 7,5 koyulup
son hacimler 50 ml’ye dH,O ile tamamland:.

[k olarak kolondan 14ml binding buffer eklenip kolon yikandi. 20 ml’lik protein
stipernatant1 kolono eklendi. Kolondan gegen kisim yeni bir tiipealindi. Daha sonra
kolona 20 mIWashing Buffer konularak kolondan gegirildi. Bu gecen kisimda bagka bir
tiipe toplandi. Sirasi ile en diisiik imidazol konsantrasyonu igeren (50 mM, 100 mM,
200 mM, 1000 mM) elution bufferlar kolondan 5’er ml gegirildi ve her bir elution
buffer farkli bir tiipe toplandi. Bu islemler yapilirken kolondan akis sirasinda Bradford
boyasi ile renk degisimi kontrol edilerek her asamada 50 pl’lik numuneler alindi. Her
asamada aliman 50ul’lik proteinler SDS PAGE yapilarak yiiriitiiliip saflagma isleminin
kontrolii yapildi.

Protein saflastirma isleminden sonra proteini kiigiik molekiillerden ayristirmak
i¢in diyaliz islemi uygulandi. Bunun i¢in 6nce diyaliz tamponu hazirland1 (100ml 0,5 M
HEPES pH 7,5 ve 400ml dH;0). Daha sonra yar1 gegirken bir diyaliz membranina saf
protein karisimi konuldu ve hazirlanan tampon igerisine konularak 12 saat magnetik
karistiric1 lizerinde diyaliz edildi. Diyaliz sonras1 1ul saf diyalize olmus protein 6rnegi

280 nm de nanodrop cihazinda 6lgiilerek 0,524 mg/ml olarak belirlendi.

2.6. Enzimin Optimum Sicaklik ve Optimum pH’sinin Belirlenmesi

Enzim i¢in uygun pH araligini1 ve uygun sicakligi bulmak amaciyla gesitli tampon
ve pH araliklariyla denemeler yapilds. Ik olarakoptimum sicaklik denemeleri yapildi. B-
glukosidaz aktivitesini belirlemek igin enzim tarafindan hidrolize edilen p-nitrophenyl
glycoside (pNPG) (Sigma) kullanildi. Bunun igin son konsantrasyonu 1mM pNPG den
25 ul, 100mM sodyum fosfat (Merck) pH 7,0°dan 470 pl alinip 5 dakika 70°C inkiibe
edildi. Daha sonra 5 pl (20 ng) sulandirilmig enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C’de de

30 dakika boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda rekasiyonu sonlandirmak igin 500 pl

20



1M Na;COs3; (Merck) ilave edildi. Daha sonra pNPG hidroliziyle olusan renk degisimi
405 nm de mikroplate okuyucuda okundu.

Enzimin termofilik bir bakteriden izole edilmesinden dolay1 bakterinin biiyiime
sicaklig1 olan 55°C’de veya daha yukar1 sicaklik degerlerinde beklenen aktiviteden ¢cok
aktivite gostermesi dogaldir. Bu nedenle c¢alisma c¢oklu tekrarli seriler halinde
hazirlanarak sicakligi 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 olarak belirlenip
enzimlerin denatiirasyon sicakligina kadar arttirildi. Bu reaksiyonlar sonucunda, en

uygun ¢aligma sicaklikligmin optimum 65°C oldugu belirlendi.

Calisilan enzimde optimum pH ve uygun tampon i¢in Tris HCI pH 5,9-9,2
araligi Glisin pH 8,4-10 araligi mcilvaine tamponu (disodyum hidrojen fosfat
(Na;HPO4, Merck), sodyum dihidrojen fosfat (NaH2,PO,, Merck) pH 3-8 araligi ¢aligild.
Bunun i¢in 1 mM pNPG den 25 pl450ul kullanilacak tampondan, Supl (20 ng)
sulandirilmig enzim c¢ozeltisi ilave edilerek optimum sicaklik olan 65°C de inkiibe
edildi. Bu islem her bir tampon ve her bir pH degeri igin ¢oklu tekrar serileri seklinde
uygulandi. Yapilan tampon ¢alismasinda en uygun tamponun Mcilvaine pH 6,8 oldugu
belirlendi. 4-Nitrofenol (Sigma) standart grafigi olusturuldu ve her dakika basina 1umol

PNP nin serbest kalmasi i¢in gerekli olan enzim miktari belirlendi.

