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ÖZET 

Karbohidrat esteraz 4 ailesi kitin, asetil ksilan ve peptidoglikan gibi polimerik 

substratları deasetile ederler. Son zamanlarda bu enzimlerden bazıları enzimolojik olarak 

karakterize edilmiştir. Termofilik bakterilerden ise bu aileye ait enzimlerle yapılmış sınırlı 

sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu ailenin tüm üyeleri NodB’ye homolog domain adı 

verilen ortak korunmuş bir domain içermeleri ile karakterize edilirler.  

Termofilik Anoxybacillus flavithermus WK1 bakterisi genom projesi 2008 yılında 

tamamlanmıştır. Tüm genom karbonhidrat deasetilaz aday genleri için tarandığında iki adet 

gen belirlenmiştir. Bunlardan bir tanesi 762 baz çifti uzunluğuna sahiptir ve 253 amino 

asitlik bir protein kodlamaktadır. Bu gen, standart PZR primerleri ile çoğaltılarak histidin 

kuyruk içerecek şekilde pET-15b ekspresyon vektörünün NdeI bölgesine klonlandı. 

Rekombinant plazmit E. coli (Escherichia coli) BL21 (DE3)pLysS ekspresyon hücrelerine 

transforme edilerek ekspres edildi. Rekombinant protein Ni-afinite kromotografisi 

kullanılarak saflaştırıldı ve saflığı Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi 

(SDS-PAGE) ile belirlendi. Enzim aktivitesi için substrat olarak α-naftil asetat kullanıldı ve 

aktivite SDS-PAGE’de Fast Red boyaması ile gösterildi. AfCDA proteininin biyokimyasal 

özellikleri spektrofotometrik yöntemle kromojenik substrat olarak p-nitrofenil asetat 

kullanılarak belirlendi. Optimum aktivite gösterdiği sıcaklık 50 °C ve optimum pH değeri 

7,5 olarak belirlendi. Kinetik karakterizasyon çalışmalar substrat olarak p-nitrofenil asetat 

kullanılarak araştırıldı ve Km değeri 4,33 µM, Vmax değeri ise 3333,33 U/mg olarak 

hesaplandı.  

Anoxybacillus flavithermus WK1 geninin nükleotid ve aminoasit dizilimi 

kullanılarak diğer türlerle olan akrabalık dereceleri incelendi. Filogenetik dendogramda A. 

flavithermus WK1 bakterisinin diğer Bacillus türlerinden açıkça ayrıldığı gözlendi. afcda 

geni aminoasit sırası, CE-4 ailesinin bilinen üyelerinin aminoasit sıraları karşılaştırılarak 

ClustalW programı ile korunmuş motifleri bulmak için kullanıldı. Toplam beş motiften 

dördünün korunmuş olduğu ve motif 2’nin ise tamamen farklı olduğu belirlendi.  

Anoxybacillus flavithermus WK1 AfCDA enziminin her hangi bir metal iyonuna 

bağımlı olmadan aktivite gösterdiği 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 NdeI 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 α-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. Km and Vmax were 

determined 4,33 µM 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 AfCDA 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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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. GİRİŞ 

Karbonhidratlar biyolojik sistemlerde önemli rol oynayan organik bileşiklerdir. 

Karbonhidrat metabolizması tüm yaşam formları için kritik önemdedir ve bu nedenle 

şekerlerin dönüşümlerini etkileyen enzimler tüm canlı organizmalarda zorunlu olarak 

bulunur. İki şeker ya da bir şekerle başka bir grup arasındaki enzimatik oluşum ve yıkım 

serbest şeker oluşturan hidroliz olayı ile meydana gelir. 

Glikoprotein, glikoipid ve polisakkarit formundaki karbonhidratlar hücre fizyolojisi 

ve mikroorganizmaların, bitkilerin ve hayvanların gelişiminde de temel role sahiptirler. 

Karbonhidrat metabolizması üzerinde aktif enzimler glikokonjugatlar, oligosakkaritler ve 

polisakkaritlerdeki glikozidik bağları kesen ve yapan, doğada yapısal olarak en çok 

çeşitlilik gösteren substratlar üzerinde etkili olan bir grup enzimi kapsarlar. Bu 

karbonhidrat aktif enzimler aminoasit dizi benzerliğine dayalı olarak birkaç aileye 

ayrılmışlardır (Coutinho ve Henrissat, 1999). CAZy veri tabanı tarafında ortaya konan 

(URL-1) karbonhidrat aktif enzimleri dizi benzerliğine dayalı bu sınıflandırma, genom dizi 

analizi sırasında, açık okuma çerçevelerinin (ORF) genel işlevlerinin tahmini, katlanma ve 

mekanizmaları gibi konularda tam bir bilgi vermede yeterli bir araç sağlamaktadır (Davies 

vd., 2005).  

Glikozid bağlarının oluşumunda, modifikasyonunda ve kırılmasında pek çok enzim 

etkilidir. Karbonhidrat aktif enzimler, enzimin üzerine eklenmiş katalitk olmayan bir 

modülle beraber modüler bir yapı gösterdiklerinden, CAZy veri tabanı karbonhidrat 

mekanizmasında etkili enzimleri iki modül şeklinde tanımlar. Bunlardan ilki 

glikokonjugatlar, oligosakkaritler ve polisakkaritlerin kırılmasını, biyosentez ve/veya 

modifikasyonlarını katalize eden katalitik modül yani enzimlerdir. Diğeri ise katalitik 

modüle bağlı olduğu bulunan birleşmiş (ortak) modüldür. Bu tanımlamalara göre katalitik 

modüller; Glikozid hidrolazlar (GH), glikoziltransferazlar (GT), polisakkarit liyazlar (PL) 

ve karbonhidrat esterazlar (CE) olarak dört aileye ayrılmıştır. Katalitik modüle bağlı olan 

ve karbonhidrata bağlanan birleşmiş modül ise karbonhidrat bağlanma modülü 

(Carbohydrate Binding Module - CBM) olarak tanımlanır (Davies vd., 2005).  

Glikozid Hidrolazlar (GH); glikozidaz ve transglikozidazları içerirler (Henrissat, 

1991; Henrissat ve Bairoch, 1993; Henrissat ve Bairoch, 1996).  
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Şekil 1. Karbonhidrat metabolizması üzerinde aktif enzimler. Glikozid hidrolazlar; 

glikozidik bağların hidrolizinden sorumludur. Glikoziltransferazlar; şeker 

vericilerinden türeyen enerjiyi kullanarak glikozidik bağ sentezini yürütürler. 

Karbonhidrat esterazlar/deasetilazlar; asetilenmiş şekerlerin -O ve -N 

asetilasyonunu gerçekleştirirler ve polisakkart liyazlar; üronik asit glikozidleri 

üzerinde β-eleminasyon reaksiyonlarını katalize ederler (Davies vd., 2005). 

 

Disakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritler üzerinde etkili tartışmasız en iyi 

karakterize edilmiş enzimlerdir (Davies vd., 2005). Bu enzimler glikozidik bağların 

hidrolizi ve/veya transglikolizasyonundan sorumlu 113 protein ailesinden meydana 

gelmektedir. GH kodlayan genler, CAZy’de sınıflandırılan enzimlerin büyük 

çoğunluğunun -neredeyse yarısının (yaklaşık %47’si)- genomuna ilişkin olarak 

verilmektedir. Biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalardaki yaygın öneminden dolayı 

GH’lar günümüzde şimdiye kadar CAZy veri tabanında sunulan enzim grupları içerisinde 

en iyi şekilde karakterize edilmiş enzimleri oluştururlar (Cantarel vd., 2009). 

Glikoziltransferazlar (GT); fosfo-aktive olmuş verici bir şekerin uygun bir alıcıya 

(başka bir şekere, lipide, proteine veya küçük bir moleküle) transferini katalize ederler. 

(Davies vd., 2005). CAZy’de dizi benzerliğine dayalı 90’dan fazla aile oluşturan ve hemen 

hemen her organizmada bulunan enzimleri oluştururlar (Cantarel vd., 2009). 

Polisakkarit Liyazlar (PL); β-eliminasyon mekanizması kullanarak polisakkarit 

içeren üronik asitteki glikozidik bağları keserler (Yip vd., 2006). CAZy’de 19 aile ile 

temsil edilirler (Coutinho ve Henrissat, 1999). Pek çok PL biyoteknolojik ve biyomedikal 

uygulama alanlarına sahiptir ve az sayıda olmalarına rağmen CAZy veri tabanında 
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kimyasal olarak en yüksek  oranda karakterize edilen örneklerdir.  

Karbonhidrat bağlanma modülleri (KBM); kendiliğinden katlanan ve işlevsel olarak 

kendi başlarına hiçbir enzimatik aktivitesi olmayan ancak yukarıda tanımlanan pek çok 

enzimin aktivitesini substratı hedefleyerek ve substrat ile uzun bir etkileşimi teşvik 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) 

gruplarının uzaklaştırılmasını katalize ederler, böylece GH’lerin karmaşık polisakkaritler 

üzerindeki aktivitelerini kolaylaştırırlar (Cantarel vd., 2009). Aslında şeker deasetilazları 

daha klasik peptidaz ve esterazlar tarafından sergilenen benzer katalitik özelliği gösterirler. 

Gerçekte karbonhidrat esterazlarla diğer esterazlar arasında ki özgünlük bariyeri oldukça 

düşüktür, dizi benzerliğine dayalı sınıflandırma büyük olasılıkla bazı enzimleri 

karbonhidrat olmayan esterler üzerinde de etkili olabileceği şeklinde dahil edebilir 

(Cantarel vd., 2009). Üç boyutlu kristalize yapıları ortaya konan CE-1 (bakteriyel ferulat 

esterazlar), CE-5 (asetil ksilan esterazlar), CE-7 (çok fonksiyonlu ve ksilooligosakkarit 

deasetilazlar (Vincent vd., 2003), CE-10 ailesinden enzimlerin çoğunluğu, ‘85C antijeni’ 

mikoliltransferaz ve sınıflandırılmamış fungal ferulat esterazlar (Hermosa vd., 2004) gibi 

yapısı bildirilen karbonhidrat esteraz/deasetilaz’ ların büyük çoğunluğu klasik bir β/α/β 

‘serin proteaz’   mekanizması kullanırlar (Jenkins vd., 2001). Bu enzimler şekerlerin ‘R’ 

grubundan ziyade asiti oluşturmasıyla da biraz olağandışı kabul edilebilirler.  

Bazı şeker deasetilazların yapıları ise hem tek hem de çift metal iyonu katalitik 

merkezi ortaya koyarlar. Dikkati çeken örnekler arasında klasik çinko hidrolaz bölgesi 

üzerinde orijinal bir α/β çerçevesi sunan CE-11 alesinden LpxC çinko-bağımlı UDP-3-O-

asetil-N-asetilglukozamin (Whittington vd., 2003; Coggins vd., 2003); tek çinkolu CE-14 

N-asetil-1-ᴅ-myo-inozitil-2-amino-2-deoksi-α-ᴅ-glukopirenozid deasetilaz (Maynes vd., 

2003); üyeleri başka şeylerin yanında peptidoglukan, kitin, rizobiyal Nod faktörü ve 

ksilanın deasetilasyonuna katılan ‘NodB homoloğu’ olarak isimlendirilen CE-4 ailesi 

deasetilazlar ve çift metalli üreaz-benzeri CE-9 ailesi N-asetilglukozamin-6-fosfat 

deasetilazlar gösterilebilir (Vincent vd., 2004). 

CAZy sınıflandırması; karbonhidrat esterazlar/deasetilazlar’ı 16 farklı aileye 

ayırmıştır. Bu ailelerden CE4 ailesi Henrissat’ın sınıflandımasına göre (Coutinho ve 

Henrissat, 1999; Coutinho ve Henrissat, 2002) kitin deasetilazları (EC 3.5.1.41), rizobial 
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NodB kitooligosakkarit deasetilazları (EC 3.5.1.-) (John vd., 1993), peptidoglikan N-

asetilglikozamin deasetialzları (EC 3.1.1.-) (Psylinakis vd., 2005), asetil ksilan esterazları 

(EC 3.1.1.72) (Taylor vd., 2006), peptidoglukan deasetilazları ( 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 beş üyesi de sırasıyla kitin, NodB faktörü, peptidoglikan ve asetil 

ksilan denilen substratların, hem N-asetilglikozamin kalıntılarında N-bağlı asetil 

gruplarının (kitin deasetilazlar, rizobial NodB kitooligosakkarit deasetilazlar ve 

peptidoglikan N-asetilglikozamin deasetilazlar) hem de O-asetilksiloz kalıntılarında O-

bağlı asetil gruplarının (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 asetillenmiş poli/oligosakkaritlerin geniş bir 

kesiminin deasetillenmesini sağlarlar (Caufrier vd., 2003) (Şekil 2). Kitin deasetilaz; bir β 

(1,4) bağlı N-asetilglikozamin polimeri olan kitini, bir fungal hücre duvarı/spor kabuğu 

bileşeni olan kitosana deasetile eder (Kafetzopoulos vd., 1993a; Tokayasu vd., 2000). 

NodB; baklagiller ve nitrojen fikse eden bakteriler arasındaki simbiyotik ilişkiyi 

düzenleyen kitinimsi bir lipopolisakkarit olan Nod faktörlerini deasetile eden rizobial bir 

proteindir (Long, 1989; John vd., 1993). Asetil ksilan esterazlar; bitki hücre duvarının 

anahtar bir bileşeni olan O-asetillenmiş ksilanın deasetillenmesini sağlarlar (Caufrier vd., 

2003). Peptidoglikan deasetilazlar N-asetil muramik asit ve N-asetil glikozamin 

birimlerinin bakteriyal peptidoglikanlarda tekrarlayan di-şekerlerini de-N-asetillerler 

(Vollmer ve Tomasz, 2000;  Fukushima vd., 2002). Bu enzimlerin hepsi birtakım korunmuş 

aspartik asit ve histidin birimleri içeren birkaç dizi motifini paylaşırlar.  

CE-4 esterazların dizi karşılaştırmaları sayesinde bu enzimlerin “polisakkarit 

deasetilaz domaini” (Psylinakis vd., 2005) veya “NodB homoloğu domain” denilen 

korunmuş bir katalitik çekirdek içerdikleri ortaya konmuştur. (Kafetzopoulos vd., 1993a; 

Caufrier vd., 2003). NodB proteinleri, Nod faktörleri denilen bakteriyal nodulasyon 

sinyallerinin biyosentezi  için elzem olan kitooligosakkarit deasetilazlardır (Denarie vd., 

1996) ve baklamsı bitkilerle simbiyotik ilişkiyi düzenleyen bakteriyal sinyal molekülleri 

olan Nod faktörlerinin sentezinde GlcNAc birimlerini deasetile eden CE-4 ailesinden 

detaylı şekilde tanımlanan ilk enzimleridir (Long, 1989). Değişik rizobial türlerden Nod 

faktörleri ortak bir temel yapı paylaşırlar: hepsi indirgen olmayan uç biriminde bulunan bir 
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N-açil ile yer değiştirmiş N-asetilglikozamin oligomerleridir. Bu N-açil yer değiştirmeleri, 

N-asetilglikozamin olgomerlerinin konak bitkide herhangi bir nodulasyona özel yanıt 

oluşturmada başarısız olmalarından dolayı tüm Nod faktörlerinin biyolojik aktiviteleri için 

gereklidir. NodB proteinleri N-asetil gruplarını N-asetilglikozamin oligomerlerinin indirgen 

olmayan uç terminal biriminden özel bir şekilde uzaklaştırır. Böylece sıradaki N-

açilasyonu için gerekli olan serbest amino gruplarını sağlarlar (Jhon vd., 1993). 

Cellulomonas fumi ve Clostridium thermocellum ksilanazlarında bulunan NodB homoloğu 

domainin fonksiyonel olduğu, ksilana karşı deasetilaz aktivite sergilediği  ve böylece 

asetillenmiş ksilanın ksilanazlar tarafından yeterli şekilde hidrolizine katkıda bulunduğu 

bulunmuştur (Laurie vd., 1997; Fernandes  vd., 1999). 

CE-4 ailesi enzimleri, çarpık bir silindirik (α/β)8 katlanmasına sahiptirler 

(Oberbarnscheidt vd., 2007). CE4  1000’in üzerinde açık okuma çerçevesi ile karbonhidrat 

esterazların gelmiş geçmiş en geniş ailesidir (Oberbarnscheidt vd., 2007).  Bu aile üyeleri 

sadece genişliğinden dolayı değil aynı zamanda çoğu üyesinin metal iyonu bağımlı 

olmasından dolayı da dikkat çekicidir. Dahası CE4 ailesi; hem, asetil ksilan esteraz gibi, 

klasik de-O- asetilaz aktivitesi hem de aynı zamanda kitin (Hekmat vd., 2003), 

kitooligosakkarit rizobial Nod-faktörleri ve peptidoglikanı (Psylinakis vd., 2005; Blair 

2005) içine alan çeşitli N-asetilglikozamin temelli substratların degradasyonuna ve/veya 

yeniden biçimlendirilmesine katılan “NodB süperailesi” gibi de-N-asetilaz aktivitesine 

sahip üyeleri kapsar (Taylor vd., 2006) (Şekil 3). Bu enzimlerin aktivitelerinin divalent 

katyonu eklenmesiyle arttığına dair birkaç çalışma olmakla beraber (Martinou vd., 2002; 

Caufrier vd., 2003), hiçbir metal iyonu ilavesi olmaksızın tam bir aktiviteyi ortaya koyan 

(Hekmat vd., 2003) başka çalışmalar da mevcuttur (Blair vd., 2005). Metal iyonu bağımlı 

olanların bir çoğu Zn
+2

 hidrolazda gözlendiği gibi tek divalent (tipik olarak Zn
+2

 veya Co
+2

) 

metal iyonu aktif merkezine sahiptirler (Hernick vd., 2005). Metal iyonu;  metal iyonu 

koordinasyonunu tamamlayan iki histidin ve bir aspartik asit ile su için Lewis asiti 

nükleofilik atak desteği yapmaktadır (Taylor vd., 2006). 

