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OZET

Karbohidrat esteraz 4 ailesi kitin, asetil ksilan ve peptidoglikan gibi polimerik
substratlar1 deasetile ederler. Son zamanlarda bu enzimlerden bazilar1 enzimolojik olarak
karakterize edilmistir. Termofilik bakterilerden ise bu aileye ait enzimlerle yapilmis sinirh
sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu ailenin tim tiiyeleri NodB’ye homolog domain adi
verilen ortak korunmus bir domain igermeleri ile karakterize edilirler.

Termofilik Anoxybacillus flavithermus WK1 bakterisi genom projesi 2008 yilinda
tamamlanmistir. Tiim genom karbonhidrat deasetilaz aday genleri i¢in tarandiginda iki adet
gen belirlenmistir. Bunlardan bir tanesi 762 baz ¢ifti uzunluguna sahiptir ve 253 amino
asitlik bir protein kodlamaktadir. Bu gen, standart PZR primerleri ile ¢cogaltilarak histidin
kuyruk igerecek sekilde pET-15b ekspresyon vektoriiniin Ndel bolgesine klonlandi.
Rekombinant plazmit E. coli (Escherichia coli) BL21 (DE3)pLysS ekspresyon hiicrelerine
transforme edilerek ekspres edildi. Rekombinant protein Ni-afinite kromotografisi
kullanilarak saflagtirildi ve safligit Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile belirlendi. Enzim aktivitesi i¢in substrat olarak a-naftil asetat kullanildi ve
aktivite SDS-PAGE’de Fast Red boyamasi ile gosterildi. AFCDA proteininin biyokimyasal
ozellikleri spektrofotometrik yontemle kromojenik substrat olarak p-nitrofenil asetat
kullanilarak belirlendi. Optimum aktivite gosterdigi sicaklik 50 °C ve optimum pH degeri
7,5 olarak belirlendi. Kinetik karakterizasyon ¢alismalar substrat olarak p-nitrofenil asetat
kullanilarak arastirildi ve Ky degeri 4,33 puM, Vmax degeri ise 3333,33 U/mg olarak
hesaplandi.

Anoxybacillus flavithermus WK1 geninin niikleotid ve aminoasit dizilimi
kullanilarak diger tiirlerle olan akrabalik dereceleri incelendi. Filogenetik dendogramda A.
flavithermus WK1 bakterisinin diger Bacillus tiirlerinden agikga ayrildigi gézlendi. afcda
geni aminoasit sirasi, CE-4 ailesinin bilinen iiyelerinin aminoasit siralar1 karsilastirilarak
ClustalW programi ile korunmus motifleri bulmak i¢in kullanildi. Toplam bes motiften
dordiiniin korunmus oldugu ve motif 2’nin ise tamamen farkli oldugu belirlendi.

Anoxybacillus flavithermus WK1 AfCDA enziminin her hangi bir metal iyonuna

bagimli olmadan aktivite gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kitin deasetilaz, asetil ksilan esteraz, Anoxybacillus flavithermus
WK1, Klonlama, Ekspresyon, Biyokimyasal karakterizasyon.
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SUMMARY

Cloning, Expression, Purification and Enzymatic Characterization of afcda
Gene From Anoxybacillus flavitheermus WK1

Family 4 carbohydrate esterases deacetylate polymeric carbohydrate substrates such
as chitin, acetyl xylan and peptidoglycan. Although some of these enzymes have recently
been enzymologically characterized, they have been limited number of study thermophilic
bacteria. All members of this enzyme family have a characteristic homolog domain into
NodB.

The genome project of Anoxybacillus flavithermus WK1 was determined in 2008.
When the all genome was screened for carbohydrate deacetylase gene, two genes were
determined as candidate. One of these genes is 762 bp long and encodes a protein of 252
aminoacids in length. This gene was amplified by standard PCR to clone into Ndel site of
PET-15b expression vector to express with six histidine residues. Recombinant plasmid
was transformed into E. coli (Escherichia coli) BL21 (DE3)pLysS cell and expressed. The
recombinant protein was purified by nickel affinity chromatography and its purity was
visualized on SDS-PAGE. Activity of recombinant enzyme was shown on SDS-PAGE by
using a-naphtyl acetate as a substrate and Fast Red. The enzyme was characterized by
spectrophotometrically using chromogenic substrate-p-nitrophenyl acetate. Optimum
temperature and pH were determined 50 °C and 7,5 respectively. Ky, and Vmax Were
determined 4,33 pM and 3333,33 U/mg respectively.

Phylogenetic similarity of Anoxybacillus flavithermus WK1 to other species was
investigated by using nucleotide and amino acids sequences. Phylogenetic dendogram
clearly demonstrated that Anoxybacillus flavithermus WK1 is different from the other
species. afcda gene aminoacid sequences were used to find conserved motifs with
comparison of other known members of CE-4 family. Five conserved motifs were
investigated and all motifs were found as conserved except motif 2.

It was shown that the AfTCDA enzyme from Anoxybacillus flavithermus WK1 does

not need any metal ions to show activity.

Key Words: Chitin deasetylase, Acetyl xylan esterase, Anoxybacillus flavithermusWK1,

Cloning, Expression, Biochemical characterization
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SEMBOLLER ve KISALTMALAR
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Afla Anoxybacillus flavithermus WK1
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PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

X



pl

RE

SDS

[S]

sn

Taq
TEMED
Tris
NaH,PQO,4-2H,0
Na2HPO,
oD

Protein {zoelektrik Noktas1
Restriksiyon enzimi

Sodyum Dodesil Siilfat

Substrat Derisimi

Saniye

Thermus aquaticus
Tetrametiletilendiamid
Tris(hidroksimetil)aminometan
Sodyumdihidrojen fosfat.dihidrat
Disodyumhidrojen fosfat

Optic Density (Optik yogunluk)

Xl



1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. GIRIS

Karbonhidratlar biyolojik sistemlerde 6nemli rol oynayan organik bilesiklerdir.
Karbonhidrat metabolizmasi tiim yasam formlar1 i¢in kritik 6nemdedir ve bu nedenle
sekerlerin doniistimlerini etkileyen enzimler tiim canli organizmalarda zorunlu olarak
bulunur. ki seker ya da bir sekerle baska bir grup arasindaki enzimatik olusum ve yikim
serbest seker olusturan hidroliz olay1 ile meydana gelir.

Glikoprotein, glikoipid ve polisakkarit formundaki karbonhidratlar hiicre fizyolojisi
ve mikroorganizmalarin, bitkilerin ve hayvanlarin gelisiminde de temel role sahiptirler.
Karbonhidrat metabolizmasi tizerinde aktif enzimler glikokonjugatlar, oligosakkaritler ve
polisakkaritlerdeki glikozidik baglar1 kesen ve yapan, dogada yapisal olarak en g¢ok
cesitlilik gosteren substratlar {izerinde etkili olan bir grup enzimi kapsarlar. Bu
karbonhidrat aktif enzimler aminoasit dizi benzerligine dayali olarak birka¢ aileye
ayrilmiglardir (Coutinho ve Henrissat, 1999). CAZy veri tabani tarafinda ortaya konan
(URL-1) karbonhidrat aktif enzimleri dizi benzerligine dayali bu siiflandirma, genom dizi
analizi sirasinda, agik okuma gergevelerinin (ORF) genel islevlerinin tahmini, katlanma ve
mekanizmalar1 gibi konularda tam bir bilgi vermede yeterli bir ara¢ saglamaktadir (Davies
vd., 2005).

Glikozid baglarinin olusumunda, modifikasyonunda ve kirllmasinda pek ¢ok enzim
etkilidir. Karbonhidrat aktif enzimler, enzimin ftizerine eklenmis katalitk olmayan bir
modiille beraber modiiler bir yap1 gosterdiklerinden, CAZy veri tabani karbonhidrat
mekanizmasinda etkili enzimleri iki modil seklinde tanimlar. Bunlardan ilki
glikokonjugatlar, oligosakkaritler ve polisakkaritlerin kirilmasini, biyosentez ve/veya
modifikasyonlarin1 katalize eden katalitik modiil yani enzimlerdir. Digeri ise katalitik
modiile bagli oldugu bulunan birlesmis (ortak) modiildiir. Bu tanimlamalara gore katalitik
modiiller; Glikozid hidrolazlar (GH), glikoziltransferazlar (GT), polisakkarit liyazlar (PL)
ve karbonhidrat esterazlar (CE) olarak dort aileye ayrilmistir. Katalitik modiile bagli olan
ve karbonhidrata baglanan birlesmis modiil ise karbonhidrat baglanma modiilii
(Carbohydrate Binding Module - CBM) olarak tanimlanir (Davies vd., 2005).

Glikozid Hidrolazlar (GH); glikozidaz ve transglikozidazlart igerirler (Henrissat,
1991; Henrissat ve Bairoch, 1993; Henrissat ve Bairoch, 1996).

1
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Sekil 1. Karbonhidrat metabolizmasi tizerinde aktif enzimler. Glikozid hidrolazlar;
glikozidik baglarin hidrolizinden sorumludur. Glikoziltransferazlar; seker
vericilerinden tiireyen enerjiyi kullanarak glikozidik bag sentezini yiiriitiirler.
Karbonhidrat esterazlar/deasetilazlar; asetilenmis sekerlerin -O ve -N
asetilasyonunu gergeklestirirler ve polisakkart liyazlar; tironik asit glikozidleri
iizerinde f-eleminasyon reaksiyonlarini katalize ederler (Davies vd., 2005).

Disakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritler izerinde etkili tartismasiz en iyi
karakterize edilmis enzimlerdir (Davies vd., 2005). Bu enzimler glikozidik baglarin
hidrolizi velveya transglikolizasyonundan sorumlu 113 protein ailesinden meydana
gelmektedir. GH kodlayan genler, CAZy’de smiflandirilan enzimlerin  biiyiik
cogunlugunun -neredeyse yarisimin (yaklasik %47’s1)- genomuna iligkin olarak
verilmektedir. Biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalardaki yaygin éneminden dolayi
GH’lar giiniimiizde simdiye kadar CAZy veri tabaninda sunulan enzim gruplart igerisinde
en iyi sekilde karakterize edilmis enzimleri olustururlar (Cantarel vd., 2009).

Glikoziltransferazlar (GT); fosfo-aktive olmus verici bir sekerin uygun bir aliciya
(baska bir sekere, lipide, proteine veya kiiciik bir molekiile) transferini katalize ederler.
(Davies vd., 2005). CAZy’de dizi benzerligine dayal1 90’dan fazla aile olusturan ve hemen
hemen her organizmada bulunan enzimleri olustururlar (Cantarel vd., 2009).

Polisakkarit Liyazlar (PL); p-eliminasyon mekanizmasi kullanarak polisakkarit
igeren lronik asitteki glikozidik baglar1 keserler (Yip vd., 2006). CAZy’de 19 aile ile
temsil edilirler (Coutinho ve Henrissat, 1999). Pek ¢cok PL biyoteknolojik ve biyomedikal

uygulama alanlarina sahiptir ve az sayida olmalarmma ragmen CAZy veri tabaninda
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kimyasal olarak en yiiksek oranda karakterize edilen drneklerdir.

Karbonhidrat baglanma modiilleri (KBM); kendiliginden katlanan ve islevsel olarak
kendi baglarima hi¢bir enzimatik aktivitesi olmayan ancak yukarida tanimlanan pek ¢ok
enzimin aktivitesini substrat: hedefleyerek ve substrat ile uzun bir etkilesimi tesvik ederek

etkili hale getirdikleri bilinen protein fragmentleridir (Cantarel vd., 2009).

1.2. Karbonhidrat Esterazlar (CE)

Biyolojik olarak bu enzimler karbonhidratlardaki -O (ester) veya -N (asetil)
gruplarmin uzaklastirilmasini katalize ederler, boylece GH’lerin karmasik polisakkaritler
tizerindeki aktivitelerini kolaylastirirlar (Cantarel vd., 2009). Aslinda seker deasetilazlar
daha klasik peptidaz ve esterazlar tarafindan sergilenen benzer katalitik 6zelligi gosterirler.
Gergekte karbonhidrat esterazlarla diger esterazlar arasinda ki 6zgiinliik bariyeri oldukg¢a
disiiktiir, dizi benzerligine dayali siniflandirma biiyiik olasilikla bazi enzimleri
karbonhidrat olmayan esterler ilizerinde de etkili olabilecegi seklinde dahil edebilir
(Cantarel vd., 2009). Ug¢ boyutlu kristalize yapilar1 ortaya konan CE-1 (bakteriyel ferulat
esterazlar), CE-5 (asetil ksilan esterazlar), CE-7 (¢ok fonksiyonlu ve ksilooligosakkarit
deasetilazlar (Vincent vd., 2003), CE-10 ailesinden enzimlerin ¢ogunlugu, ‘85C antijeni’
mikoliltransferaz ve siniflandirilmamis fungal ferulat esterazlar (Hermosa vd., 2004) gibi
yapist bildirilen karbonhidrat esteraz/deasetilaz’ larin biiyiik ¢cogunlugu klasik bir B/o/p
‘serin proteaz’ mekanizmasi kullanirlar (Jenkins vd., 2001). Bu enzimler sekerlerin ‘R’
grubundan ziyade asiti olusturmasiyla da biraz olagandis1 kabul edilebilirler.

Baz1 seker deasetilazlarin yapilari ise hem tek hem de ¢ift metal iyonu katalitik
merkezi ortaya koyarlar. Dikkati ¢eken Ornekler arasinda klasik ¢inko hidrolaz bdolgesi
tizerinde orijinal bir o/ ¢ergevesi sunan CE-11 alesinden LpxC ¢inko-bagimli UDP-3-O-
asetil-N-asetilglukozamin (Whittington vd., 2003; Coggins vd., 2003); tek ¢inkolu CE-14
N-asetil-1-p-myo-inozitil-2-amino-2-deoksi-a-p-glukopirenozid deasetilaz (Maynes vd.,
2003); tyeleri bagka seylerin yaninda peptidoglukan, kitin, rizobiyal Nod faktorii ve
ksilanin deasetilasyonuna katilan ‘NodB homologu’ olarak isimlendirilen CE-4 ailesi
deasetilazlar ve c¢ift metalli {ireaz-benzeri CE-9 ailesi N-asetilglukozamin-6-fosfat
deasetilazlar gosterilebilir (Vincent vd., 2004).

CAZy smiflandirmasi; karbonhidrat esterazlar/deasetilazlar’t 16 farkli aileye
ayirmistir. Bu ailelerden CE4 ailesi Henrissat’in siniflandimasina gore (Coutinho ve

Henrissat, 1999; Coutinho ve Henrissat, 2002) kitin deasetilazlar1 (EC 3.5.1.41), rizobial
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NodB kitooligosakkarit deasetilazlar1 (EC 3.5.1.-) (John vd., 1993), peptidoglikan N-
asetilglikozamin deasetialzlar1 (EC 3.1.1.-) (Psylinakis vd., 2005), asetil ksilan esterazlari
(EC 3.1.1.72) (Taylor vd., 2006), peptidoglukan deasetilazlar1 ( EC 3.1.1.-) (Gilmore vd.,
2004; Vollmer ve Tomasz, 2000) ve ksilanaz A, C, D, E (EC 3.2.1.8) (Zhao vd., 2011b)‘yi
kapsar. Bu ailenin bu bes iiyesi de sirasiyla kitin, NodB faktorii, peptidoglikan ve asetil
ksilan denilen substratlarin, hem N-asetilglikozamin kalintilarinda N-bagli asetil
gruplarinin  (kitin  deasetilazlar, rizobial NodB kitooligosakkarit deasetilazlar ve
peptidoglikan N-asetilglikozamin deasetilazlar) hem de O-asetilksiloz kalintilarinda O-

bagli asetil gruplarinin (asetil ksilan esterazlar ve ksilanaz A, C, D, E) hidrolizini katalize

ederler (Caufrier vd., 2003).

1.3. Karbonhidrat Esteraz 4 Ailesi (CE4)

Karbonhidrat esteraz 4 ailesi asetillenmis poli/oligosakkaritlerin genis bir
kesiminin deasetillenmesini saglarlar (Caufrier vd., 2003) (Sekil 2). Kitin deasetilaz; bir f
(1,4) bagh N-asetilglikozamin polimeri olan kitini, bir fungal hiicre duvari/spor kabugu
bileseni olan kitosana deasetile eder (Kafetzopoulos vd., 1993a; Tokayasu vd., 2000).
NodB; baklagiller ve nitrojen fikse eden bakteriler arasindaki simbiyotik iliskiyi
diizenleyen kitinimsi bir lipopolisakkarit olan Nod faktorlerini deasetile eden rizobial bir
proteindir (Long, 1989; John vd., 1993). Asetil ksilan esterazlar; bitki hiicre duvarmin
anahtar bir bileseni olan O-asetillenmis ksilanin deasetillenmesini saglarlar (Caufrier vd.,
2003). Peptidoglikan deasetilazlar N-asetil muramik asit ve N-asetil glikozamin
birimlerinin bakteriyal peptidoglikanlarda tekrarlayan di-sekerlerini de-N-asetillerler
(Vollmer ve Tomasz, 2000; Fukushima vd., 2002). Bu enzimlerin hepsi birtakim korunmus
aspartik asit ve histidin birimleri igeren birka¢ dizi motifini paylasirlar.

CE-4 esterazlarin dizi karsilagtirmalar1 sayesinde bu enzimlerin “polisakkarit
deasetilaz domaini” (Psylinakis vd., 2005) veya “NodB homologu domain” denilen
korunmus bir katalitik c¢ekirdek icerdikleri ortaya konmustur. (Kafetzopoulos vd., 19934,
Caufrier vd., 2003). NodB proteinleri, Nod faktorleri denilen bakteriyal nodulasyon
sinyallerinin biyosentezi i¢in elzem olan kitooligosakkarit deasetilazlardir (Denarie vd.,
1996) ve baklamsi bitkilerle simbiyotik iliskiyi diizenleyen bakteriyal sinyal molekiilleri
olan Nod faktorlerinin sentezinde GIcNAc birimlerini deasetile eden CE-4 ailesinden
detayli sekilde tanimlanan ilk enzimleridir (Long, 1989). Degisik rizobial tiirlerden Nod

faktorleri ortak bir temel yap1 paylasirlar: hepsi indirgen olmayan ug¢ biriminde bulunan bir
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N-acil ile yer degistirmis N-asetilglikozamin oligomerleridir. Bu N-agil yer degistirmeleri,
N-asetilglikozamin olgomerlerinin konak bitkide herhangi bir nodulasyona 6zel yanit
olusturmada basarisiz olmalarindan dolayi tiim Nod faktorlerinin biyolojik aktiviteleri igin
gereklidir. NodB proteinleri N-asetil gruplarin1 N-asetilglikozamin oligomerlerinin indirgen
olmayan u¢ terminal biriminden &zel bir sekilde uzaklastirir. Boylece siradaki N-
acilasyonu icin gerekli olan serbest amino gruplarimi saglarlar (Jhon vd., 1993).
Cellulomonas fumi ve Clostridium thermocellum ksilanazlarinda bulunan NodB homologu
domainin fonksiyonel oldugu, ksilana karsi deasetilaz aktivite sergiledigi ve bdylece
asetillenmis ksilanin ksilanazlar tarafindan yeterli sekilde hidrolizine katkida bulundugu
bulunmustur (Laurie vd., 1997; Fernandes vd., 1999).