2.7. Enzim Kinetigi Cahsmalar

Anoxybacillus flavithernus WK1 B-glukozidazi (AFBGL) tarafindan pNPG
substratini hidroliz edebilme yetenegi agisindan spektrofotometrik olarak incelenmistir.
Km Ve Vimax degerlerini belirlemek igin 10 uM-6 mM araligindaki konsantrasyonlarda 4-
nitrophenyl-p-D-glucopyranoside (Sigma, 015K5332) ticari substrati ile substrat
degisimi deneyleri yapildi. Bunun i¢in degisen substrat miktarlariyla beraber 5 pl (20
ng) enzim, 250 ul mcilvaine tamponu pH 6,8 ve son hacim 500 pl olacak sekilde dH,O
ilavesiyle 65°C’de 30 dakika boyunca her bir substrat konsantrasyonu i¢in ¢ok tekrarli
seriler halinde yapilarak reaksiyonlar gerceklestirildi. 405 nm de mikroplate okuyucuda
okundu ve Michaelis-Menten sabiti (Ky), enzimin maksimum hizi (Vmax) Ve substrat

miktar1 belirlendi.
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B-glukozidazin  substrat  Ozgiilligii ~ pNP-B-D-cellobioside, = oNP-B-D-
galactopyranoside, pNP-B-D-xylopyranoside, pNP-B-D-glucopyranosidesubstrat olarak
kullanilarak belirlendi. Her reaksiyon karigiminda (500 pl), 250 ul mcilvaine tamponu
pH 6,8, 5 ul (20 ng) enzim belirli mM araliklarinda substrat ve toplam dH,O ile
tamamlandi. Substratlardan pNP-B-D-cellobioside 10 mM stoktan 6 mM-10 uM, oNP-
B-D-galactopyranoside de 50 mM stoktan 20 mM-10 uM, pNP-B-D-xylopyranoside de
ise 50 mM stoktan 20 mM-10 uM, pNP-B-D-glucopyranoside de 10 mM stoktan 6 mM-
10 uM arasindaki degerler ¢oklu tekrarli seriler halinde 65°C’de 30 dakika boyunca
inkiibe edildi. Daha sonra 405 nm mikroplate okuyucuda degerler okundu ve Michaelis-

Menten egrileri cizilerek Kp, degerleri karsilastirildi.

2.8. Iinhibitérlerin ve Metal Iyonlarmin AFBGL Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

Inhibitdér aktivatér deneylerindemetal iyonlarmin enzim aktivitesi iizerindeki
etkilerini arastrmak i¢in KCI, CuCl,, FeCl,, MnCl,, MgCl,, ZnCl, ve AICI; olmak
iizere 7 farkli metalle farkli konsantrasyonlarda inhibitor, aktivator etkileri ¢alisildi.
Bunun i¢in her bir metal i¢cin 10 mM’lik stoklar hazirlandi. Daha sonra pNPG
substratmi calisarak belirledigimiz substrat miktar1 olan 400uM miktarmni sabit tutarak
10 mM’lik ana stoktan 20 ul pNPG hazirlandi. 5 ul (20 ng) olan sabit enzim miktar1 ile
50 mM pH 6,8 25 ul MOBS tamponuyla son hacim 500 pl olacak sekilde dH,O ile
tamamlanarak 65°C’de 30 dakika boyunca her bir metal 0,1 mM-10 mM araliginda
coklu tekrar serileri halinde reaksiyonlar gergeklestirildi. 405 nm de mikroplate
okuyucuda okunarak sonuclarin aktivator ve inhibitér etkileri karsilagtirilarak tiim

sonuclar bagil aktivite (%) cinsinden hesaplandi.