CE-4 ailesinden ilk kez detaylı yapısı ortaya konan enzim NodB proteinidir. Gram-

pozitif bakteri genomlarında, muhtemel polisakkarit deasetilazları kodlayan çok sayıda 

açık okuma çerçevesi tanımlanmıştır (Psylinakis vd., 2005).  Bacillus cereus ATCC 14579 

genomunun analizi 11 polisakkarit deasetilaz homoloğunun varlığını ortaya koymaktadır 

(Ivanova vd., 2003).  
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Şekil 2. CE-4 ailesi tarafından tanınan substratlar ve gerçekleştirilen reaksiyonlar (Caufrier                                         

              vd., 2003) 

 

1.4. Kitin Polisakkariti 

Kitin ve kitosan polimerik zincirleri; kitin için GlcNAc veya kitosan için GlcN 

üniteleri ağırlıklı olmak üzere, β-(1,4) glikozidik bağlarıyla bağlı N-asetil-ᴅ-glukozamin 

(GlcNAc) ve ᴅ- glukozamin (GlcN) ünitelerinden oluşan ortak polimerlerdir. Kitin uzun 

zaman kullanılmamış bir doğal kaynakken, son yıllarda eşsiz biyolojik 

bozunabilirlikleri, biyolojik geri dönüşebilirlikleri, biyolojik uyumlulukları, fizyolojik 

stabilite ve hidrofilik karakterlerinden ötürü kitosan ve kitooligosakkaritlere (COS) olan 

ilgi artmıştır. Bu özelliklere dayanarak kitosan ve COS’e tarım, kozmetik, su arıtma, 

gıda sanayi, farmosötik ve tıbbi biyoloji gibi çeşitli sahalarda geniş ve artan bir şekilde 

başvurulmaktadır. Gerçekte kitosanın çoğu biyolojik aktivitesi polimerin moleküler 

büyüklüğünü tanımlayan polimerizasyon derecesine (PD), yük yoğunluğunu tanımlayan 

asetilasyon derecesine (AD) ve kitosan içindeki GlcNAc ve GlcN payını tanımlayan 

asetilasyon motifine (AM) dayanmaktadır  (Zhao vd., 2011b). 

Kitin; selüloza benzer şekilde β-(1-4)-bağıyla bağlı N-asetil-ᴅ-glukozamin 

ünitelerinden oluşan, selülozdan sonra en çok bulunan, kolayca elde edilebilir ve 

yenilenebilir doğal bir homopolimerdir (Tsigos vd., 2000). Bu polimeri Henri Braccanot 
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1811’de fungal türler olan Agaricus, Hydnum ve Boletus’da keşfetmiş ve “Fungin” olarak 

isimlendirmiştir. Odier ise 1823’te bu polimeri böcek kütikulunda bulmuş ve Yunanca 

gömlek/zarf anlamına gelen “Kitin” adını vermiştir. Doğada her yıl 10 gigaton kitin 

sentezlenmekte ve degrade edilmektedir (Ghormade vd., 2010). Pek çok omurgasız 

hayvanın dış iskeletinde veya kütikulasında ve çoğu fungusun hücre duvarında ortak olarak 

bulunur (Austin vd., 1981). Yüksek düzeyde kristalize yapısından dolayı kitin sulu 

çözeltilerde ve organik çözücülerde çözülebilir değildir (Hirano, 1996). Kitinin kolayca 

çözünebilir olmaması endüstriyel uygulamalarını kısıtlamaktadır (Kurita, 1986). Kitin 

polimeri %0,9 asetilasyon derecesi, %7 azot içeriği gösterir ve azot/karbon oranı 0.146’dır 

(Deshpande, 2005). 

Kitinin deasetile olmuş formuna “kitosan” denir (Şekil 4 ve 5) ve kitosan kitine 

kıyasla daha kolay çözünebilir. Kitosanın asetilasyon derecesi % 0,4’ten daha az ve 

nitrojen içeriği %7‘dir (Patil vd., 2000). Kitosan doğal olarak oluşan ve kitinin N-

deasetilasyonu ile elde edilen polikatyonik bir biyopolimerdir. Kitosan adı özgün bir 

şekilde tanımlanan bir içerikten ziyade asetillenmiş ünitelerin çeşitli kısımlarıyla beraber 

bulunan bir ortak polimer ailesini ifade eder (Tsigos vd., 2000).  

Kitosan; biyolojik olarak degrade edilebilir, hayvanlar için toksik olmayan, asitli 

çözeltilerde çözünebilir, çeşitli fiziksel formları bulunan ve kitinden daha kolay işlenebilir 

bir polimerdir (Hirano, 1996; Dodane ve Vilivalam, 1998). Bu nedenle kitosan pek çok 

endüstriyel uygulama için büyük potansiyeli olan özellikler sunmaktadır (Tsigos vd., 2000). 

Bugün büyük çoğunluğu Japonya’da bulunan birkaç şirket karides ve yengeç 

kabuklarından her yıl 100 milyar tondan fazla kitosan üretmektedir. Başlıca uygulama 

alanları arasında su arıtma, biyomedikal uygulamalar (yara kapatma ve yapay deriyi içine 

alan) ve kişisel bakım ürünleri yer almaktadır (Hirano, 1996; Koide, 1998). Bunlara ek 

olarak kitin ve kitosan oligomerleri de dikkate değer ölçüde ilgi çekmektedir. Çünkü 

bunların  antitümör ve antimikrobiyal aktivite gibi, belirli ilginç fizyolojik aktiviteler 

(Shahidi vd., 1999; Shigemasa ve Minami, 1996), ve bitkiler için uyarıcı aktivite 

sergiledikleri bildirilmiştir (Shahidi vd., 1999). Dahası kitin ve kitosan oligomerleri sulu 

çözeltilerde çözünebilir ve çeşitli analitik işlemlerle kolayca karakterize edilebilirler. 

Bugün ticari olarak kitosan, yüksek sıcaklıklarda konsantre NaOH veya KOH (%40-50)‘ın 

kullanıldığı heterojen bir işlemle yoğun termokimyasal süreçler yoluyla üretilmektedir. Bu 

süreç çevresel olarak güvenli olmayan ve kolayca kontrol edilemeyen, çok geniş ve 

heterojen çeşitlilikte ürünlerin oluşumuna neden olmak gibi farklı kimyasal prosedürlerin 
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çoğu dezavantajını paylaşmaktadır (Chang vd., 1997).  Benzer olarak kitosan oligomerleri 

kitosan polimerlerinin asitle kısmen hidrolizi yoluyla hazırlanmaktadır. Spesifik kitosan 

oligomerlerinin hazırlanmasında lizozim ve tri-N-asetilkitotrios türevlerinin substrat olarak 

kullanıldığı kimyasal enzimatik bir metotda bildirilmiştir (Akiyama vd., 1995). Ancak her 

iki yöntemle meydana gelen ürünler farklı polimerizasyon derecelerinde  rastgele 

karıştırılmış kitosan oligomerleridir (Tsigos vd., 2000). Kitosan polimer ve oligomerlerinin 

hazırlanmasında kitin deasetilazın kullanımı potansiyel olarak tüm bu olumsuzlukların 

çoğunun üstesinden gelebilecek enzimatik bir süreci gündeme getirmektedir.  

 

Şekil 3. Kitinin kimyasal yapısı. poli-[β-(1,4)-2-amino-2-deoksi-β-ᴅ-glukopiranoz] 

şeklindedir. Kitin ve kitosan polisakkaridleri, kimyasal olarak selüloza 

benzemekle birlikte kendi aralarında birtakım farklılıklar göstermektedir. 

Selülozda, ikinci karbon atomuna bağlı hidroksil (-OH) grubu bulunurken, 

kitinde asetamid (-NHCOCH3), kitosanda ise amino (-NH2) grubu 

bulunmaktadır (Demir ve Seventekin, 2009). 

 

 

 
Şekil 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 kitosanın N- asetilglukozamin 

ünitelerinin asetamido gruplarını hidroliz ederler, böylece glukozamin ve asetik asit 

oluştururlar (Zhao vd., 2011b). Kitin deasetilaz enzimi CAZy (URL-1) veri tabanında 

tanımlandığı şekilde karbonhidrat esteraz 4 ailesi (CE-4) üyelerinden birisidir (Coutinho ve 

Henrissat, 1999) Günümüze kadar CDA kodlayan genleri belirlenen veya in vitro CDA 

aktivitesinin tanımlandığı CDA üreten az sayıda mikroorganizma bildirilmiştir (Ghormade 

vd., 2010). Bunlar arasında denizel bakteriler, birkaç böcek ve çeşitli funguslar vardır. 
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(Zhao vd., 2010). Buna zıt olarak çoğu çevresel organizma, henüz keşfedilmemiş ancak 

biyoteknolojik uygulamalar için eşsiz özellikte CDA’ların bulunması yönünden güçlü 

potansiyele sahiptir.  

Kitin deasetilaz ilk kez Mucor rouxii ekstraktından izole edildi (Araki ve Ito, 1975) 

ve daha sonra enzimin ham kitini kitosana dönüştürerek hücre duvarı sentezine katıldığı 

bulundu (Davis ve Bartnicki-Garcia 1984).  O zamandan bu yana değişik fungilerin 

(Mucor rouxii (Kafetzopoulos vd., 1993b), Absida coerulea (Gao vd., 1995) Aspergillus 

nidulans, Colletotrichum lindemuthianum gibi) miselyum ekstraktlarından izole edilerek  

kitin deasetilazların biyokimyasal karakterizasyonu yapılmıştır (Zhao vd., 2010). Bunların 

arasında Colletotrichium lindemuthianum kitin deasetilazı biyokimyasal özelliklerini 

(Tokuyasu vd., 1996; Blair vd., 2006), katalitik mekanizmasını (Tokuyasu vd., 2000; 

Hekmat 2003) ve biyolojik rolünü (Kauss vd., 1983) içerecek şekilde üzerinde en iyi 

çalışılmış olanıdır. Bir seri kinetik çalışma sonucunda C. lindemuthianum’daki kitin 

deasetilazın deasetilasyon modelinin M. rouxii’ninkinden tamamen farklı olduğu 

bulunmuştur. Böylece işlevsel olarak birbirinden farklı enzimlerin anlaşılmasına dayanarak 

enzimatik deasetilasyon ürününün  sadece deasetilasyon derecesinin (DA) değil asetilasyon 

modelinin (PA) de kitinin kitin oligomerlerinden kitosana ya da kitosan oligomerlerine 

enzimatik dönüşümü sırasında da kontrol edilebilir ( Zhao vd., 2011b). 

Değişik kaynaklara ait CDA’ların aktivite, kararlılık, özgünlük ve verimlilik 

yönünden birbirinden farklı olabileceği artık bilinmektedir. Değişik kaynaklara ait CDA’lar 

kullanılarak iyi tanımlanmış kitooligosakkarit (COS) ürünleri belirlenmiş ve karakterize 

edilmiştir (Zhao, vd. 2011b). Örnek olarak C. lindemuthianum’un CDA’sı (Tokuyasu vd., 

1997) ve Thermococcus kodakaraensis KOD1 (Tanaka vd., 2004) özellikle GlcNAc-

GlcNAc’yi GlcN-GlcNAc‘ye dönüştürebilir. Bunun yanı sıra C. lindemuthianum GlcN-

GlcN’den GlcNAc-GlcN’nin enzimatik sentezi için de kullanılabilir (Tokuyasu vd., 1999) 

ve T. kodakaraensis  KOD1’de aynı şekilde GlcNAc’yi GlcN’ye dönüştürebilir (Tanaka 

vd., 2004). M. rouxii ve Absidia corulea CDA’ları GlcNAc-GlcNAc’i hiçbir şekilde 

deasetile edemezken (Gao vd., 1995; Kafetzopoulos vd., 1993a), Vibrio cholerae CDA’sı 

özellikle GlcNAc’yi GlcNAc-GlcN’ye dönüştürebilir (Li vd., 2007) .  

Tüm bunların yanısıra yeni CDA’ların keşfi CDA’ların biyolojik rölününün 

anlaşılmasına yardımcı olabilir  (Zhao, vd. 2011b). CDA’ların uygun spor oluşumu 

(Matsua vd., 2005; 1996; Christodoulidou vd., 1999), hücre duvarı bütünlüğü (Baker vd., 

2007) ve olgunlaşmamış kitinin kitosana dönüşümü süresince kendi kendini korumada (El 
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Gueddari vd., 2002; Blair vd., 2006) ihtiyaç duyulan elzem enzimler oldukları biyolojik 

olarak doğrulanmıştır (Zhao, vd., 2011b).  

 

Şekil 5. Kitin deasetilazın katalitik atkisi; kitin kitosan ve asetat oluşturmak üzere kitin 

deasetilaz enzimi tarafından desetillenir (Tsigos vd., 2000) 

 

1.5.1. Katalitik Mekanizma 

CDA‘ların substrat özgünlükleri ile ilgili değişik uzunlukta ve deasetilasyon 

derecesinde farklı substratlarla yapılan pek çok çalışma mevcuttur (Ghormade vd., 2010) 

ve çoğu CDA’nın sadece suda çözülebilir kitin substratlarını tercih ettikleri bulunmuştur 

(Zhao vd., 2011b). Hatta M. rouxii CDA’sının ve Streptomyces lividans’ın hem doğal hem 

de kesilmiş asetil ksilan esterazının, peptidoglikan substratları üzerinde inaktif 

durumdayken; glikol kitin, ksilan, kitin-50 ve (GlcNAc)4 susbstratları üzerinde aktif 

olduklarını bildiren Caufrier ve arkadaşları tarafından çalışılmış olan seçilmiş birkaç 

enzimin substrat özgünlükleri Karbonhidrat Esteraz 4 ailesi altında sınıflandırılmıştır 

(Caufrier vd., 2003). Kıyaslandığında CDA’ların katalitik mekanizması üzerine az sayıda 

bilgi bulunmaktadır. Güncel olarak katalitik mekanizması iyi şekilde karakterize edilmiş 

sadece iki CDA  bulunmaktadır (Zhao vd.,  2011b).  Bunlardan M. rouxii CDA’sının “çoklu 

atak”, C. lindemuthianum CDA’sının ise “çoklu zincir” mekanizmasına göre etki ettiği 

belirlenmiştir. 

 

1.5.2. Çoklu Atak Mekanizması 

Çoklu atak mekanizmasında CDA’ın kitin zincirine bağlanmasını takiben 

deasetilasyon gerçekleşir ve daha sonra sıradaki zincire bağlanarak deasetilasyona devam 

eder (Şekil 6). Örnek olarak M. Rouxii ‘den CDA’nın etki şekli özellikle N-asetillenmiş 

kitosan (Martinou vd., 1998) ve N-asetilkitooligosakkarit (Tsigos vd., 1999) substratları 

üzerinde çalışılmıştır. M. rouxii CDA’sının etki şekli polimerizasyon derecesi ortalama 30 
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olan, % 32 oranında gelişi güzel deasetile olmuş suda çözülebilir kitosan substratı üzerinde 

araştırılmıştır. Yapılan çalışmalar sonucunda ekzo tip enzimin, hem kitosan polimerleri 

hem de kitin oligomerleri substratlarının asetil gruplarını, sıralı bir şekilde takip eden 

deasetilasyonun ardından,  çoklu atak derecesi üç olacak şekilde (Tsigos vd., 2000) başka 

bir zincire bağlandığı, çoklu atak mekanizmasına göre hidroliz ettiği bulunmuştur (Şekil 

7A.) (Zhao vd.,  2011b). Aynı substratta ardarda gelen N-asetil-ᴅ-glkozamin birimlerinin 

maksimum sayısı üç olduğundan dolayı bu, enzim tarafından gerçekleştirilebilecek en 

yüksek deasetilasyon miktarıdır (Martinou vd., 1998).  Aynı şekilde M. rouxii CDA’sının 

kitin oligosakkaritleri (DP 2-7) üzerindeki etkisi de çalışılmıştır (Tsigos vd., 1999). Yapılan 

çalışmada oligomerin uzunluğunun da enzimin etkisi üzerinde etkili olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 6). Enzim sadece deasetilasyon derecesi ikiden daha yüksek olan kitin 

oligomerlerini etkili şekilde deasetile edebilmekte ve ilk deasetilasyon oligomerin 

indirgeyici olmayan uç biriminde gerçekleşmektedir. İlave olarak deasetilasyonun kapsamı 

substratın uzunluğuna bağlıdır. Polimerizasyon derecesi 1-7 arasında olan kitin 

oligomerleri test edildiğinde (GlcNAc)4 ve (GlcNAc) tamamen deasetile olurken, 

(GlcNAc)3, (GlcNAc)6 ve (GlcNAc)7‘nin indirgeyici uç birimleri bilinmeyen bir nedenden 

dolayı her zaman sağlam kalmaktadır (Tsigos vd., 1999) (Şekil 6). Tetra-N-asetilkitotetraoz 

ve penta-N-asetilkitopentoz enzim tarafından tamamen deasetile edilirken, tri-N-

asetilkitotrioz, heksa-N-asetilkitoheksoz ve hepta-N-asetilkitoheptaoz’da indirgeyici uç 

kalıntısı bozulmaz. Dahası enzim önce ikiden fazla polimerizasyon derecesine sahip kitin 

oligomerlerinin tümünün indirgeyici olmayan ucundan bir asetil grubunu uzaklaştırır ve 

daha sonra ilerleyerek diğer asetamido (asetilamino) grubunun hidrolizini katalize eder 

(Tsigos vd., 2000). Bu mekanizma enzimin etkinliğini polimerik substratlar üzerinde 

gösterdiğini andırmaktadır (Martinou vd., 1998). Değişik kaynaklardan kitin deasetilazlar, 

kitin substratları üzerinde farklı enzimatik aktivite modelleri göstermişlerdir. M. rouxii 

CDA’sının etki şekli özellikle N-asetile olmuş kitosan (Martinou vd., 1998) ve N-

asetilkitooligosakkarit (deasetilasyon derecesi 1-7) (Tsigos vd., 1999) substratları üzerinde 

çalışılmıştır. 
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Şekil 6. M.rouxii kitin deasetilazının etki şekli. Mavi küreler N-asetil-ᴅ-glikozamin 

birimlerine karşılık gelmektedir. Yeşil küreler deasetile olmuş karşılıklarıdır (ᴅ-

glikozamin). Rakamla gösterilen oklar deasetilasyonun düzenine ve bölgesine 

işaret etmektedir. Enzim ilk başta oligomerlerin indirgen olmayan son uç 

birimlerinden deasetilasyonu başlatır ve daha sonra kademeli bir düzende 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 uç 

birimleri bozulmamış olarak kalır. 

