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Yiiksek Lisans
OZET

ANOXYBACILLUS KESTANBOLENSIS AC26 SARI RIBULOKINAZ GENININ
KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE KARAKTERIZASYONU

Miisliim TOKGOZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2013, 41 Sayfa, 2 Ek Sayfa

Ribulokinazlar (transferazlar, EC 2.7.1.16) L-ribulozu, L-ribuloz 5 fosfata; D-
ribulozu, D-ribuloz 5 fosfata doniisiimiinii saglayan enzimlerdir. Bu enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sonucunda olusan {iriinler, pentoz fosfat yolunda kullanilir.

Bu c¢alisma Anoxybacillus kestanbolensis AC26 sar1 ribulokinaz geninin
klonlanmasini, gen iriiniiniin izolasyonunu ve karakterizasyonunu konu almaktadir.
Yapilan bu ¢alismada Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin1 kodlayan
1695 nt’lik genin baz dizilimi belirlenerek pET-28a(+) vektoriine klonlandi. Geni igeren
vektor, E.coli BL21 (DE3) pLysS hiicresine aktarilarak ribulokinaz ekspres edildi ve
saflastirildi. Saf ribulokinaz, 60°C ve pH 9’da optimum aktivite gdsterdi. Enzimin, D-
ribuloz i¢in Km degeri 0,94 mM olarak belirlendi. Enzimin aktivitesi {izerine Mg+2, Ca'*?,
Li, K, Zn*2 metal iyonlarinin, B-merkaptoetanol ve EDTA’nn etkileri arastirildi. Mg*? ve
B-merkaptoetanol’iin aktiviteyi arttirdigi, Zn*?’in aktiviteyi inhibe ettigi, Ca*? Li, K,
EDTA’nin ise aktiviteyi etkilemedigi goriildii. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin

molekiiler agirligr 61,96 kDa olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus, Ribulokinaz, Ekspresyon
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Master Thesis
SUMMARY

CLONING, EXPRESSION AND CHARACTERIZATION OF RIBULOKINASE FROM
ANOXYBACILLUS KESTANBOLENSIS AC26 SARI

Miisliim TOKGOZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Dog. Dr. Sabriye CANAKCI
2013, 41 Pages, 2 Appendix Pages

Ribulokinases (transferase; EC 2.7.1.16) convert L-ribulose to L-ribulose 5
phosphate and D-ribulose to D-ribulose 5 phosphate. The products as a result of reactions
catalyzed by this enzyme are used in pentose phosphate pathway.

This study describes the cloning of a ribulokinase gene from Anoxybacillus
kestanbolensis AC26 Sari, isolation, and characterization of the gene product. A 1695 nt
gene coding for ribulokinase from Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sari sequenced and
cloned into pET-28a(+) vector. Vector encoding ribulokinase gene was transformed into
E.coli BL21 (DE3), expressed and purified. The purified ribulokinase showed optimal
activity at 60°C in pH 9. Km value for D-ribulose was determined to be 0.94 mM. Effects
of metal ions (Mg?*, Ca®*, Li, K, Zn?"), B-mercaptoethanol and EDTA on the enzyme
activity were studied. Enzyme activity was increased by Mg?* and p-mercaptoethanol, and
inhibited by Zn?*. In addition, Ca?", Li, K, and EDTA had no effect on the enzyme activity.
Molecular mass of A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinase was determined to be 61.96
kDa.

Key words: Anoxybacillus, Ribulokinase, Expression
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1. GENEL BIiLGILER

1.1 Giris

Enzimler, ilk defa 1897’ de Buncher kardesler tarafindan canli hiicrelerden elde
edilmistir. Dogal katalizorler olarak islev gorerek hiicre igerisinde meydana gelen binlerce
tepkimenin hizin1 ve 6zgiilliigiinii belirleyen, biliyiik cogunlugu protein yapisinda olan ve
biitiin canli organizmalarda bulunan makro molekiillerdir (Bahar, 1996).

Enzimler, canli i¢in yasamsal 6nemi olan pek ¢ok fonksiyonun kontroliinde rol
alirken, bir yandan da organizmada hemen hemen biitiin kimyasal tepkimelere katilarak,
olusumlarint inanilmaz boyutlarda hizlandirirlar. Katalizledikleri reaksiyonlardan
degismeden ¢ikarlar. Bu nedenle, her enzim bir biyokatalizérdiir. Baska bir deyisle, enerji
acisindan normal kosullarda hi¢ gerceklesemeyecek ya da ¢ok yavas gerceklesebilecek
kimyasal tepkimelere katilarak, kendileri bir degisiklige ugramadan, bu tepkimelerin ¢ok
hizli bir sekilde gergeklesmesini saglarlar. Kuramsal olarak enzimler belli bir tepkimeye
girip, bir degisiklige ugramadan ¢iktiklari igin, slirekli olarak aymi tiirden tepkimelere
katilabilmelidir, ancak gerg¢ekte durum bdyle degildir, ¢ilinkii enzimlerin de bir dmrii vardir
(Sagiroglu, 1999).