Cesitli kimyasallarla yapilan inhibitor aktivatdr deneylerinde ise TritonX-100,
EDTA, 2-propanol, DTT, BME, etanol, 2-biitanol gibi kimyasallar kullanild1.
Inhibitrlerden TritonX-100 % 1-% 20, EDTA 1 mM- 200 mM, 2-propanol % 1-% 30,
DTT 400 uM-1 mM, BME % 1-% 20, etanol %1 -% 40, 2- biitanol % 1-% 30
araligindaki degerler kullanildi. Her bir inhibitor konsantrasyonu i¢in 5 pl(20 ng) enzim,
20 pl pNPG substrati, 250 pl mcilvaine tamponu pH 6,8 kullanildi. Her bir
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konsantrasyon i¢in inhibitdrsiiz konrol gruplar1 da calisilip enzim aktiviteleri %100

olarak alinarak tiim sonuclar bagil aktivite (%) cinsinden hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Molekiiler Biyoloji Labrotuvari’'nda bulunan kiiltiir stoklarindan Anoxybacillus
flavithermus WK1 bakterisinin gDNA izolasyonu ve PCR islemi sonrasinda 1395 baz
cifti biyiikliigiindeolan DNA fragmenti elde edildi.

1500 bp
— 1000 bp

500 bp

Sekil 7. Afbgl’m 1 kb ik DNA marker (1 kb plus DNA Ladder, Thermo Scientific) ile
UV goriintiisi

PZR iiriinin pET100 Direction TOPO (invitrogen, Champion™ pET100
Directional TOPO Expression) vektoriine transfornasyonu ve E. ColiBL21 Star™
(invitrogen, Champion'™ pET100 Directional TOPO Expression Kit) kompotent
hiicresine aktarimi sonrasinda plazmit dna izolasyonu yapilarak transforme edilerek

klonlama ¢aligmalar1 yapildi.

Sekil 8. Plazmit izolasyonu sonrasinda jel goriintiisii (KNT: Gen igermeyen plazmit)
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DNA dizi analizleri sonrasi dogrulugu belirlenen plazmit ile SDS PAGE ve
saflagtirma caligmalar1 yapildi. SDS PAGE sonrasinda protein bantlarmin protein lader
ile kargilastirilmasi ve Protein Molecular Weight Calculator (URL-5, 2015) programi
kullanilarak proteinin molekiiler agirliginin 53 kD oldugu goriilmiistiir. Sekil 10°da
Indiiklenmis ve indiiklenmemis kiiltiir 6rneklerinin jelde ayrilmasi1 sonucu protein lader

(Thermo Scientific) ile karsilastirilmasi verilmistir.

kDa

- =120
- 05
. - ~50
= =35
- - 75

— Baad

Sekil 9. Sirasiyla indiiklenmemis ve indiiklenmis protein bantlar1 ile protein lader
(Thermo Scientific, ABD)

Istedigimiz proteini ¢ahisabilmek ve in vitro analizler yapabilmek ve proteinin
diger hiicre bilesenlerinden ayirabilmek i¢in saflastirma islemi uygulandi. Bu islemde
kullanilan nikel kromotografi kolonundan gecen lizatin her bir sathasindaki islemden
ornekler alinarak SDS PAGE de yiiriitiilerek ¢alisilan protenin saflastirilmasi kontrolii

yapildi. Sekil 10°da saflastirilan protein bantlarinin gorintiisii verilmistir.
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- —
Sekil 10. Ni-NTA sonrasi saflagtirilmis protein (1: 200 mM imidazol elution buffer, 2:

1000 mM imidazol elution buffer, M: protein marker (Thermo Scientific,
ABD))