 

1.5.3. Çoklu Zincir Mekanizması 

M. rouxii CDA’sı ile kıyaslandığında, C. lindemuthianum’un CDA’sı ile ilgili daha 

geniş araştırmalar yapılmıştır. M.rouxii CDA’sından farklı olarak, C. lindemuthianum’un 

ekstrasellüler CDA’sı asetil gruplarını enzimin bir aktif enzim-polimer kompleksi 

oluşturduğu ve ayrılarak yeni bir aktif kompleks oluştrumadan  önce sadece bir asetil 

grubunun hidrolizini katalizlediği, çoklu zincir mekanizmasına göre hidroliz etmektedir 

(Zhao vd., 2010b). Enzim (GlcNAc)3 ve (GlcNAc)4‘ü tamamen deasetile edebilmekte 

ancak (GlcNAc)2’nin indirgen uç birimi deasetile edilememektedir (Tokuyasu vd., 1997) 

Reaksiyon mekanizmasını daha iyi anlayabilmek için enzimin dört alt bölgeye (-2,-

1,0 ve +1) sahip olduğu öngörülmüş (Şekil 7B.) (Zhao vd., 2010b). Enzim dört GlcNAc 

biriminin dizisini güçlü şekilde tanır ve 0 alt bölgesinde bulunan N-asetil gruplarının 

GlcNAc birimlerini özel bir şekilde deasetile eder. Asetilasyon değeri -1 veya +1 alt 

bölgelerinin GlcNAc birimi yerine GlcN birimiyle işgal edilmesinden etkilenmezken, dört 
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alt bölgeden yalnızca -2, substratın GlcNAc birimlerinin N-asetil gruplarını güçlü şekilde 

tanır (Tokuyasu vd., 2000). Substratın indirgen olmayan ucundan indirgen ucuna doğru 

GlcNAc birimleriyle etkileşim içindeki dört enzim alt bölgesinin varlığı deneysel olarak 

doğrulanmıştır. Turnover sayısı n den bağımsızdır ve 0 alt bölgesindeki asetamido 

gruplarının hidrolizinin gerçek sabit oranını verir (Hekmat vd., 2003). 

 

 

Şekil 7. Şekil A, Gri ve açık daireler GlcNAc ve GlcN’leri temsil etmektedir. İndirgen uç 

birimleri X içeren dairelerle gösterilmektedir. Oklar deasetile edilen (GlcNAc) 

dizilerine işaret etmektedir. (GlcNAc)4 M.rouxii kitin deasetilazı tarafından 

indirgen olmayan uç birimlerinden kademeli çoklu atak modunda deasetile 

edilmektedir.  Şekil B, (GlcNAc)4 C. lindemuthianum kitin deasetilazı tarafından 

çoklu zincir modunda deasetile edilmektedir. -2, -1, 0, +1 ile temsil edilen dört alt 

bölgeden yalnızca 0 katalizden sorumludur. 

 

1.6. CDA Genleri 

Kitin deasetilazlar çeşitli fungus ve böcekten klonlanmış ve karakterize edilmiştir 

(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 yüksek derecede homologturlar, dahası asetil ksilan esterazlar, 

ksilanazalar, peptidoglikan deasetilazlar ve Bacillus sp.‘de birkaç karakterize edilmemiş 

açık okuma çerçevesinde (ORF) bulunan belirli bir bölge olan, rizobiyal nodulasyon 

proteinileri (NodB proteinleri) ile belirgin ve kayda değer bir benzerlikte olan evrensel bir 

korunmuş bölge sergilerler. Bu korunmuş domain NodB homoloğu domain olarak 

adlandırılır ( Tsigos vd. 2000; Coutinhove Henrissat, 1999). 

Kitin deasetilaz ailesinin çoklu dizi karşılaştırmaları, dizinin CE-4 ailesinde 

deasetilaz domainini oluşturan aktif bölge olan beş iyi korunmuş katalitik motif içerdiğini 

göstermiştir (Blair vd. 2006). Bu beş katalitik motif, Strptococcus pneumoniae 

peptidoglikan deasetilazı ve Streptomyces lividans asetil ksilan esterazı gibi CE-4 ailesinin 

diğer üyelerinde de benzer şekilde gözlenen birkaç histidin ve aspartik asit kalıntısı içerir 

(Blair vd., 2005).  

Motif 1 (TFDD) iki aspartik asit birimi içerir; bir tanesi çinko veya kobalt ile 

etkileşime girer ve substrattan salınan asetata bağlanır. Motif 2 (HSWSHP) metal iyonuna 

bağlanan iki histidin ve ilmeği dengede tutmak için ikinci histidinle bağlanan bir hidrojen 

meydana getiren bir serin veya tireonin içerir. Motif 3 (RPPY) aktif bölge yarığının bir 

kısmını oluşturur ve asetata bağlanma, çinkoya bağlanma ya da katalitik aspartat 

birimlerini koordine etmeyi içeren farklı rollere sahiptir. Tirosin birimi asetatla birlikte 

hidrojen bağına dahil olur ve bu birimin alanine mutasyonu S. pneumoniae peptidoglikan 

deasetilazını inaktive etmiştir. Motif 4 (DSLDW) en kritik birim olan triptofanla birlikte 

aktif böle yarığının diğer kısmını meydana getirir (Zhao vd.,  2011b). Motif 5 (GSIVLMH)  

asetilin metil grubuna bağlanan hidrofobik bir cep meydana getiren bir lözin ve bir histidin 

birimi ile ürün olan asetatla birleşen bir hidrojen bağı meydana getiren bir histidin içerir 

(Blair vd., 2005; Blair  vd., 2006). 

Blair ve arkadaşları tarafından CE-4 ailesinin diğer iki üyesi olan S. pneumoniae 

peptidoglikan deasetilaz (Blair vd., 2005) ve Bacillus subtilis peptidoglikan deasetilaz ile 

karşılaştırılarak ilk kez üç boyutlu yapısı tanımlanan kitin deasetilaz C. lindemuthianum 

CDA’ dır (Blair 2004). Enzimlerin TIM silindirik yapısına benzer şekilde, (β/α)8 

katlanması içeren bir üçüncül yapısı varsayılmaktadır (Zhao vd.,  2011b). İlave olarak C. 

lindemuthianum kitin deasetilazının kristal yapısı, diğer CE-4 ailesi üyelerinde de birkaç 

istisna ile korunmuş olan iyi karakterize edilmiş bir çinko-bağlanma motifi (His-His-Asp 

ortaya koymaktadır (Blair vd., 2005; Blair  vd., 2006). Gözlenen iki tarafı yüklü zincir çifti, 

kofaktör olan çinkoyla sıkı şekilde birleşmiş nükleofil olan bir su molekülü kullanarak 
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asit/baz katalizini gerçekleştiren korunmuş bir Arg142 ile bağlı katalitik baz (Asp49) ve 

korunmuş bir Asp172 ile bağlı katalitik asit (His206) ten oluşur (Blair  vd., 2005). 

 

1.7. Kitin Deasetilaz Aktivitesinin Gösterilmesi 

CDA aktivitesini ölçmek için farklı deasetilason derecesine sahip farklı substratlar 

kullanılmıştır. Bunları glikol kitin, koloidal kitin, toz haline getirilmiş kitin, kullanıma 

hazır sınıf kitin (BDH), yengeç kitini, Katakura kitini, Sigma-α kitini, kitin CHA-2, γ-kitin, 

karboksimetil kitin, α-1→3,1→6-N-asetilglikozamin galaktan, N-asetilglikozamin ve 

(GlcNAc)2-6 kapsar ( Arakı ve Ito,  1975; Hunt vd., 2008; Gauthier vd., 2008; Tokuyasu vd., 

1996; Matsuo vd., 2005).  

M. rouxii’de kitin deasetilaz aktivitesinin belirlenmesi için N-asetil grupları 

radyoaktif işaretlenmiş O-hidoksillenmiş kitin (glikol kitin) in substrat olarak kullanıldığı 

radyoaktif bir yöntem bildirilmiştir ( Arakı ve Ito, 1988). Yöntem hassas olmasına rağmen 

ticari glikol kitinde O-hidroksillenmiş grupların türevleşmesinin derecesinin ve dağılımının 

belirlenmesi ve türevleşmenin enzim aktivitesi üzerindeki etkilerinin tayin edilmesi zordu. 

Dahası bu yöntem radyoaktif olarak işaretlenmemiş doğal substratların deasetilasyon 

sürecini gözlemlemede kullanılamazdı (Ghormade vd., 2010). Kauss ve Bausch (Kauss 

Bauch, 1988) etilen glikol kitinin NaNO2 ile depolimerizasyonu için nitrik asit ve 3- metil-

2-benzotiazolin hidrazon (MBTH) ve MBTH ile salınan glikozaminin tayinini için 

kolorimetrik yöntem kullandılar (Ghormade vd., 2010). CDA aktivitesi heksa-N-

asetilkitoheksozdan enzimatik bir yöntem olan Bergmayer’in üç çiftli enzim reaksiyonu 

kullanılarak asetat salınımı ile de ölçüldü (Martinou vd., 1995). 

CDA‘nın izozimleri PAGE jeldeki enzimlerin etilen glikol içeren jele difüzyonu 

ile transferini içeren aktivite boyama yöntemiyle tayin edildi (Trudel ve Asselin, 1990). 

Doğal (native) PAGE’in bir floresan parlatıcı (Calcofluor white M2R) kullanılarak 

farklılaştırıcı boyama ile boyanması araştırıldı. Calcofluor white M2R jele gömülü olan 

kitinden daha çok kitosan ile etkileşime girer ve uzatılmış bir boya giderme işleminden 

sonra bile UV altında daha çok floresan ışıma gösterir. Bunun da yanı sıra, CDA aktivitesi 

kitosanın nitrik asit ile depolimerizasyonu sonucu aynı bandı non-floresan hale getirmesi 

ile de tespit edilebilir (Ghormade vd., 2010). En son olarak proteinin elektroblotlama ile 

transferinin aktivite boyaması için CDA‘nın kitin içeren jele hızlı bir şekilde geçişini 

sağladığı gösterilmiştir (Toprak vd., 2008).  

 



16 

 

1.8. CDA’ların Biyokimyasal Özellikleri 

Bugüne kadar çeşitli organizmalardan izole edilen saf kitin deasetilazların 

moleküler kütleleri, optimum pH ve sıcaklıkları, metal iyonlarının etkisi ve substrat 

özgünlükleri gibi özellikleri araştırılmıştır. 

C. lindemuthianum DSM 63144‘de bulunan CDA ‘ın 150 kDa büyüklüğünde 

olmasına rağmen, çoğu kitin deasetilazın moleküler ağırlığının 25-80 kDa aralığında 

olduğu açıkça görülmüştür. Daha önce bildirilen çoğu ktin deasetilazlar glikoproteindirler 

ve N-glikozillenmiş (% 20-70) formda bulunurlar (Ghormade vd., 2010). Çoğunlukla 

çoklu izoformlar halindedirler. Örneğin, bakla pas mantarı olan Uromyces viciae-fabae’de 

kitin deasetilazın 12.7 ile 48.1 kDa arasında değişen beş izoformu üretilmektedir (Deising 

ve Siegrist, 1995). Ancak bugüne kadar kitin deasetilazların bu çoklu izoformlarının 

mekanizması tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Yapılan çalışmalara göre çoğu ekstrasellüler kitin deasetilazın optimum pH‘sı nötr 

ya da 7-12 aralığında alkalidir. Optimum cıcaklığı ise hemen her enzim için 50-60 °C‘dir 

(Ghormade vd., 2010). 

Cufrier vd., M. rouxii ‘den kitin deasetilaz ve S. lividans asetil ksilan esterazının 

hem doğal hemde kesilmiş formları için asetil ksilan, peptidoglikan ve çözünebilir kitini 

substrat olarak denemişlerdir. Denenen tüm enzimlerin peptidoglikan üzerinde inaktif iken 

asetil ksilan ve çözünebilir kitin üzerinde aktif olduğu tespit edildi. Bu da kitin 

deasetilazların sadece kitinin değil asetil ksilanın da üstesinden gelebildiği anlamına gelir 

(Caufreir vd., 2003).  Bu hem kitin deasetilazın hem de asetil ksilan esterazın 

peptidoglikan deasetilazdan farklı olan benzer bir katalitik domaine sahip olmalarını 

açıklayabilir (Ghormade vd., 2010). Dizi karşılaştırmalarıyla birlikte en son bildirilen 

yapısal analizler bakteriyal S. pneumoniae peptidoglikan deasetilaz ve Bacillus subtilis 

peptidoglikan deasetilazında bulunmayan, N-terminal ve C-terminal sonuna bağlanmış bir 

disülfit bağının M. rouxii kitin deasetilaz ve C. lindemuthianum kitin deasetilaz ve S. 

lividans asetil ksilan esterazda korunmuş olduğunu öne sürmektedir (Blair vd., 2006; Blair 

vd., 2005; Taylor vd., 2006) . 

Kitin deasetilazların metalloenzim oldukları ve katalitik kabiliyetlerinin divalent 

katyonlarından yüksek derecede etkilendikleri öne sürülmüştür. Önceki çalışmalarda kitin 

deasetilazın enzim aktivitesinin Zn
2+

 (1 mM), Ca
2+

 (1 mM) ve Co
2+

 (1 mM) varlığında 

artabildiği bulunmuştur (Kim vd., 2008; Tokuyasu vd., 1996; Yamada vd., 2008). Dahası,  
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N-glikolizasyon  S. cerevisiae’den Cda2p‘nin enzim aktivitesinin tamamen kaybedilmesi 

ile sonuçlanırken, 1 mM Co
2+

 ilavesi ile aktivitenin yenilenebildiği ancak Mg
2+ 

ve Mn
2+
‘in 

aynı canlandırıcı etkilerinin olmadığı kanıtlanmıştır (Martinou vd., 2002). Benzer şekilde 

bir bazidiomiset olan Flammulina velutipes’ de toplam kitin deasetilaz aktivitesi EDTA 

ilavesi ile elimine olurken, Co
2+

 ‘nın (1 mM) eş zamanlı ilavesi enzim aktivitesini 

tamamen yeniden canlandırabildi (Yamada vd., 2008) . Bunula beraber başka bir çalışma 

farklı bir açıklama ortaya koymaktadır; klorür tuzu olarak denenen Co
2+
’nın varlığında 

hem M. rouxii kitin deasetilazı hem de S. lividans asetil ksilan esterazı tüm çözünebilir 

kitinimsi substratlar üzerinde artan bir aktivite sergilerken, ksilan substrat olarak 

kullanıldığında artan bir aktivite göstermezler (Caufrier vd., 2003). Divalent katyonlarının 

kataliz üzerine etkisinin bir yerde denenen substrata bağlı olduğu görülüyor. Zn
2+ 

kitin 

deasetilazlar için önemli bir metal iyonu olduğu kanıtlanmıştır (Ghormade vd., 2010). 

 

1.9. Ksilan 

Ksilan; bitki hücrelerinin en temel yapısal polisakkaritidir ve dünya üzerinde ki 

tüm yenilenebilir organik karbon kaynaklarının üçte birini oluşturan doğada en çok 

bulunan ikinci polisakkarittir (Prade, 1995). Ksilan hemiselülozun temel yapısal elemanıdır. 

Hemiselüloz; ksilan, ksiloglukan, (bir ᴅ-ksiloz ve ᴅ-glukoz heteropolimeri), glikomannan 

(bir ᴅ-glukoz ve ᴅ-mannoz heteropolimeri), galaktoglıkomannan ( ᴅ-galaktoz, ᴅ-glukoz ve 

ᴅ-mannoz heteropolimeri) ve arabinogalaktan (bir ᴅ-galaktoz ve arabinoz heteropolimeri) 

içeren polimerik karbonhidratlardan oluşan bir kompleksdir. (Shallom and Shoham, 2003). 

Selüloz (1,4-β-glukan) ve ligninle (polifenolik bileşimli bir kompleks) birlikte bitki hücre 

duvarının temel polimerik bilşenidir (Kulkarni vd., 1999). 

Ksilan tek yıllık bitkilerde olduğu gibi (<% 30) angiosperm sert odununda (hücre 

duvarı içeriğinin %15-30’u), gimnosperm yumuşak odununda (%7-10) geniş oranlarda 

bulunur (Singh, S. 2003). Hayli dallanmış bir heteropolisakkarit kompleksi olan ksilanın 

yapısı farklı bitki türleri arasında değişim gösterir ve 1,4-bağlı-β-ᴅ-ksiloprenozil 

ünitelerinden oluşan homopolimerik omurga zinciri glikopirenozil, 4-O-metil-ᴅ-

glikopirenozil, α-L-arabinofuranozil, asetil, feruloil ve/veya p-kumoroil yan zincir 

gruplarıyla değişen derecelerde yerdeğiştirebilir (Singh vd., 2003, Wong vd., 1988; Collins  

vd., 2004). 

Ksilanlar çeşitli bitkilerde kısmen asetillenmiş bir yapıda bulunurlar. Ksilozil 

birimlerinin C-2 ve C-3 pozisyonlarında bulunan asetil grupları ksilanazları inhibe ederek 
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asetil ksilanın tamamen yıkımını muhtemelen sterik olarak engellerler. Bu nedenle asetil 

ksilan esteraz ve ksilanazların sinerjik etkisi asetil ksilanın tamamen hidrolizi için elzemdir 

(Kulkarni vd., 1999). 

Sert odun ksilanı yüksek derecede asetillenmiştir (ör: huş ağacı ksilanı 2 mol 

ksiloz başına 1 mol’den fazla asetik asit içerir). Bu asetil gruplarının bulunuşu ksilanın 

suda kısmen çözünebilir olmasından sorumludur (Beg vd., 2001). 

 

1.9.1. Ksilinolitik Enzimler 

Ksilanın karmaşık yapısı tamamen hidrolizi için farklı enzimler gerektirir. Endo-

1,4-β-ksilanazlar (1,4-β-ᴅ-ksilanohidrolaz, EC 3.2.1.8), ksilan omurgasını rastgele hidroliz 

ederek ve 1,4-β-ᴅ-ksilozidazlar (1,4-β-ᴅ-ksilan ksilohidrolaz EC 3.2.1.37) küçük 

oligosakkaritleri kırarak depolimerize ederler. Ksilanda bulunan yan gruplar α-L-

arabinofuranosidaz, α-ᴅ-glukuronidaz, galaktosidaz ve asetil ksilan esteraz ile serbest hale 

geçirilirler (Subramaniyan ve  Prema, 2002) (Şekil 8). 

Ksilan omurgasındaki iç glikozidik bağları rastgele kıran (kesen) β-1,4-endo-

ksilanazlar (1,4-β-ᴅ-ksilanohidrolaz, EC 3.2.1.8); ksilanın depolimerizasyonu için kilit 

enzimlerdir (Gilbert ve Hazlewood, 1993).  