CE-4 ailesi enzimleri, ¢arpik bir silindirik (o/B)s katlanmasina sahiptirler
(Oberbarnscheidt vd., 2007). CE4 1000’in tizerinde a¢ik okuma ¢ergevesi ile karbonhidrat
esterazlarin gelmis gegmis en genis ailesidir (Oberbarnscheidt vd., 2007). Bu aile {iyeleri
sadece genisliginden dolay1r degil ayn1 zamanda c¢ogu lyesinin metal iyonu bagimli
olmasindan dolay1 da dikkat ¢ekicidir. Dahas1 CE4 ailesi; hem, asetil ksilan esteraz gibi,
Klasik de-O- asetilaz aktivitesi hem de aymi zamanda kitin (Hekmat vd., 2003),
kitooligosakkarit rizobial Nod-faktorleri ve peptidoglikani (Psylinakis vd., 2005; Blair
2005) icine alan cesitli N-asetilglikozamin temelli substratlarin degradasyonuna ve/veya
yeniden bi¢imlendirilmesine katilan “NodB siiperailesi” gibi de-N-asetilaz aktivitesine
sahip tiyeleri kapsar (Taylor vd., 2006) (Sekil 3). Bu enzimlerin aktivitelerinin divalent
katyonu eklenmesiyle arttigina dair birkag¢ calisma olmakla beraber (Martinou vd., 2002;
Caufrier vd., 2003), higbir metal iyonu ilavesi olmaksizin tam bir aktiviteyi ortaya koyan
(Hekmat vd., 2003) baska calismalar da mevcuttur (Blair vd., 2005). Metal iyonu bagiml
olanlarin bir ¢cogu Zn*? hidrolazda gozlendigi gibi tek divalent (tipik olarak Zn*? veya Co*?)
metal iyonu aktif merkezine sahiptirler (Hernick vd., 2005). Metal iyonu; metal iyonu
koordinasyonunu tamamlayan iki histidin ve bir aspartik asit ile su i¢in Lewis asiti
niikleofilik atak destegi yapmaktadir (Taylor vd., 2006).

CE-4 ailesinden ilk kez detayli yapis1 ortaya konan enzim NodB proteinidir. Gram-
pozitif bakteri genomlarinda, muhtemel polisakkarit deasetilazlar1 kodlayan ¢ok sayida
acik okuma gergevesi tanimlanmistir (Psylinakis vd., 2005). Bacillus cereus ATCC 14579
genomunun analizi 11 polisakkarit deasetilaz homologunun varligini ortaya koymaktadir

(Ivanova vd., 2003).
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Sekil 2. CE-4 ailesi tarafindan taninan substratlar ve gergeklestirilen reaksiyonlar (Caufrier
vd., 2003)

1.4. Kitin Polisakkariti

Kitin ve kitosan polimerik zincirleri; kitin i¢in GIcNAc veya kitosan i¢in GlcN
tiniteleri agirlikli olmak iizere, f-(1,4) glikozidik baglariyla bagli N-asetil-p-glukozamin
(GIcNAC) ve p- glukozamin (GlcN) {initelerinden olusan ortak polimerlerdir. Kitin uzun
zaman kullanilmamis bir dogal kaynakken, son yillarda essiz biyolojik
bozunabilirlikleri, biyolojik geri doniisebilirlikleri, biyolojik uyumluluklari, fizyolojik
stabilite ve hidrofilik karakterlerinden 6tiirii kitosan ve kitooligosakkaritlere (COS) olan
ilgi artmistir. Bu 6zelliklere dayanarak kitosan ve COS’e tarim, kozmetik, su aritma,
gida sanayi, farmosdtik ve tibbi biyoloji gibi ¢esitli sahalarda genis ve artan bir sekilde
basvurulmaktadir. Gergekte kitosanin cogu biyolojik aktivitesi polimerin molekiiler
biiyiikliigiinii tanimlayan polimerizasyon derecesine (PD), yiik yogunlugunu tanimlayan
asetilasyon derecesine (AD) ve kitosan i¢indeki GlcNAc ve GIcN paymni tanimlayan
asetilasyon motifine (AM) dayanmaktadir (Zhao vd., 2011D).

Kitin; seliiloza benzer sekilde p-(1-4)-bagiyla bagli N-asetil-p-glukozamin
tinitelerinden olusan, selillozdan sonra en c¢ok bulunan, kolayca elde edilebilir ve

yenilenebilir dogal bir homopolimerdir (Tsigos vd., 2000). Bu polimeri Henri Braccanot
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1811°de fungal tiirler olan Agaricus, Hydnum ve Boletus’da kesfetmis ve “Fungin” olarak
isimlendirmistir. Odier ise 1823’te bu polimeri bocek kiitikulunda bulmus ve Yunanca
gomlek/zarf anlamina gelen “Kitin” adimi vermistir. Dogada her yi1l 10 gigaton kitin
sentezlenmekte ve degrade edilmektedir (Ghormade vd., 2010). Pek ¢ok omurgasiz
hayvanin dis iskeletinde veya kiitikulasinda ve ¢ogu fungusun hiicre duvarinda ortak olarak
bulunur (Austin vd., 1981). Yiiksek diizeyde kristalize yapisindan dolayr kitin sulu
¢ozeltilerde ve organik ¢oziiciilerde ¢6ziilebilir degildir (Hirano, 1996). Kitinin kolayca
¢oOziinebilir olmamasi endiistriyel uygulamalarin1 kisitlamaktadir (Kurita, 1986). Kitin
polimeri %0,9 asetilasyon derecesi, %7 azot igerigi gosterir ve azot/karbon orani 0.146’dir
(Deshpande, 2005).

Kitinin deasetile olmus formuna “kitosan” denir (Sekil 4 ve 5) ve kitosan Kitine
kiyasla daha kolay ¢oziinebilir. Kitosanin asetilasyon derecesi % 0,4’ten daha az ve
nitrojen igerigi %7°dir (Patil vd., 2000). Kitosan dogal olarak olusan ve kitinin N-
deasetilasyonu ile elde edilen polikatyonik bir biyopolimerdir. Kitosan adi 6zgilin bir
sekilde tanimlanan bir igerikten ziyade asetillenmis iinitelerin ¢esitli kisimlariyla beraber
bulunan bir ortak polimer ailesini ifade eder (Tsigos vd., 2000).

Kitosan; biyolojik olarak degrade edilebilir, hayvanlar igin toksik olmayan, asitli
¢ozeltilerde ¢oziinebilir, cesitli fiziksel formlar1 bulunan ve kitinden daha kolay islenebilir
bir polimerdir (Hirano, 1996; Dodane ve Vilivalam, 1998). Bu nedenle kitosan pek ¢ok
endiistriyel uygulama igin biiyiik potansiyeli olan 6zellikler sunmaktadir (Tsigos vd., 2000).
Bugiin biiylik ¢ogunlugu Japonya’da bulunan birkag sirket karides ve yengec
kabuklarindan her yi1l 100 milyar tondan fazla kitosan liretmektedir. Baslica uygulama
alanlar1 arasinda su aritma, biyomedikal uygulamalar (yara kapatma ve yapay deriyi i¢ine
alan) ve kisisel bakim {iriinleri yer almaktadir (Hirano, 1996; Koide, 1998). Bunlara ek
olarak kitin ve kitosan oligomerleri de dikkate deger oOlciide ilgi ¢ekmektedir. Ciinkii
bunlarin antitiimor ve antimikrobiyal aktivite gibi, belirli ilging fizyolojik aktiviteler
(Shahidi vd., 1999; Shigemasa ve Minami, 1996), ve bitkiler i¢in uyarici aktivite
sergiledikleri bildirilmistir (Shahidi vd., 1999). Dahasi1 kitin ve kitosan oligomerleri sulu
cozeltilerde ¢Ozilinebilir ve c¢esitli analitik islemlerle kolayca karakterize edilebilirler.
Bugiin ticari olarak kitosan, yiiksek sicakliklarda konsantre NaOH veya KOH (%40-50)‘in
kullanildig1 heterojen bir islemle yogun termokimyasal siirecler yoluyla iiretilmektedir. Bu
stire¢ cevresel olarak gilivenli olmayan ve kolayca kontrol edilemeyen, ¢ok genis ve

heterojen ¢esitlilikte {irlinlerin olusumuna neden olmak gibi farkli kimyasal prosediirlerin
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¢ogu dezavantajin1 paylasmaktadir (Chang vd., 1997). Benzer olarak kitosan oligomerleri
kitosan polimerlerinin asitle kismen hidrolizi yoluyla hazirlanmaktadir. Spesifik kitosan
oligomerlerinin hazirlanmasinda lizozim ve tri-N-asetilkitotrios tiirevlerinin substrat olarak
kullanildig1 kimyasal enzimatik bir metotda bildirilmistir (Akiyama vd., 1995). Ancak her
iki yontemle meydana gelen iriinler farkli polimerizasyon derecelerinde rastgele
karistirtlmis kitosan oligomerleridir (Tsigos vd., 2000). Kitosan polimer ve oligomerlerinin
hazirlanmasinda kitin deasetilazin kullanimi1 potansiyel olarak tiim bu olumsuzluklarin

cogunun tlistesinden gelebilecek enzimatik bir siireci giindeme getirmektedir.

NHCOCH
HO / o
CH,OH <
2 Asetamido{Asetilamino) grubu
Kitin

Sekil 3. Kitinin kimyasal yapisi. poli-[f-(1,4)-2-amino-2-deoksi-S-p-glukopiranoz]
seklindedir. Kitin ve kitosan polisakkaridleri, kimyasal olarak seliilloza
benzemekle birlikte kendi aralarinda birtakim farkliliklar gdstermektedir.
Seliilozda, ikinci karbon atomuna bagli hidroksil (-OH) grubu bulunurken,
kitinde asetamid (-NHCOCHj3), kitosanda ise amino (-NH,) grubu
bulunmaktadir (Demir ve Seventekin, 2009).

Amino grubu

Kitosan

Sekil 4. Kitinin deasetillenmesi ile elde edilen kitosan

1.5. Kitin Deasetilaz (EC 3.5.1.41)

Kitin deasetilazlar (CDA; EC 3.5.1.41) kitin ve kitosanin N- asetilglukozamin
tinitelerinin asetamido gruplarint hidroliz ederler, boylece glukozamin ve asetik asit
olustururlar (Zhao vd., 2011b). Kitin deasetilaz enzimi CAZy (URL-1) veri tabaninda
tanimlandig1 sekilde karbonhidrat esteraz 4 ailesi (CE-4) iiyelerinden birisidir (Coutinho ve
Henrissat, 1999) Giiniimiize kadar CDA kodlayan genleri belirlenen veya in vitro CDA
aktivitesinin tanimlandigi CDA iireten az sayida mikroorganizma bildirilmistir (Ghormade

vd., 2010). Bunlar arasinda denizel bakteriler, birkag bocek ve ¢esitli funguslar vardir.
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(Zhao vd., 2010). Buna zit olarak ¢ogu gevresel organizma, heniiz kesfedilmemis ancak
biyoteknolojik uygulamalar i¢in essiz Ozellikte CDA’larin bulunmasi yoniinden giiglii
potansiyele sahiptir.

Kitin deasetilaz ilk kez Mucor rouxii ekstraktindan izole edildi (Araki ve Ito, 1975)
ve daha sonra enzimin ham kitini kitosana doniistiirerek hiicre duvar1 sentezine katildigi
bulundu (Davis ve Bartnicki-Garcia 1984). O zamandan bu yana degisik fungilerin
(Mucor rouxii (Kafetzopoulos vd., 1993b), Absida coerulea (Gao vd., 1995) Aspergillus
nidulans, Colletotrichum lindemuthianum gibi) miselyum ekstraktlarindan izole edilerek
kitin deasetilazlarin biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir (Zhao vd., 2010). Bunlarin
arasinda Colletotrichium lindemuthianum kitin deasetilaz1 biyokimyasal 6zelliklerini
(Tokuyasu vd., 1996; Blair vd., 2006), katalitik mekanizmasini (Tokuyasu vd., 2000;
Hekmat 2003) ve biyolojik roliinii (Kauss vd., 1983) icerecek sekilde iizerinde en iyi
calisilmis olamidir. Bir seri kinetik ¢alisma sonucunda C. lindemuthianum’daki Kitin
deasetilazin deasetilasyon modelinin M. rouxii’ninkinden tamamen farkli oldugu
bulunmustur. Boylece islevsel olarak birbirinden farkli enzimlerin anlagilmasina dayanarak
enzimatik deasetilasyon iiriinliniin sadece deasetilasyon derecesinin (DA) degil asetilasyon
modelinin (PA) de kitinin kitin oligomerlerinden kitosana ya da kitosan oligomerlerine
enzimatik doniisiimii sirasinda da kontrol edilebilir ( Zhao vd., 2011b).

Degisik kaynaklara ait CDA’larin aktivite, kararlilik, 6zgilinlik ve verimlilik
yoniinden birbirinden farkli olabilecegi artik bilinmektedir. Degisik kaynaklara ait CDA’lar
kullanilarak iyi tanimlanmis kitooligosakkarit (COS) firiinleri belirlenmis ve karakterize
edilmistir (Zhao, vd. 2011b). Ornek olarak C. lindemuthianum’un CDA’s1 (Tokuyasu vd.,
1997) ve Thermococcus kodakaraensis KOD1 (Tanaka vd., 2004) 6zellikle GlcNAc-
GlcNAc’yi GleN-GIcNAc‘ye doniistiirebilir. Bunun yani sira C. lindemuthianum GIcN-
GlcN’den GIeNAc-GleN’nin enzimatik sentezi i¢in de kullanilabilir (Tokuyasu vd., 1999)
ve T. kodakaraensis KOD1’de ayni sekilde GIcNAc’yi GlcN’ye doniistiirebilir (Tanaka
vd., 2004). M. rouxii ve Absidia corulea CDA’lar1 GlcNAc-GlcNAc’i hicbir sekilde
deasetile edemezken (Gao vd., 1995; Kafetzopoulos vd., 1993a), Vibrio cholerae CDA’s1
ozellikle GIcNAc’yi GIcNAc-GleN’ye doniistiirebilir (Li vd., 2007) .

Tiim bunlarin yanisira yeni CDA’larin kesfi CDA’larin biyolojik roliiniiniin
anlasilmasina yardimci olabilir  (Zhao, vd. 2011b). CDA’larin uygun spor olusumu
(Matsua vd., 2005; 1996; Christodoulidou vd., 1999), hiicre duvar1 biitiinliigii (Baker vd.,

2007) ve olgunlagmamus kitinin kitosana doniisiimii siiresince kendi kendini korumada (EI
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Gueddari vd., 2002; Blair vd., 2006) ihtiya¢ duyulan elzem enzimler olduklar1 biyolojik
olarak dogrulanmistir (Zhao, vd., 2011b).

p H (O+—- . p H OH .
IH,C. o Kitin deasetilaz é :Q o
~CH (EC 35.1.41) L —Cc
"o Bi \__ou| +HO "0 \ 87\ oM | +cHcoom
HO Yo G~ 2 HO-Y5 ,c-.hc - i
NH | I N

L L \C=O H Jn L ~ L{ A

H,¢

Kitin Kitosan Asetik asit

Sekil 5. Kitin deasetilazin katalitik atkisi; kitin kitosan ve asetat olugturmak iizere kitin
deasetilaz enzimi tarafindan desetillenir (Tsigos vd., 2000)

1.5.1. Katalitik Mekanizma

CDA‘larin substrat 6zgiinliikleri ile ilgili degisik uzunlukta ve deasetilasyon
derecesinde farkli substratlarla yapilan pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Ghormade vd., 2010)
ve ¢cogu CDA’nin sadece suda ¢oziilebilir kitin substratlarini tercih ettikleri bulunmustur
(Zhao vd., 2011b). Hatta M. rouxii CDA’sinin ve Streptomyces lividans’mn hem dogal hem
de kesilmis asetil ksilan esterazinin, peptidoglikan substratlar1 iizerinde inaktif
durumdayken; glikol kitin, ksilan, kitin-50 ve (GICNAC),s susbstratlart iizerinde aktif
olduklarimi bildiren Caufrier ve arkadaslar1 tarafindan calisilmis olan segilmis birkag
enzimin substrat Ozgiinliikkleri Karbonhidrat Esteraz 4 ailesi altinda siniflandirilmistir
(Caufrier vd., 2003). Kiyaslandiginda CDA’larin katalitik mekanizmasi {izerine az sayida
bilgi bulunmaktadir. Giincel olarak katalitik mekanizmasi1 iy1 sekilde karakterize edilmis
sadece iki CDA bulunmaktadir (Zhao vd., 2011b). Bunlardan M. rouxii CDA’sinin “goklu
atak”, C. lindemuthianum CDA’sinin ise “¢oklu zincir” mekanizmasina gore etki ettigi

belirlenmistir.

1.5.2. Coklu Atak Mekanizmasi

Coklu atak mekanizmasinda CDA’in kitin zincirine baglanmasini takiben
deasetilasyon gergeklesir ve daha sonra siradaki zincire baglanarak deasetilasyona devam
eder (Sekil 6). Ornek olarak M. Rouxii ‘den CDA’nin etki sekli 6zellikle N-asetillenmis
kitosan (Martinou vd., 1998) ve N-asetilkitooligosakkarit (Tsigos vd., 1999) substratlari

tizerinde ¢alisilmistir. M. rouxii CDA’sinin etki sekli polimerizasyon derecesi ortalama 30
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olan, % 32 oraninda gelisi giizel deasetile olmus suda ¢oziilebilir kitosan substrati tizerinde
arastirilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda ekzo tip enzimin, hem kitosan polimerleri
hem de kitin oligomerleri substratlarinin asetil gruplarini, sirali bir sekilde takip eden
deasetilasyonun ardindan, c¢oklu atak derecesi ii¢ olacak sekilde (Tsigos vd., 2000) baska
bir zincire baglandigi, ¢oklu atak mekanizmasina gore hidroliz ettigi bulunmustur (Sekil
7A.) (Zhao vd., 2011b). Ayni substratta ardarda gelen N-asetil-p-glkozamin birimlerinin
maksimum sayisi ii¢ oldugundan dolay1r bu, enzim tarafindan gerceklestirilebilecek en
yiiksek deasetilasyon miktaridir (Martinou vd., 1998). Aym sekilde M. rouxii CDA’sinin
kitin oligosakkaritleri (DP 2-7) tizerindeki etkisi de ¢alisilmistir (Tsigos vd., 1999). Yapilan
calismada oligomerin uzunlugunun da enzimin etkisi tizerinde etkili oldugu goézlenmistir
(Sekil 6). Enzim sadece deasetilasyon derecesi ikiden daha vyiiksek olan kitin
oligomerlerini etkili sekilde deasetile edebilmekte ve ilk deasetilasyon oligomerin
indirgeyici olmayan ug biriminde gerceklesmektedir. ilave olarak deasetilasyonun kapsami
substratin uzunluguna baghdir. Polimerizasyon derecesi 1-7 arasinda olan Kkitin
oligomerleri test edildiginde (GIcNAc), ve (GIcNAc) tamamen deasetile olurken,
(GIcNAC)3, (GIcNAC)s ve (GICNAC)7‘nin indirgeyici ug birimleri bilinmeyen bir nedenden
dolay1 her zaman saglam kalmaktadir (Tsigos vd., 1999) (Sekil 6). Tetra-N-asetilkitotetraoz
ve penta-N-asetilkitopentoz enzim tarafindan tamamen deasetile edilirken, tri-N-
asetilkitotrioz, heksa-N-asetilkitoheksoz ve hepta-N-asetilkitoheptaoz’da indirgeyici ug
kalintis1 bozulmaz. Dahasi enzim once ikiden fazla polimerizasyon derecesine sahip Kitin
oligomerlerinin tiimiiniin indirgeyici olmayan ucundan bir asetil grubunu uzaklastirir ve
daha sonra ilerleyerek diger asetamido (asetilamino) grubunun hidrolizini katalize eder
(Tsigos vd., 2000). Bu mekanizma enzimin etkinligini polimerik substratlar iizerinde
gosterdigini andirmaktadir (Martinou vd., 1998). Degisik kaynaklardan kitin deasetilazlar,
kitin substratlart {izerinde farkli enzimatik aktivite modelleri gdstermislerdir. M. rouxii
CDA’smin etki sekli 6zellikle N-asetile olmus kitosan (Martinou vd., 1998) ve N-
asetilkitooligosakkarit (deasetilasyon derecesi 1-7) (Tsigos vd., 1999) substratlar1 tizerinde

caligilmistir.
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Sekil 6. M.rouxii kitin deasetilazinin etki sekli. Mavi kiireler N-asetil-p-glikozamin
birimlerine karsilik gelmektedir. Yesil kiireler deasetile olmus karsiliklaridir (p-
glikozamin). Rakamla gosterilen oklar deasetilasyonun diizenine ve bolgesine
isaret etmektedir. Enzim ilk basta oligomerlerin indirgen olmayan son ug
birimlerinden deasetilasyonu baslatir ve daha sonra kademeli bir diizende bir
sonraki asetilamino grubunun hidrolizini katalize eder. Tetra-N-asetilkitotetraoz
ve penta-N-asetilkitopentaoz tamamen deasetile olurken tri-N-asetilkitotrioz,
heksa-N- asetilkitoheksoz ve hepta-N-asetilkitoheptaoz’da indirgen son ug
birimleri bozulmamis olarak kalir.