—
e
-

Enzimin optimumsicaklik ve pH araliklar1 belirlemek igin yapilan g¢alisma
sonucunda farkli sicaklik araliklarinda ve goklu tekrarli seriler halinde yapilan deneyde
B-glukozidazin pNPG substratin1 parcalayarak serbest pNP salmasiyla ortamdaki
klorometrik degisim mikroplate okuyucuda okunmasi sonucu enzimin optimum sicaklik

degeri bagil aktivite (%) cinsinden hesaplandi ve 65°C oldugu gosterildi.
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Sekil 11. AFBGL nin optimum sicaklik grafigi
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Enzimin enzimatik reaksiyonlarinda hangi tamponda en iyi aktivite sonuglarini
verdigi ve optimum pH araligin1 belirlemek i¢in Tris HCI pH 5,9-9,2, Glisin pH 8,4-10,
Mcilvaine tamponu (disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,), sodyum dihidrojen fosfat
(NaH;PO4) pH 3-8 ile calisildi. Calismada en iyi aktivite sonuglarmni mcilvaine
tamponuyla elde edildigi belirlendi. B-glukozidazin pNPG substrati hidrolize ederek
PNP salivermesi sonucu klorimertik degisimi spektrofotometri dlglimleriyle optimum

pH’nin bagil aktivite (%) cinsinden pH 6,8 oldugu belirlendi.
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Sekil 12. AFBGL ninoptimum pH grafigi

Enzim kinetigi c¢alismasmda B-glukozidazin farkli substratlara olan ilgisini
calismak amaciyla her bir substrat farkli konsantrasyon araliklarinda ¢alisildi. pNP-B-D-
cellobioside (pNPC), oNP-B-D-galactopyranoside (0NPG), pNP-B-D-xylopyranoside
(PNPX), pNP-B-D-glucopyranoside (pNPG) gibi farkli ticari substratlarla olan ilgisi
ORIJIN (Orgin Pro version 8,1) programinda Michaelis-Menten egrileri ¢izilerek Kyve

Vmax degerleri hesaplanip literatiir karsilastirmalar1 yapildi.

Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik reaksiyonun
hizinmn, enzim etkisiyle optimal kosullarda belirli siirede iiriine doniistiiriilen substrat
miktarina gore ifadesidir. En ¢ok kullanilan enzim aktivitesi birimi, [U’dir. 1 IU enzim
aktivitesi, optimal kosullarda 1 dakikada 1 pmol substrati: degistiren enzim etkinligini

ifade eder ki bu da 1 saniyede 16,67 nmol substratin iiriine doniistiiriilmesine karsiliktir.
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PNPG substrat1 ile yapilan c¢alismada substrat miktar1 400 uM olarak belirlendi.
Enzimin Vimax degeri 5,13 x 10° pmol/dak/mg protein ve Ky degeri ise 0,42231 mM

olarak belirlendi.

m  (kd/lomp) etin-
Hill Fit of -nite
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Sekil 13. p-NPG substratmin K, Ve Vpax degerlerinin  bulunmasinda
kullanilanMichaelis-Menten egrisi

PNP-B-D-cellobioside substrati kullanilarak yapilan aktivite calismasinda da farkh
konsantrasyonlardaki substrat miktarlar1 reaksiyona sokulan substratin mikroplate
okuyucudaki degerleri kullanilarak Michaelis-Menten egrisi ¢izildi ve Ky Ve Vmax
degerleri hesaplanip literatiir karsilastirmalar1 yapildi. Calisma sonucunda enzimin Vpax

degeri 0,0069 umol/dak/mg protein ve Kn, degeri ise 0,1882mM olarak belirlendi.
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Sekil 14. pNP-B-D-cellobioside substratinin Ky ve Vpax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Michaelis-Menten egrisi

Ayni1 kosullar altinda farkli konsantrasyonlarda ¢alisan pNP-B-D-xylopyranoside
substratinda ise enzimin Vpaxdegeri 0,01002umol/dak/mg protein, Ky 11,96449 mM

olarak hesaplandi.
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Sekil 15. pNP-B-D-xylopyranoside substratinin Ky Ve Vimax degerlerinin bulunmasinda
kullanilan Michaelis-Menten egrisi
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ONP-B-D-galactopyranoside substrati ile yapilan enzim aktivitesi ¢aligmasinda ise

Viax 0,05887 pmol/dak/mg proteindegeri Ky0,1338317 mM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 16. ONP-B-D-galactopyranoside substratinin K, Ve Vmax degerlerinin
bulunmasinda kullanilan Michaelis-Menten egrisi