Ekso-1,4-β-ᴅ-ksilozidazlar (EC 3.2.1.37); indirgen olmayan uçtan ᴅ-ksiloz 

birimlerinin sırası ile uzakşlaştırılması yoluyla 1,4-β-ᴅ-ksilo-oligosakkaritlerin hidrolizini 

katalize ederler (Subramaniyan ve  Prema, 2002). 

α-L-arabinofuranosidazlar (α-L-arabinofuranozid arabinofuranohidrolaz, EC 

3.2.1.55); arabinanlar, arabinoksilanlar ve arabinogalaktanların indirgen olmayan uç 

terminalinde bulunan α-L-arabinofuranozil gruplarını hidroliz eden ekzo-enzimlerdir ve 

rabinoksilanların tamamen yıkımı için gerekli olan, mikrobiyal ksilinolitik sistemin bir 

parçasıdırlar (Bachmann ve McCarthy, 1991; Lee ve Forsberg, 1987; Greve  vd., 1984; 

Poutanen, 1988; Saha ve Bothast 1999). 

α-ᴅ-glukuronidazlar (EC 3.2.1.1); ksiloz üniteleri ile ᴅ-glukoronik asit veya onun 

metil eter bağları arasındaki α-1,2-glikozidik bağların hidrolizi için gereklidirler 

(Subramaniyan ve Prema, 2002). 

Doğal glukuronaksilanın hidrolizi, asetik veya fenolik asit bağlarının 

uzaklaştırılması için esterazları gerektirir. Esterazlar, arabinoz yan zincir üniteleri ile 

ferulik asit (ferulik asit esterazlar, EC 3.1.1.73) ve arabinoz yan zincir üniteleri ile p-

kumarik asit ve ksilozla asetik asit arasındaki bağları kırarlar. Ksilandan asetil, ferul ve p-
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kumaril gruplarının kırpılması ligninin uzaklaştırılmasına yardımcı olur. Bu şekilde lignin 

ve hemiselüloz arasındaki bağları kırmakla ligninin çözünürlüğüne katkıda bulunuyor 

olabilirler. Eğer kağıt hamurunun ağartılmasında ksilanazlar ve ksilan yıkan enzimlerle 

birlikte kullanılırlarsa esterazlar hücre duvarı yapısını kısmen bozabilir ve açabilirler 

(Subramaniyan ve Prema, 2002). 

 

Şekil 8. Ksilan üzerinde etkili olan enzimler (Taylor vd., 2006). 

1.10. Karboksil Esterazlar 

Esterazlar (EC 3.1.1.x); ester bağlarının kırpılması ve oluşumunu katalize eden, 

hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda geniş dağılım gösteren hidrolazların farklı 

bir grubudur. 

 

1.10.1. Asetil Ksilan Esteraz (EC 3.1.1.72) 

Asetil ksilan esterazlar (AcXE) 1985’te ilk tanımlandığından bu yana mikrobiyal 

ksilanolitik ve selülolitik sistemin ortak bileşenlerinden birisi olarak tanınmaktadır. Ksilan 

zincirindeki ᴅ-ksilopiranozil birimlerinin 2. veya 3. pozisyonundaki asetil ester gruplarını 

uzaklaştırma yeteneğindedirler (Christov vd., 1993; Biely vd., 2003; Poutanen vd., 1990; 

Kormelink vd., 1993; Biely ve Cote, 2005). Enzimin asetillenmiş polimerik substratlar 

üzerindeki etkisi, ksilan ana zinciri üzerinde endo-β-1,4-ksilanazlarla birlikte ürün 
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oluşturucu bağlanmaya müsait yeni esterden yoksun bölgeler meydana getirir. Bu etki iki 

enzimin asetil ksilanın yıkımı süresince açık bir işbirliği şeklinde yansıyan enzim 

sinerjisine tipik bir örnektir (Poutanen vd., 1990; Kormelink vd., 1993; Biely vd., 1986). 

Asetil ksilanın endoksilanazlarla yıkımı, AcXE da hâlihazırda ortamda bulunduğunda, çok 

daha hızlı ve daha yüksek derecede ilerler (Biely vd., 1986).  Polimerik substratların yanı 

sıra AcXE’lar kısmen asetilenmiş ksilooligosakkaritleri de deasetile ederler (Poutanen vd., 

1990). Ksilooligosakkaritlerin deasetilasyonu bu bileşikleri β-ksilozidazların etkisine 

tamamen elverişli bir hale getirir. Asetillenmiş indirgen olmayan ksilopirenozil uç 

birimlerine sahip ksilooligosakkaritler β-ksilozidaz substratı olarak hizmet etmezler (Biely 

vd., 1985). Bu 4-nitrofenil β-ᴅ-ksilopirenozidazların 2-, 3- ve 4-mono-O-asetil türevleri 

kullanılarak doğrulanmıştır (Biely ve Cote, 2005). Bu monoasetatların tümü Aspergillus 

niger’in β-ksilozidazına karşı dirençlidirler (Biely ve Cote, 2005).  

AcXE’ların bitki kalıntılarının biyoyıkımıyla bağlantılı fizyolojik rolü artık açıktır. 

AcXE kodlayan genler ksilanaz ve selüloz genleriyle birlikte ortak olarak ifade edilirler 

(Biely vd., 1998; Poutanen vd., 1987; Egaña vd., 1996) ve Streptomyces’te ksilanaz 

kodlayan genlerle birlikte kümelenmişlerdir (Shareck vd., 1995). Bazı bakterilerde 

AcXE’ların katalitik modülü, AcXE’ın yanı sıra endoksilanaz katalitik modülüde 

bulunduran çok domainli veya bifonksiyonel bir enzimin parçasıdır (Biely, 2003). 

Polisakkaritlerde asetil birimlerinin bulunması fiziko-kimyasal gereksinimlerini 

etkiler. Asetil ksilan asetillenmemiş eşdeğeri ile kıyaslandığında suda çözünebilir. 

Polisakkarit ana zinciri üzerindeki asetil grupları moleküllerin çökelmesini (vaya 

kristalleşmesini) önler. Deasetilasyon ister kimyasal ister enzimatik olsun azalmış 

çözünürlüğe yol açar (Biely, 1998; Poutanen vd., 1990; Biely ve Cote, 2005) 

 

1.10.2. Asetil Ksilan Esteraz Substratları ve Deneyleri 

Doğal substratı temelde O-asetil-4-O-metil-ᴅ-glukurono-ᴅ-ksilan olan asetil ksilan 

bitki materyallerinden veya alkali ekstraktlarından kolayca elde edilemez. Bununla beraber 

bitki hücre duvarında bulunan en çok benzeyen polisakkarit, sert odunun toplam 

selülozundan, örneğin; huş ağacı ya da kayın kerestesinin toplam selülozundan 

dimetilsülfoksit (DMSO) ekstaksiyonuyla elde edilebilir (Hägglund vd., 1956; Bouveng 

1960). Daha düşük dereceli polimerizasyona sahip (ortalama DP değeri yaklaşık 25) ve 

asetil içeriği %13 olan anolog bir polisakkarit ve suda çözülebilir selülozik olmayan bir 

polimerin diyaliz edilebilir olmayan bir fraksiyonu huş ağacı ksilanının 200 °C’de 10 
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dakika buharlaştırılmasıyla elde edilebilir (Poutanen vd., 1987). Sert oduna su ile 

termokimyasal bir muamele, daha yüksek asetil içeriği ile benzer bir materyal meydana 

gelmesine yol açar (Khan vd., 1990). Bu substratların hiçbirisi ticari olarak mevcut 

olmadığından ve izolasyonları tamamen yorucu ya da özel bir ekipmanın varlığına dayalı 

olduğundan dolayı, bazı araştırmacılar doğal asetil ksilanla kimyasal olarak deasetillenmiş 

polisakkariti yer değiştirmişlerdir. Ksilanların kimyasal asetilasyonunda geniş şekilde 

kullanılan yöntemlerden birisi Johnson vd. tarafından yayınlandı (Johnson vd., 1988; Biely 

ve Cote, 2005). Kimyasal olarak tamamen asetillenmiş sert odun ksilanı da AcXE substratı 

olarak kullanılmaktadır (Halgasová vd., 1994; Debrassi vd., 1998). Bunların yanı sıra 

aşağıda açıklandığı gibi, AcXE’lerin çoğunluğu (ama hepsi değil) hemiselülolitik olmayan 

asetil esterazlar ve lipazlar ve genelde esterazlar için substrat olarak kullanılan çeşitli aril 

esterazlarla da denenebilirler (Biely ve Cote, 2005).  

DMSO ile ya da odunun buharlaştırılmasıyla ekstrakte edilmiş sert odun asetil 

ksilanı AcXE deneylerinde kullanılan en özel substrattır. Bitki hücre duvarından ekstrakt 

edilen doğal asetil ksilan kimyasal olarak asetilenmiş ksilanla değiştirilebilir. Endo-

ksilanazların bulunduğu durumlarda bu her iki tip polisakkaritte substrat olarak 

asetillenmiş ksilooligosakkaritleri tercih eden enzim için elverişli substratlardır. Asetik asit 

salınım miktarı kromotografik olarak HPLC veya enzimatik olarak ticari kitlerle tespit 

edilebilir. HPLC ile asetik asit tespiti için hemen hemen tüm üreticilerden bir ışık kırıcı 

indeks dedektörü ile bağlantılı, 0,01 N H2SO4 ile ayrıştırılmış bir Bio-Rad (Richmond, A) 

Aminex HPX-87H kolonu tedarik edilebilir. Dahili standart olarak çoğunlukla gliserol 

kullanılır. AcXE deneyleri için sağlanan koşullar çeşitlilik gösterir. Substrat 

konsantrasyonu %0,2-10 aralığında, pH 5,0-7,0 aralığında ve sıcaklık 30-70 °C aralığında 

değişir.  

Çoğu AcXE genelde asetil esteraz aktivitesi gösterdiğinden (CE-4 ailesinde 

bulunan istisna hariç (Biely vd., 1999) bunların aktiviteleri 4-nitrofenil asetat, α veya β-

naftil asetat ya da 4-metilumbelliferil asetat gibi kromojenik veya florojenik asetilesteraz 

susbtratlar kullanılarak tayin edilebilir (Biely ve Cote, 2005). 

AcXE deneyleri için kullanılan substratlardan bazıları enzimin jelde tespiti için de 

kullanılabilir. AcXE’ların polimerik asetil ksilan kullanılarak tayini, deasetilasyondan 

dolayı polisakkaritin çökelemesi prensibine dayanır (Biely vd., 1988; Biely ve Cote, 2005). 

Bu yaklaşım sadece jelde bulunan AcXE deasetillenmiş polimeri hidroliz edebilecek ve 

böylece çökelmesine engel olacak endo-ksilanazlardan yoksun olduğu zaman uygulanabilir 
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(Biely ve Cote, 2005). 

Diğerlerinden daha ziyade CE4 ailesine ait AcXE üreten mikroorganizmaların ve 

transformantların seçimi α- veya β-naftil asetat ve 4-metilumbelliferil asetat gibi 

kromojenik ve florojenik aril esterazların kullanımını temel alabilir (Biely, 2003). 

Alternatif bir yöntem ise, penta-O-asetil-ᴅ-glukoz gibi çözülebilir olmayan per-O-

asetillenmiş karbonhidratları içeren katı besiyerlerinde şeffaf zonlar oluşturan enzim 

üretimini gözlemlemektir (Lee vd., 1987; Rosenberg vd., 1975; Biely ve Cote  2005).  

 

1.10.3. Protein Olarak Özellikleri 

Amino asit dizi benzerliklerine dayanarak (çoğunlukla gen dizileri temel alınarak 

ortaya konan), AcXE’lar şimdiye kadar tanımlanmış 16 karbonhidrat esteraz ailesinden 

7’sine atanmıştır (Henrissat ve Coutinho, URL-1) Bu AcXE ‘ların, mikrobiyal ksilinolitik 

sistemlerin tüm bileşenleri arasında moleküler organizasyonun en büyük çeşitliliğini 

gösterdiğini ortaya koymaktadır (Biely ve Cote  2005).  

Aspergillus, Penicillium, Schizophyllum ve Trichoderma türlerinde fungal 

AcXE’lar karbonhidrat esteraz ailesi 1 ve 5‘te büyük çoğunluğu tek bir bifonksiyonel asetil 

ksilan yıkıcı enzim katalitik domaini içeren bakteriyal AcXE’ larla beraber bulunurlar. 

Anaerobik fungus Neocallimastix patriciarum (Dalrymple vd., 1997)’un çeşitli AcXE’ları 

CE-2, 3 ve 6 aileleri içerisinde bulunabilir. Streptomyces tarafından üretilen AcXE, 

bifonksiyonel benzer bakteriyal AcXE modülleri ile birlikte CE-4 ailesi içerisinde 

gruplandırılır. Dizileri Rhizobium cinsinin nodulasyon proteinleri (NodB) ve 

kitooligosakkarit ve kitin deasetilaz olarak tanımlanan bazı maya enzimleri ile homologtur 

(Biely ve Cote  2005). 

Termofilik anaerobik bakterilerden bazı AcXE’lar daha küçük alt ünitelerin 

oligomerleri olarak meydana gelirken, fungal AcXE’lar ve bazı bakteriyal enzimler tipik 

olarak monomerik enzimlerdir (Shao vd., 1995). Pseudomonas fluorescens (Ferreira vd., 

1993) vaya Trichoderma reesei (Margolles-Cark vd., 1996)’nin ki gibi bazı AcXE’ lar 

katalitik domainden bir linker bölge ile ayrılmış selüloz bağlanma domainleri içerirler. S. 

lividans’ın ki gibi diğerleri bir ksilan bağlanma domaini içerirler (Dupont vd., 1996).  

AcXE’a bağlı endo-ksilanazların birçok kombinasyonu tarafından temsil edilen iki 

katalitik modül yapısı, özellikle bifonksiyonel asetil ksilan yıkıcı enzim üreten ruminal 

anaerobik bakterilerde oldukça sık görülür (Hazlewood vd., 1993). Böyle 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)’ın bifonksiyonel endoksilanaz-AcXE proteinlerinin iki katalitik domaininin 

asetil ksilanın yıkımında sinerjik olarak hareket ettikleri gösterilmiştir. Bu gözlemler hem 

dallanmayı kaldırma esterleşmeyi kaldıran hem de depolimerizasyon aktivitelerine sahip 

bir enzim üretiminin, karbon kaynakları için birbirinden ayrı özgün enzim bileşenleri 

kullanan mikroorganizmalarla yarışan mikroorganizmalar için büyük bir avantaj olduğunu 

akla getirmektedir. 

AcXE’lar tek domainli, 23-48 kDa arasında moleküler ağırlığa ve asidik ya da 

nötr pI değerlerine sahip enzimlerdir. Bu enzimlerin CE aileleri içerisinde atanmaları ile bu 

iki parametre arasında özel bir ilişki var gibi görünmemektedir (Biely ve Cote,  2005). 

  

1.10.4. Substrat Özgünlüğü 

AcXE’ların substrat özgünlüğü bu ksilinolitik bileşenlerin en az açıklığa 

kavuşturulan yönüdür. Özellikle AcXE ‘ların yerleştirildiği yedi değişik ailenin bulnduğu 

göz önüne alındığında yapı-işlev ilişkisi üzerine oldukça sınırlı bilgiler mevcuttur. Bu 

durum, ksilinolitik sistemin bir bileşeni olarak göz önüne alınamayacak ancak 

ksilooligosakkaritlerin deasetillenmesi gibi asetil ksilan yıkımının daha sonraki evrelerine 

katılabilen esterazların varlığıyla daha karmaşık bir hale gelebilir. Örneğin hemiselülolitik 

olmayan esteraz ve lipazlar düşük moleküler ağırlıklı asetillenmiş substratlar üzerinde 

tamamen yeterli şekilde etkili olmaktadırlar (Sweers vd., 1986; Shaw vd., 1987; Biely vd., 

1999; La Ferla vd., 2002; Biely ve Cote,  2005). 

Bir dizi araştırma, polimerik ve olimerik substratlara karşı nisbi afinitelerine göre 

birbirlerinden ayrılan, asetil ksilan yıkımına katılan iki önemli asetil esterazın olduğunu 

ileri sürmektedir (Poutanen vd., 1990; Kormelink vd., 1993). Polimerik substratlar 

üzerinde etkili performans gösteren ve deasetile olmasından dolayı solusyonda ksilanın 

çökelmesine neden olma kabiliyetinde olan enzimler tipik olarak asetil ksilan esterazlardır 

(Poutanen vd., 1990; Biely vd., 1988). Bu özellikle daha çok asetil ksilan için özgül olduğu 

ortaya çıkan ve  α-naftil-, 4-nitrofenil- veya 4-metilumbelliferil asetat gibi düşük molekül 

ağırlıklı substratları hidrolize uğratmayan CE-4 ailesinden AcXE’ler için oldukça 

karakteristiktir (Biely vd., 1999; Dupont vd., 1996; Tenkanen vd., 2003). Diğer ailelerden 

enzimler de genel asetil esterazlara benzer özellikler sergilerler. AcXE’lar çeşitli sentetik 

aril asetat ve açil üzerinde etkilidirler (Biely vd., 1999; Tenkanen vd., 2003; Tenkanen vd., 

1998). Bununla beraber lipazların aksine, asetil ksilan esteraz asetil ksilanı solusyonlarda 
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çöktürür ve sentetik esterlere olan afiniteleri esterdeki yağ asitlerinin karbon sayılarının 

artması ile azalır (Biely vd., 1999; Tenkanen vd., 2003; Biely ve Cote,  2005) 

1, 4 ve 5 ailelerinin AcXE’ları ile son yapılan karşılaştırmalı çalışmalar 

AcXE’ların farklı polisakkaritleri deasetile etme yeteneklerinin değiştiğine dikkat 

çekmektedir. CE-1 ailesi AcXE’ları asetil ksilanı ve asetil galaktomannanı deasetile ederler. 

Sadece asetil ksilanı deasetile eden CE-4 ve 5 ailesi AcXE’ları ihtiyaç duydukları 

polisakkarit tipine daha özgündürler. Substrat özgünlükleri metil 2,3,4,6-tetra-O-asetil-β-ᴅ-

mannopiranozid gibi düşük molekül ağırlıklı substratlar üzerinde çok katı değildir 

(Tenkanen vd., 2003), bununla beraber CE-4 ailesine ait AcXE’ların bu glikozide ilgisi 

yoktur (Biely vd., 1996; Tenkanen vd., 2003; Biely ve Cote,  2005). 