1.5.3. Coklu Zincir Mekanizmasi
M. rouxii CDA’s1 ile kiyaslandiginda, C. lindemuthianum’un CDA’s1 ile ilgili daha
genig arastirmalar yapilmistir. M.rouxii CDA’sindan farkli olarak, C. lindemuthianum’un
ekstraselliiler CDA’s1t asetil gruplarini enzimin bir aktif enzim-polimer kompleksi
olusturdugu ve ayrilarak yeni bir aktif kompleks olustrumadan 6nce sadece bir asetil
grubunun hidrolizini katalizledigi, ¢oklu zincir mekanizmasina gore hidroliz etmektedir
(Zhao vd., 2010b). Enzim (GIcNACc); ve (GIcNAC), ‘i tamamen deasetile edebilmekte
ancak (GIcNACc), nin indirgen ug birimi deasetile edilememektedir (Tokuyasu vd., 1997)
Reaksiyon mekanizmasini daha iyi anlayabilmek i¢in enzimin dort alt bolgeye (-2,-
1,0 ve +1) sahip oldugu 6ngoriilmiis (Sekil 7B.) (Zhao vd., 2010b). Enzim doért GlcNAc
biriminin dizisini gili¢lii sekilde tanir ve 0 alt bolgesinde bulunan N-asetil gruplarinin
GIcNAc birimlerini 6zel bir sekilde deasetile eder. Asetilasyon degeri -1 veya +1 alt

bolgelerinin GlcNAc birimi yerine GIcN birimiyle isgal edilmesinden etkilenmezken, dort
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alt bolgeden yalnizca -2, substratin GIcNAc birimlerinin N-asetil gruplarini giiclii sekilde
tanir (Tokuyasu vd., 2000). Substratin indirgen olmayan ucundan indirgen ucuna dogru
GIcNACc birimleriyle etkilesim igindeki dort enzim alt bolgesinin varligi deneysel olarak

dogrulanmistir. Turnover sayist n den bagimsizdir ve 0 alt bolgesindeki asetamido

gruplarinin hidrolizinin gercek sabit oranini verir (Hekmat vd., 2003).

Sekil 7. Sekil A, Gri ve acik daireler GIcNAc ve GlcN’leri temsil etmektedir. Indirgen ug
birimleri X igeren dairelerle gosterilmektedir. Oklar deasetile edilen (GlcNAc)
dizilerine isaret etmektedir. (GIcNAc), M.rouxii kitin deasetilazi tarafindan
indirgen olmayan ug¢ birimlerinden kademeli ¢oklu atak modunda deasetile
edilmektedir. Sekil B, (GIcNAc), C. lindemuthianum kitin deasetilaz1 tarafindan
coklu zincir modunda deasetile edilmektedir. -2, -1, 0, +1 ile temsil edilen dort alt
bolgeden yalnizca 0 katalizden sorumludur.

1.6. CDA Genleri

Kitin deasetilazlar ¢esitli fungus ve bocekten klonlanmis ve karakterize edilmistir
(Shrestha vd., 2004; Tokuyasu vd., 1999; Luschnig vd., 2006; Wang vd., 2006; Yamada
vd., 2008; Toprak vd., 2008; Kafetzopoulos vd., 1993a; Gauthier vd., 2008; Jeraj vd., 2006;

Mishra vd., 1997; Matsuo vd., 2005; Guo vd., 2005; Dixit vd., 2008).
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Enzimler yiiksek derecede homologturlar, dahasi asetil ksilan esterazlar,
ksilanazalar, peptidoglikan deasetilazlar ve Bacillus sp.‘de birkag karakterize edilmemis
acik okuma c¢ercevesinde (ORF) bulunan belirli bir bolge olan, rizobiyal nodulasyon
proteinileri (NodB proteinleri) ile belirgin ve kayda deger bir benzerlikte olan evrensel bir
korunmus bolge sergilerler. Bu korunmus domain NodB homologu domain olarak
adlandirilir ( Tsigos vd. 2000; Coutinhove Henrissat, 1999).

Kitin deasetilaz ailesinin ¢oklu dizi karsilastirmalari, dizinin CE-4 ailesinde
deasetilaz domainini olusturan aktif bolge olan bes iyi korunmus katalitik motif igerdigini
gostermistir (Blair vd. 2006). Bu bes katalitik motif, Strptococcus pneumoniae
peptidoglikan deasetilaz1 ve Streptomyces lividans asetil ksilan esterazi gibi CE-4 ailesinin
diger iiyelerinde de benzer sekilde gbzlenen birkag histidin ve aspartik asit kalintis1 igerir
(Blair vd., 2005).

Motif 1 (TFDD) iki aspartik asit birimi igerir; bir tanesi ¢inko veya kobalt ile
etkilesime girer ve substrattan salinan asetata baglanir. Motif 2 (HSWSHP) metal iyonuna
baglanan iki histidin ve ilmegi dengede tutmak i¢in ikinci histidinle baglanan bir hidrojen
meydana getiren bir serin veya tireonin igerir. Motif 3 (RPPY) aktif bolge yariginin bir
kismini olusturur ve asetata baglanma, ¢inkoya baglanma ya da katalitik aspartat
birimlerini koordine etmeyi igeren farkli rollere sahiptir. Tirosin birimi asetatla birlikte
hidrojen bagina dahil olur ve bu birimin alanine mutasyonu S. pneumoniae peptidoglikan
deasetilazin1 inaktive etmistir. Motif 4 (DSLDW) en kritik birim olan triptofanla birlikte
aktif bole yariginin diger kismini meydana getirir (Zhao vd., 2011b). Motif 5 (GSIVLMH)
asetilin metil grubuna baglanan hidrofobik bir cep meydana getiren bir 16zin ve bir histidin
birimi ile iirlin olan asetatla birlesen bir hidrojen bagi meydana getiren bir histidin icerir
(Blair vd., 2005; Blair vd., 2006).

Blair ve arkadaglari tarafindan CE-4 ailesinin diger iki iiyesi olan S. pneumoniae
peptidoglikan deasetilaz (Blair vd., 2005) ve Bacillus subtilis peptidoglikan deasetilaz ile
karsilastirilarak ilk kez ii¢ boyutlu yapisi tanimlanan kitin deasetilaz C. lindemuthianum
CDA’ dir (Blair 2004). Enzimlerin TIM silindirik yapisina benzer sekilde, (pB/o)s
katlanmas iceren bir {iiinciil yapis1 varsayilmaktadir (Zhao vd., 2011b). lave olarak C.
lindemuthianum kitin deasetilazinin kristal yapisi, diger CE-4 ailesi {iyelerinde de birkag
istisna ile korunmus olan iyi karakterize edilmis bir ¢inko-baglanma motifi (His-His-Asp
ortaya koymaktadir (Blair vd., 2005; Blair vd., 2006). Gozlenen iki tarafi ytiklii zincir ¢ifti,

kofaktor olan ¢inkoyla siki sekilde birlesmis niikleofil olan bir su molekiilii kullanarak
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asit/baz katalizini gerceklestiren korunmus bir Argl42 ile baglh katalitik baz (Asp49) ve
korunmus bir Asp172 ile bagli katalitik asit (His206) ten olusur (Blair vd., 2005).

1.7. Kitin Deasetilaz Aktivitesinin Gosterilmesi

CDA aktivitesini 6l¢mek icin farkli deasetilason derecesine sahip farkli substratlar
kullanilmistir. Bunlar1 glikol kitin, koloidal kitin, toz haline getirilmis kitin, kullanima
hazir siif kitin (BDH), yengeg kitini, Katakura kitini, Sigma-a kitini, kitin CHA-2, y-kitin,
karboksimetil kitin, a-1—3,1—6-N-asetilglikozamin galaktan, N-asetilglikozamin ve
(GIcNAC)2-6 kapsar ( Araki ve Ito, 1975; Hunt vd., 2008; Gauthier vd., 2008; Tokuyasu vd.,
1996; Matsuo vd., 2005).

M. rouxii’de kitin deasetilaz aktivitesinin belirlenmesi igin N-asetil gruplar
radyoaktif isaretlenmis O-hidoksillenmis kitin (glikol kitin) in substrat olarak kullanildig:
radyoaktif bir yontem bildirilmistir ( Araki ve Ito, 1988). Yontem hassas olmasina ragmen
ticari glikol kitinde O-hidroksillenmis gruplarin tiirevlesmesinin derecesinin ve dagiliminin
belirlenmesi ve tiirevlesmenin enzim aktivitesi lizerindeki etkilerinin tayin edilmesi zordu.
Dahas1 bu yontem radyoaktif olarak isaretlenmemis dogal substratlarin deasetilasyon
stirecini gézlemlemede kullanilamazdi (Ghormade vd., 2010). Kauss ve Bausch (Kauss
Bauch, 1988) etilen glikol kitinin NaNO, ile depolimerizasyonu igin nitrik asit ve 3- metil-
2-benzotiazolin hidrazon (MBTH) ve MBTH ile salinan glikozaminin tayinini i¢in
kolorimetrik yontem kullandilar (Ghormade vd., 2010). CDA aktivitesi heksa-N-
asetilkitoheksozdan enzimatik bir yontem olan Bergmayer’in ii¢ ¢iftli enzim reaksiyonu
kullanilarak asetat salinimi ile de 6l¢iildii (Martinou vd., 1995).

CDA‘nm izozimleri PAGE jeldeki enzimlerin etilen glikol iceren jele difiizyonu
ile transferini iceren aktivite boyama yontemiyle tayin edildi (Trudel ve Asselin, 1990).
Dogal (native) PAGE’in bir floresan parlatici (Calcofluor white M2R) kullanilarak
farklilagtirict boyama ile boyanmasi arastirildi. Calcofluor white M2R jele gomiilii olan
kitinden daha ¢ok kitosan ile etkilesime girer ve uzatilmis bir boya giderme isleminden
sonra bile UV altinda daha ¢ok floresan 1s1ma gosterir. Bunun da yani sira, CDA aktivitesi
kitosanin nitrik asit ile depolimerizasyonu sonucu ayni bandi non-floresan hale getirmesi
ile de tespit edilebilir (Ghormade vd., 2010). En son olarak proteinin elektroblotlama ile
transferinin aktivite boyamasi i¢in CDA‘nin kitin igeren jele hizli bir sekilde gecisini
sagladig1 gosterilmistir (Toprak vd., 2008).
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1.8. CDA’larin Biyokimyasal Ozellikleri

Bugiine kadar c¢esitli organizmalardan izole edilen saf kitin deasetilazlarin
molekiiler kiitleleri, optimum pH ve sicakliklari, metal iyonlarinin etkisi ve substrat
Ozgiinliikleri gibi 6zellikleri arastirilmistir.

C. lindemuthianum DSM 63144‘de bulunan CDA ‘m 150 kDa biiyiikligiinde
olmasma ragmen, cogu kitin deasetilazin molekiiler agirliginin 25-80 kDa araliginda
oldugu agikca goriilmiistiir. Daha 6nce bildirilen ¢ogu ktin deasetilazlar glikoproteindirler
ve N-glikozillenmis (% 20-70) formda bulunurlar (Ghormade vd., 2010). Cogunlukla
¢oklu izoformlar halindedirler. Ornegin, bakla pas mantar1 olan Uromyces viciae-fabae ‘de
kitin deasetilazin 12.7 ile 48.1 kDa arasinda degisen bes izoformu iiretilmektedir (Deising
ve Siegrist, 1995). Ancak bugiline kadar kitin deasetilazlarin bu ¢oklu izoformlarinin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamastir.

Yapilan ¢aligsmalara gore ¢ogu ekstraselliiler kitin deasetilazin optimum pH‘s1 notr
ya da 7-12 araliginda alkalidir. Optimum cicaklig1 ise hemen her enzim i¢in 50-60 °C*dir
(Ghormade vd., 2010).

Cufrier vd., M. rouxii ‘den kitin deasetilaz ve S. lividans asetil ksilan esterazinin
hem dogal hemde kesilmis formlari i¢in asetil ksilan, peptidoglikan ve ¢oziinebilir Kitini
substrat olarak denemislerdir. Denenen tiim enzimlerin peptidoglikan iizerinde inaktif iken
asetil ksilan ve ¢oOziinebilir kitin iizerinde aktif oldugu tespit edildi. Bu da kitin
deasetilazlarin sadece kitinin degil asetil ksilanin da {istesinden gelebildigi anlamina gelir
(Caufreir vd., 2003). Bu hem Kkitin deasetilazin hem de asetil ksilan esterazin
peptidoglikan deasetilazdan farkli olan benzer bir katalitik domaine sahip olmalarim
aciklayabilir (Ghormade vd., 2010). Dizi karsilastirmalariyla birlikte en son bildirilen
yapisal analizler bakteriyal S. pneumoniae peptidoglikan deasetilaz ve Bacillus subtilis
peptidoglikan deasetilazinda bulunmayan, N-terminal ve C-terminal sonuna baglanmis bir
distilfit bagmm M. rouxii kitin deasetilaz ve C. lindemuthianum Kkitin deasetilaz ve S.
lividans asetil ksilan esterazda korunmus oldugunu 6ne siirmektedir (Blair vd., 2006; Blair
vd., 2005; Taylor vd., 2006) .

Kitin deasetilazlarin metalloenzim olduklar1 ve katalitik kabiliyetlerinin divalent
katyonlarindan yiiksek derecede etkilendikleri 6ne siiriilmiistiir. Onceki ¢alismalarda kitin
deasetilazin enzim aktivitesinin Zn®* (1 mM), Ca?* (1 mM) ve Co?* (1 mM) varliginda

artabildigi bulunmustur (Kim vd., 2008; Tokuyasu vd., 1996; Yamada vd., 2008). Dahasi,
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N-glikolizasyon S. cerevisiae’den Cda2p‘nin enzim aktivitesinin tamamen kaybedilmesi
ile sonuglanirken, 1 mM Co?" ilavesi ile aktivitenin yenilenebildigi ancak Mg** ve Mn**“in
ayni canlandirict etkilerinin olmadigr kanitlanmistir (Martinou vd., 2002). Benzer sekilde
bir bazidiomiset olan Flammulina velutipes’ de toplam kitin deasetilaz aktivitesi EDTA

2+ ¢

ilavesi ile elimine olurken, Co“" ‘nin (1 mM) es zamanli ilavesi enzim aktivitesini
tamamen yeniden canlandirabildi (Yamada vd., 2008) . Bunula beraber bagka bir ¢alisma
farkli bir agiklama ortaya koymaktadir; kloriir tuzu olarak denenen Co**’nin varliginda
hem M. rouxii kitin deasetilaz1 hem de S. lividans asetil ksilan esterazi tim ¢6ziinebilir
kitinimsi substratlar iizerinde artan bir aktivite sergilerken, ksilan substrat olarak
kullanildiginda artan bir aktivite gdstermezler (Caufrier vd., 2003). Divalent katyonlarinin

kataliz {izerine etkisinin bir yerde denenen substrata bagli oldugu goriiliiyor. Zn** kitin

deasetilazlar i¢in onemli bir metal iyonu oldugu kanitlanmistir (Ghormade vd., 2010).

1.9. Ksilan

Ksilan; bitki hiicrelerinin en temel yapisal polisakkaritidir ve diinya {lizerinde ki
tim yenilenebilir organik karbon kaynaklarinin {igte birini olusturan dogada en cok
bulunan ikinci polisakkarittir (Prade, 1995). Ksilan hemiseliilozun temel yapisal elemanidir.
Hemiseliiloz; ksilan, ksiloglukan, (bir p-ksiloz ve p-glukoz heteropolimeri), glikomannan
(bir p-glukoz ve p-mannoz heteropolimeri), galaktoglikomannan ( p-galaktoz, p-glukoz ve
p-mannoz heteropolimeri) ve arabinogalaktan (bir p-galaktoz ve arabinoz heteropolimeri)
iceren polimerik karbonhidratlardan olusan bir kompleksdir. (Shallom and Shoham, 2003).
Seliiloz (1,4-p-glukan) ve ligninle (polifenolik bilesimli bir kompleks) birlikte bitki hiicre
duvarinin temel polimerik bilsenidir (Kulkarni vd., 1999).

Ksilan tek yillik bitkilerde oldugu gibi (<% 30) angiosperm sert odununda (hiicre
duvar igeriginin %15-30’u), gimnosperm yumusak odununda (%7-10) genis oranlarda
bulunur (Singh, S. 2003). Hayli dallanmis bir heteropolisakkarit kompleksi olan ksilanin
yapist farkli bitki tiirleri arasinda degisim gosterir ve 1,4-bagli-f-p-ksiloprenozil
tinitelerinden olusan homopolimerik omurga zinciri glikopirenozil, 4-O-metil-p-
glikopirenozil, «a-L-arabinofuranozil, asetil, feruloil ve/veya p-kumoroil yan zincir
gruplariyla degisen derecelerde yerdegistirebilir (Singh vd., 2003, Wong vd., 1988; Collins
vd., 2004).

Ksilanlar cesitli bitkilerde kismen asetillenmis bir yapida bulunurlar. Ksilozil

birimlerinin C-2 ve C-3 pozisyonlarinda bulunan asetil gruplan ksilanazlari inhibe ederek
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asetil ksilanin tamamen yikimini muhtemelen sterik olarak engellerler. Bu nedenle asetil
ksilan esteraz ve ksilanazlarin sinerjik etkisi asetil ksilanin tamamen hidrolizi i¢in elzemdir
(Kulkarni vd., 1999).

Sert odun ksilan1 yiiksek derecede asetillenmistir (6r: hus agaci ksilan1 2 mol
ksiloz basina 1 mol’den fazla asetik asit icerir). Bu asetil gruplarinin bulunusu ksilanin

suda kismen ¢oziinebilir olmasindan sorumludur (Beg vd., 2001).