Metal iyonlarmin B-glukosidaz aktivitesi iizerine olan ¢alismada KCI, CuCly,,
FeCl,, MnCl,, MgCl,, ZnCl, ve AICI; gibi metaller kullanmildi. 0,1-10 mM
konsantrasyonlarinda ve enzimin optimum pH 6,8 ve optimum sicaklik olan 65°C’deki
deneylerde metallerin aktator ve inhibitor ilgilerine bakildi. Sonuclar bagil aktivite (%)
cinsinden hesaplanarak 0,5 mM MgCl,’lin aktiviteyi 1,6 kat arttirdigi tespit edildi.

Calisilan diger metallerin ise B-glukosidaz iizerinde inhibitor etki gésterdigi belirlendi.
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Sekil 17. Cesitli metallerinAFBGL {izerindeki inhibitor ve aktivator etkilerini gosteren
grafik

Cesitli kimyasallar kullanilarak enzimin aktivasyonu iizerine olan etkileri
belirlemek i¢in farkli konsantrasyon ve enzimin optimum sartlarinda hazirlanan enzim

reaksiyonu sonucunda inhibitor etkileri gozlendi.

TritonX-100, EDTA, 2-propanol, DTT,BME, etanol, 2-biitanol gibi kimyasallarin
kullanimi sonucunda 2-propanol’iin aktiviteyi % 15 oraninda % 100 inhibe ederken
etanol % 30 oraninda % 100, 2-biitanol %10 oraninda % 100, BME % 20 oraninda %
100, TritonX-100 % 20 oraninda % 95, DTT 100 mM’da % 100 ve EDTA 150 mM’da
% 100’lik bir inhibisyona sebeb oldugu saptandi.
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Sekil 18. 2-propanol’iin AFBGL aktivitesi iizerine etkisini gosteren bagil aktivite

grafigi
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Sekil 19. Etanol’iin AFBGL aktivitesi tizerine etkisini gosteren bagil aktivite grafigi

2-biitanol
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Sekil 20. 2-biitanol’tin AFBGL aktivitesi lizerine etkisini gosteren bagil aktivite grafigi
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Sekil 21. BME’iin AFBGL aktivitesi lizerine etkisini gosteren bagil aktivite grafigi
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Sekil 22. TritonX-100’tin AFBGL aktivitesi iizerine etkisini gOsteren bagil aktivite

Sekil 23. DTT nin AFBGL aktivitesi tizerine etkisini gdsteren bagil aktivite grafigi
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Sekil 24. EDTA’nin AFBGL aktivitesi tizerine etkisini gosteren bagil aktivite grafigi



4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu ¢alismada Anoxybacillus flavithermus WK1 bakterisinden -glukozidaz varlig
tespit edildi ve PZR ile ¢ogaltilan gen bolgesi klonlama vektoriine aktarilip rekombinant
plazmit elde edildi. Ni*-NTA kolon kromotografisi ile saflastirild1 ve saflastirilan enzim
biyokimyasal olarak karakterize edildi. Elde edilen veriler diger ¢alismalardaki -

glukozidazlar ile karsilastirildi.

Saflagtirilan AFBGL’nin SDS jel elektroforezi yapildi (Sekil 9). Yapilan
elektroforez sonrasi proteinin protein lader ile karsilastirilmasida yapilarak 53 kDa
agirhgmda ve 461 amino asit oldugu bulunmustur. LiteratiirdeSinmif 1 B-Glukosidaz
enzimlerinin monomerleri SDS PAGE’de 55-65 kDa araliginda oldugu tespit edildi.
Belirlenen bu monomerlerin polipeptid uzunluklar1 447 aminoasitten (Bacillus

polymixia’da oldugu gibi) 527 aminoasite kadar degisebilmektedir (Kara, 2010).