 

1.10.5. Reaksiyon Mekanizması 

Tipik ksilanlarda ksiloz birimleri 2. ve/veya 3. konumda asetillenmişlerdir ve 

asetil grupları az veya çok tam olarak bu konumlarda dağılım gösterirler. İkinci asetil 

grubu, 2. veya 3. konumdaki asetil gruplarından herhangi birindeki ilk asetil grubunun 

uzaklaştırılmasının hemen ardından salınır.  

AcXE’ların fenil metan sülfanil florid ile inaktivasyonu(Margolles-Cark vd., 

1996 ; Tenkanen vd., 2003) ve AcXE’ların aktif bölgelerinde GXSXG sein dizisinin varlığı 

(Williamson vd., 1998), AcXE’ların lipaz ve serin proteazlara benzer bir katalitik 

mekanizma kullandığı fikrini ortaya atmaktadır. Bu mekanizmaya iki temel element katılır: 

bir nükleofilik serin ve genellikle histidin olan bir genel asit baz katalisti. Tüm AcXE 

tiplerinin katalitik bölgelerinde serin motifi (GXSXG) içerip içermedikleri araştırılmaktadır. 

Trichoderma ressei ve Penicillium purpurogenum’un enzimleri olan CE-5 ailesinden iki 

AcXE’ın üç boyutlu yapısı bu esterazların serin tipi yapısını doğrulamaktadır. Buna zıt 

olarak son yapılan araştırmalar CE-4 ailesi AcXE’nın serin tipi esterazlar olmadıklarını öne 

sürmektedirler. Bu araştırmalar, mutasyonu ve enzim içinde serin birimlerinin 

değiştirilmesini temel almaktadır (Biely ve Cote, 2005). 

 

1.11. Mikrobiyal Enzimler 

Enzimler, hücrelerde biyokimyasal reaksiyonları katalize eden protein yapısında 

moleküllerdir. Hücrelerde çok önemli metabolik görevleri olan enzimler çeşitli amaçlarla 

kullanılmak üzere günlük ve ekonomik hayata girmiştir (Wiseman, 1987). Enzimlerin pek 

çok süreçteki önemli rolü uzun süredir bilinmektedir. Varlıkları fırıncılıkta, mayalamada, 
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alkol ve peynir üretiminde kullanıldıkları antik Yunan tarihi ile ilişkilendirilmektedir.  Bu 

alandaki artan bilgiler ve enzimlerin saflaştırılması ile gerçekleştirilen pek çok uygulama 

katlanarak artmaktadır ve termostabil enzimlerin kullanılabilirliği ile endüstriyel işlemler 

için birkaç yeni olasılık ortaya çıkmıştır (Haki vd., 2003). Son yıllarda endüstride 

kullanılan çoğu kimyasal süreçlerin çevre dostu oldukları öne sürülemez. Bu nedenle 

özellikle son yıllarda çevre kirliliğini önlemeye yönelik endişeler, daha çevre dostu, bir 

başka deyişle biyolojik süreçleri gündeme getirmektedir (Couto vd., 2006; Hüner, 2007). 

Enzimatik süreçler sadece çevre dostu değil aynı zamanda substrata özgünlüklerinden 

dolayı ürün ve uygulamanın kalitesini de arttırabilirler (Hüner, 2007). 

Son yıllarda sentetik kimya alanında ki en büyük gelişmelerden birisi kimyasal 

tepkimeler için biyolojik sistemlerin kullanımıdır. Enzimler veya enzim sistemleri 

tarafından katalize edilen reaksiyonlar organik reaksiyonların geleneksel formundan çok 

daha büyük bir özgünlük ortaya koymaktadır (Yamada ve Shimizu, 1988; Koeller ve Wong, 

2001; Schmid vd., 2001; Ogawa ve Shimizu, 2002). 

Endüstrinin hemen her alanında kullanılan enzimler genellikle 

mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Eren Kıran vd., 2006). Bunun nedeni mikrobiyal 

kaynaklı enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynaklı enzimlere göre katalitik 

aktivitelerinin çok yüksek olmaları, istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, daha stabil ve 

ucuz olmaları, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Bu 

mikroorganizmalar yalnızca enzim üretme yeteneklerine göre değil, mikroorganizmaların 

toksik ve patojen olmamasına göre de seçilmiştir. Bugün endüstride kullanılan birçok 

enzim mikrobiyal kökenli olduğu için, endüstriyel enzimlerin kullanımında, 

mikroorganizma kullanımı artmıştır (Demain ve Solomon, 1981;) 

 

1.12. Termostabil Enzimler 

Termostabl enzim ve mikroorganizmalar son 20 yıldır çok daha fazla araştırmanın 

konusu haline gelmiştir. Ancak termofiller ve proteinlerinin nasıl yüksek sıcaklıklarda işlev 

gösterebildiğine olan asıl ilgi 1960’larda Brock ve meslektaşlarının öncü çalışmalarıyla 

başlamıştır (Brock ve Freeze, 1969). Moleküler biyoloji tekniklerinin kullanımı ve 

gelişmesi, genetik analizlere olanak vermiş ve rekombinant ürünler elde etmek için gen 

klonlama 1990’lar boyunca termostabil enzimler alanında çarpıcı bir aktivite artışına neden 

olmuştur. Bu, enzimatik biyoproses uygulamaları için enzimlere ulaşma adına termal 

çevrelerden mikroorganizmaların izolasyonunu artırmıştır (Turner vd., 2007). 
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Mikroorganizmalar optimum büyüme sıcaklıklarına göre üç ana gruba ayrılırlar; 

psikrofiller (20 C’nin altında), mezofiller (20-45 °C) ve termofiller (45 C’nin üstündeki 

sıcaklıklar (Brock, 1986). 

Sıcak su kaynaklarında ve diğer termal ortamlarda bulunan ve optimum gelişme 

sıcaklığı 45-80 °C olan organizmalar termofil olarak adlandırılır. Bunların enzim ve diğer 

proteinlerinin sıcaklığa dayanıklılığı mezofillerinkinden daha fazladır. Bu organizmalar 

yüksek sıcaklıklarda optimum düzeylerde işlevseldirler. Enzim yapılarında sadece birkaç 

noktadaki kritik aminoasit değişikliği, bu enzimin sıcaklığa dayanıklı üç boyutlu yapı 

kazanmalarını sağlamaktadır. Termofiller sitoplazmik zarlarının yüksek sıcaklıklarda 

kararlı ve işlevsel kalmasına olanak verecek şekilde doymuş yağ asidleri bakımından 

zengin lipidlere sahiptirler (Madigan ve Martingo, 2008). 

Yüksek sıcaklıklarda biyoteknolojik işlemleri gerçekleştirmek pek çok fayda 

sağlamaktadır. Sıcaklığın arttırılması organik bileşiklerin çözünürlüğü ve biyolojik olarak 

kullanılabilme açısından önemli etkilere sahiptir. Sıcaklığın artması beraberinde 

viskositenin düşmesini ve organik bileşiklerin difüzyon katsayısının artmasını da 

beraberinde getirmektedir. Sonuç olarak küçük alanlarda yüksek reaksiyon hızı 

gerçekleştirilmektedir (Niehaus vd., 1999). Enzimler ile katalizlenen reaksiyonlarda 0 – 

40 °C arasında reaksiyon hızı yükselir. Fakat 40 °C de enzim zarar görmeye başlar. Böylece 

reaksiyon yavaşlar ve 60 °C de enzim tamamen bozulur. 40 °C bu enzim için optimum 

ısıdır (Bhat, 2000). Bu noktada çözüm olarak mikroorganizmalardan elde edilen enzimler 

büyük ilgi çekmektedir (Kıran vd., 2006). 

 

1.13.  CDA ve AcXE’ ların Endüstriyel Önemi 

C. lindeuthianum’dan CDA E.coli’de ekspres edilmiş ancak enzimin inklüzyon 

cisimlerinden geri dönüşümü düşük aktivite göstermiştir (Felipe vd., 2005). Rekombinant 

CDA Streptomyces lividans’ın sinyal sekansı kullanılarak oldukça aktif bir formda E.coli’ 

de kültür oramında üretilmiştir (Tokuyasu vd., 1999a; Tokuyasu vd., 1999b). Kitin 

deasetilazların klonlanması ve yüksek düzeyde ekspres edilmesi enzimin ticari kullanımı 

açısından geniş bir uygulama alanına sahiptir. Aspergillus nidulans’taki CDA’nın 

endüstriyel kullanım için E.coli ’de ekspresyonu yeterli bir düzeyde değildir (Wang vd., 

2010). Pichia pastoris gibi diğer ökaryotik ekspresyon sistemleri CDA’nın ekspresyonu 

için kullanışlı olabilir. C. lindeuthianum’dan rekombinant kitin deasetilaz Pichia 
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pastoris’te ekspreslenmiş ve Co
2+

 ile önemli ölçüde aktive olmuştur (Wang vd., 2010).  

CDA böceklerin biyolojik kontrolü için kullanışlı bir araç olabilir. Zararlı 

böceklerin biyolojik kontrolünde kitin deasetilazın insektisit olarak potansiyel bir hedef 

olduğu kanıtlanmıştır. Kitin deasetilaz, beslenme sırasında böcek barsağının peritrofik 

matriksinden salgılanan başlıca proteindir, kitin bileşenini barsağı parazit istilasından 

koruyacak şekilde modifiye edebilir ve lektin gibi toksinleri önleyebilir (Hegedus vd., 

2009). Bundan dolayı bu enzimin inhibisyonu zararlı böceklerin kontrolü için potansiyel 

bir yol olabilir (Ghormade vd., 2010). 

Denizel bakteri olan Vibrio vulnificus, şiddetli ve hızlı bir patalojik süreçle, 

kabuklularda oldukça ölümcül zehirlenmelere ve yıkıcı yara enfeksiyonlara yol açar. Lee 

ve arkadaşları, bir kısmı depolarize olmuş kitosanın V. vulnificus tarafından oluşturulan 

enfeksiyonu önlediği ve onardığını göstermişlerdir (Zhao vd., 2011b). 

CDA’nın en ilginç kullanımlarından biri, transgenikler olabilir. Bitkilerde 

endüstriyel kullanım için hücre duvarını başkalaştırmak ve hastalık direncini arttırmak için 

kitin ve kitosanın ekspresyonu ile genetik manüplasyonlar gerçekleştirilebilir. Son 

zamanlarda kağıt ve tekstil sanayinde kitin:kitosan ve kitosan:selüloz karışımlarının 

geliştirilmesine karşı bir ilgi var. Kitin ve kitosan bitkilerde kitin sentaz ve CDA geninin 

ekspresyonu ile üretilebilir ve böyle transgenik bitkiler selüloz, kitin ve kitosan için tek 

kaynak olarak kullanılabilir (Dhugga vd., 2000).  

 

1.14. Anoxybacillus flavithermus WK1 

Anoxybacillus cinsi Gram-pozitif bakteriler aerobik, fakültatif anaerobik spor 

oluşturan bakteriler olarak tanımlanmışlardır. Uzun süre zorunlu veya fakültatif aerobların 

temsilcileri olduklarına inanılan Bacillacae ailesinin üyesidirler. Bununla beraber B. 

subtilis ve birkaç diğer basillerin anaerobik büyüme yeteneğinde oldukları gösterilmiştir 

(Nakano vd., 1997; Nakano vd., 1998; Cruz Ramos vd., 2000). Jeotermal sıcak su 

kaynakları, gübre, jelatin gibi işlenmiş gıdalarda, çeşitli orta derecelerde yüksek 

sıcaklıklarda bulunurlar (Pikuta vd., 2000; Heinen vd., 1982; De Clerck vd., 2004). 

Anoxybacillus flavithermus süt tozunun başlıca konteminantıdır (Rueckert vd., 2003). 

A. flavithermus WK1 suşu Yeni Zelanda Wairakei jeotermal güç istasyonunda ki 

atık su drenejanından izole edilmiştir (Mountain vd., 2003). “flavithermus” ismi 

kolonilerin hücre zarında biriken karatenoid pigmentlerinin neden olduğu koyu sarı rengi 

yansıtmaktadır. Gram-pozitif, çomak şekilli, spor oluşturan fakültatif anaerob bakterilerdir. 
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

 

2.1. Materyal, Bakteri Suşları ve Çözeltiler 

2.1.1. Kimyasallar 

Agar-Agar (Sigma), Agaroz (Sigma), akrilamid (Sigma), bisakrilamid (Sigma), 

amonyum persülfat (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 Bromür (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), CaCl2 (Merck), Tris HCl (Merck), Gliserol (sigma), 

İmidazol, β-merkaptoetanol, NaH2PO4·2H2O (Merck), Na2HPO4 (Merck), DMSO (merck), 

Aseton (Birpa), Sodyum pirofosfat (Sigma), Sodyum asetat (Merck), HCl (Merck), NaOH 

(Merck), NaCl (Merck), Sitrik asit (Sigma), 4-nitrophenol (Sigma). 

 

2.1.2. Enzimler 

Lizozim (Sigma), RNaz A (Sigma), Taq DNA polimeraz (Fermentas), NdeI 

(Fermentas), T4 DNA ligaz (Biolab). 

 

2.1.3. Substratlar 

Huş ağacı ksilanı, α-naftil asetat, 4-metilumbelliferil asetat, p-nitrofenil asetat, 4-

metilumbelliferil-β-ᴅ-ksiloprenozid. 

 

2.1.4. Bakteri Suşları ve Genel Özellikleri 

Çalışmada kullanılan Anoxybacillus flavithermus WK1 (Afla) bakterisi ile E.coli 

DH5α (F
–
, ø80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK

–
, mK

+
), 

phoA, 16 supE44, λ–, thi-1, gyrA96, relA1) ve E.coli BL21 (pLysS (F-, ompT, hsdSB(rB-, 

rB-), dmc, gal, l(DE3), pLysS, Cmr) bakteri hücreleri Karadeniz Teknik Üniversitesi Fen 

Fakültesi, Biyoloji Bölümü, Moleküler Biyoloji Araştırma Laboratuvarından temin edildi. 

Afla karbonhidrat deasetilaz (afcda) geninin klonlanması amacıyla genomik DNA temini 

için kullanıldı. E. coli DH5α hücreleri ara klonlamaların transformasyonu için ve E. coli 

BL21 (DE3) hücreleri ise rekombinant afcda geninin ekspresyonu amacıyla kullanıldı. 
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2.1.5. Besiyerleri 

Afla bakterisi ve diğer bakteri suşları Maniatis ve arkadaslarına göre (1989) 

hazırlanan LB (Lauria-Bertain) besiyerleri üzerinde büyütüldü. LB besiyeri; 5 g maya 

özütü, 10 g tripton ve 5 g NaCl 1 litre suda çözülerek hazırlandı. LBA ise; 1 litre LB 

besiyerine 15 g agar ilavesi ile hazırlandı. Besiyerleri 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak 

steril edildi ve kullanıldı. Transformasyon için kullanılacak LBA besiyeri 45-50 
o
C’ye 

kadar soğutuldu ve daha sonra uygun konsantrasyonda amfisilin eklenerek petrilere 

döküldü. 

 

2.1.6. Kitler ve Vektörler 

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 

Çalışmada kullanılan tüm primerler IDT (Integrated DNA Technologies) firmasına 

sentezlettirildi. Çalışmada ekspresyon vektörü oluşturmak amacı ile dizayn edilen 

primerlerin baz dizin bilgileri ve kullanım amaçları Tablo 1’deki gibidir. 

Tablo 1. Tez kapsamında kullanılan tüm primerleri ve kullanım amaçlarını gösteren tablo. 

 

2.1.8. Çözeltilerinin Hazırlanması 

Proteinin saflaştırılması ve diyalizi aşamalarında kullanılan tampon çözeltileri ve 

hazırlanışları şu şekildedir:  

- Ni-Bağlanma Tamponu: 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 200 mM NaCl, 5 mM. 

- Ni-Yıkama Tamponu: 20 mM Tris-HCl (pH7,5), 200 mM NaCl, (Stok 14,7 

M), 20 mM imidazol. 

Primer adı Baz sırası (5’→3’) Baz sırası (5’→3’) 

afcda _FwNS GCATATGATGAAGTTTTTTTATATACTCG NdeI 
Afcda geninin 

ekspresyon vektörüne 

klonlanması için dizayn 

edilmiştir. afcda _Rw 
CGGATCCTCATTTTATTTCTTTACTTTTTATATG

AGC BamHI 
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- Ni-Elüsyon Tmponu : 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 200 mM NaCl, (Stok 14,7 

M), 500-600 mM imidazol. 

- Sodyum Fosfat Tamponu: Çözelti A (0,2 M monosodyum fosfat dihidrat 

(NaH2PO4·2H2O) saf su ile hazırlandı) ve çözelti B (0,2 M disodyum fosfat 

anhidrat (Na2HPO4) saf su ile hazırlandı) istenilen pH’ya göre son 

konsantrasyon 0,1 M olacak şekilde belirli bir miktar karıştırılması ile 

hazırlandı.  

- Diyaliz Membranının Hazırlanmasında Kullanılan Çözelti : % 2 Gliserol ve 

1 mM  EDTA son hacim 250 ml olacak şekilde saf su ile hazırlandı.  

2.1.9. Enzim Aktivite Tayininde Kullanılan Tampon Çözeltilerin Hazırlanması 

Afcda rekombinant proteinin biyokimyasal özelliklerinin araştırılması amacıyla pH: 

5,0 için sodyum asetat , pH: 6,0-8,0 aralığında sodyum fosfat  ve pH: 8,5-9,0 aralığında ise 

sodyum-pirofosfat tamponları kullanıldı. Tamponlar şu şekilde hazırlandı: 

- Sodyum asetat tamponu ( pH:5,0 ): 0,2 M asetik asit ve 0,2 M sodyum asetat 

çözeltileri saf su ile hazırlandı. Daha sonra her iki çözelti istenilen pH’ya göre 

son konsantrasyon 0,1 M olacak şekilde belirli bir miktar karıştırıldı. 

- Sodyum fosfat tamponu (pH:6,0-8,0): Çözelti A (0,2 M monosodyum fosfat 

dihidrat (NaH2PO4·2H2O) saf su ile hazırlandı) ve çözelti B; 0,2 M disodyum 

fosfat anhidrat (Na2HPO4) saf su ile hazırlandı) istenilen pH’ya göre son 

konsantrasyon 0,1 M olacak şekilde belirli bir miktar karıştırılması ile 

hazırlandı.  

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

saf su ile hazırlandı. HCl ile istenilen pH’ya ayarlandı. 