1.9.1. Ksilinolitik Enzimler

Ksilanin karmasik yapisi tamamen hidrolizi i¢in farkli enzimler gerektirir. Endo-
1,4-p-ksilanazlar (1,4-f-p-ksilanohidrolaz, EC 3.2.1.8), ksilan omurgasini rastgele hidroliz
ederek ve 1,4-f-p-ksilozidazlar (1,4-f-p-ksilan ksilohidrolaz EC 3.2.1.37) kiiciik
oligosakkaritleri kirarak depolimerize ederler. Ksilanda bulunan yan gruplar a-L-
arabinofuranosidaz, a-p-glukuronidaz, galaktosidaz ve asetil ksilan esteraz ile serbest hale
gegirilirler (Subramaniyan ve Prema, 2002) (Sekil 8).

Ksilan omurgasindaki i¢ glikozidik baglar1 rastgele kiran (kesen) f-1,4-endo-
ksilanazlar (1,4-f-p-ksilanohidrolaz, EC 3.2.1.8); ksilanin depolimerizasyonu i¢in Kkilit
enzimlerdir (Gilbert ve Hazlewood, 1993).

Ekso-1,4-p-p-ksilozidazlar (EC 3.2.1.37); indirgen olmayan ugtan b-ksiloz
birimlerinin sirasi ile uzakslastirilmasi yoluyla 1,4-f-p-ksilo-oligosakkaritlerin hidrolizini
katalize ederler (Subramaniyan ve Prema, 2002).

a-L-arabinofuranosidazlar (a-L-arabinofuranozid arabinofuranohidrolaz, EC
3.2.1.55); arabinanlar, arabinoksilanlar ve arabinogalaktanlarin indirgen olmayan ug
terminalinde bulunan a-L-arabinofuranozil gruplarint hidroliz eden ekzo-enzimlerdir ve
rabinoksilanlarin tamamen yikimi i¢in gerekli olan, mikrobiyal ksilinolitik sistemin bir
pargasidirlar (Bachmann ve McCarthy, 1991; Lee ve Forsberg, 1987; Greve vd., 1984;
Poutanen, 1988; Saha ve Bothast 1999).

a-p-glukuronidazlar (EC 3.2.1.1); ksiloz iiniteleri ile p-glukoronik asit veya onun
metil eter baglar1 arasindaki a-1,2-glikozidik baglarin hidrolizi i¢in gereklidirler
(Subramaniyan ve Prema, 2002).

Dogal glukuronaksilanin hidrolizi, asetik veya fenolik asit baglarinin
uzaklastirilmasi i¢in esterazlar1 gerektirir. Esterazlar, arabinoz yan zincir iiniteleri ile
ferulik asit (ferulik asit esterazlar, EC 3.1.1.73) ve arabinoz yan zincir {niteleri ile p-

kumarik asit ve ksilozla asetik asit arasindaki baglar1 kirarlar. Ksilandan asetil, ferul ve p-
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kumaril gruplarimin kirpilmasi ligninin uzaklastirilmasina yardimer olur. Bu sekilde lignin
ve hemiseliiloz arasindaki baglar1 kirmakla ligninin ¢oziiniirliigline katkida bulunuyor
olabilirler. Eger kagit hamurunun agartilmasinda ksilanazlar ve ksilan yikan enzimlerle
birlikte kullanilirlarsa esterazlar hiicre duvari yapisini kismen bozabilir ve agabilirler

(Subramaniyan ve Prema, 2002).

o |
MeO 0 a-Glukuronidaz Asetil ksilan esteraz

HO / Ksilanaz Hsc\]/ﬁ/
\/:‘7* m&ao o
MeO ﬁj \

a-L-Arabinofuranozidaz

HO

Ferul esteraz

Sekil 8. Ksilan {izerinde etkili olan enzimler (Taylor vd., 2006).

1.10. Karboksil Esterazlar
Esterazlar (EC 3.1.1.x); ester baglarinin kirpilmast ve olusumunu katalize eden,
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda genis dagilim gdsteren hidrolazlarin farkl

bir grubudur.

1.10.1. Asetil Ksilan Esteraz (EC 3.1.1.72)

Asetil ksilan esterazlar (AcXE) 1985°te ilk tanimlandigindan bu yana mikrobiyal
ksilanolitik ve seliilolitik sistemin ortak bilesenlerinden birisi olarak taninmaktadir. Ksilan
zincirindeki p-ksilopiranozil birimlerinin 2. veya 3. pozisyonundaki asetil ester gruplarini
uzaklastirma yetenegindedirler (Christov vd., 1993; Biely vd., 2003; Poutanen vd., 1990;
Kormelink vd., 1993; Biely ve Cote, 2005). Enzimin asetillenmis polimerik substratlar

tizerindeki etkisi, ksilan ana zinciri iizerinde endo-f-1,4-ksilanazlarla birlikte {iriin
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olusturucu baglanmaya miisait yeni esterden yoksun bolgeler meydana getirir. Bu etki iki
enzimin asetil ksilanin yikimi siiresince agik bir igbirligi seklinde yansiyan enzim
sinerjisine tipik bir 6rnektir (Poutanen vd., 1990; Kormelink vd., 1993; Biely vd., 1986).
Asetil ksilanin endoksilanazlarla yikimi, AcXE da halihazirda ortamda bulundugunda, ¢ok
daha hizli ve daha yiiksek derecede ilerler (Biely vd., 1986). Polimerik substratlarin yani
sira AcXE’lar kismen asetilenmis ksilooligosakkaritleri de deasetile ederler (Poutanen vd.,
1990). Ksilooligosakkaritlerin deasetilasyonu bu bilesikleri f-ksilozidazlarin etkisine
tamamen elverigli bir hale getirir. Asetillenmis indirgen olmayan ksilopirenozil ug
birimlerine sahip ksilooligosakkaritler p-ksilozidaz substrati olarak hizmet etmezler (Biely
vd., 1985). Bu 4-nitrofenil f-p-ksilopirenozidazlarin 2-, 3- ve 4-mono-O-asetil tiirevleri
kullanilarak dogrulanmigtir (Biely ve Cote, 2005). Bu monoasetatlarin timi Aspergillus
niger’in f-ksilozidazina kars1 direnglidirler (Biely ve Cote, 2005).

AcXE’larin bitki kalintilarinin biyoyikimiyla baglantili fizyolojik roli artik agiktir.
AcXE kodlayan genler ksilanaz ve seliilloz genleriyle birlikte ortak olarak ifade edilirler
(Biely vd., 1998; Poutanen vd., 1987; Egafia vd., 1996) ve Streptomyces’te ksilanaz
kodlayan genlerle birlikte kiimelenmislerdir (Shareck vd., 1995). Bazi bakterilerde
AcXFE’larin katalitik modiilii, AcXE’in yani sira endoksilanaz katalitik modiiliide
bulunduran ¢ok domainli veya bifonksiyonel bir enzimin pargasidir (Biely, 2003).

Polisakkaritlerde asetil birimlerinin bulunmasi fiziko-kimyasal gereksinimlerini
etkiler. Asetil ksilan asetillenmemis esdegeri ile kiyaslandiginda suda c¢oziinebilir.
Polisakkarit ana zinciri iizerindeki asetil gruplart molekiillerin ¢okelmesini (vaya
kristallesmesini) Onler. Deasetilasyon ister kimyasal ister enzimatik olsun azalmis

¢ozliniirliige yol acar (Biely, 1998; Poutanen vd., 1990; Biely ve Cote, 2005)

1.10.2. Asetil Ksilan Esteraz Substratlar1 ve Deneyleri

Dogal substrati temelde O-asetil-4-O-metil-p-glukurono-p-ksilan olan asetil ksilan
bitki materyallerinden veya alkali ekstraktlarindan kolayca elde edilemez. Bununla beraber
bitki hiicre duvarinda bulunan en ¢ok benzeyen polisakkarit, sert odunun toplam
selilozundan, oOrnegin; hus agact ya da kaym Kkerestesinin toplam seliilozundan
dimetilsiilfoksit (DMSO) ekstaksiyonuyla elde edilebilir (Hagglund vd., 1956; Bouveng
1960). Daha diisiik dereceli polimerizasyona sahip (ortalama DP degeri yaklasik 25) ve
asetil igerigi %13 olan anolog bir polisakkarit ve suda ¢oziilebilir seliilozik olmayan bir

polimerin diyaliz edilebilir olmayan bir fraksiyonu hus agaci ksilaninin 200 °C’de 10
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dakika buharlagtirilmasiyla elde edilebilir (Poutanen vd., 1987). Sert oduna su ile
termokimyasal bir muamele, daha yiiksek asetil igerigi ile benzer bir materyal meydana
gelmesine yol acar (Khan vd., 1990). Bu substratlarin higbirisi ticari olarak mevcut
olmadigindan ve izolasyonlar1 tamamen yorucu ya da 6zel bir ekipmanin varligima dayali
oldugundan dolayi, baz1 arastirmacilar dogal asetil ksilanla kimyasal olarak deasetillenmis
polisakkariti yer degistirmislerdir. Ksilanlarin kimyasal asetilasyonunda genis sekilde
kullanilan yontemlerden birisi Johnson vd. tarafindan yayinlandi (Johnson vd., 1988; Biely
ve Cote, 2005). Kimyasal olarak tamamen asetillenmis sert odun ksilan1 da AcXE substrati
olarak kullanilmaktadir (Halgasova vd., 1994; Debrassi vd., 1998). Bunlarin yani sira
asagida agiklandigr gibi, AcXE’lerin ¢cogunlugu (ama hepsi degil) hemiseliilolitik olmayan
asetil esterazlar ve lipazlar ve genelde esterazlar igin substrat olarak kullanilan gesitli aril
esterazlarla da denenebilirler (Biely ve Cote, 2005).

DMSO ile ya da odunun buharlagtirilmasiyla ekstrakte edilmis sert odun asetil
ksilan1 AcXE deneylerinde kullanilan en 6zel substrattir. Bitki hiicre duvarindan ekstrakt
edilen dogal asetil ksilan kimyasal olarak asetilenmis ksilanla degistirilebilir. Endo-
ksilanazlarin bulundugu durumlarda bu her iki tip polisakkaritte substrat olarak
asetillenmis ksilooligosakkaritleri tercih eden enzim igin elverisli substratlardir. Asetik asit
salmim miktar1 kromotografik olarak HPLC veya enzimatik olarak ticari kitlerle tespit
edilebilir. HPLC ile asetik asit tespiti i¢in hemen hemen tiim iireticilerden bir 151k kirict
indeks dedektorii ile baglantili, 0,01 N H,SOy ile ayristirilmig bir Bio-Rad (Richmond, A)
Aminex HPX-87H kolonu tedarik edilebilir. Dahili standart olarak ¢ogunlukla gliserol
kullanilir. AcXE deneyleri icin saglanan kosullar cesitlilik gosterir.  Substrat
konsantrasyonu %0,2-10 araliginda, pH 5,0-7,0 araliginda ve sicaklik 30-70 °C araliginda
degisir.

Cogu AcXE genelde asetil esteraz aktivitesi gosterdiginden (CE-4 ailesinde
bulunan istisna hari¢ (Biely vd., 1999) bunlarin aktiviteleri 4-nitrofenil asetat, a veya -
naftil asetat ya da 4-metilumbelliferil asetat gibi kromojenik veya florojenik asetilesteraz
susbtratlar kullanilarak tayin edilebilir (Biely ve Cote, 2005).

AcXE deneyleri i¢in kullanilan substratlardan bazilar1 enzimin jelde tespiti i¢in de
kullanilabilir. AcXE’larin polimerik asetil ksilan kullanilarak tayini, deasetilasyondan
dolay1 polisakkaritin ¢okelemesi prensibine dayanir (Biely vd., 1988; Biely ve Cote, 2005).
Bu yaklagim sadece jelde bulunan AcXE deasetillenmis polimeri hidroliz edebilecek ve

boylece ¢okelmesine engel olacak endo-ksilanazlardan yoksun oldugu zaman uygulanabilir
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(Biely ve Cote, 2005).

Digerlerinden daha ziyade CE4 ailesine ait AcXE iireten mikroorganizmalarin ve
transformantlarin se¢imi a- veya p-naftil asetat ve 4-metilumbelliferil asetat gibi
kromojenik ve florojenik aril esterazlarin kullanimini temel alabilir (Biely, 2003).
Alternatif bir yontem ise, penta-O-asetil-p-glukoz gibi ¢dziilebilir olmayan per-O-
asetillenmis karbonhidratlar1 igeren kati besiyerlerinde seffaf zonlar olusturan enzim

tiretimini gézlemlemektir (Lee vd., 1987; Rosenberg vd., 1975; Biely ve Cote 2005).

1.10.3. Protein Olarak Ozellikleri

Amino asit dizi benzerliklerine dayanarak (¢cogunlukla gen dizileri temel alinarak
ortaya konan), AcXE’lar simdiye kadar tanimlanmis 16 karbonhidrat esteraz ailesinden
7’sine atanmistir (Henrissat ve Coutinho, URL-1) Bu AcXE ‘larin, mikrobiyal ksilinolitik
sistemlerin tiim bilesenleri arasinda molekiiler organizasyonun en biiyiik cesitliligini
gosterdigini ortaya koymaktadir (Biely ve Cote 2005).

Aspergillus, Penicillium, Schizophyllum ve Trichoderma tiirlerinde fungal
AcXE’lar karbonhidrat esteraz ailesi 1 ve 5‘te biiyiik ¢ogunlugu tek bir bifonksiyonel asetil
ksilan yikict enzim katalitik domaini iceren bakteriyal AcXE’ larla beraber bulunurlar.
Anaerobik fungus Neocallimastix patriciarum (Dalrymple vd., 1997) un ¢esitli AcXE’lar
CE-2, 3 ve 6 aileleri igerisinde bulunabilir. Streptomyces tarafindan iiretilen AcXE,
bifonksiyonel benzer bakteriyal AcXE modiilleri ile birlikte CE-4 ailesi igerisinde
gruplandirilir.  Dizileri  Rhizobium cinsinin  nodulasyon proteinleri  (NodB) ve
kitooligosakkarit ve kitin deasetilaz olarak tanimlanan bazi maya enzimleri ile homologtur
(Biely ve Cote 2005).

Termofilik anaerobik bakterilerden bazi AcXE’lar daha kiigiik alt tinitelerin
oligomerleri olarak meydana gelirken, fungal AcXE’lar ve baz1 bakteriyal enzimler tipik
olarak monomerik enzimlerdir (Shao vd., 1995). Pseudomonas fluorescens (Ferreira vd.,
1993) vaya Trichoderma reesei (Margolles-Cark vd., 1996)’nin ki gibi bazi1 AcXE’ lar
katalitik domainden bir linker bolge ile ayrilmis selilloz baglanma domainleri igerirler. S.
lividans’in ki gibi digerleri bir ksilan baglanma domaini igerirler (Dupont vd., 1996).
AcXE’a bagli endo-ksilanazlarin bircok kombinasyonu tarafindan temsil edilen iki
katalitik modiil yapisi, 6zellikle bifonksiyonel asetil ksilan yikici enzim iireten ruminal
anaerobik bakterilerde oldukg¢a sik goriiliir (Hazlewood vd., 1993). Bdyle bifonksiyonel

enzimlerin AcXE domainleri karbonhidrat esteraz ailesi 1, 2, 3 ve 4‘te bulunabilir.
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Clostridium thermocellum (Fernandes vd., 1999) veya Clostridium cellulovorans (Kosugi
vd., 2002)’in bifonksiyonel endoksilanaz-AcXE proteinlerinin iki katalitik domaininin
asetil ksilanin yikiminda sinerjik olarak hareket ettikleri gosterilmistir. Bu gozlemler hem
dallanmay1 kaldirma esterlesmeyi kaldiran hem de depolimerizasyon aktivitelerine sahip
bir enzim iretiminin, karbon kaynaklari i¢in birbirinden ayr1 6zgiin enzim bilesenleri
kullanan mikroorganizmalarla yarigsan mikroorganizmalar i¢in biiyiik bir avantaj oldugunu
akla getirmektedir.

AcXE’lar tek domainli, 23-48 kDa arasinda molekiiler agirliga ve asidik ya da
notr pl degerlerine sahip enzimlerdir. Bu enzimlerin CE aileleri igerisinde atanmalari ile bu

iki parametre arasinda 6zel bir iligki var gibi goriinmemektedir (Biely ve Cote, 2005).

1.10.4. Substrat Ozgiinliigii

AcXE’larin substrat 6zgilinliigi bu ksilinolitik bilesenlerin en az acikliga
kavusturulan yéniidiir. Ozellikle AcXE ‘larm yerlestirildigi yedi degisik ailenin bulndugu
g6z Oniine alindiginda yapi-iglev iliskisi iizerine olduk¢a sinirli bilgiler mevcuttur. Bu
durum, ksilinolitik sistemin bir bileseni olarak g6z Oniline alinamayacak ancak
ksilooligosakkaritlerin deasetillenmesi gibi asetil ksilan yikiminin daha sonraki evrelerine
katilabilen esterazlarm varligiyla daha karmasik bir hale gelebilir. Ornegin hemiseliilolitik
olmayan esteraz ve lipazlar diisiik molekiiler agirlikli asetillenmis substratlar lizerinde
tamamen yeterli sekilde etkili olmaktadirlar (Sweers vd., 1986; Shaw vd., 1987; Biely vd.,
1999; La Ferla vd., 2002; Biely ve Cote, 2005).

Bir dizi arastirma, polimerik ve olimerik substratlara kars1 nisbi afinitelerine gore
birbirlerinden ayrilan, asetil ksilan yikimina katilan iki 6nemli asetil esterazin oldugunu
ileri siirmektedir (Poutanen vd., 1990; Kormelink vd., 1993). Polimerik substratlar
tizerinde etkili performans gosteren ve deasetile olmasindan dolayr solusyonda ksilanin
cokelmesine neden olma kabiliyetinde olan enzimler tipik olarak asetil ksilan esterazlardir
(Poutanen vd., 1990; Biely vd., 1988). Bu 6zellikle daha ¢ok asetil ksilan igin 6zgiil oldugu
ortaya ¢ikan ve a-naftil-, 4-nitrofenil- veya 4-metilumbelliferil asetat gibi diisiik molekiil
agirhikli  substratlart hidrolize ugratmayan CE-4 ailesinden AcXE’ler i¢in oldukga
karakteristiktir (Biely vd., 1999; Dupont vd., 1996; Tenkanen vd., 2003). Diger ailelerden
enzimler de genel asetil esterazlara benzer 6zellikler sergilerler. AcXE’lar cesitli sentetik
aril asetat ve agil iizerinde etkilidirler (Biely vd., 1999; Tenkanen vd., 2003; Tenkanen vd.,

1998). Bununla beraber lipazlarin aksine, asetil ksilan esteraz asetil ksilan1 solusyonlarda
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coktiirlir ve sentetik esterlere olan afiniteleri esterdeki yag asitlerinin karbon sayilarinin
artmasi ile azalir (Biely vd., 1999; Tenkanen vd., 2003; Biely ve Cote, 2005)

I, 4 ve 5 ailelerinin AcXE’lar1 ile son yapilan karsilastirmali c¢aligsmalar
AcXFE’larin farkli polisakkaritleri deasetile etme yeteneklerinin degistigine dikkat
¢ekmektedir. CE-1 ailesi AcXE’lar asetil ksilan1 ve asetil galaktomannani deasetile ederler.
Sadece asetil ksilan1 deasetile eden CE-4 ve 5 ailesi AcXE’lar1 ihtiyag duyduklar
polisakkarit tipine daha 6zgiindiirler. Substrat 6zgiinliikleri metil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-f-p-
mannopiranozid gibi diisiik molekiil agirlikli substratlar {izerinde ¢ok kati degildir

(Tenkanen vd., 2003), bununla beraber CE-4 ailesine ait AcXE’larin bu glikozide ilgisi
yoktur (Biely vd., 1996; Tenkanen vd., 2003; Biely ve Cote, 2005).