Anoxybacillus flavithermus’da B-glukozidaz aktivitesini ortaya koyan en yiiksek
aktiviteye pNPG varliginda ulasilmistir. Bundan sonraki kararkterizasyon ¢aligmasinda
substrat olarak pNPG kullanildi. Thermotoga nepolitana’da saflastirilan B-glukozidaz
aktivitesini tespit etmek i¢in pPNPG substrat1 kullanilmistir (Park vd.,2005). Yine ayni
sekilde Sulfolobus shibatae’den saflastirilan B-glukozidaz aktivitesi tespiti i¢in (Na-
Young., 2007) ve Bacillus halodurans’dan saflastirilan B-glukozidaz aktivitesi i¢in (Naz
vd., 2010) substrat olarak pNPG kullanildig1 goriilmektedir.

Saflastirilan B-glukozidaz enziminin pH’ya bagimliligiincelendiginde, optimum
pH degerinin 6,8 Mcilvaine tamponunda oldugu tespit edildi (Sekil 12). Thermoascus
aurantiacus’dan saflastirilan B-glukozidazinin 70°C’de optimum pH 5,2 degeri
gozlenmistir (Parry, 2001). pH 3,0-7,0 arasindaki pH degerleri bir¢ok p-glukozidaz igin
benzerdir. Farklicaligmalarda B-glukozidazlarin sahip oldugu optimum pH degerleri,
B.subtilisi¢in 6,0 (Kuo vd., 2008), Pectobacterium carotovorumigin maksimum ph 7,0
(An vd., 2004), Thermus thermophilus i¢in maximum pH 6,5-7,0 ve pH 8,4’de ise
enzimin inhibisyonu (Dion., 1999), Pyrococcus furiosus i¢in pH 5,0 (Kengen vd., 1993)

olarak tespit edilmistir. Farkli organizmalardaki B-glukozidazlarin pH’sina bakildiginda
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sahip oldugu optimum pH degerleri, C. borealis i¢in 3,0 (Demirkan, 2009), Fomitopsis
palustris i¢in 4,5 (Yoon vd., 2008), Aspergillus oryzae sp. 100 igin 5,0 (Zhang vd.,
2007), Volvariella volvazea i¢in 6,4 (Li vd., 2005) olarak tespit edilmistir.

AFBGL’mnoptimum sicakligmibelirlemek amaciyla yapilan denemelerde optimum
sicakhigin  65°C oldugu tespitedildi. Ayni sekilde Thermoanaerobacter brockii
bakterisinden saflastirilan pB-glukozidazinin optimum sicakliligit 60-75°C arasinda
(Breves vd., 1997), Microbispora bispora’da 60°C (Wright vd., 1992), Bacillus
circulans sub sp alkalophilus’da 50-55°C (Paavilainen vd., 1993), Thermotoga
maritima’da ise 90°C (Gabelsberger ve ark., 1993) oldugu gosterildi. Farkli
organizmalarda yapilan ¢alismalarda; Penicillium pinophilum i¢in optimum sicaklik
32°C (Joo vd., 2010), Pichia pastoris i¢in optimum sicaklik 40°C (Turan ve Zheng,
205),L. flaccida i¢in optimum sicaklik 60°C (Elvan,2009) olarak bulundu. Ayrica
termofilik organizma tiirlerinin optimum sicakliklar1 incelendiginde 60-90°C arasinda
farklisicaklik kismi olarak saflastirilan B-glukozidazinin optimum sicakliginin bu

verilerlekarsilastirildiginda uygun bir degere sahip oldugu séylenebilir.

B-glukozidaz aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile degisimini incelemek amaci
ile daha Onceden belirlenen optimum sartlarda, farkli substrat konsantrasyonlari
kullanilarak reaksiyonlar gergeklestirildi. B-glukozidaz aktivitesi igin 6 mM-10 uM
araliginda pNPG substrat kullanildi. pNPG varliginda gerceklestirilen aktivite
tayinlerinden elde edilen degerler kullanilarak c¢izilen Michaelis Menten egrisinden
Viaks Ve Kn degerleri sirasiyla 5,13 X 10° umol/dak/mg protein ve 0,42231 mM olarak
bulundu. Pectobacterium carotovorum’dan saflastirilan B-glukozidaz igin Viaks Ve Kn
degerleri sirasiyla 35 pmol/dak-1/mg protein ve 0,25 mM olarak bulunmustur (An,
2004). C. borealis’den saflastirilan B-glukozidaz i¢in Vmas Ve Ky degerleri sirasiyla
72,46 U/mg ve 8,98 mM olarak bulunmustur (Demirkan, 2009). BRENDA ve diger
literatiirlere gore Kp, 0,006 (Penicillum decumbens)-68 mM (Neosartorya ficheri)
arasindadir. Enzimin Vs degeri ise 3x10° (Chilo suppressaslis) ve 1,9x10°
(Thermoascus aurantiacus) oranla biraz daha yiiksektir.