 

2.1.10. SDS-PAGE Çözeltilerinin Hazırlanması 

Sodyum dodesil-sülfat poliakrilamid jel elektroforezinde kullanılan tüm çözeltiler 

deiyonize saf su ile hazırlandı ve filtre edilerek kullanıldı. Hazırlanan tamponlar 

otoklavlandı. Sodyum dodesil-sülfat poliakrilamid jel elektroforezinde kullanılan tüm 

çözeltilerin hazırlanışı aşağıda verilmiştir. 

- %30’ luk Akrilamidin hazırlanışı: 100 gr akrilamid ve 2,65 gr bisakrilamid 

tartıldı. Saf su ile 250 mL’ ye tamamlandı. 4 
o
C’ de karanlıkta saklandı.  
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- %10 SDS’ nin hazırlanışı: 10 g SDS tartıldı ve saf su ile 100 ml’ye 

tamamlandı. Karanlıkta oda sıcaklığında saklandı.  

- %10 APS’ nin hazırlanışı: 5 g amonyum persülfat tartıldı ve üzeri deiyonize 

su ile 50 ml’ye tamamlandı. 4 
o
C’ de saklandı.  

- 4X Ayırma Jeli Tamponunun Hazırlanışı (1,5 M Tris, pH 8,8) :  36,3 g Tris-

base tartıldı ve biraz saf su eklendi. pH’sı HCI ile 8,8’ e ayarlandı. Deiyonize su 

ile 200 ml’ye tamamlandı. 4 
o
C’ de saklandı.  

- 4X Yığma Jeli Tamponu Hazırlanışı (0,5 M Tris, pH 6,8): 15,1 g Tris tartıldı. 

HCI ile pH 6,8’e ayarlandı. Deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandı.  

- 2X Örnek Yükleme Boyasının Hazırlanışı: 2,5 ml 4X Yığma jel tamponu 

(pH:6,8) , 2 ml %20 ‘lik gilserol, 40 μl % 0.02 Bromofenol mavisi ve 5,5 ml saf 

su karıştırılarak hazırlandı. 

- Yürütme Tamponunun Hazırlanışı: 28,8 g glisin ve 6 g Tris-Base tartıldı. 

Karışım 1,5 ml suda çözüldükten sonra 10 ml %10 SDS eklenerek son hacim 

deiyonize su ile 2 litreye tamamlandı. Bu karışımın pH’ sı yaklaşık 8,3’e 

ayarlandı.  

- Boyama Solusyonunun Hazırlanışı: 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250, 

125 ml metanol, 25 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml deiyonize su eklenerek 

karışım hazırlandı. Boyanın metanolde çözülmesinin ardından asit ve su eklendi.  

- Yıkama Solusyonunun Hazırlanışı: 50 ml etanol, 10 ml glasiyal asetik asit ve 

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

 

2.2. Yöntem 

2.2.1. Afla Bakterisinin Büyütülmesi 

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

yapılarak 55
 o
C’de 200 rpm’ de çalkalanarak 16 saat büyütüldü daha sonra LBA besiyerine 

ekilerek yine 55 
o
C’de 24 saat inkübe edildi. Tek bir koloni seçilerek tekrar 3 ml LB 

besiyerinde 55 
o
C’de bir gece büyütüldü. 1,5 ml gece kültürü 12.000 rpm’de 3 dakika 

santrifüj edilerek hücreler toplandı ve DNA izolasyonu için kullanıldı. DNA izolasyonu 

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) kullanılarak üreticinin verdiği protokole 

uygun şekilde yapıldı. İzole edilen DNA’nın kalitesi % 0,8’lik agaroz jel kullanılarak 

kontrol edildi ve Nanodrop spektrofotometre (Spectrophotometer 2000) kullanılarak 

yoğunluğu belirlendi.  DNA örnekleri kullanılmak üzere -20 
o
C’de saklandı. 
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2.2.2. A. flavithermus WK1 Genomunda afcda Geninin Baz Diziliminin Bulunması 

Afla bakterisinin sahip olduğu afcda genlerinin baz dizilimleri bu bakterinin 

genomu taranarak bulundu (NCBI). afcda aday genin 762 baz çifti uzunluğunda olan gen 

253 a.a uzunluğunda bir proteini kodladığı ve genom üzerinde sporulasyon aktivatörü 

histidin kinaz KinB integral membran proteini geni ile 16S ribozomal RNA geni arasındaki 

bölgede lokalize olduğu görüldü. 

Ekspresyon vektörüne klonlamak amacı ile primer dizayn etmek için sinyal peptid 

sıraları SignalP programı kullanılarak belirdi. Sinyal sırası uzaklaştırılacak şekilde 

ekspresyon primerleri dizayn edildi (Tablo 1). Primerlerin 5’ ucuna PZR ürününün vektöre 

ligasyonunu kolaylaştırmak amacıyla yapışkan uç açığa çıkacak şekilde restriksiyon 

endonükleaz tanıma bölgesi ilave edildi.  Bu amaçla genlerin baz dizisi restriksiyon 

endonükleaz enzimleri için kesim bölgesi yönünden incelendiğinde afcda aday geninin 

içerisinde NdeI ve BamHI RE enzimleri için RE enzimi için tanıma bölgesi bulunmadığı 

görüldü ve afcda geni için dizayn edilen ileri primerlerinin (Fw) 5’ ucuna NdeI RE 

enzimine ait tanıma dizisi, reverse primerinin (Rw) 5’ ucuna ise BamHI RE enzimine ait 

tanıma dizisi eklendi. 

 

2.2.3. Nükleotid ve Aminoasit Sıralarına Dayalı Filogenetik Analiz 

afcda genine ait nükleotid sırası ve aminoasit sıraları kullanılarak Tablo 2’de 

listelenen bakterilerin benzer genlerine ait nükleotid ve aminoasit sıraları kullanılarak 

mikroorganizmalar arasında CE-4 ailesi genlerine ait bilgilerin filogenetik ilişkiyi 

araştırmak için kullanılabilirliği araştırıldı. Filogenetik ilişki için hem nükleotid hem de 

aminoasit verileri kullanıldı. Tüm veriler NCBI veri tabanından (URL-2) alındı. 

Filogenetik ağaç BioEdit ve Mega5 programlarının yardımı ile oluşturuldu.  
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2.2.4. afcda Geninin PZR ile Çoğaltılması 

afcda geni sinyal sıraları ihmal edilerek PZR yöntemi ile çoğaltıldı. Tüm PZR 

reaksiyonları toplam hacim 50 µl olacak şekilde sırası ile, 1X Taq polimeraz tampon 

(Fermentas), 5 mM MgCl2, 0,2 mM her bir dNTP, 300 ng her bir primer, 50 ng Afla 

genomik DNA ve 2 ünite High Fidelity Taq pol I enzimi (Fermentas) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Reaksiyon, termal cycler’da (Eppendorf) aşağıdaki program kullanılarak 

yapıldı:  

- 94 °C’de 3 dk 1 döngü;  

- 94 °C’de 45 s 

- 52 °C’de 1 dk              30 döngü 

- 72 °C’de 1 dk 20 s       

- ve 72 °C’de 5 dk 1 döngü.  

PZR ürününün büyüklüğü 1 kb DNA ladder (Biolab) standart olarak 

kullanılarak %1’lik agaroz jelde doğrulandı. 

 

2.2.5. afcda Geninin Aracı Vektöre Klonlanması 

PZR çoğaltılması sonucu oluşan afcda geni, TA (pGEM-T easy vector) klonlama 

sistemi kullanılarak aracı vektöre klonlandı. Ligasyon reaksiyonu toplam 10 μl hacimde 1 

μl pGEM-T, 5 μl ligasyon tamponu, 1 μl T4 DNA ligaz ve 3 μl PZR ürünü kullanılarak 

16 °C’de 16 saat olarak gerçekleştirildi. 

 

2.2.6. Kompetent Hücrelerin Hazırlanması 

Çalışma kapsamında kullanılan E.coli DH5α ve BL21(DE3)pLysS suşlarına ait 

komponent hücreler kalsiyum klorür metodu takip edilerek hazırlandı (Maniatis vd.,1989). 

E. coli DH5α ve BL21(DE3) pLysS suşlarından seçilen tek koloniler bir gece önceden 3 

mL LB besiyeri içeren tüplere ekilerek 37 
o
C’de gece boyu 200 rpm’de çalkalanarak 

inkübe edildi. Hazırlanan gece kültürünün optik yoğunluğu spektrofotometre cihazında 

(Cole Permer 1100 RS) 600 nm’de ölçüldü ve bu kültürden 30 ml LB besiyerine optik 

yoğunluğu 0,1 olacak şekilde yeniden ekim yapıldı. Hücreler 37 
o
C’de 200 rpm’de 

çalkalanarak büyümeye bırakıldı ve 1-1.5 saat sonra 600 nm’de 0,4-0,5 arasında optik 

yoğunluğa ulaşan kültür 4 
o
C’de 4000 rpm’ de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaştırıldıktan sonra hücre pelleti 10 ml 0,1 M CaCl2 eklenerek çözdürüldü ve 30 

dakika buz içerisinde bekletildi. Sonrasında 4 ºC’de 4000 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi 
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ve pellet 2 ml 0,1 M CaCl2 çözeltisinde süspansiye edilerek 200 μl hacimlerde steril 

mikrosantrifüj tüplerine bölünerek kullanıldı. 

 

2.2.7. afcda Genini Taşıyan Rekombinant pGEM-T Easy Vektörüne E.coli DH5α  

Hücrelerine Transformasyonu ve Pozitif Hücrelerin Seçimi 

PZR ürününü taşıyan pGEM-T easy vektörü hazırlanan kompetent hücrelerine 

kimyasal yöntemle transforme edildi (Sambrook, 1987). Bunu için; hazırlanan amfisilinli 

petrilere sırasıyla 40 µl IPTG ve 40 µl X-Gal cam bagetle yayıldı. Ligasyon ürününü 

taşıyan kompetent hücreler 37 
o
C’ de 1.5 saat boyunca 200 rpm’ de çalkalanarak büyütüldü. 

1 dk 5000 rpm’de çöktürüldükten sonra dipte 100 µl kalacak şekilde süpernatantın geri 

kalan kısmı uzaklaştırıldı. Daha sonra pellet kalan süpernatantla süspansiye edildi ve 

önceden IPTG ve X-Gal yayılan amfisilinli petrilere cam bagetle kuruyana kadar yayıldı. 

Transformasyon ürününü taşıyan petriler mavi-beyaz koloni oluşumu için 37 
o
C’de 16 saat 

boyunca inkübasyona bırakıldı. Mavi-beyaz koloni oluşan petrilerden belirli sayıda beyaz 

koloni ve bir adet mavi koloni seçilerek bunlardan plazmit izole edildi. Beyaz kolonilerden 

izole edilen plazmitler öncelikli olarak NdeI RE ile kesildi. Kesim reaksiyonu; 100 µl 

toplam hacimde 10 µl 10X NdeI tampon (NEB 4), 10 µl NedI RE enzimi (10U/µl), 40 µl 

rekombinat pGEM-T easy vektörü ve 40 µl dH2O olmak üzere toplam 10 µL hacimde 

olacak şekilde 37 
o
C’de gece boyu gerçekleştirildi. PZR ürünü ve mavi koloniden izole 

edilen plazmitin kesim ürünü ile yan yana %1’lik agaroz jelde yürütüldü. Burada bazı 

vektörlerin hem genin 5’ ucuna eklenen NdeI RE tanıma bölgesi içerisinden hem de 

pGEM-T easy vektöründe bulunan aynı enzime ait tanıma dizisi içerisinden kesildiği ve 

genin ikinci enzim olan BamHI RE ile kesilmesine gerek kalmadan vektörden ayrıldığı 

görüldüğünden BamHI RE ile kesim yapılmaksızın gene ait parça GeneElute Gel 

Extraction Kit (Sigma) kullanılarak %1’lik agaroz jelden temizlendi ve ekspresyon 

vektörüne aktarılmak üzere -20 °C’de saklandı. Ekspresyon için pET15b ekspresyon 

vektörü seçildi ve NdeI RE ile kesilerek afcda fragmenti ile aynı basamaklar takip edilerek 

hazırlandı.   

 

2.2.8. afcda Geninin pET-15b Ekspresyon Vektörüne Klonlanması 

afcda geni ekspresyon için pET-15b vektörünün NdeI bölgesine histidin kuyruk 

içerecek şekilde ligasyonu sağlandı. Ligasyon reaksiyonu toplam 10 μl hacimde, 1 μl 10X 

T4 DNA ligaz tamponu (Fermentas), 1μl T4 DNA ligaz (10 U/μl), 2 μl ekspresyon vektörü 
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ve 5 μl gen ürünü kullanılarak 16°C’de 16 saat olarak gerçekleştirildi. Ligasyon ürünü  

E.coli DH5α  hücrelerin transforme edildi. Amfisilinli petrilere yayılarak büyütüldü. Belli 

sayıda DH5α hücresi seçilerek plazmit izole edildi (Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System, Promega). Plazmitler NdeI RE ile kesilerek afcda PZR ürünü ile 

birlikte yürütüldü ve pozitif vektörler belirlendi. 

 

2.2.9. afcda Genini taşıyan Rekombinant pET-15b Vektörünün E.coli BL21 

Hücrelerine Transformasyonu ve Ekspresyonun Belirlenmesi  

afcda genini içeren pET-15b vektörü E. coli BL21 (DE3)Lys hücrelerine transforme 

edildi ve rastgele tek bir koloni seçildi ve ekspresyon için kullanıldı. Ekspresyon için 

seçilen tek bir koloni 5 ml LB besiyerinde 37 
o
C’de gece boyunca büyütüldü ve daha sonra 

0,1 OD olacak şekilde 200 ml amfisilinli LB besiyeri içeren bir erlene yeniden ekildi. 37 

o
C’ de 3 saat inkübe edildikte sonra (   0.6 OD) son hacim 1 mM olacak şekilde IPTG 

(izopropil β-D-1-tiyogalaktopiranozit) ile indüklendi ve 3 saat daha inkübasyona devam 

edildi. İnkübasyon sonrası hücre kültürü 5 dakika buzda bekletildikten sonra 6000 rpm’de 

10 dk santrifüj edildi. Pellet 2 mg/ml lizozim içeren 10 ml Ni-bağlanma tamponu ile 

çözdürüldükten sonra -20 
o
C’de saflaştırma aşamasına kadar bekletildi.  

Saflaştırma için protein pelleti buz üzerinde çözüldü ve sonikatörle (Bandelin 

Sonoplus) 10 saniye birer dakika aralıklarla 5 kez parçalanma işlemine tabi tutuldu. 

Sonrasında 7000 rpm’de 20 dk santrifüj edildikten sonra üst faz yeni bir tüpe alındı 

ve %12lik SDS-PAGE analizi ile ekspresyon belirlendi.  

 

2.2.10. Saflaştırma 

Eskpresyonun tespiti sonrası rekombinant olarak üretilen afcda enzimi HisLink 

Protein Purification Resin (Promega) kullanılarak üretici firmanın protokolü doğrultusunda 

saflaştırıldı. 

Saflaştırma işlemi şu aşamalarda gerçekleştirildi; 

 Protein örneğini içeren süpernatant 10 ml Ni-bağlanma tamponu ile birlikte 

kolona yüklendi. Bu sırada gelen fraksiyonların tümü toplandı. 

 Daha sonra  kolon sırasıyla; 4 ml 20 mM ve 15 ml  200 mM imidazol 

içeren Ni-yıkama tamponu ile yıkandı. Bu sırada gelen fraksiyonlarda 

bradford boyası ile protein tayini yapıldı ve fraksiyonlar ayrı ayrı tüplere 

toplandı. 
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 Son aşamada kolon 10’ar ml Ni-elüsyon tamponu ile 5 kez yıkandı ve gelen 

elüsyonlar ayrı ayrı 10’ar ml halinde tüplere toplandı. 

Saflaştırma işleminin kontrolü için her aşamada elde edilen fraksiyonlardan 30 µl 

alınarak 10 µl yükleme boyası birlikte 95 °C’de 5 dk. kaynatmanın ardından SDS-PAGE 

‘de analiz edildi. 

 

2.2.11. Saf Proteinin Diyalizi 

Saf protein örneği imidazolün ortamdan uzaklaştırılması amacı ile 1 litre diyaliz 

çözeltisinde (50 mM sodyum fosfat (pH: 7,5), 50 mM NaCl ve 1 mM DTT) gece boyunca 

manyetik karıştırıcı yardımıyla buz içerisinde diyaliz edildi. Daha sonra aynı miktar diyaliz 

tamponu içerisinde 5 saatlik 2. bir  diyalizin ardından diyaliz edilen protein örneği filtreli 

santrifüj tüplerine (Amicon Ultra-4) aktarılarak 20 dk. 7000 rpm’de konsantre edildi. Daha 

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

 

2.2.12. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Protein konsantrasyonu Nano Drop (Spectrophotometer 2000) cihazı kullanılarak 

belirlendi. Kör olarak enzimin diyaliz tamponu kullanıldı. Diyaliz tamponundan 2 µl 

alınarak yapılan ilk ölçümün ardından saflaştırılan protein örneğinden de 2 µl alınarak 280 

nm’de konsantrasyon belirleme ölçümü gerçekleştirildi. 

 

2.2.13. AfCDA Enziminin Karakterizasyonu 

2.2.13.1. AfCDA Proteininin Enzim Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanılan 

Substratlar 

AfCDA aday enziminin aktivite deneyleri ve karakterizasyonu 7 farklı substrat 

kullanılarak gerçekleştirildi. Bu kapsamda proteinde p-nitrofenil asetat, α-naftil asetat, 4-

metilumbelliferil asetat, huş ağacı ksilanı ve 4-metilumbelliferil-β-ᴅ-ksiloprenozid 

substratları kullanılarak; ksilanaz, asetil ksilan esteraz ve kitin deasetilaz aktiviteleri 

araştırıldı. Deneyler her bir substrat ile ayrı ayrı koşullarda gerçekleştirildi. 
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Tablo 3. Biyokimyasal karakterizasyon çalışmalarında kullanılan substratlar ve enzim 

aktivitesi sonucu oluşacak ürünler 

 

2.2.13.2. Zimogram Analizleri 

Zimogram analizleri ksilanaz aktivitesi için huş ağacı ksilanı ve 4-

metilumbelliferil-β-ᴅ-ksiloprenozid substratları kullanılırken, asetil ksilan esteraz aktivitesi 

için ise substrat olarak α-naftil asetat kullanıldı ve deneyler SDS-PAGE (%12) jelde 

gerçekleştirildi. Örneklerin yüklenmesinde β-merkaptoetanol içermeyen doğal yükleme 

boyası kullanıldı.  