1.10.5. Reaksiyon Mekanizmasi

Tipik ksilanlarda ksiloz birimleri 2. ve/veya 3. konumda asetillenmislerdir ve
asetil gruplar1 az veya ¢ok tam olarak bu konumlarda dagilim gosterirler. Ikinci asetil
grubu, 2. veya 3. konumdaki asetil gruplarindan herhangi birindeki ilk asetil grubunun
uzaklastirilmasinin hemen ardindan salinir.

AcXE’larin fenil metan siilfanil florid ile inaktivasyonu(Margolles-Cark vd.,
1996 ; Tenkanen vd., 2003) ve AcXE’larin aktif bolgelerinde GXSXG sein dizisinin varlig
(Williamson vd., 1998), AcXE’larin lipaz ve serin proteazlara benzer bir katalitik
mekanizma kullandig fikrini ortaya atmaktadir. Bu mekanizmaya iki temel element katilir:
bir niikleofilik serin ve genellikle histidin olan bir genel asit baz katalisti. Tim AcXE
tiplerinin katalitik bolgelerinde serin motifi (GXSXG) igerip igermedikleri arastirilmaktadir.
Trichoderma ressei ve Penicillium purpurogenum’un enzimleri olan CE-5 ailesinden iki
AcXE’m li¢ boyutlu yapist bu esterazlarin serin tipi yapisini dogrulamaktadir. Buna zit
olarak son yapilan arastirmalar CE-4 ailesi AcXE’nin serin tipi esterazlar olmadiklarini 6ne
sirmektedirler. Bu arastirmalar, mutasyonu ve enzim i¢inde serin birimlerinin

degistirilmesini temel almaktadir (Biely ve Cote, 2005).

1.11. Mikrobiyal Enzimler

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda
molekiillerdir. Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri olan enzimler ¢esitli amaglarla
kullanilmak tiizere giinliik ve ekonomik hayata girmistir (Wiseman, 1987). Enzimlerin pek

cok siirecteki onemli rolii uzun siiredir bilinmektedir. Varliklar1 firincilikta, mayalamada,
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alkol ve peynir iiretiminde kullanildiklar1 antik Yunan tarihi ile iligskilendirilmektedir. Bu
alandaki artan bilgiler ve enzimlerin saflagtirilmasi ile gerceklestirilen pek ¢cok uygulama
katlanarak artmaktadir ve termostabil enzimlerin kullanilabilirligi ile endiistriyel islemler
icin birka¢g yeni olasilik ortaya cikmistir (Haki vd., 2003). Son yillarda endiistride
kullanilan ¢ogu kimyasal siireclerin ¢evre dostu olduklart 6ne siiriilemez. Bu nedenle
ozellikle son yillarda g¢evre kirliligini 6nlemeye yonelik endiseler, daha ¢evre dostu, bir
baska deyisle biyolojik siirecleri giindeme getirmektedir (Couto vd., 2006; Hiiner, 2007).
Enzimatik siirecler sadece ¢evre dostu degil aym1 zamanda substrata Ozgiinliiklerinden
dolayi {irlin ve uygulamanin kalitesini de arttirabilirler (Hiiner, 2007).

Son yillarda sentetik kimya alaninda ki en biiylik gelismelerden birisi kimyasal
tepkimeler icin biyolojik sistemlerin kullanimidir. Enzimler veya enzim sistemleri
tarafindan katalize edilen reaksiyonlar organik reaksiyonlarin geleneksel formundan ¢ok
daha biiyiik bir 6zgiinliik ortaya koymaktadir (Yamada ve Shimizu, 1988; Koeller ve Wong,
2001; Schmid vd., 2001; Ogawa ve Shimizu, 2002).

Endiistrinin ~ hemen  her  alaninda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Eren Kiran vd., 2006). Bunun nedeni mikrobiyal
kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore Kkatalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Bu
mikroorganizmalar yalnizca enzim iliretme yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin
toksik ve patojen olmamasina gore de secilmistir. Bugilin endiistride kullanilan bir¢ok
enzim mikrobiyal kokenli oldugu i¢in, endiistriyel enzimlerin kullaniminda,

mikroorganizma kullanimi1 artmistir (Demain ve Solomon, 1981;)

1.12. Termostabil Enzimler

Termostabl enzim ve mikroorganizmalar son 20 yildir ¢ok daha fazla aragtirmanin
konusu haline gelmistir. Ancak termofiller ve proteinlerinin nasil yiiksek sicakliklarda islev
gosterebildigine olan asil ilgi 1960’larda Brock ve meslektaslarinin oncii ¢aligmalariyla
baslamistir (Brock ve Freeze, 1969). Molekiiler biyoloji tekniklerinin kullanimi ve
gelismesi, genetik analizlere olanak vermis ve rekombinant iirlinler elde etmek i¢in gen
klonlama 1990’lar boyunca termostabil enzimler alaninda ¢arpici bir aktivite artisina neden
olmustur. Bu, enzimatik biyoproses uygulamalari i¢in enzimlere ulagsma adina termal

¢evrelerden mikroorganizmalarin izolasyonunu artirmistir (Turner vd., 2007).
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Mikroorganizmalar optimum biiyiime sicakliklarina gore ii¢ ana gruba ayrilirlar;
psikrofiller (20 C’nin altinda), mezofiller (20-45 °C) ve termofiller (45 C’nin istiindeki
sicakliklar (Brock, 1986).

Sicak su kaynaklarinda ve diger termal ortamlarda bulunan ve optimum gelisme
sicakligr 45-80 °C olan organizmalar termofil olarak adlandirilir. Bunlarin enzim ve diger
proteinlerinin sicaklifa dayanikliligt mezofillerinkinden daha fazladir. Bu organizmalar
yiiksek sicakliklarda optimum diizeylerde islevseldirler. Enzim yapilarinda sadece birkag
noktadaki kritik aminoasit degisikligi, bu enzimin sicakliga dayanikli ti¢ boyutlu yapi
kazanmalarin1 saglamaktadir. Termofiller sitoplazmik zarlarinin yiiksek sicakliklarda
kararli ve islevsel kalmasina olanak verecek sekilde doymus yag asidleri bakimindan
zengin lipidlere sahiptirler (Madigan ve Martingo, 2008).

Yiiksek sicakliklarda biyoteknolojik islemleri gergeklestirmek pek cok fayda
saglamaktadir. Sicakligin arttirilmasi organik bilesiklerin ¢6ziiniirliigii ve biyolojik olarak
kullanilabilme acisindan Onemli etkilere sahiptir. Sicaklifin artmasi1 beraberinde
viskositenin diismesini ve organik bilesiklerin diflizyon katsayisinin artmasimni da
beraberinde getirmektedir. Sonug¢ olarak kiiciik alanlarda yiiksek reaksiyon hiz
gerceklestirilmektedir (Niehaus vd., 1999). Enzimler ile katalizlenen reaksiyonlarda 0 —
40 °C arasinda reaksiyon hizi yiikselir. Fakat 40 °C de enzim zarar gormeye baglar. Boylece
reaksiyon yavaglar ve 60 °C de enzim tamamen bozulur. 40 °C bu enzim i¢in optimum
1s1dir (Bhat, 2000). Bu noktada ¢6zlim olarak mikroorganizmalardan elde edilen enzimler

biiytik ilgi ¢ekmektedir (Kiran vd., 2006).

1.13. CDA ve AcXE’ larin Endiistriyel Onemi

C. lindeuthianum’dan CDA E.coli’de ekspres edilmis ancak enzimin inkliizyon
cisimlerinden geri doniistimii diisiik aktivite gostermistir (Felipe vd., 2005). Rekombinant
CDA Streptomyces lividans’in sinyal sekansi kullanilarak oldukga aktif bir formda E.coli’
de kiiltiir oraminda iretilmistir (Tokuyasu vd., 1999a; Tokuyasu vd., 1999b). Kitin
deasetilazlarin klonlanmasi ve yliksek diizeyde ekspres edilmesi enzimin ticari kullanimi1
acisindan genis bir uygulama alanina sahiptir. Aspergillus nidulans’taki CDA’nin
endiistriyel kullanim i¢in E.coli *de ekspresyonu Yyeterli bir diizeyde degildir (Wang vd.,
2010). Pichia pastoris gibi diger okaryotik ekspresyon sistemleri CDA’nin ekspresyonu

icin kullanigh olabilir. C. [lindeuthianum’dan rekombinant Kkitin deasetilaz Pichia
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pastoris’te ekspreslenmis ve Co?" ile 6nemli 6l¢iide aktive olmustur (Wang vd., 2010).

CDA boceklerin biyolojik kontrolii i¢in kullanighh bir ara¢ olabilir. Zararl
boceklerin biyolojik kontroliinde kitin deasetilazin insektisit olarak potansiyel bir hedef
oldugu kanitlanmustir. Kitin deasetilaz, beslenme sirasinda bocek barsaginin peritrofik
matriksinden salgilanan baslica proteindir, kitin bilesenini barsagi parazit istilasindan
koruyacak sekilde modifiye edebilir ve lektin gibi toksinleri onleyebilir (Hegedus vd.,
2009). Bundan dolay1 bu enzimin inhibisyonu zararli boceklerin kontrolii i¢in potansiyel
bir yol olabilir (Ghormade vd., 2010).

Denizel bakteri olan Vibrio vulnificus, siddetli ve hizli bir patalojik siirecle,
kabuklularda oldukg¢a 6liimciil zehirlenmelere ve yikici yara enfeksiyonlara yol agar. Lee
ve arkadaslari, bir kismi depolarize olmus kitosanin V. vulnificus tarafindan olusturulan
enfeksiyonu 6nledigi ve onardigini géstermislerdir (Zhao vd., 2011b).

CDA’nin en ilging kullanimlarindan biri, transgenikler olabilir. Bitkilerde
endistriyel kullanim igin hiicre duvarini bagkalastirmak ve hastalik direncini arttirmak i¢in
kitin ve kitosanin ekspresyonu ile genetik maniiplasyonlar gergeklestirilebilir. Son
zamanlarda kagit ve tekstil sanayinde kitin:kitosan ve kitosan:selilloz karisimlarinin
gelistirilmesine kars bir ilgi var. Kitin ve kitosan bitkilerde kitin sentaz ve CDA geninin
ekspresyonu ile tretilebilir ve boyle transgenik bitkiler seliiloz, kitin ve kitosan igin tek

kaynak olarak kullanilabilir (Dhugga vd., 2000).

1.14. Anoxybacillus flavithermus WK1

Anoxybacillus cinsi Gram-pozitif bakteriler aerobik, fakiiltatif anaerobik spor
olusturan bakteriler olarak tanimlanmiglardir. Uzun siire zorunlu veya fakiiltatif aeroblarin
temsilcileri olduklarina inanilan Bacillacae ailesinin iiyesidirler. Bununla beraber B.
subtilis ve birka¢ diger basillerin anaerobik biiylime yeteneginde olduklar1 gosterilmistir
(Nakano vd., 1997; Nakano vd., 1998; Cruz Ramos vd., 2000). Jeotermal sicak su
kaynaklari, giibre, jelatin gibi islenmis gidalarda, cesitli orta derecelerde yiiksek
sicakliklarda bulunurlar (Pikuta vd., 2000; Heinen vd., 1982; De Clerck vd., 2004).
Anoxybacillus flavithermus siit tozunun baslica konteminantidir (Rueckert vd., 2003).

A. flavithermus WK1 susu Yeni Zelanda Wairakei jeotermal gii¢ istasyonunda ki
atik su drenejanindan izole edilmistir (Mountain vd., 2003). “flavithermus” ismi
kolonilerin hiicre zarinda biriken karatenoid pigmentlerinin neden oldugu koyu sar1 rengi

yansitmaktadir. Gram-pozitif, gomak sekilli, spor olusturan fakiiltatif anaerob bakterilerdir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal, Bakteri Suslar1 ve Cozeltiler
2.1.1. Kimyasallar

Agar-Agar (Sigma), Agaroz (Sigma), akrilamid (Sigma), bisakrilamid (Sigma),
amonyum persiilfat (AppliChem), asetik asit (Sigma), glasiyel asetik asit (Sigma), gliserol
(Sigma), glisin (AppliChem), dNTP (Fermentas), brom fenol mavisi (BioRad), coomassie
brillant mavi-R 250 (Sigma), coomassie brillant blue G (Bio Rad), Fast Red TR Salt
(Sigma), Congo Red, Triton 100-X (Merck), Etidyum Bromiir (BioRad), amfisilin (USB),
metanol (Sigma), Etanol (Sigma), TEMED (BioRad), SDS (Merck), NaCl (J.T.Baker), Tris
base (Merck), EDTA (Merck), Agar (Merck), Tripton (Biolab), Yeast Extract (Acumedia),
IPTG (vivantis), X-Gal (Sigma), CaCl, (Merck), Tris HCI (Merck), Gliserol (sigma),
Imidazol, p-merkaptoetanol, NaH,PO4-2H,0 (Merck), Na2HPO, (Merck), DMSO (merck),
Aseton (Birpa), Sodyum pirofosfat (Sigma), Sodyum asetat (Merck), HCI (Merck), NaOH
(Merck), NaCl (Merck), Sitrik asit (Sigma), 4-nitrophenol (Sigma).

2.1.2. Enzimler
Lizozim (Sigma), RNaz A (Sigma), Tag DNA polimeraz (Fermentas), Ndel
(Fermentas), T4 DNA ligaz (Biolab).

2.1.3. Substratlar
Hus agaci ksilani, a-naftil asetat, 4-metilumbelliferil asetat, p-nitrofenil asetat, 4-
metilumbelliferil--p-ksiloprenozid.

2.1.4. Bakteri Suslar1 ve Genel Ozellikleri

Calismada kullanilan Anoxybacillus flavithermus WK1 (Afla) bakterisi ile E.coli
DH5a (F, 980dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rK ", mK™),
phoA, 16 supE44, -, thi-1, gyrA96, relAl) ve E.coli BL21 (pLysS (F-, ompT, hsdSB(rB-,
rB-), dmc, gal, I(DE3), pLysS, Cmr) bakteri hiicreleri Karadeniz Teknik Universitesi Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edildi.
Afla karbonhidrat deasetilaz (afcda) geninin klonlanmasi amaciyla genomik DNA temini
i¢in kullanildi. E. coli DH5a hiicreleri ara klonlamalarin transformasyonu i¢in ve E. coli

BL21 (DE3) hiicreleri ise rekombinant afcda geninin ekspresyonu amactyla kullanildi.
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2.1.5. Besiyerleri

Afla bakterisi ve diger bakteri suslar1 Maniatis ve arkadaslarina gore (1989)
hazirlanan LB (Lauria-Bertain) besiyerleri iizerinde biiyiitiildi. LB besiyeri; 5 g maya
oziitli, 10 g tripton ve 5 g NaCl 1 litre suda ¢o6ziilerek hazirlandi. LBA ise; 1 litre LB
besiyerine 15 g agar ilavesi ile hazirlandi. Besiyerleri 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak
steril edildi ve kullanildi. Transformasyon i¢in kullanilacak LBA besiyeri 45-50 °C’ye
kadar sogutuldu ve daha sonra uygun konsantrasyonda amfisilin eklenerek petrilere
dokiildii.

2.1.6. Kitler ve Vektorler

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega), pGEM-T Easy Vector TA Cloning Kit (Promega),
GeneElute Gel Extraction Kit (Sigma), GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas) Hislink
Protein Prufication Resin (Promega) ve pET-15b (Novagen).

2.1.7. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerler IDT (Integrated DNA Technologies) firmasina
sentezlettirildi. Calismada ekspresyon vektorii olusturmak amaci ile dizayn edilen
primerlerin baz dizin bilgileri ve kullanim amaglar1 Tablo 1°deki gibidir.

Tablo 1. Tez kapsaminda kullanilan tiim primerleri ve kullanim amaglarin1 gosteren tablo.
Primer ad1 Baz siras1 (5°—3°) Baz siras1 (5°—3°)

afcda _FwNS GCATATGATGAAGTTTTTTTATATACTCG Ndel o
Afcda geninin

ekspresyon vektoriine

CGGATCCTCATTTTATTTCTTTACTTTTTATATG | klonlanmast i¢in dizayn
afcda _Rw edilmistir.
AGC BamHI

2.1.8. Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Proteinin saflastirilmasi ve diyalizi asamalarinda kullanilan tampon ¢ozeltileri ve
hazirlanislart su sekildedir:
- Ni-Baglanma Tamponu: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NaCl, 5 mM.
- Ni-Yikama Tamponu: 20 mM Tris-HCI (pH7,5), 200 mM NacCl, (Stok 14,7
M), 20 mM imidazol.
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- Ni-Eliisyon Tmponu : 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NacCl, (Stok 14,7
M), 500-600 mM imidazol.

- Sodyum Fosfat Tamponu: Cozelti A (0,2 M monosodyum fosfat dihidrat
(NaH,PO4-2H,0) saf su ile hazirlandi) ve ¢ozelti B (0,2 M disodyum fosfat
anhidrat (Na;HPO,4) saf su ile hazirlandi) istenilen pH’ya gore son
konsantrasyon 0,1 M olacak sekilde belirli bir miktar karistirilmas: ile
hazirlandi.

- Diyaliz Membranimin Hazirlanmasinda Kullamilan Coézelti : % 2 Gliserol ve

1 mM EDTA son hacim 250 ml olacak sekilde saf su ile hazirlandi.

2.1.9. Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Afcda rekombinant proteinin biyokimyasal 6zelliklerinin aragtiritlmasi amaciyla pH:
5,0 i¢in sodyum asetat , pH: 6,0-8,0 araliginda sodyum fosfat ve pH: 8,5-9,0 araliginda ise
sodyum-pirofosfat tamponlari kullanildi. Tamponlar su sekilde hazirlandi:

- Sodyum asetat tamponu ( pH:5,0 ): 0,2 M asetik asit ve 0,2 M sodyum asetat
cozeltileri saf su ile hazirlandi. Daha sonra her iki ¢ozelti istenilen pH’ya gore
son konsantrasyon 0,1 M olacak sekilde belirli bir miktar karistirildi.

- Sodyum fosfat tamponu (pH:6,0-8,0): Cozelti A (0,2 M monosodyum fosfat
dihidrat (NaH,PO4-2H,0) saf su ile hazirlandi) ve ¢6zelti B; 0,2 M disodyum
fosfat anhidrat (Na;HPO,) saf su ile hazirlandi) istenilen pH’ya gore son
konsantrasyon 0,1 M olacak sekilde belirli bir miktar karistirilmas: ile
hazirlandi.

- Sodyum pirofosfat tamponu (pH:8,5-9,0): 0,2 M sodyum pirofosfat ¢ozeltisi

saf su ile hazirlandi. HCl ile istenilen pH’ya ayarland.

2.1.10. SDS-PAGE Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Sodyum dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan tiim ¢6zeltiler
deiyonize saf su ile hazirland1 ve filtre edilerek kullanildi. Hazirlanan tamponlar
otoklavlandi. Sodyum dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan tiim
¢ozeltilerin hazirlanis1 asagida verilmistir.
- %30’ luk Akrilamidin hazirlamisi: 100 gr akrilamid ve 2,65 gr bisakrilamid
tartildi. Saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi. 4 °C’ de karanlikta saklandu.
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%10 SDS’ nin hazirlamisi: 10 g SDS tartildi ve saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi. Karanlikta oda sicakliginda saklandi.