Enzimin farkli substratlara olan ilgisini ¢aligmak amaciyla pNPC, pNPX ve oNPG
gibi yapay substratlarlada ¢alisildi. Calisma sonucunda enzimin PNPC Vpax degeri
0,0069 pmol/dak/mg protein ve Ky degeri ise 0,1882 mM, pNPX Vpax degeri 0,01002
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umol/dak/mg protein, Ky, 11,96449 mM ve enzimin oNPG substratindaki Vmax degeri
0,05887 umol/dak/mg protein, Ky, ise 0,1338317 mM olarak hesaplandi. Bir enzimin K,
degeri diisiik ise substrat igin yiiksek afiniteye sahiptir. Ciinkii diisiik substrat
konsantrasyonlarinda maksimum hiza ulasmistir. Calismada da K, degerlerine
bakildiginda enzimin ONPG substratindaki Ky, degeri daha diisiik oldugundan enzimin
ONPG substratina baglanma ilgisiyani afinitesi pPNPX ve pNPC’ye gore daha yiiksek
oldugunu soyleyebiliriz. Yapilan c¢alismalarda Bacillus subtilis’de (Kuo vd.,2008)
ONPG ile yapilan substrat deneyinde Ky 1,59 mM, Thermus aurantiacus’da (Parry
vd.,2001) 0,25 mM, Thermus thermophilus’da (Nam vd., 2010) ise ONPG K, degeri
6,05 olarak bulunmustur. Bu c¢aligmalar arasinda Anoxybacillus flavithermus
bakterisinden saflastirilan enzimin K, degerinin bircok degerden daha diisiik olmasi
enzimin ONPG substratina ilgisinin bir¢ok organizmadaki enzimlerden daha fazla

oldugu sonucunu ortaya koymaktadir.

B-glukozidaz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisi incelendi. 0,1 mM ve
10 mM final konsantrasyonlarmda metal iyonlarinin enzimle inkiibe edilerek
aktivitesindeki degisimler belirlendi (Sekil 19). Bu sonuglara goére, p-glukozidaz
aktivitesinin 0,1 mM’dan baslayarak artan mM degerlerinde metal iyonu varhginda
degisik oranlarda azaldig1 gozlendi. 0,5 mM’lik konsantrasyon degerlerinde ise sadece
MgCI’iin mevcudiyetinde aktiviteyi 1,6 kat arttigi, diger metal iyonlar1 mevcudiyetinde

+25

ise azaldig1 tespit edildi. Daha Once yapilan c¢alismalarda da Mg “’nin aktiviteyi
artirdigitespit edildi (An vd.,2004, Kaur vd.,2007). Metal iyonlarifarklikoordinasyon
sayilarmna, olusturduklaribilesiklerde farklikoordinasyon geometrisine ve Lewis asidi
potansiyeline sahip olabilirler. Bu nedenleproteinler karsisinda farkli ligand 6zellikleri
gosterebilirler. Ayrica aktivasyonave inhibisyona sebep olma gibi farkli durumlar, metal

iyonlarinin proteinlerin farkli bolgelerine baglanmalari sonucu enzim yapisini farklh

sekilde etkileyebilmelerinden de kaynaklanabilir (Keskin, 2009).