AfCDA proteininde ksilanaz aktivitesinin zimogram analizleri SDS-PAGE (%12)  

kullanılarak şu şekilde gerçekleştirildi; %0,1 oarnında huş ağacı ksilanı polimerleşmeden 

önce jele eklendi. Native boya ile hazırlanan protein örneği jelde yürütüldükten sonra % 

2,5’luk 20 ml Triton X-100 ile oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi. 30 dk 20 ml 50 mM 

fosfat tamponu ile yıkandıktan sonra tekrar aynı tamponla 10 dk 37 C’de inkübe edildi. En 

son olarak yine aynı tamponla 55 °C’de 5 dk inkübasyonun ardından 20 ml %0,1’lik 

Kongo kırmızısı  ile 15 dk boyanmaya bırakıldı. Boyamanın ardından bantların görünür 

hale gelmesi amacıyla 1M NaCl ile oda ısısında inkübe edildi. İnkübasyonun ardından jel % 

Substratlar Substratların kimyasal yapısı Oluşan Ürün 

4-Metilumbelliferil asetat 

 

4-Metilumbelliferon+ Asetat 

1 (α)-Naftil asetat 

 

1(α)-Naftol+Asetat 

p-Nitrofenil asetat 

 

p-Nitrofenol+Asetat 

4-metilumbelliferil-β-ᴅ-

ksiloprenosid 

 

4-metilumbelliferon+β-ᴅ-

Ksilopiranoz 
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5’lik asetik  asit ile yıkandı (Kacagan vd., 2008). 

AfCDA proteininde ksilanaz aktivitesinin araştırılması amacıyla kullanılan bir diğer 

substratta 4-metilumbelliferil-β-ᴅ-ksiloprenozidtir. SDS-PAGE (%12) elektroforezinin 

ardından protein örneğini içeren jel 0,1 M sodyum fosfat (pH 6,5) tamponu ile önce 5 

mL’de 5 dk 37 °C’de, daha sonra tekrar aynı tamponla 10 ml’de 5 dk 55 °C’de inkübe 

edildi. Daha sonra tampon jelden uzaklaştırılarak, 30 µl (1 mM) 4-metilumbelliferil-β-ᴅ-

ksiloprenozid içeren 5 ml (20 mM) Na-fosfat tamponu (pH 7,5) ile 2 dk 55 °C’de bekletildi. 

İnkübasyonun ardından UV ışığı altında bantların görünür hale gelip gelmedikleri gözlendi. 

Asetil ksilan esteraz aktivitesinin zimogram analizi substrat olarak 0,1 M  α-naftil 

asetat ve 4-metilumbelliferil asetat kullanılarak gerçekleştirildi.  

α-naftil asetat ile aktiviteyi göstermek için protein örneği SDS-PAGE ‘de (%12) 

yürütüldü. 2mL asetonda çözülen α-naftil asetat (0,1 mM), son hacim 20 ml olacak şekilde 

0,1 M Tris-HCl (pH: 7,5) tamponuna eklendi. Fast Red tuzu (Sigma) ise; 20 mg Fast Red 

tuzunun 20 ml 0,1 M Tris-HCl (pH: 7,5) tamponunda çözülmesi ile hazırlandı. Deney, aynı 

tampon ile hazırlanmış olan substrat çözeltisinin boya çözeltisi ile aynı anda jelin üzerine 

dökülmesi ile gerçekleştirildi. 37 
o
C’de 15 dk boyanması sağlanan jel, bant görünür hale 

geldikten sonra görüntülendi (Faiz vd., 2007). 

4-metilumbelliferil ile aktiviteyi göstermek için protein örneği SDS-PAGE 

elektroforezinde yürütüldü, jel 0,1 M 5 ml Tris-HCl (pH 7,5) ile yıkandı ve hemen 

ardından 10 ml tampon eklendi ve 37 C’de 5 dk inkübe edildi. Sonra etüvden alınarak 

üzerine son hacmi 2 mM olacak şekilde 2 ml DMSO’da çözülen 4-metilumbelliferil  (0,1 

M) yavaş yavaş eklendi. 1 dk beklemenin ardından UV ışığı altında incelendi. 

 

2.2.13.3. Enzimin Biyokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 

AFCDA enziminin optimum pH, optimum sıcaklık, ısıl kararlılığı ve kinetik 

deneyleri 96-kuyucuklu plaka ile substrat olarak diğer aromatik yapılı sentetik substratlara 

nazaran daha kararlı bir yapısı olduğu gözlenen p-nitrofenil asetat (p-NPA) kullanılarak 

405 nm’de p-nitrofenol salınımının ölçülmesi şeklinde spektrometrik yöntemle (Molecular 

Device, SpectraMax M5)  gerçekleştirildi. Reaksiyonlar substrat eklenmesi ile başlatıldı. 

Bu şekilde aktivite tayininin substratın kendiliğinden bozunma oranından en az şekilde 

etkilenmesi amaçlandı. Yine aynı nedenle özellikle optimum pH belirleme reaksiyonları, 

yüksek alkali tamponlarda ve sıcaklıklarda kendiliğinden bozunma oranı artan p-NPA daha 

uzun süre kararlı olduğu belirlenen farklı tampon çözeltilerde gerçekleştirildi. Bu tampon 
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çözeltileri ve yoğunluklarını belirlemek amacıyla p-nitrofenil asetat ile her bir tampon 

çözeltisinin ayrı ayrı 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM ve 50 mM 

konsantrasyonlarında kendiliğinden bozunma-aktivite oranları belirlendi. Daha sonra 

aktivite tayini kendiliğinden bozunmanın en az olduğu tampon çözelti konsantrasyonları 

göz önüne alınarak toplam reaksiyon hacmi 400 µl olacak şekilde son hacimde 2 mM p-

NPA ve 5 mM tampon kullanılarak sitrik asitle sonlandırma metodu (Shao ve Wiegel, 1995) 

modifiye edilerek  reaksiyon süresi 90 sn olacak şekilde gerçekleştirildi. 

Spektrofotometrik yöntemle gerçekleştirilen tüm aktivite belirleme deneylerinde, 

kör olarak kullanılan reaksiyon ortamında enzim yerine aynı miktar diyaliz tamponu 

kullanıldı.  

 

2.2.13.4. Enzim Aktivitesi Üzerine pH’nın Etkisi 

Enzim aktivitesi üzerine pH’nın etkisi 20 µg enzim ve 2 mM p-NPA substrat olarak 

kullanılarak toplam 400 µl hacimde 90 saniye reaksiyon süresi olarak gerçekleştirildi. pH: 

5,0-9,0 aralığında gerçekleştirildi. 50 
o
C’de yapılan ölçümlerde; pH: 5,0 sodyum asetat (5 

mM), pH: 6-8 aralığında sodyum fosfat (5 mM), pH: 8,5-9 aralığında sodyum pirofosfat 

(5mM) tampon çözeltileri kullanıldı. Sonuçlar 405 nm dalga boyunda ölçülerek belirlendi 

ve grafiğe dönüştürüldü. En fazla absorbansın ölçüldüğü pH değeri optimum olarak kabul 

edildi.  

 

2.2.13.5. Enzim Aktivitesi Üzerine Sıcaklığın Etkisi 

Enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisinin belirlenmesine yönelik çalışmalar 96-

kuyucuklu plate kullanılarak 405 nm’de p-nitrofenil asetattan p-nitrofenol salınımının 

spektrometrik yöntemle ölçülmesi ile belirlendi. Farklı sıcaklık derecelerinde, 2 mM Na-

fosfat (pH: 7,5) tamponu kullanılarak 20-90 
o
C aralığında gerçekleştirilen ölçümlerde 

enzimin optimum aktivite gösterdiği sıcaklık değeri elde edilen net aktivite ölçümlerinin 

değerlendirilmesi ile belirlendi. En fazla absorbansın ölçüldüğü sıcaklık değeri optimum 

olarak kabul edildi.  

 

2.2.13.6. Enzimin Km ve Vmax  Değerlerinin Belirlenmesi 

AfCDA proteinine ait asetil ksilan esteraz aktivitesinin çeşitli kinetik verilerle ifade 

edilmesi amacı ile sabit enzim konsantrasyonunda 0,5-7 mM konsantrasyonlarda p-NPA 

kullanılarak Km ve Vmax parametreleri belirlendi. 
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p-NPA 0,5-7 mM konsantrasyonlarında hazırlandı ve reaksiyonlar bu substratla 

50 °C’ de 90 sn (su banyosunda) sitrik asitle sonlandırma yöntemi ile gerçekleştirildi (Shao 

ve Wiegel, 1995). Spektral yöntemle absorbans değerleri elde edildi. Elde edilen absorbans 

değerleriyle, Michealis-Menten eşitliğinden elde edilen Lineweaver-Burk eşitliği 

kullanılarak Vmax ve Km değerleri hesaplandı. Daha sonra bu veriler grafiğe dönüştürüldü 

(Şekil 18 ve 19).  

 

2.2.13.7. Kinetik Deneylerinde Oluşan Ürüne Ait Standart Grafiğinin Çizilmesi 

Enzim kinetiği deneylerinde standart olarak, substrat olarak kullanılan p-NPA’ın 

deasetillenmesi sonucunda açığa çıkan p-nitrofenol kullanıldı. 1-20 mM yoğunluklarda su 

ile hazırlanan p-nitrofenol’ün 405 nm’de gösterdiği absorbans 96-kuyucuklu plakada 

spektrometre ile ölçüldü. Elde edilen veriler daha sonra grafiğe dönüştürüldü (Şekil 20). 
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3. BULGULAR 

 

3.1. afcda Genlerinin Nükleotid Dizilimi 

Genom dizilimi 2008 yılında tamamlanan A. flavithermus WK1’ bakterisine ait 

afcda geninin nükleotid ve aminoasit dizilimi A. flavithermus genomunda belirlenmiştir 

(URL-3). Genin 762 nükleotitden oluştuğu ve ClustalW programı ile nükleotid dizilimi 

amino asit dizilimine dönüştürüldüğünde genin 253 amino asitlik bir proteini kodladığı 

belirlenmiştir. Gene ait nükleotid dizilimi Şekil 9’da verilmiştir. 

 

 

Şekil 9.  afcda genine ait nükleotid ve amino asit diziliminin şematik görüntüsü. Toplam 

762 nükleotid olan genin TTG başlama kodunu ile başladığı gözlenmiştir. 

 

3.2. Nükleotid ve Aminoasit Sıralarıa Dayalı Filogenetik Benzerliğin Araştırılması 

Dendogramlar A. flavithermus WK1 suşunun en çok Anoxybacillus flavithermus 

türüne benzediğini göstermiştir ve çok net bir şekilde hem nükleotid verileri ile hem de 

amino asit verileri ile yapılan karşılaştırmalarda Anoxybacillus cinsinin diğer cinslerden 

çok net bir şekilde ayrıldığı gözlendi.      

 

 

 

TTGAAGTTTTTTTATATACTCGACGGAAAAGAAATAAAAAAATGGCTTCTCATCATCTCAATTGCCTTCGTCACAGCTTCGATTTTTTAC 

 M  K  F  F  Y  I  L  D  G  K  E  I  K  K  W  L  L  I  I  S  I  A  F  V  T  A  S  I  F  Y   

ATTCAACAGCTTGCAAGTGAGTTTGTATTTTCCACTGACCCTGGACCGAAAGCCATTTACAAAGTCGAAAATAAAAACAATGAGCTCGCA 

 I  Q  Q  L  A  S  E  F  V  F  S  T  D  P  G  P  K  A  I  Y  K  V  E  N  K  N  N  E  L  A 

TTGACATTTGATATTAGTTGGGGAGAAACAAATGCGATACCTGTTTTAAACGTGCTAAAAAAACATGGAGTGAAAGCTACATTTTTTCTA 

 L  T  F  D  I  S  W  G  E  T  N  A  I  P  V  L  N  V  L  K  K  H  G  V  K  A  T  F  F  L   

TCTGCTTCTTGGGCTGAACGTCACCCACGCATCGTAAAAAAAATCGCAGATGATGGACACGAGATCGGGAGTATGGGCTATGAGTACAAA 

 S  A  S  W  A  E  R  H  P  R  I  V  K  K  I  A  D  D  G  H  E  I  G  S  M  G  Y  E  Y  K  

AACTATACTGAACTAGAGAGAGGGAAAATTATTCGTGACTTAGCTCAAGCTAAAAAAGTGTTTAATACGTTAGGCATTAAACATACCCCT 

 N  Y  T  E  L  E  R  G  K  I  I  R  D  L  A  Q  A  K  K  V  F  N  T  L  G  I  K  H  T  P   

TTCCTACGCGTACCGACAGGAAATTTTAATAAAAACGTTTTGAAAGTTGTTCATTCTTTTGGTCATACTGTTGTTCATTGGAGTGTTGAT 

 F  L  R  V  P  T  G  N  F  N  K  N  V  L  K  V  V  H  S  F  G  H  T  V  V  H  W  S  V  D 

TCAAAAGACTGGCTTAATCCTGGCGCAAATGCCATTGTTGAAAATGTGACAAAAAACGCAAAGGGCGGAGATATTGTGTTACTTCATGCA 

 S  K  D  W  L  N  P  G  A  N  A  I  V  E  N  V  T  K  N  A  K  G  G  D  I  V  L  L  H  A   

TCAGACTCAGCGAAGCAAACCGCTCATGCATTAGAGCAAATTATCGTTTGGATGAAAAAAGAAGGATATAAAAGTGTGACCATATCCGAT 

 S  D  S  A  K  Q  T  A  H  A  L  E  Q  I  I  V  W  M  K  K  E  G  Y  K  S  V  T  I  S  D  

CTTGTCAATAACGCTCATATAAAAAGTAAAGAAATAAAATGA 

 L  V  N  N  A  H  I  K  S  K  E  I  K  -   
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Şekil 10.  Bacillus cinsine CE-4 ailesi genlerinin nükleotit dizilimleri kullanılarak 

oluşturulan benzerlik ağacı. Nükleotid verileri BioEdit programı kullanılarak 

oluşturulmuş ve MEGA5 programı kullanılarak dendograma 

dönüştürülmüştür. Karşılaştırmada kullanılan tüm nükleotid verileri NCBI 

veri tabanından temin edilmiştir. 



44 

 

 

Şekil 11. Bacillus cinsine CE-4 ailesi proteinlerin amino asit dizileri kullanılarak 

oluşturulan benzerlik ağacı. Amino asit verileri BioEdit programı kullanılarak 

oluşturulmuş ve MEGA5  programı kullanılarak dendograma dönüştürülmüştür. 

Karşılaştırmada kullanılan tüm nükleotid verileri NCBI veri tabanından temin 

edilmiştir.  
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3.3. Korunmuş Aminoasit Dizilişlerinin Karşılaştırılması 

afcda genin kodladığı CDA enzimin amino asit diziliminin CE-4 ailesi enzimlerinin 

bilinen üyelerinin amino asit dizilimleri ile karşılaştırılması sonucu CE-4 ailesine ait 

korunmuş aminoasit motiflerinin A. flavithermus WK1 bakterisinden elde edilen AfCDA 

enzimi ile büyük oranda benzerlik gösterdiği görüldü (Tablo 3). Karşılaştırmalı analizler ve 

kristal yapı aydınlatma çalışmaları CE-4 ailesi üyelerinde beş korunmuş motifin 

bulunduğunu göstermektedir (Tablo 3) verilmiştir. Toplam 5 motifden, motif 2’nin en fazla 

farklılık taşıdığı belirlenmiştir. 

Tablo 4. CE-4 ailesine ait korunmuş amino asit dizi sıraları. Bcsub (Bacillus subtilis); Bcant 

(Bacillus anthracis); Spneu (Streptococcus pneumoniae); Collind (Colletotrichum 

lindemuthianum); Stliv (Streptomyces lividans); Mroux (Mucor rouxii); Aflv 

(Anoxybacillus flavithermus). 

 

Korunmuş motifler bireysel aminoasitlerin korunmuşluğu yönünden incelendiğinde, 

motif 1’de en korunmuş amino asitlerin triptofan ve aspartik asit amino asitlerinin olduğu 

ve üç boyutlu yapı analizlerinin bu motifte aspartik asit amino asitinin katalitik aktivite için 

gerekli olduğunu göstermiştir (Şekil 12). Motif 2 korunmuş a.a’ler yönünden 

incelendiğinde her bir a.a biriminin %100 korunmuş olmadığı gözlendi. Bu motifte en 

korunmuş aminoasitler olarak 2 adet histidin ve 1 adet prolin aminoasitinin Afla CDA 

proteininde değişken olduğu belirlenmiştir. Motif  3, motif 4 ve motif 5’te ise en korunmuş 

amino asitlerin sırası ile prolin, aspartik asit ve histidin olduğu belirlendi. 

             

Mikroorganizmalar 
Motif 1 

TXDX 

Motif 2 

HXXXHP 

Motif 3 

XPXX 

Motif 4 

XXDWX 

Motif 5 

XHX 
Referanslar 

Bcsub 66-69 124-129 164-167 182-186 221-223 (Barbe, 2009) 

Bcanth 55-58 113-118 153-156 170-175 210-212 
(Oberbarnscheidt, 

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) 

Mroux 156-159 213-218 253-256 280-284 319-321 
(Kafetzopoulos, 

1993b) 

Aflv 57-60 114-119 154-157 169-173 208-210 (Saw, 2008) 
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             MT1    MT2      MT3    MT4    MT5    

Bcsub       TFDN...HSFHHP...PPRG...FVDWK...LHT 

Bcanth      TFDN...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 

Şekil 12. Farklı mikroorganizmalar arasında CDA proteinlerinde korunmuş 5 adet motifin 

şematik gösterimi. Motif 2 CDA ailesi üyeleri içerisinde en değişken motif 

olarak belirlendi. Diğer motiflerin her birinde ise korunmuşluk oranı yüksek 

olarak belirlendi. 

 

 

3.4. afcda Geninin PZR ile Çoğaltılması ve pET-15b Ekspresyon Vektörüne 

Klonlanması 

afcda geni afcda_FwNS ve afcda_Rw primerleri ile sinyal sırası ihmal edilerek 

çoğaltıldı ve 762 baz çifti uzunluğunda olduğu bilinen gene ait PZR ürünü moleküler 

ağırlık standartı kullanılarak % 0,8‘lik agaroz jelde yürütülerek doğrulandı (Şekil 13, sütun 

1. sütun). pGEM-T easy vektörüne klonlanan PZR ürünü daha sonra NdeI RE ile kesildi ve 

(Şekil 13, 2. sütun) ekspres edilmek üzere HisTag kuyruğu içerecek şekilde pET-15b 

ekspresyon vektörüne klonlandı ve afcda/pET15b olarak isimlendirildi. Klonlamanın 

doğrulanması amacıyla boş pET-15b vektörü ve rekombinant plazmit NdeI RE ile kesildi. 