%10 APS’ nin hazirlamisi: 5 g amonyum perstilfat tartildi ve {izeri deiyonize
su ile 50 mI’ye tamamlandi. 4 °C’ de saklandu.

4X Ayirma Jeli Tamponunun Hazirlamisi (1,5 M Tris, pH 8,8) : 36,3 g Tris-
base tartildi ve biraz saf su eklendi. pH’s1t HCI ile 8,8’ e ayarlandi. Deiyonize su
ile 200 ml’ye tamamlandi. 4 °C’ de saklandh.

4X Yigma Jeli Tamponu Hazirlamisi (0,5 M Tris, pH 6,8): 15,1 g Tris tartildi.
HCl ile pH 6,8’¢ ayarlandi. Deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandi.

2X Ornek Yiikleme Boyasimn Hazirlamisi: 2,5 ml 4X Yigma jel tamponu
(pH:6,8) , 2 ml %20 ‘lik gilserol, 40 ul % 0.02 Bromofenol mavisi ve 5,5 ml saf
su karistirilarak hazirlandi.

Yiiriitme Tamponunun Hazirlamsi: 28,8 g glisin ve 6 g Tris-Base tartild1.
Karisim 1,5 ml suda ¢oziildiikten sonra 10 ml %10 SDS eklenerek son hacim
deiyonize su ile 2 litreye tamamlandi. Bu karistmin pH’ s1 yaklasik 8,3’e
ayarlandi.

Boyama Solusyonunun Hazirlamisi: 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250,
125 ml metanol, 25 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml deiyonize su eklenerek
karisim hazirlandi. Boyanin metanolde ¢oziilmesinin ardindan asit ve su eklendi.
Yikama Solusyonunun Hazirlamisi: 50 ml etanol, 10 ml glasiyal asetik asit ve

40 ml deiyonize su karigtirilarak elde edildi (Temizkan vd., 2008)

2.2. Yontem

2.2.1. Afla Bakterisinin Biiyiitiilmesi

Afla bakterisi 3 ml LB broth besiyerine gliserol stoktan 1/10 oraninda ekim

yapilarak 55 °C’de 200 rpm’ de calkalanarak 16 saat biiyiitiildii daha sonra LBA besiyerine
ekilerek yine 55 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Tek bir koloni segilerek tekrar 3 ml LB

besiyerinde 55 °C’de bir gece biiyiitiildii. 1,5 ml gece kiiltiirii 12.000 rpm’de 3 dakika

santrifiij edilerek hiicreler topland1 ve DNA izolasyonu i¢in kullanildi. DNA izolasyonu

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) kullanilarak iireticinin verdigi protokole

uygun sekilde yapildi. Izole edilen DNA’nin kalitesi % 0,8’lik agaroz jel kullanilarak

kontrol edildi ve Nanodrop spektrofotometre (Spectrophotometer 2000) kullanilarak

yogunlugu belirlendi. DNA 6rnekleri kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi.
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2.2.2. A. flavithermus WK1 Genomunda afcda Geninin Baz Diziliminin Bulunmasi

Afla bakterisinin sahip oldugu afcda genlerinin baz dizilimleri bu bakterinin
genomu taranarak bulundu (NCBI). afcda aday genin 762 baz ¢ifti uzunlugunda olan gen
253 a.a uzunlugunda bir proteini kodladig1 ve genom iizerinde sporulasyon aktivatori
histidin kinaz KinB integral membran proteini geni ile 16S ribozomal RNA geni arasindaki
bolgede lokalize oldugu goriildii.

Ekspresyon vektoriine klonlamak amaci ile primer dizayn etmek i¢in sinyal peptid
siralart  SignalP programi kullanilarak belirdi. Sinyal sirasi uzaklastirilacak sekilde
ekspresyon primerleri dizayn edildi (Tablo 1). Primerlerin 5 ucuna PZR {iriiniiniin vektore
ligasyonunu kolaylastirmak amaciyla yapigkan u¢ aciga cikacak sekilde restriksiyon
endoniikleaz tanima bolgesi ilave edildi. Bu amagla genlerin baz dizisi restriksiyon
endoniikleaz enzimleri igin kesim bolgesi yoniinden incelendiginde afcda aday geninin
igerisinde Ndel ve BamHI RE enzimleri i¢in RE enzimi i¢in tanima bolgesi bulunmadigi
goriildii ve afcda geni icin dizayn edilen ileri primerlerinin (Fw) 5’ ucuna Ndel RE
enzimine ait tanima dizisi, reverse primerinin (Rw) 5’ ucuna ise BamHI RE enzimine ait

tanima dizisi eklendi.

2.2.3. Niikleotid ve Aminoasit Siralarina Dayah Filogenetik Analiz

afcda genine ait niikleotid sirasi ve aminoasit siralari kullanilarak Tablo 2’de
listelenen bakterilerin benzer genlerine ait niikleotid ve aminoasit siralar1 kullanilarak
mikroorganizmalar arasinda CE-4 ailesi genlerine ait bilgilerin filogenetik iligkiyi
aragtirmak i¢in kullanilabilirligi arastirildi. Filogenetik iliski i¢in hem niikleotid hem de
aminoasit verileri kullanildi. Tim veriler NCBI veri tabanindan (URL-2) alindi

Filogenetik aga¢ BioEdit ve Mega5 programlarinin yardimu ile olusturuldu.
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Tablo 2. Filogenetik analizde kullanilan organizmalar ve Gen Bank numaralart (URL-2).

Organizma

Niikleotid Gen Bank No Amino asit Gen Bank No

Anoxybacillus flavitehermus

Bacillus thuringiensis serovar israelensis ATCC

Bacillus anthracis str. Ames

Bacillus cerens ATCC 10987

Bacillus licheniformis DSM 13
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

Geobacillus sp. C56-T3

Geobacillus sp. WCHT0

Geaobacillus thermoglucosidasius C56-YS93
Bacillus cereus AH603

Geobacillus kaustaphilus HTA426
Geobacillus thermodenitrificans NGS80-2
Bacillus cereus AH1273

Bacillus cereus Rock3-44

Bacillus cereus Rock3-28

Bacillus mycoides DSM 2048

Bacillus megaterium WSH-002

Bacillus licheniformis

Bacillus megaterium DSM 319

Bacillus weihenstephanensis KB AB4
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7
Bacillus subtilis subsp. subtilis RO-NN-1
Bacillus atrophaeus 1942

Bacillus cerens ATCC 14579

Bacillus sp. BT1B_CT2

Bacillus cereus R309803

Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
Bacillus pseudomycoides DSM 12442
Bacillus pumilus SAFR-032

Bacillus amyloliquefaciens 1T-45
Bacillus pumilus ATCC 7061

Bacillus thuringiensis IBL 200

Bacillus citotoxicus NVH 391-98
Desmospora sp. 8437

Bacillus coagulans 2-6

Paenibacillus polymyxa SC2

Brevibacillus laterosporus GI-9

CP0O00922.

AATM01000827.1
AF016879.1
AE017194.1
AF017333.1
AL009126.3
CP002050.1
CP001638.1
CP002835.1

ACMP01000004.1
BA000043.1
CP000557.1

ACMT01000011.1

ACMLO1000015.1

ACMI01000017.1

ACMU01000004.1
CP003017.1
AB646664.1
CP001982.1
CP000903.1
FN597644.1
CP002906.1
CP002207.1
AF016877.1

ACWC01000026.1

ADGS01000034.1
ACMX01000004.1
CP0O00813.1
AGVQO1000001.1
ABRX01000007.1
ACNKO01000003.1
CP0O00704.1
AFHTO01000099.1
CP002472.1
CP0O02213.1

CAGDO01000029.1

ACJ32529.1

EAO51363.1
AAP24203.1
AAS39086.1

AAT30140.1
CABI1933.1

ADI25220.1
A(CS23001.1
AFH46230.1
EEL72935.1
BAD74433.1
ABOG65531.1
EEL95753.1
EEL52540.1
EEL36601.1
EEMO01481.1
AENO1921.1
BATLA45999.1
ADF37115.1
ABY41414.1
CBI41283.1
AFPR9226.1
ADP34797.1
AAP(7151.1
EFV69593.1

EFGO0666.1
EEM19009.1
ABV60847.1
EHMO07375.1
EDW20348.1
EEM98522.1
ABS20518.1
EGKO09788.1
AFH52221.1
ADOS58679.1

CCFl16457.1
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2.2.4. afcda Geninin PZR ile Cogaltilmasi

afcda geni sinyal siralari ihmal edilerek PZR yontemi ile ¢ogaltildi. Tiim PZR
reaksiyonlart toplam hacim 50 ul olacak sekilde sirasi ile, 1X Taq polimeraz tampon
(Fermentas), 5 mM MgCl,, 0,2 mM her bir dNTP, 300 ng her bir primer, 50 ng Afla
genomik DNA ve 2 inite High Fidelity Taq pol | enzimi (Fermentas) kullanilarak
gerceklestirildi. Reaksiyon, termal cycler’da (Eppendorf) asagidaki program kullanilarak
yapildi:

- 94°C’de 3 dk 1 dongti;

- 94°Cded5s

- 52°C’de 1 dk 30 dongii

- 72°C’de1dk20s

- ve72°C’de 5 dk 1 dongii.

PZR iriiniiniin  biiytikliigi 1 kb DNA ladder (Biolab) standart olarak
kullanilarak %1°lik agaroz jelde dogrulandi.

2.2.5. afcda Geninin Araci Vektore Klonlanmasi

PZR ¢ogaltilmasi sonucu olusan afcda geni, TA (pGEM-T easy vector) klonlama
sistemi kullanilarak araci vektore klonlandi. Ligasyon reaksiyonu toplam 10 pl hacimde 1
ul pGEM-T, 5 ul ligasyon tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz ve 3 ul PZR iirinii kullanilarak
16 °C’de 16 saat olarak gergeklestirildi.

2.2.6. Kompetent Hiicrelerin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan E.coli DH5a ve BL21(DE3)pLysS suslarina ait
komponent hiicreler kalsiyum kloriir metodu takip edilerek hazirlandi (Maniatis vd.,1989).
E. coli DH5a ve BL21(DE3) pLysS suslarindan segilen tek koloniler bir gece 6nceden 3
mL LB besiyeri igeren tiiplere ekilerek 37 °C’de gece boyu 200 rpm’de c¢alkalanarak
inkiibe edildi. Hazirlanan gece kiiltiirtiniin optik yogunlugu spektrofotometre cihazinda
(Cole Permer 1100 RS) 600 nm’de Slgiildii ve bu kiiltiirden 30 ml LB besiyerine optik
yogunlugu 0,1 olacak sekilde yeniden ekim yapildi. Hiicreler 37 °C’de 200 rpm’de
calkalanarak biiylimeye birakildi ve 1-1.5 saat sonra 600 nm’de 0,4-0,5 arasinda optik
yogunluga ulasan kiiltir 4 °C’de 4000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 10 ml 0,1 M CaCl, eklenerek ¢ozdiiriildii ve 30

dakika buz igerisinde bekletildi. Sonrasinda 4 °C’de 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi
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ve pellet 2 ml 0,1 M CaCl;, ¢ozeltisinde siispansiye edilerek 200 pl hacimlerde steril

mikrosantrifiij tiiplerine boliinerek kullanildi.

2.2.7. afcda Genini Tasiyan Rekombinant pGEM-T Easy Vektoriine E.coli DH5a.
Hiicrelerine Transformasyonu ve Pozitif Hiicrelerin Sec¢imi

PZR {irliniini tastyan pGEM-T easy vektorii hazirlanan kompetent hiicrelerine
kimyasal yontemle transforme edildi (Sambrook, 1987). Bunu i¢in; hazirlanan amfisilinli
petrilere sirasiyla 40 pl IPTG ve 40 pul X-Gal cam bagetle yayildi. Ligasyon {riintini
tastyan kompetent hiicreler 37 °C” de 1.5 saat boyunca 200 rpm’ de ¢alkalanarak biiyiitiildii.
1 dk 5000 rpm’de ¢oktiiriildiikten sonra dipte 100 ul kalacak sekilde siipernatantin geri
kalan kismi uzaklastirildi. Daha sonra pellet kalan siipernatantla siispansiye edildi ve
onceden IPTG ve X-Gal yayilan amfisilinli petrilere cam bagetle kuruyana kadar yayildi.
Transformasyon {iriiniinii tagtyan petriler mavi-beyaz koloni olusumu i¢in 37 °C’de 16 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Mavi-beyaz koloni olusan petrilerden belirli sayida beyaz
koloni ve bir adet mavi koloni segilerek bunlardan plazmit izole edildi. Beyaz kolonilerden
izole edilen plazmitler oncelikli olarak Ndel RE ile kesildi. Kesim reaksiyonu; 100 ul
toplam hacimde 10 pl 10X Ndel tampon (NEB 4), 10 ul Nedl RE enzimi (10U/ul), 40 pl
rekombinat pGEM-T easy vektorii ve 40 ul dH,O olmak iizere toplam 10 uL hacimde
olacak sekilde 37 °C’de gece boyu gerceklestirildi. PZR fiiriinii ve mavi koloniden izole
edilen plazmitin kesim iriinii ile yan yana %1’ lik agaroz jelde yiiriitiildii. Burada bazi
vektorlerin hem genin 5’ ucuna eklenen Ndel RE tanima bélgesi igerisinden hem de
PGEM-T easy vektoriinde bulunan ayn1 enzime ait tanima dizisi igerisinden kesildigi ve
genin ikinci enzim olan BamHI RE ile kesilmesine gerek kalmadan vektorden ayrildigi
goriildiigiinden BamHI RE ile kesim yapilmaksizin gene ait par¢a GeneElute Gel
Extraction Kit (Sigma) kullanilarak %1°lik agaroz jelden temizlendi ve ekspresyon
vektoriine aktarilmak iizere -20 °C’de saklandi. Ekspresyon i¢in pET15b ekspresyon
vektorii secildi ve Ndel RE ile kesilerek afcda fragmenti ile ayn1 basamaklar takip edilerek

hazirlandi.

2.2.8. afcda Geninin pET-15b Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi
afcda geni ekspresyon igin pET-15b vektoriiniin Ndel bolgesine histidin kuyruk
icerecek sekilde ligasyonu saglandi. Ligasyon reaksiyonu toplam 10 pl hacimde, 1 pl 10X

T4 DNA ligaz tamponu (Fermentas), 1ul T4 DNA ligaz (10 U/ul), 2 pl ekspresyon vektorii
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ve 5 ul gen iriini kullanilarak 16°C’de 16 saat olarak gerceklestirildi. Ligasyon {irlinii
E.coli DH5a hiicrelerin transforme edildi. Amfisilinli petrilere yayilarak biyiitildi. Belli
sayida DH5a hiicresi segilerek plazmit izole edildi (Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System, Promega). Plazmitler Ndel RE ile kesilerek afcda PZR iiriinii ile

birlikte yiiriitiildii ve pozitif vektorler belirlendi.

2.2.9. afcda Genini tasiyan Rekombinant pET-15b Vektoriiniin E.coli BL21
Hiicrelerine Transformasyonu ve Ekspresyonun Belirlenmesi

afcda genini igeren pET-15b vektorii E. coli BL21 (DE3)Lys hiicrelerine transforme
edildi ve rastgele tek bir koloni secildi ve ekspresyon icin kullanildi. Ekspresyon igin
secilen tek bir koloni 5 ml LB besiyerinde 37 °C’de gece boyunca biiyiitiildii ve daha sonra
0,1 OD olacak sekilde 200 ml amfisilinli LB besiyeri i¢eren bir erlene yeniden ekildi. 37
°C’ de 3 saat inkiibe edildikte sonra (~0.6 OD) son hacim 1 mM olacak sekilde IPTG
(izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranozit) ile indiikklendi ve 3 saat daha inkiibasyona devam
edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicre kiiltiirii 5 dakika buzda bekletildikten sonra 6000 rpm’de
10 dk santrifiij edildi. Pellet 2 mg/ml lizozim igeren 10 ml Ni-baglanma tamponu ile
¢ozdiiriildiikten sonra -20 °C’de saflastirma asamasina kadar bekletildi.

Saflastirma i¢in protein pelleti buz iizerinde ¢oziildii ve sonikatdrle (Bandelin
Sonoplus) 10 saniye birer dakika araliklarla 5 kez pargalanma islemine tabi tutuldu.
Sonrasinda 7000 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra iist faz yeni bir tiipe alindi
ve %12lik SDS-PAGE analizi ile ekspresyon belirlendi.

2.2.10. Saflastirma
Eskpresyonun tespiti sonrasi rekombinant olarak iiretilen afcda enzimi HisLink
Protein Purification Resin (Promega) kullanilarak iiretici firmanin protokolii dogrultusunda
saflastirildi.
Saflastirma islemi su asamalarda gerceklestirildi;
e Protein 6rnegini igeren siipernatant 10 ml Ni-baglanma tamponu ile birlikte
kolona yiiklendi. Bu sirada gelen fraksiyonlarin tiimii toplandi.
e Daha sonra kolon sirasiyla; 4 ml 20 mM ve 15 ml 200 mM imidazol
iceren Ni-yikama tamponu ile yikandi. Bu sirada gelen fraksiyonlarda
bradford boyasi ile protein tayini yapildi ve fraksiyonlar ayri ayr tiiplere

toplandi.
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e Son asamada kolon 10’ar ml Ni-eliisyon tamponu ile 5 kez yikand1 ve gelen
eliisyonlar ayr1 ayr1 10’ar ml halinde tiiplere toplandi.
Saflastirma isleminin kontrolii i¢in her agsamada elde edilen fraksiyonlardan 30 pl

almarak 10 pl yiikleme boyasi birlikte 95 °C’de 5 dk. kaynatmanin ardindan SDS-PAGE

‘de analiz edildi.

2.2.11. Saf Proteinin Diyalizi

Saf protein 6rnegi imidazoliin ortamdan uzaklastirilmasi amaci ile 1 litre diyaliz
¢ozeltisinde (50 mM sodyum fosfat (pH: 7,5), 50 mM NaCl ve 1 mM DTT) gece boyunca
manyetik karistirici yardimiyla buz icerisinde diyaliz edildi. Daha sonra ayn1 miktar diyaliz
tamponu igerisinde 5 saatlik 2. bir diyalizin ardindan diyaliz edilen protein 6rnegi filtreli
santrifiij tiiplerine (Amicon Ultra-4) aktarilarak 20 dk. 7000 rpm’de konsantre edildi. Daha

sonra elde proteinin diyaliz sonrasi konsantrasyonu SDS-PAGE ile kontrol edildi.

2.2.12. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu Nano Drop (Spectrophotometer 2000) cihazi kullanilarak
belirlendi. Kor olarak enzimin diyaliz tamponu kullanildi. Diyaliz tamponundan 2 pl
alinarak yapilan ilk 6l¢iimiin ardindan saflastirilan protein 6rneginden de 2 pl alinarak 280

nm’de konsantrasyon belirleme 6l¢iimii gerceklestirildi.