B-glukozidaz aktivitesi lizerine bazikimyasallarinetkisi incelenmistir. BRENDA
verilerine gore belirlenen elimizde var olan c¢oziicli, deterjan ve diger katkilarin
aktiviteyi inhibe ettigi goriildii. Bu sonuglara gore,B-glukozidaz aktivitesi 1 mM ve 200
mM EDTA varliginda bu konsantrasyon degerlerinde farkli oranlarda inhibe oldugu,
DTT varliginda ise 1 mM-400 mM’daaktivitede 100 mM’dan sonra % 100 inhibisyon
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gerceklestigi goriildii. Etanol kullaniminda ise %30 etonal varliginda tamamen inhibe
oldugu gosterildi. Thermoascus aurantiacus’da % 50 oranindaki etanol
konsantrasyonlarinda inhibisyon varligi tespit edilmis (Parry vd., 2001). Genel olarak
bakildiginda TritonX-100’de Afbgl % 10 daha dayanikli, diger kimyasallarda oldukga
dayaniksiz. Ayrica enzimin pH calismalarinda uygun tamponun belirlenmesi amaciyla
caligilan Tris’in enzimde inhibisyona neden olduguda goriildii. Thermus thermophilus
(Dion vd.,1999) ve Fusobacterium sp (Park vd.,2001) ile yapilan ¢alismalarda da

Tris’in inhibitor etki gosterdigi bulundu.
Sonug olarak, AFBGL’ninpNPG substrativarliginda, optimum pH, sicaklik, metal

iyonlar1 ve bazi kimyasallarin etkisi ve kinetik bazi parametreler acisindan cesitli

organizmalardaki B-glukozidazlarla benzer davranislar gosterdigi belirlendi.
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5. ONERILER

Glinlimiizde enzim katalizli prosesler daha hizli, daha ekonomik, ¢evre dostu,
irin verimi olduk¢a yiiksek ve safsizlik olusumu olduk¢a diisiik oldugundan,
endiistriyel ve klinik uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih
edilmektedir. Giiniimiizde hala degisik organizmalarda mevcut olan enzimleri

inceleyenarastirmalar devam etmektedir.

Seliilozun yenilebilir bir enerji kaynagiolarak 6nemli bir potansiyele sahip olmasi,
seliilaz pargalayic1 enzimler ya da seliilazlar ortaya ¢iktiktan sonra olugsmustur. Pahali
olmayan seliiloz atiklarmin etkili bir sekilde muamelesi ve islenmesi ile ilgili yeni
metotlar gelistirmesi giinlimiizde ekonomik agidan olduk¢a Onemlidir. Seliilazlar

seliilozikbiyokiitlenin etkili bir sekilde islenmesinde kilit role sahiptirler.

Bu c¢alismada Anoxybacillus flavithermus bakterisinde p-glukozidazinin
varhigitespit edilmistir. Saflastirilan enzim biyokimyasal olarak karakterize edilmistir.
Elde edilen veriler diger ¢calismalardaki B-glukozidazlar ile mukayese edilmistir. Ayrica
baz1 yapay substratlarla da enzimin substrat afinitesi ¢alisilmistir. Cesitli metallerle
enzimin inhibitdr aktivator etkilerine bakilmig, farkli kimyasal maddelerlede enzimin

aktivitesi lizerine olan etkileri incelenmistir.

Bundan sonra yapilabilecek olan c¢alismalar, enzimin diger dogal ve yapay
substratlarmin kullanilmasiyla diger substratlara olan afinitesinin belirlenmesi veya
transglikozilasyon aktivitesi ¢alisilabilir. Ayrica enzimlerin siirekli kullanilabilirlik ve
kararlhiliklarin 1artirmanm diger bir yolu da immobilizasyon yontemidir. Bu ydntem
sayesinde, immobilize enzimin 6zelliklerinin ve dolaysiyla kararliliklarmm nasil
degistigi arastirilabilir. Boylece enzimler reaksiyonlarda defalarca kullanilabilecek hale
getirileceginden, endiistriyel a¢idan da oldukga cazip hale geleceklerdir. Bu nedenle,
daha ileri ¢aligmalarda Anoxybacillus flavithermus bakterisindeki B-glukozidazinin

immobilizasyonu da incelenebilir.
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