Şekil 13’de 3 nolu sütun rekombinant plazmitin 4 nolu sütun ise boş pET-15b vektörünün 

NdeI RE ile kesim sonucunu göstermektedir. 
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Şekil 13. afcda geninin pET-15b ekspresyon vektörüne klonlama basamaklarını 

gösteren  %0,8’lik agaroz jelde analizi. M: moleküler ağırlık standartı, 1: 

PZR ürünü, 2: afcda genini taşıyan pGEM-T easy vektörün NdeI RE ile 

kesimi, 3: rekombinant pET-15b vektörünün NdeI RE ile kesimi, 4: boş 

pET-15b vektörünün NdeI RE ile kesim sonucu 

 

 

3.5. E.coli BL21 Hücrelerinde Ekspresyonun Gözlenmesi ve AfCDA Enziminin E.coli 

BL21 Hücrelerinden Saflaştırılması 

pET-15b ekspresyon vektörüne klonlanan afcda1 geni E. coli BL21(DE3)pLysS 

suşunda ekspres edildi. IPTG ile indükleme sonucu elde edilen ham protein özütünde 

(Şekil 14, 1. sütun) bulunan AfCDA proteini, ekspresyon vektörüne klonlama stratejisi 

gereği N-ucunda 6 tane histidin içerdiğinden Ni-afinite kromotografisi kullanılarak 

saflaştırıldı. Proteini kodlayan gene eklenen histidin birimlerinin azotları, nikel parçacıkları 

ile etkileşerek AfCDA proteininin diğer proteinlerden ayrılmasını sağlamaktadır (Faiz vd., 

2008). E. coli’den gelen proteinler ise nikele afinite göstermedikleri için liganda 

bağlanamadılar. Böylelikle bağlanma aşamasında uzaklaştırılmış oldular. Nikel liganda 

bağlanan AfCDA proteini ise yıkama işlemiyle imidazol yardımıyla kolondon çıkarıldı. 

Daha sonra saflaştırılan protein örneğinden 20 μl alındı ve 10 µl yükleme boyası ile % 

12’lik SDS-PAGE jeline yüklenerek elektroforez gerçekleştirildi. Elektroforez jelinin 

Coomassie Brilliant Blue R250 ile boyanıp fazla boyanın uzaklaştırılması sonucunda 

AfCDA enziminin E.coli’de ekspres edildiği ve kullanılan kit ile etkili bir biçimde 

saflaştırıldığı tespit edildi (Şekil 14, 2. sütun). 200 ml kültürle yapılan indüklemelerde 

0,015 mg/ml ile 1,2 mg/ml arasında değişen konsantrasyonlarda protein izole edildi. 
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Şekil 14. Saf AfCDA enziminin (% 12’lik) SDS-PAGE analizi. 1: ekspresyon sonucu elde 

edilen ham protein özütü, 2: saf AfCDA enzimi, M: moleküler markır 

(Fermentas Broad Range Unstained Protein Ladder). 

 

3.6. Enzim Aktivitesinin Gösterilmesi 

Farklı özellikte substratlar kullanılarak AfCDA enziminin ksilanaz ve asetil ksilan 

esteraz aktiviteleri  araştırıldı. p-NPA ile gerçekleştirilen spektrofotometrik aktivite 

belirleme deneylerinde bu substratın reaksiyon ortamındaki aktivite tamponu içerisinde 

kendiliğinden bozunması ile verdiği absorbans göz önüne alındı. Bu miktarın enzim 

aktivitesi olarak ölçülen absorbanstan çıkarılması sonucu net aktivite belirlendi. 

p-NPA, 4-MUA, α-naftil asetat substratları ile yapılan aktivite deneyleri sonucunda 

enzimin substratların ester bağlarında ki O-asetil gruplarını uzaklaştıran asetil ksilan 

esteraz aktivitesine sahip olduğu belirlendi. Ancak huş ağacı ksilanı ve 4-metilumbelliferil-

β-ᴅ-ksiloprenosid ile aktivitesinin olmadığı belirlendi.  

 

3.6.1. AFCDA Enziminde Ksilanaz ve Asetil Ksilan Esteraz Aktivitesinin 

Araştırılması 

3.6.1.1. Zimogram Analizleri 

AfCDA enziminin ksilanaz aktivitesinin belirlenmesi amacı ile % 0,2’ lik huş ağacı 

içeren (% 12’lik)  SDS-PAGE’de doğal boya kullanılarak gerçekleştirilen aktivite 

deneyinde kongo kırmızısı ile boyanan jelde ksilanaz aktivitesi sonucu görülmesi beklenen 

aydınlık bantlar gözlenmedi. Florojenik bir substrat olan 4-metilumbelliferil-β-ᴅ-

ksiloprenosid ile gerçekleştirilen deneyde de AfCDA proteinini içeren jelde ksilanaz 

aktivitesi araştırıldı. UV ışığı altında görüntülenen jelde herhangi bir floresan parlaklık 
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gözlenmedi.  

Asetil ksilan esteraz aktivitesini belirlemek amacıyla protein örneğini içeren jelin 

Fast Red tuzu ile boyanması sonrası,  jelde esteraz enzimlerinin α-naftil asetat ile aktivite 

vermeleri sonucu oluşan kırmızı bant gözlendi (Şekil 15). 4-MUA ile yapılan zimogram 

deneyinde ise aktivitenin olmadığı belirlendi. 

 

Şekil 15. AfCDA proteininin SDS-PAGE (%12)’de gerçekleştirilen zimogram analizinin 

sonucu. 1: α-naftil asetat ile aktivite gösteren esteraz enzimlerine özgü 

kırmızı bant. 2: AfCDA proteinini  içeren jelin coomassie brillant mavi-R 250 

ile boyanması sonucu gözlenen bant. 

 

 

3.6.2. Biyokimyasal Karakterizasyon 

AfCDA proteininin biyokimyasal karakterizasyonu asetil ksilan esteraz aktivitesine 

bağlı olarak gerçekleştirildi. Karakterizasyonda kullanılan substratlar ve oluşan ürünler 

Tablo 3’deki gibidir. 

 

3.6.2.1. Optimum pH 

Enzim aktivitesi üzerine pH etkisinin belirlenmesine yönelik çalışmalar sonucunda 

AfCDA enziminin pH 5-9 arasında geniş bir aralıkta aktif olduğu, ancak optimum pH 

değerinin 7,5 civarı olduğu belirlendi (Şekil 16). 
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Şekil 16. Enzime ait pH’ya bağlı bağıl aktiviteyi gösteren grafik 

 

3.6.2.2. Optimum Sıcaklık 

Enzim aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisinin belirlenmesi amacı ile 30-80 °C 

aralığında spektrofotometrik yöntem ile gerçekleştirilen çalışmalar sonucunda AfCDA 

enziminin optimum 50 
o
C’ de aktivite gösterdiği belirlendi (Şekil 17). 

 

Şekil 17. AfCDA enziminin optimum aktivite gösterdiği sıcaklığa ait grafik. 

3.6.2.3. Kinetik Parametrelerin Belirlenmesi 

Bir enzimin aktivitesi, o enzimin katalizlediği reaksiyonun hızıdır. Uluslararası 

Biyokimya Birliği Enzim Komisyonunun tanımladığı aktivite birimi “Uluslararası Birim” 
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Unite (U) dir. Uluslararasrı Birim, standart koşullar altında dakikada bir mikromol (µmol) 

substratı dönüşüme uğratan enzim miktarıdır. Spesifik aktivite ise bir mg enzim tarafından 

dakikada dönüşüme uğratılan substratın mikromol miktarıdır (Unite/mg) (Yıldırım vd., 

2007). 

AfCDA enziminin kinetik parametrelerinin belirlenmesi amacı ile sabit enzim 

konsantrasyonunda ( 0,75 µg), 0,5-7 mM konsantrasyonlarda p-NPA  ile gerçekleştirilen 

aktivite deneyleri sonucunda elde edilen veriler Lineweaver-Burk (Şekil 19) grafiğine 

dönüştürürldü. Lineweaver-Burk grafiği Michealis-Menten eşitliğinin (Şekil 18) her iki 

tarafının tersinin alınması ile elde edilen doğrusal bir grafiktir. Kinetik ölçümler sonucunda 

AfCDA enzimine ait Vmax değeri 3333,33 U/mg, 
 
Km değeri 4,33 µM olarak bulunmuştur. 

Kinetik deneyleri sırasında p-NP standart olarak kullanılmıştır (Şekil 20). 

 

Şekil 18. Michealis-Menten Grafiği 
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Şekil 19. Lineweaver-Burk grafiği 

 

Şekil 20. p-NPA’ın deasetillenmesi sonucu oluşan p-NP için standart grafiği.  
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Termofilik organizmların hücresel elemanları da (enzimler, proteinler ve nükleik 

asit) termostabildir (Haki vd., 2003). Termofilik mikroorganizmalardan izole edilen 

termostabil enzimler, sahip oldukları tamamen doğal kararlılıktan dolayı bir çok ticari 

uygulama alanı bulmaktadırlar (Demirijian vd., 2001). Bu bağlamda Anoxybacillus 

flavithermus WK1 afcda geninin rekombinant üretimi ve biyokimyasal karakterizasyonu 

konulu yüksek lisans tezi kapsamında gerçekleştirilen çalışmada termofilik Aflv WK1 

bakterisine ait, karbonhidrat metabolizması üzerinde etkili AfCDA enzimi rekombinant 

olarak üretilmiş ve saflaştırılarak biyokimyasal karakterizasyonu yapılmıştır. Biyokimyasal 

karakterizasyon öncesi genin kodladığı proteine ait a.a. dizilimi biyoinformatik analize tabi 

tutulmuş ve sahip olduğu olası aktiviteler belirlenmiştir. Karbonhidrat metabolizması çoğu 

yaşam formu için çok önemlidir ve şekerlerin değişimini etkileyen enzimlerin de tüm 

yaşayan organizmalar için elzem oldukları bildirilmiştir (URL 4).  

Kitinin endüstriyel uygulamalarda daha kullanılabilir türevi olan kitosana 

dönüşümünü katalize eden kitin deasetilaz enzimleri bu güne kadar pek çok mantardan, 

böcekten ve denizel bakterilerden izole edilerek karakterize edilmesine rağmen, literatürde 

aerobik termofilik bakterilerde böyle bir çalışmanın yapıldığına dair fazla bilgi 

bulunmamaktadır.   

NCBI veri tabanından elde edilen veriler doğrultusunda, 762 baz çifti 

uzunluğundaki afcda geninin CE-4 ailesi enzimleri ile benzer olarak NodB homoloğu 

domain içerdiği bilgisinden yola çıkılarak gen ve aminoasit dizisinin, bu ailenin bilinen 

üyelerinin gen ve amino asit dizileri ile karşılaştırılması sonucunda, genin NodB domaini 

içerdiği ve korunmuş beş motiften özellikle motif 2’nin en çok farklılık gösteren motif 

olduğu belirlenmiştir. Bu motif CE- 4 ailesi üyelerinde metal iyonuna bağlanan iki histidin 

ve ilmeği dengede tutmak için ikinci histidinle bağlanan bir hidrojen bağı meydana getiren 

bir serin veya tireonin içerir. SlivAcXE’da motif 2’ de bulunan iki histidin birimi ile motif 

1’de bulunan aspartik asit katalitik bölgeyi oluştumaktadır. 

CE-4 ailesi üyesi olan afcda geninin nükleotid ve aminoasit dizilimi kullanılarak 

filogenetik ağaç oluşturulmuştur. Bacillus (28 tür), Geobacillus (5 tür), Paenibacillus (1 tür) 

ve Desmospora (1 tür) cinslerine ait toplam 35 türün aynı genine ait bilgiler bu dendogram 

çizilirken kullanılmıştır. CE-4 ailesi genlerinin aminoasit dizileri kullanılarak oluşturulan 

filogenetik benzerlik ağacı A. flavithermus’un B. subtilis, Paenibacillus polymyxa, 
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Geobacillus sp ve Geobacillus thermoglucosidasius ile gruplanarak diğer tüm türlerden 

ayrıldığını göstermiştir. Nükleotid verileri ile aynı dendogram oluşturulduğunda ise A. 

flavithermus’un daha az sayıda tür kapsayacak şekilde sadece Paenibacillus polymyxa, ve 

Geobacillus thermoglucosidasius ile birlikte diğer tüm türlerden ayrıldığı gözlenmiştir. Bu 

sonuç, afcda nükleotid ve aminoasit diziliminin 16S rRNA gen dizilimi gibi A. 

flavithermus ve diğer türlerin moleküler sınıflandırılmasında kullanılabileceğini 

göstermiştir.  

Bir enzimin aktivitesi o enzimin katalizlediği reaksiyonun hızıdır. Bir enzimin 

kataliz yeteneğini ve etkinliğini sayısal olarak ifade etmek için onun kinetiğini araştırmak 

gerekir. Enzim kinetiği bir reaksiyonun hızını belirleyen etmenleri inceler (Temizkan vd., 

2008).  Enzimatik reaksiyonun hızı yani aktivitesi sıcaklık, pH,enzim ve substrat 

konsantrasyonu, iyon şiddeti, aktivatör ve inhibitörlerin varlığı gibi pek çok faktörden 

etkilenmektedir (Yıldırım vd., 2007). AfCDA proteininin asetil ksilan esteraz aktivitesinin 

optimum pH ve optimum sıcaklık parametreleri p-NPA ile gerçekleştirilen 

spektrofotometrik ölçümler sonucunda elde edildi. Optimum pH deneyleri dışında tüm 

aktivite deneyleri tampon olarak Na-fosfat (pH 7,5) kullanılarak gerçekleştirildi.  

AfCDA’ya ait optimum pH değeri pH: 5-9 aralığında belirlendi. Substrat olarak 

kullanılan p-NPA’ın alkali reaksiyon şartlarında kendiliğinden bozunma hızının yüksek 

olması nedeni ile 10,0-11,0 aralığında aktivite deneyleri gerçekleştirilemedi. Aynı 

nedenden dolayı reaksiyonlar farklı pH aralıklarında farklı tamponlar kullanılarak 

gerçekleştirildi. pH: 5-6 aralığında Na-asetat, pH: 6-8 aralığında Na-fosfat ve pH: 8,5-9 

aralığında sodyum pirofosfat tamponları ile gerçekleştirilen aktivite deneyleri sonucunda 

enzimin asetil ksilan esteraz aktivitesine ait optimum pH değeri 7,5 olarak belirlendi. CE-4 

ailesinden kitin deasetilaz enzimlerinin optimum pH değerleri 7-12 aralığındadır (Zhao vd., 

2011b). Bu aileden tanımlanan S. lividansın asetil ksilan esterazının optimum pH’sı ise 7,5 

olarak belirlenmiştir (Dupont vd., 2000). AfCDA proteinin asetil ksilan esteraz aktivitesine 

ait optimum sıcaklık değeri 30-80 °C aralığında gerçekleştirilen aktivite deneyleri 

sonucunda 50 °C olarak belirlendi. Kitin deasetilaz enzimlerinin optimum aktivite 

sıcaklıkları 50-60 °C yakınlarındadır (Zhao vd., 2011b). Sliv AcXE‘ı ise optimum 70 °C’de 

aktivite göstermektedir (Dupont vd., 2000).  

AfCDA proteininin asetil ksilan esteraz aktivitesinin reaksiyon hızının deneysel 

parametrelerdeki değişimlerle nasıl değiştiğinin incelenmesi amacıyla gerçekleştirilen 

enzim kinetiği çalışmaları sonucunda enzimin asetil ksilan esteraz aktivitesine ait yaklaşık 
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Vmax değeri 3333,33 U/mg 
 
Km değeri 4,33 µM olarak belirlendi. Bir enzimin substrata olan 

ilgisi arttıkça Km değeri o kadar küçülür. Km değeri yükseldikçe enzimin substrata ilgisi 

azalacağından, dönüşüm sayısının değeri de azalacaktır. Literatür incelendiğinde Bacillus 

pumilis AcXE’nın substrat olarak α-naftil asetat kullanılarak gerçekleştirilen kinetik 

deneylerinde (Degrassi vd., 1997) Vmax değeri 360 µmol dk
-1

 mg
-1

, Km değeri ise   1,54 mM 

olarak verilmektedir.  
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5. ÖNERİLER 

 

Moleküler biyolojideki hızlı gelişmeler neticesinde her gün değişik kaynaklardan 

enzimlerin saflaştırılması ve karakterizasyonuna ilaveten, var olan enzimlerin birçok yeni 

özellikleri ortaya çıkarılmaktadır. Yeni tanımlanan enzimler ve bunlara ait özelliklerin 

bilinmesi, bu verileri iyi bir amaca dönüştürmek için ilk önemli adımdır.  

Bu çalışma, genom projesi 2008 yılında tamamlanan ve iki adet karbonhidrat deasetilaz 

geni taşıyan termofilik Anoxybacillus flavithermus bakterisinin cda geni pET-15b vektörüne 

klonlanıp Escherichia coli’de (E. coli) ekspres edilmesi açısından önem arz etmektedir. 

Bundan sonra planlanacak çalışmalarda aşağıdaki maddeler önerilebilir: 

1- Aynı gen kopyasının nükleotid dizilimi diğer Anoxybacillus türlerinden dejenerat 

primerler yardımı ile tanımlanabilir. Belirlenen nükleotid dizilimi ekspresyon vektörlerine 

klonlanarak rekombinant proteinler üretilebilir ve optimum pH, sıcaklı ve kinetik 

parametereler yönünden tüm cinsin üyeleri karşılaştırılabilir. 

2- Katalitik aktiviteden sorumlu olan aminoasitler tespit edilebilir. Toplam 5 

korunmuş motiften dördü üzerinde (motif 2 hariç) en korunmuş aminoasitler değiştirilerek 

enzimin aktivitesindeki değişiklikler araştırılabilir. 

3- Çok daha fazla sayıda sentetik veya doğal substrat kullanılarak diğer substrar 

için enzimin kinetik değerleri belirlenebilir. 

4- Metal iyonların enzim aktivitesi üzerine etkisi araştırılabilir. 

5- Proteinin diğer aktiviteleri araştırılabilir. 
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