2.2.13. AfCDA Enziminin Karakterizasyonu
2.2.13.1. AfCDA Proteininin Enzim Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan
Substratlar
AfCDA aday enziminin aktivite deneyleri ve karakterizasyonu 7 farkli substrat
kullanilarak gergeklestirildi. Bu kapsamda proteinde p-nitrofenil asetat, a-naftil asetat, 4-
metilumbelliferil asetat, hus agaci ksilan1 ve 4-metilumbelliferil-B-p-ksiloprenozid
substratlar1 kullanilarak; ksilanaz, asetil ksilan esteraz ve Kkitin deasetilaz aktiviteleri

arastirildi. Deneyler her bir substrat ile ayr1 ayr1 kosullarda gercgeklestirildi.
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Tablo 3. Biyokimyasal karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilan substratlar ve enzim
aktivitesi sonucu olusacak iirtinler

Substratlar Substratlarin kimyasal yapisi Olusan Uriin
CHa
4-Metilumbelliferil asetat )OL m 4-Metilumbelliferon+ Asetat
HeC™ O 0" o
o
O)J\CHE

1 (a)-Naftil asetat 1(a)-Naftol+Asetat

4

PN

(@]

p-Nitrofenil asetat ©

oF

Ha
p-Nitrofenol+Asetat

Z

CHs

)
c
4-metilumbelliferil-g-p- o m 4-metilumbelliferon+p-p-
-Qo (o]
oH

ksiloprenosid HO® Ksilopiranoz
HO

2.2.13.2. Zimogram Analizleri

Zimogram analizleri ksilanaz aktivitesi i¢in hus agaci ksilam ve 4-
metilumbelliferil-$-p-ksiloprenozid substratlar1 kullanilirken, asetil ksilan esteraz aktivitesi
icin ise substrat olarak a-naftil asetat kullanildi ve deneyler SDS-PAGE (%12) jelde
gerceklestirildi. Orneklerin yiiklenmesinde A-merkaptoetanol igermeyen dogal yiikleme
boyast kullanildi.

AfCDA proteininde ksilanaz aktivitesinin zimogram analizleri SDS-PAGE (%12)
kullanilarak su sekilde gerceklestirildi; %0,1 oarninda hus agaci ksilan1 polimerlesmeden
once jele eklendi. Native boya ile hazirlanan protein 6rnegi jelde yiiriitiildiikten sonra %
2,5’luk 20 ml Triton X-100 ile oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 30 dk 20 ml 50 mM
fosfat tamponu ile yikandiktan sonra tekrar ayni tamponla 10 dk 37 C’de inkiibe edildi. En
son olarak yine ayni tamponla 55 °C’de 5 dk inkiibasyonun ardindan 20 ml %0,1 lik
Kongo kirmizis1 ile 15 dk boyanmaya birakildi. Boyamanin ardindan bantlarin goriiniir

hale gelmesi amaciyla 1M NaCl ile oda 1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan jel %
38



5’1ik asetik asit ile yikand1 (Kacagan vd., 2008).

AfCDA proteininde ksilanaz aktivitesinin arastirilmasi amaciyla kullanilan bir diger
substratta 4-metilumbelliferil-$-p-ksiloprenozidtir. SDS-PAGE (%12) elektroforezinin
ardindan protein 6rnegini igeren jel 0,1 M sodyum fosfat (pH 6,5) tamponu ile dnce 5
mL’de 5 dk 37 °C’de, daha sonra tekrar ayni tamponla 10 ml’de 5 dk 55 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra tampon jelden uzaklastirilarak, 30 pl (1 mM) 4-metilumbelliferil-5-p-
ksiloprenozid igeren 5 ml (20 mM) Na-fosfat tamponu (pH 7,5) ile 2 dk 55 °C’de bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan UV 15181 altinda bantlarin goriiniir hale gelip gelmedikleri gdzlendi.

Asetil ksilan esteraz aktivitesinin zimogram analizi substrat olarak 0,1 M a-naftil
asetat ve 4-metilumbelliferil asetat kullanilarak gerceklestirildi.

a-naftil asetat ile aktiviteyi gdstermek icin protein 6rnegi SDS-PAGE ‘de (%12)
yuriitiildii. 2mL asetonda ¢6ziilen a-naftil asetat (0,1 mM), son hacim 20 ml olacak sekilde
0,1 M Tris-HCI (pH: 7,5) tamponuna eklendi. Fast Red tuzu (Sigma) ise; 20 mg Fast Red
tuzunun 20 ml 0,1 M Tris-HCI (pH: 7,5) tamponunda ¢6ziilmesi ile hazirlandi. Deney, ayni
tampon ile hazirlanmis olan substrat ¢ozeltisinin boya ¢ozeltisi ile ayn1 anda jelin {izerine
dokiilmesi ile gergeklestirildi. 37 °C’de 15 dk boyanmasi saglanan jel, bant goriiniir hale
geldikten sonra goriintiilendi (Faiz vd., 2007).

4-metilumbelliferil ile aktiviteyi gostermek ic¢in protein Ornegi SDS-PAGE
elektroforezinde yiirtitiildi, jel 0,1 M 5 ml Tris-HCI (pH 7.,5) ile yikandi ve hemen
ardindan 10 ml tampon eklendi ve 37 C’de 5 dk inkiibe edildi. Sonra etiivden alinarak
tizerine son hacmi 2 mM olacak sekilde 2 ml DMSO’da ¢oziilen 4-metilumbelliferil (0,1

M) yavas yavas eklendi. 1 dk beklemenin ardindan UV 15181 altinda incelendi.

2.2.13.3. Enzimin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

AFCDA enziminin optimum pH, optimum sicaklik, 1si1l kararliligi ve kinetik
deneyleri 96-kuyucuklu plaka ile substrat olarak diger aromatik yapili sentetik substratlara
nazaran daha kararli bir yapist oldugu gozlenen p-nitrofenil asetat (p-NPA) kullanilarak
405 nm’de p-nitrofenol saliniminin dl¢tilmesi seklinde spektrometrik yontemle (Molecular
Device, SpectraMax M5) gerceklestirildi. Reaksiyonlar substrat eklenmesi ile baslatildi.
Bu sekilde aktivite tayininin substratin kendiliginden bozunma oranindan en az sekilde
etkilenmesi amaclandi. Yine ayni nedenle 6zellikle optimum pH belirleme reaksiyonlari,
yiiksek alkali tamponlarda ve sicakliklarda kendiliginden bozunma orani artan p-NPA daha

uzun siire kararli oldugu belirlenen farkli tampon ¢ozeltilerde gergeklestirildi. Bu tampon
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cozeltileri ve yogunluklarini belirlemek amaciyla p-nitrofenil asetat ile her bir tampon
¢ozeltisinin ayr1 ayrt 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM ve 50 mM
konsantrasyonlarinda kendiliginden bozunma-aktivite oranlar1 belirlendi. Daha sonra
aktivite tayini kendiliginden bozunmanin en az oldugu tampon ¢ozelti konsantrasyonlari
g0z Oniine alinarak toplam reaksiyon hacmi 400 pl olacak sekilde son hacimde 2 mM p-
NPA ve 5 mM tampon kullanilarak sitrik asitle sonlandirma metodu (Shao ve Wiegel, 1995)
modifiye edilerek reaksiyon siiresi 90 sn olacak sekilde gergeklestirildi.

Spektrofotometrik yontemle gerceklestirilen tiim aktivite belirleme deneylerinde,
kor olarak kullanilan reaksiyon ortaminda enzim yerine ayni miktar diyaliz tamponu
kullanildi.

2.2.13.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH nmin Etkisi

Enzim aktivitesi izerine pH nin etkisi 20 pg enzim ve 2 mM p-NPA substrat olarak
kullanilarak toplam 400 pl hacimde 90 saniye reaksiyon siiresi olarak gerceklestirildi. pH:
5,0-9,0 araliginda gergeklestirildi. 50 °C’de yapilan &lgiimlerde; pH: 5,0 sodyum asetat (5
mM), pH: 6-8 araliginda sodyum fosfat (5 mM), pH: 8,5-9 araliginda sodyum pirofosfat
(5mM) tampon ¢dozeltileri kullanildi. Sonuglar 405 nm dalga boyunda 6l¢iilerek belirlendi

ve grafige doniistiirtildii. En fazla absorbansin 6l¢iildiigii pH degeri optimum olarak kabul

edildi.

2.2.13.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgn EtKisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar 96-
kuyucuklu plate kullanilarak 405 nm’de p-nitrofenil asetattan p-nitrofenol saliniminin
spektrometrik yontemle Olglilmesi ile belirlendi. Farkli sicaklik derecelerinde, 2 mM Na-
fosfat (pH: 7,5) tamponu kullanilarak 20-90 °C arahiginda gerceklestirilen &lciimlerde
enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri elde edilen net aktivite dl¢limlerinin

degerlendirilmesi ile belirlendi. En fazla absorbansin 6l¢iildiigii sicaklik degeri optimum
olarak kabul edildi.

2.2.13.6. Enzimin Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi
AfCDA proteinine ait asetil ksilan esteraz aktivitesinin ¢esitli kinetik verilerle ifade
edilmesi amaci ile sabit enzim konsantrasyonunda 0,5-7 mM konsantrasyonlarda p-NPA

kullanilarak Km ve Vmax parametreleri belirlendi.
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p-NPA 0,5-7 mM konsantrasyonlarinda hazirlandi ve reaksiyonlar bu substratla
50 °C’ de 90 sn (su banyosunda) sitrik asitle sonlandirma yontemi ile gergeklestirildi (Shao
ve Wiegel, 1995). Spektral yontemle absorbans degerleri elde edildi. Elde edilen absorbans
degerleriyle, Michealis-Menten esitliginden elde edilen Lineweaver-Burk esitligi
kullanilarak Vmax ve Km degerleri hesaplandi. Daha sonra bu veriler grafige doniistiiriildii
(Sekil 18 ve 19).

2.2.13.7. Kinetik Deneylerinde Olusan Uriine Ait Standart Grafiginin Cizilmesi

Enzim kinetigi deneylerinde standart olarak, substrat olarak kullanilan p-NPA’in
deasetillenmesi sonucunda agiga ¢ikan p-nitrofenol kullanildi. 1-20 mM yogunluklarda su
ile hazirlanan p-nitrofenol’iin 405 nm’de gosterdigi absorbans 96-kuyucuklu plakada

spektrometre ile 6l¢iildii. Elde edilen veriler daha sonra grafige doniistiirtildi (Sekil 20).
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3. BULGULAR

3.1. afcda Genlerinin Niikleotid Dizilimi

Genom dizilimi 2008 yilinda tamamlanan A. flavithermus WK1’ bakterisine ait
afcda geninin niikleotid ve aminoasit dizilimi A. flavithermus genomunda belirlenmistir
(URL-3). Genin 762 niikleotitden olustugu ve ClustalW programi ile niikleotid dizilimi
amino asit dizilimine doniistiiriildiiglinde genin 253 amino asitlik bir proteini kodladigi

belirlenmistir. Gene ait niikleotid dizilimi Sekil 9°da verilmistir.

TTGAAGTTTTTTTATATACTCGACGGAAAAGAAATAAAAAAATGGCTTCTCATCATCTCAATTGCCTTCGTCACAGCTTCGATTTTTTAC
M K F F Y I L D G K E I K K W L L I I s I A F vV T A s I F Y
ATTCAACAGCTTGCAAGTGAGTTTGTATTTTCCACTGACCCTGGACCGAAAGCCATTTACAAAGTCGAAAATAAAAACAATGAGCTCGCA
I Q9 Q L.A S E F V F s T D P G P K A I ¥ K V E N K NN E L A
TTGACATTTGATATTAGTTGGGGAGAAACAAATGCGATACCTGTTTTAAACGTGCTAAAAAAACATGGAGTGAAAGCTACATTTTTTCTA
L T F DI S W G E T N A I P V L NV L K KH G V KA TF F L
TCTGCTTCTTGGGCTGAACGTCACCCACGCATCGTAAAAAAAATCGCAGATGATGGACACGAGATCGGGAGTATGGGCTATGAGTACAAA
S A S W A E R H P R I V K K I A DDGHETI G S MG Y E Y K
AACTATACTGAACTAGAGAGAGGGAAAATTATTCGTGACTTAGCTCAAGCTAAAAAAGTGTTTAATACGTTAGGCATTAAACATACCCCT
N Yy T E L E R G K I I R D L A Q A K K V F NT L G I K H T P
TTCCTACGCGTACCGACAGGAAATTTTAATAAAAACGTTTTGAAAGTTGTTCATTCTTTTGGTCATACTGTTGTTCATTGGAGTGTTGAT
F L R VvV P T G N F N K NV L KV V HS F G H T V V HW S V D
TCAAAAGACTGGCTTAATCCTGGCGCAAATGCCATTGTTGAAAATGTGACAAAAAACGCAAAGGGCGGAGATATTGTGTTACTTCATGCA
S K D WUILNP G AN ATI V ENVT KN AI KGGD I V L L H A
TCAGACTCAGCGAAGCAAACCGCTCATGCATTAGAGCAAATTATCGTTTGGATGAAAAAAGAAGGATATAAAAGTGTGACCATATCCGAT
S D s A K Q T A H AL E QI I V WM K KE G Y K s VvV TTI s D
CTTGTCAATAACGCTCATATAAAAAGTAAAGAAATAAAATGA
L V N NA H I K S K E I K -

Sekil 9. afcda genine ait niikleotid ve amino asit diziliminin sematik goriintiisii. Toplam
762 niikleotid olan genin TTG baslama kodunu ile basladig1 gézlenmistir.

3.2. Niikleotid ve Aminoasit Siralaria Dayal Filogenetik Benzerligin Arastirilmasi
Dendogramlar A. flavithermus WK1 susunun en ¢ok Anoxybacillus flavithermus

tiirline benzedigini gostermistir ve ¢ok net bir sekilde hem niikleotid verileri ile hem de

amino asit verileri ile yapilan karsilastirmalarda Anoxybacillus cinsinin diger cinslerden

cok net bir sekilde ayrildig1 gozlendi.
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Bacillus thuringiensis serovar israslensis ATCC 35546
Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus anthracis sir. Ames

Bacillus weihenstephanensis KBAB4

Bacillus cytotoxicus NWH 391-98

—— Bacillus megaterium W5H-002
Bacillus amyloliguefaciens DSM 7
Bacilluzs amyloliguefaciens IT-45
Bacillus subiilis subsp. subtilis RO-MNN-1
Bacillus atrophasus 1942
Bacillus pumilus SAFR-D32

Bacillus pumilus ATCC 7061
Anoxybacillus flavithermus WK1

I: Geobacillus thermoglucosidasius CS56-Y 593
Paenibacillus polymyxa SC2
Bacillus licheniformis

-I: Bacillus =p. BT1B CT2
Geobacillus sp. C56-T32
Geobacillus sp. WCHTD

Desmospora sp. 8437

Brevibacillus laterosporus GI-9

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
Bacilluz subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
Bacillus licheniformis DSM 13

Bacillus cersus Rock3-44

Bacillus cersus AHGED3

-[E!uﬁcillus mycoides DSM 20458
Bacillus cersus ATCC 10987
|rEau:illus cereus R309303
- Bacillus cersus Rock3-28
Bacillus pseudomycoides DSM 12442
rEa-:illus thuringiensis IBL 200

Bacillus megaterium DSM 319

Geobacillus kaustophilus HTA426

Geobacillus thermodenitrificans NGE0-2
I— Bacillus coagulans 2-5

—
0.5

Bacillus cereus AH1273

Sekil 10. Bacillus cinsine CE-4 ailesi genlerinin niikleotit dizilimleri kullanilarak
olusturulan benzerlik agaci. Niikleotid verileri BioEdit programi kullanilarak
olusturulmus ve  MEGAS5  programi  kullanilarak  dendograma
doniistliriilmiistiir. Karsilagtirmada kullanilan tiim niikleotid verileri NCBI

veri tabanindan temin edilmistir.
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Bacillus thuringiensis serovar israelensis ATCC 35646
Bacillus mycoides DSM 2048
Bacillus cereus Rock3-28
Bacillus anthracis str. Ames
{ Bacillus cereus ATCC 10987
Bacillus pseudomycoides DSM 12442
_£ Bacillus cytotoxicus NVH 391-98
Bacillus cereus AHG603
Bacillus cereus AH1273
i Bacillus mycoides DSIM 2048.

Bacillus cereus Rock3.-44

Bacillus weihenstephanensis KBAB4

— Bacillus megaterium WSH-002
—— Desmospora sp. 8437

— Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633

Anoxybacillus flavithermus WK1

—— Paenibacillus polymyxa SC2

{ Geobacillus sp. WCH70
Geaobacillus thermoglucosidasius C56-YS93

| 4{ sporulatioBacillus pumilus SAFR-032
Bacillus pumilus ATCC 7061
Bacillus amyloliquefaciens DSM 7

Bacillus megaterium DSM 319

Bacillus atrophaesus 1942
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633.
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
Bacillus subtilis subsp. subtilis RO-NN-1
Bacillus licheniformis
Bacillus sp. BT1B CT2
Bacillus licheniformis ATCC 14580
Bacillus cereus R309803
Bacillus thuringiensis IBL 200

Bacillus coagulans 2-6

‘ Geobacillus thermodenitrificans NG80-2

Geobacillus sp. C56-T3

L{ Bacillus megaterium DSM 319.
Geobacillus kaustophilus HTA426

—A
0.5
Sekil 11. Bacillus cinsine CE-4 ailesi proteinlerin amino asit dizileri kullanilarak
olusturulan benzerlik agaci. Amino asit verileri BioEdit programi kullanilarak
olusturulmus ve MEGAS programi kullanilarak dendograma doniistiiriilmiistiir.
Karsilastirmada kullanilan tiim niikleotid verileri NCBI veri tabanindan temin
edilmistir.
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3.3. Korunmus Aminoasit Dizilislerinin Karsilastirilmasi

afcda genin kodladigi CDA enzimin amino asit diziliminin CE-4 ailesi enzimlerinin
bilinen tiyelerinin amino asit dizilimleri ile karsilastirilmasi sonucu CE-4 ailesine ait
korunmus aminoasit motiflerinin A. flavithermus WK1 bakterisinden elde edilen AfCDA
enzimi ile biiyiik oranda benzerlik gosterdigi goriildii (Tablo 3). Karsilastirmali analizler ve
kristal yap1 aydinlatma c¢aligmalar1 CE-4 ailesi iiyelerinde bes korunmus motifin
bulundugunu goéstermektedir (Tablo 3) verilmistir. Toplam 5 motifden, motif 2 nin en fazla
farklilik tasidig: belirlenmistir.

Tablo 4. CE-4 ailesine ait korunmus amino asit dizi siralari. Becsub (Bacillus subtilis); Bcant
(Bacillus anthracis); Spneu (Streptococcus pneumoniae); Collind (Colletotrichum
lindemuthianum); Stliv (Streptomyces lividans); Mroux (Mucor rouxii); Aflv
(Anoxybacillus flavithermus).

Mik ) | Motif 1 Motif 2 | Motif 3 Motif 4 Motif 5 Ref |
ikroorganizmalar eferanslar
J EXBX | BXXXEP | XBxX XXBWX | XHEX
Bcsub 66-69 124-129 164-167 182-186 221-223 (Barbe, 2009)
(Oberbarnscheidt,
Bcanth 55-58 113-118 153-156 170-175 210-212
2007)
Spneu 250-253 | 297-312 297-350 259-363 398-400 (\Vollmer, 2000)
Collind 46-49 103-108 143-146 166-170 205-207 (Shrestha, 2004)
Stliv 45-48 102-107 142-145 165-169 204-206 (Shareck, 1991)
(Kafetzopoulos,
Mroux 156-159 | 213-218 253-256 | 280-284 | 319-321
1993b)
Aflv 57-60 114-119 154-157 169-173 208-210 (Saw, 2008)

Korunmus motifler bireysel aminoasitlerin korunmuslugu yoniinden incelendiginde,
motif 1’de en korunmus amino asitlerin triptofan ve aspartik asit amino asitlerinin oldugu
ve li¢ boyutlu yap1 analizlerinin bu motifte aspartik asit amino asitinin katalitik aktivite i¢in
gerekli oldugunu gostermistir (Sekil 12). Motif 2 korunmus a.a’ler yoniinden
incelendiginde her bir a.a biriminin %100 korunmus olmadig1 gézlendi. Bu motifte en
korunmus aminoasitler olarak 2 adet histidin ve 1 adet prolin aminoasitinin Afla CDA
proteininde degisken oldugu belirlenmistir. Motif 3, motif 4 ve motif 5’te ise en korunmus

amino asitlerin siras1 ile prolin, aspartik asit ve histidin oldugu belirlendi.
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MT1 MT2 MT3 MT4 MT5

Bcsub TEFDN...HSFHHP...PPRG...FVDWK. ..LHT
Bcanth TEDN...HSWSHP...PPRG...FLDWK...LHA
Spneu TFDD...HSWSHP...PPYG...SLDWK. ..MHD
Collind TYDD...HTYAHP...APYL...TKDYE...SHD
Stliv TFDD...HSYTHP...PPYG...SQDWN. . .MHD
Mroux TYDD...HTWSHP...PPYG...TDDWS. ..THE
Aflv TFDI...MGYEYK...VPTG...SKDWL...LHA

Sekil 12. Farkli mikroorganizmalar arasinda CDA proteinlerinde korunmus 5 adet motifin
sematik gosterimi. Motif 2 CDA ailesi iiyeleri igerisinde en degisken motif
olarak belirlendi. Diger motiflerin her birinde ise korunmusluk orani yiiksek
olarak belirlendi.

3.4. afcda Geninin PZR ile Cogaltilmasi ve pET-15b Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

afcda geni afcda_FwNS ve afcda Rw primerleri ile sinyal sirast ihmal edilerek
cogaltildi ve 762 baz cifti uzunlugunda oldugu bilinen gene ait PZR iiriinii molekiiler
agirlik standart1 kullanilarak % 0,8°lik agaroz jelde yiiriitiilerek dogruland: (Sekil 13, siitun
1. siitun). pGEM-T easy vektoriine klonlanan PZR {iriinii daha sonra Ndel RE ile kesildi ve
(Sekil 13, 2. siitun) ekspres edilmek tizere HisTag kuyrugu igerecek sekilde pET-15b
ekspresyon vektoriine klonlandi ve afcda/pET15b olarak isimlendirildi. Klonlamanin
dogrulanmasi amaciyla bos pET-15b vektorii ve rekombinant plazmit Ndel RE ile kesildi.
Sekil 13’de 3 nolu siitun rekombinant plazmitin 4 nolu siitun ise bos pET-15b vektoriiniin

Ndel RE ile kesim sonucunu gostermektedir.
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Sekil 13. afcda geninin pET-15b ekspresyon vektoriine klonlama basamaklarini
gosteren %0,8’lik agaroz jelde analizi. M: molekiiler agirlik standarti, 1:
PZR iirlind, 2: afcda genini tasiyan pGEM-T easy vektoriin Ndel RE ile
kesimi, 3: rekombinant pET-15b vektoriiniin Ndel RE ile kesimi, 4: bos
PET-15b vektoriiniin Ndel RE ile kesim sonucu

3.5. E.coli BL21 Hiicrelerinde Ekspresyonun Gozlenmesi ve AfCDA Enziminin E.coli
BL21 Hiicrelerinden Saflastirilmasi

PET-15b ekspresyon vektoriine klonlanan afcdal geni E. coli BL21(DE3)pLysS
susunda ekspres edildi. IPTG ile indiikleme sonucu elde edilen ham protein Oziitiinde
(Sekil 14, 1. siitun) bulunan AfCDA proteini, ekspresyon vektoriine klonlama stratejisi
geregi N-ucunda 6 tane histidin icerdiginden Ni-afinite kromotografisi kullanilarak
saflastirildi. Proteini kodlayan gene eklenen histidin birimlerinin azotlari, nikel pargaciklari
ile etkileserek AfCDA proteininin diger proteinlerden ayrilmasini saglamaktadir (Faiz vd.,
2008). E. coli’den gelen proteinler ise nikele afinite gostermedikleri icin liganda
baglanamadilar. Boylelikle baglanma asamasinda uzaklastirilmis oldular. Nikel liganda
baglanan AfCDA proteini ise yikama islemiyle imidazol yardimiyla kolondon ¢ikarildi.
Daha sonra saflagtirilan protein 6rneginden 20 pl alindi ve 10 pl yiikleme boyasi ile %
12°lik SDS-PAGE jeline yiiklenerek elektroforez gergeklestirildi. Elektroforez jelinin
Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanip fazla boyanin uzaklastirilmasi sonucunda
AfCDA enziminin E.coli’de ekspres edildigi ve kullanilan kit ile etkili bir bigimde
saflagtirildigr tespit edildi (Sekil 14, 2. siitun). 200 ml kiiltiirle yapilan indiiklemelerde

0,015 mg/ml ile 1,2 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda protein izole edildi.
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Sekil 14. Saf AfCDA enziminin (% 12’lik) SDS-PAGE analizi. 1: ekspresyon sonucu elde
edilen ham protein oziiti, 2: saf AfCDA enzimi, M: molekiiler markir
(Fermentas Broad Range Unstained Protein Ladder).

3.6. Enzim Aktivitesinin Gosterilmesi

Farkli 6zellikte substratlar kullanilarak AfCDA enziminin ksilanaz ve asetil ksilan
esteraz aktiviteleri  arastirildi. p-NPA ile gergeklestirilen spektrofotometrik aktivite
belirleme deneylerinde bu substratin reaksiyon ortamindaki aktivite tamponu icerisinde
kendiliginden bozunmasi ile verdigi absorbans goz Oniine alindi. Bu miktarin enzim
aktivitesi olarak Olcililen absorbanstan ¢ikarilmasi sonucu net aktivite belirlendi.

p-NPA, 4-MUA, a-naftil asetat substratlar ile yapilan aktivite deneyleri sonucunda
enzimin substratlarin ester baglarinda ki O-asetil gruplarini uzaklastiran asetil ksilan
esteraz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. Ancak hus agaci ksilan1 ve 4-metilumbelliferil-

S-p-ksiloprenosid ile aktivitesinin olmadig: belirlendi.

3.6.1. AFCDA Enziminde Ksilanaz ve Asetil Ksilan Esteraz Aktivitesinin
Arastirilmasi
3.6.1.1. Zimogram Analizleri

AfCDA enziminin ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi amaci ile % 0,2’ lik hus agaci
iceren (% 12’lik) SDS-PAGE’de dogal boya kullanilarak gergeklestirilen aktivite
deneyinde kongo kirmizisi ile boyanan jelde ksilanaz aktivitesi sonucu goriilmesi beklenen
aydinlik bantlar gozlenmedi. Florojenik bir substrat olan 4-metilumbelliferil-f-p-
ksiloprenosid ile gerceklestirilen deneyde de AfCDA proteinini igeren jelde ksilanaz

aktivitesi arastirildi. UV 15181 altinda goriintiilenen jelde herhangi bir floresan parlaklik
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gozlenmedi.

Asetil ksilan esteraz aktivitesini belirlemek amaciyla protein drnegini igeren jelin
Fast Red tuzu ile boyanmasi sonrasi, jelde esteraz enzimlerinin a-naftil asetat ile aktivite
vermeleri sonucu olusan kirmizi bant gozlendi (Sekil 15). 4-MUA ile yapilan zimogram

deneyinde ise aktivitenin olmadig1 belirlendi.

1 2

Sekil 15. AfCDA proteininin SDS-PAGE (%]12)’de ger¢eklestirilen zimogram analizinin
sonucu. 1: o-naftil asetat ile aktivite gdsteren esteraz enzimlerine Ozgii
kirmizi bant. 2: AfCDA proteinini igeren jelin coomassie brillant mavi-R 250
ile boyanmasi1 sonucu gdzlenen bant.

3.6.2. Biyokimyasal Karakterizasyon

AfCDA proteininin biyokimyasal karakterizasyonu asetil ksilan esteraz aktivitesine
bagl olarak gergeklestirildi. Karakterizasyonda kullanilan substratlar ve olusan iiriinler
Tablo 3’deki gibidir.

3.6.2.1. Optimum pH

Enzim aktivitesi iizerine pH etkisinin belirlenmesine yonelik ¢aligsmalar sonucunda
AfCDA enziminin pH 5-9 arasinda genis bir aralikta aktif oldugu, ancak optimum pH
degerinin 7,5 civari oldugu belirlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. Enzime ait pH’ya bagli bagil aktiviteyi gosteren grafik

3.6.2.2. Optimum Sicakhik

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaci ile 30-80 °C
araliginda spektrofotometrik yontem ile gerceklestirilen g¢alismalar sonucunda AfCDA

enziminin optimum 50 °C’ de aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. AfCDA enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakliga ait grafik.

3.6.2.3. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi
Bir enzimin aktivitesi, o enzimin katalizledigi reaksiyonun hizidir. Uluslararasi

Biyokimya Birligi Enzim Komisyonunun tanimladig: aktivite birimi “Uluslararas1 Birim”
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Unite (U) dir. Uluslararasr1 Birim, standart kosullar altinda dakikada bir mikromol (pmol)
substrat1 doniisiime ugratan enzim miktaridir. Spesifik aktivite ise bir mg enzim tarafindan
dakikada donilisiime ugratilan substratin mikromol miktaridir (Unite/mg) (Yildirim vd.,

2007).

AfCDA enziminin Kkinetik parametrelerinin belirlenmesi amaci ile sabit enzim
konsantrasyonunda ( 0,75 ug), 0,5-7 mM konsantrasyonlarda p-NPA ile gerceklestirilen
aktivite deneyleri sonucunda elde edilen veriler Lineweaver-Burk (Sekil 19) grafigine
doniistirtirldi. Lineweaver-Burk grafigi Michealis-Menten esitliginin (Sekil 18) her iki
tarafinin tersinin alinmasi ile elde edilen dogrusal bir grafiktir. Kinetik 6l¢timler sonucunda
AfCDA enzimine ait Vmax degeri 3333,33 U/mg, K, degeri 4,33 uM olarak bulunmustur.
Kinetik deneyleri sirasinda p-NP standart olarak kullanilmistir (Sekil 20).
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Sekil 18. Michealis-Menten Grafigi
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Sekil 20. p-NPA’1n deasetillenmesi sonucu olusan p-NP i¢in standart grafigi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Termofilik organizmlarin hiicresel elemanlar1 da (enzimler, proteinler ve niikleik
asit) termostabildir (Haki vd., 2003). Termofilik mikroorganizmalardan izole edilen
termostabil enzimler, sahip olduklar1 tamamen dogal kararliliktan dolayr bir ¢ok ticari
uygulama alani bulmaktadirlar (Demirijian vd., 2001). Bu baglamda Anoxybacillus
flavithermus WK1 afcda geninin rekombinant tiretimi ve biyokimyasal karakterizasyonu
konulu yiiksek lisans tezi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismada termofilik Aflv WK1
bakterisine ait, karbonhidrat metabolizmas1 tizerinde etkili AfCDA enzimi rekombinant
olarak iiretilmis ve saflastirilarak biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Biyokimyasal
karakterizasyon Oncesi genin kodladig1 proteine ait a.a. dizilimi biyoinformatik analize tabi
tutulmus ve sahip oldugu olas1 aktiviteler belirlenmistir. Karbonhidrat metabolizmasi ¢ogu
yasam formu i¢in ¢ok Onemlidir ve sekerlerin degisimini etkileyen enzimlerin de tim
yasayan organizmalar i¢in elzem olduklar1 bildirilmistir (URL 4).

Kitinin endiistriyel uygulamalarda daha kullanilabilir tiirevi olan kitosana
dontisiimiinii katalize eden kitin deasetilaz enzimleri bu giine kadar pek ¢cok mantardan,
bocekten ve denizel bakterilerden izole edilerek karakterize edilmesine ragmen, literatiirde
aerobik termofilik bakterilerde boyle bir c¢alismanin yapildigina dair fazla bilgi
bulunmamaktadir.

NCBI veri tabanindan elde edilen veriler dogrultusunda, 762 baz cifti
uzunlugundaki afcda geninin CE-4 ailesi enzimleri ile benzer olarak NodB homologu
domain igerdigi bilgisinden yola ¢ikilarak gen ve aminoasit dizisinin, bu ailenin bilinen
iyelerinin gen ve amino asit dizileri ile karsilastirilmasi sonucunda, genin NodB domaini
icerdigi ve korunmus bes motiften 6zellikle motif 2’nin en ¢ok farklilik gosteren motif
oldugu belirlenmistir. Bu motif CE- 4 ailesi liyelerinde metal iyonuna baglanan iki histidin
ve ilmegi dengede tutmak igin ikinci histidinle baglanan bir hidrojen bagi meydana getiren
bir serin veya tireonin igerir. SIivAcXE’da motif 2’ de bulunan iki histidin birimi ile motif
1’de bulunan aspartik asit katalitik bolgeyi olustumaktadir.

CE-4 ailesi iiyesi olan afcda geninin niikleotid ve aminoasit dizilimi kullanilarak
filogenetik agac olusturulmustur. Bacillus (28 tiir), Geobacillus (5 tiir), Paenibacillus (1 tiir)
ve Desmospora (1 tiir) cinslerine ait toplam 35 tiiriin ayn1 genine ait bilgiler bu dendogram
cgizilirken kullanilmistir. CE-4 ailesi genlerinin aminoasit dizileri kullanilarak olusturulan

filogenetik benzerlik agact A. flavithermus’un B. subtilis, Paenibacillus polymyxa,
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Geobacillus sp ve Geobacillus thermoglucosidasius ile gruplanarak diger tiim tiirlerden
ayrildigint gostermistir. Niikleotid verileri ile ayni dendogram olusturuldugunda ise A.
flavithermus’un daha az sayida tiir kapsayacak sekilde sadece Paenibacillus polymyxa, ve
Geobacillus thermoglucosidasius ile birlikte diger tiim tiirlerden ayrildigi gozlenmistir. Bu
sonug, afcda niikleotid ve aminoasit diziliminin 16S rRNA gen dizilimi gibi A.
flavithermus ve diger tlirlerin molekiiler smiflandirilmasinda  kullanilabilecegini
gostermistir.

Bir enzimin aktivitesi o enzimin katalizledigi reaksiyonun hizidir. Bir enzimin
kataliz yetenegini ve etkinligini sayisal olarak ifade etmek i¢in onun kinetigini arastirmak
gerekir. Enzim kinetigi bir reaksiyonun hizin1 belirleyen etmenleri inceler (Temizkan vd.,
2008). Enzimatik reaksiyonun hizi yani aktivitesi sicaklik, pH,enzim ve substrat
konsantrasyonu, iyon siddeti, aktivator ve inhibitorlerin varligi gibi pek cok faktdrden
etkilenmektedir (Yildirim vd., 2007). AfCDA proteininin asetil ksilan esteraz aktivitesinin
optimum pH ve optimum sicaklik parametreleri p-NPA ile gerceklestirilen
spektrofotometrik Slgiimler sonucunda elde edildi. Optimum pH deneyleri disinda tiim
aktivite deneyleri tampon olarak Na-fosfat (pH 7,5) kullanilarak gergeklestirildi.

AfCDA’ya ait optimum pH degeri pH: 5-9 araliginda belirlendi. Substrat olarak
kullanilan p-NPA’in alkali reaksiyon sartlarinda kendiliginden bozunma hizinin yiiksek
olmasi nedeni ile 10,0-11,0 araliginda aktivite deneyleri gerceklestirilemedi. Aym
nedenden dolayr reaksiyonlar farkli pH araliklarinda farkli tamponlar kullanilarak
gerceklestirildi. pH: 5-6 araliginda Na-asetat, pH: 6-8 araliginda Na-fosfat ve pH: 8,5-9
araliginda sodyum pirofosfat tamponlar1 ile gergeklestirilen aktivite deneyleri sonucunda
enzimin asetil ksilan esteraz aktivitesine ait optimum pH degeri 7,5 olarak belirlendi. CE-4
ailesinden kitin deasetilaz enzimlerinin optimum pH degerleri 7-12 araligindadir (Zhao vd.,
2011b). Bu aileden tanimlanan S. /ividansin asetil ksilan esterazinin optimum pH’s1 ise 7,5
olarak belirlenmistir (Dupont vd., 2000). AfCDA proteinin asetil ksilan esteraz aktivitesine
ait optimum sicaklik degeri 30-80 °C araliginda gerceklestirilen aktivite deneyleri
sonucunda 50 °C olarak belirlendi. Kitin deasetilaz enzimlerinin optimum aktivite
sicakliklart 50-60 °C yakinlarindadir (Zhao vd., 2011b). Sliv AcCXE‘1 ise optimum 70 °C’de
aktivite gostermektedir (Dupont vd., 2000).

AfCDA proteininin asetil ksilan esteraz aktivitesinin reaksiyon hizinin deneysel
parametrelerdeki degisimlerle nasil degistiginin incelenmesi amaciyla gerceklestirilen

enzim kinetigi calismalar1 sonucunda enzimin asetil ksilan esteraz aktivitesine ait yaklasik
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Vmax degeri 3333,33 U/mg K, degeri 4,33 uM olarak belirlendi. Bir enzimin substrata olan
ilgisi arttikca Ky, degeri o kadar kiiciiliir. Ky, degeri yiikseldik¢ce enzimin substrata ilgisi
azalacagindan, doniisiim sayisinin degeri de azalacaktir. Literatiir incelendiginde Bacillus
pumilis AcXE’nin substrat olarak a-naftil asetat kullanilarak gergeklestirilen kinetik
deneylerinde (Degrassi vd., 1997) Viax degeri 360 pmol dk™* mg?, K, degeri ise 1,54 mM
olarak verilmektedir.
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5. ONERILER

Molekiiler biyolojideki hizli gelismeler neticesinde her giin degisik kaynaklardan
enzimlerin saflastirilmas1 ve karakterizasyonuna ilaveten, var olan enzimlerin birgok yeni
Ozellikleri ortaya c¢ikarilmaktadir. Yeni tanmimlanan enzimler ve bunlara ait o6zelliklerin
bilinmesi, bu verileri iyi bir amaca doniistiirmek i¢in ilk 6nemli adimdir.

Bu c¢alisma, genom projesi 2008 yilinda tamamlanan ve iki adet karbonhidrat deasetilaz
geni tagiyan termofilik Anoxybacillus flavithermus bakterisinin cda geni pET-15b vektoriine
klonlanip Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
Bundan sonra planlanacak ¢alismalarda asagidaki maddeler 6nerilebilir:

1- Ayni gen kopyasinin niikleotid dizilimi diger Anoxybacillus tiirlerinden dejenerat
primerler yardimi ile tanimlanabilir. Belirlenen niikleotid dizilimi ekspresyon vektdrlerine
klonlanarak rekombinant proteinler iiretilebilir ve optimum pH, sicakli ve kinetik
parametereler yoniinden tiim cinsin {iyeleri karsilagtirilabilir.

2- Katalitik aktiviteden sorumlu olan aminoasitler tespit edilebilir. Toplam 5
korunmusg motiften dordii izerinde (motif 2 hari¢) en korunmus aminoasitler degistirilerek
enzimin aktivitesindeki degisiklikler aragtirilabilir.

3- Cok daha fazla sayida sentetik veya dogal substrat kullanilarak diger substrar
i¢in enzimin kinetik degerleri belirlenebilir.

4- Metal iyonlarin enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirilabilir.

5- Proteinin diger aktiviteleri arastirilabilir.
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