Enzimatik islemlerin geleneksel islemlere oranla daha az miktarda atik olusturarak,
daha az cevre kirliligine yol agmasi, uygun ve ekonomik sartlarda gergeklestirilebilmesi,
enzim kullanimini daha cazip hale getirmektedir (Glimiisel, 2002).

Ayrica biyolojik sistemlerde oldugu kadar endiistriyel uygulamalar i¢in de 6nemli
Ozelliklere sahip olan enzimler, son derece secici ve verimli olmalari, 1liml sartlarda
caligmalar1 ve biyolojik olarak parcalanabilmeleri gibi pek c¢ok avantaja sahiptirler. Bu
ozellikleri sebebiyle endiistri agisindan biiyiik 6nem tagimaktadirlar (Sagiroglu, 1999).
Giliniimiizde enzimler tip, kimya endistrisi, gida, ziraat, tekstil, deri sektorii, bircok
endiistriyel malzemenin {iretimi ve islenmesi, ¢esitli toksik maddelerin degredasyonu gibi
pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar (Karademir vd., 2002; Telefoncu, 1997).

Enzimler bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynakli olabilirler. Bitkisel ve hayvansal
enzimlerin endiistriyel ihtiyaci karsilayamamasi, bu alandaki ilginin giderek artan bir
sekilde mikrobiyal enzimlere yonelmesini saglamistir. Hayvansal kaynaklardan enzim

tiretimi, pahali olmasmin yaninda, arz ve talep gibi pazar faktorleri tarafindan da



etkilenmektedir. Buna karsilik bir¢ok bitkisel kaynakli enzim nispeten kolay elde edilebilir.
Fakat bitkisel kaynaklarin da endiistriyel hammadde olarak kullanimlari, gida ihtiyaglarina
baghdir. Mikrobiyal enzimler ise biiyiilk capta iiretimi miimkiin kilacak yontemlerle
uiretilebilirler. Mikroorganizmalar biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik manipiilasyonlara
uygunlugu gibi sebeplerden dolayr miikemmel bir enzim kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Giiniimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik % 90’1

mikroorganizmalarin fermantasyonu ile tiretilmektedir (Grupta vd., 2003).

1.2. Termofilik Bakterilerin Genel Ozellikleri

Diinya iizerinde yasayan canlilar ii¢ ana grup altinda toplanmaktadirlar. Bunlar
Okaryotlar, bakteriler ve arkealardir (Trent, 2000).

Bakteriler ireyebildikleri uygun sicakliklara gore ii¢ grup altinda toplanirlar.
Sakrofiller, -10 °C’ye kadar diisiik sicakliklarda dahi biiyiiyebilen optimum biiyiime
sicakliklart 15 °C’den distk sicakliklar olan bakterilerdir. Mezofiller normal ortam
sicakliklarinda (15-50°C) iireyebilen bakterilerdir. Termofiller ise genel olarak 50 °C’nin
lizerinde yasayabilen bakterileri kapsayan gruptur. Termofilik bakterilerin baz1 tiirleri 100
°C’yi askin sicakliklarda bile yasayabilirler. Bu bakteriler ¢ok yiiksek sicakliklarda
yasayabildiklerinden dolay1 asir1 termofiller olarak adlandirilirlar. Termofillik bakterilerin
optimal biiylime sicakliklart 50 °C istii sicakliklar iken, asiri termofillerde 80 °C distii
sicakliklardir.

1.3. Termofilik Mikroorganizmalarin Yiiksek Sicakhga Dayamkhhk
Mekanizmasi

Termofilik bakteriler diger bakteri gruplarindan farkli olarak yiiksek sicakliklarda
hiicre ve molekiillerinin fonksiyonel olarak kalmasina izin verecek ¢esitli adaptasyonlara
sahiptir. Bu adaptasyonlar termofilik bakterilerin DNA yapilarinda, protein yapilarinda,
hiicre membran yapilarinda ve kii¢iik molekiillerinde olmaktadir.

Yiiksek tuz konsantrasyonunun ¢ift zincirli DNA’y1 107 °C’de termal degradasyona
kars1 korudugu goriilmiistiir (Marguet ve Foreterre, 1994). Termofilik bakteriler, hiicre ici
yiiksek tuz konsantrasyonlarina sahiptirler. Ayrica asir1 termofilik bakterilerin sahip

olduklari reverse giraz (RG) enzimi sayesinde DNA’lar1 pozitif sliper sarmallik



kazanmaktadir (Duguet vd., 1995; Forterre vd., 1996). Pozitif siiper sarmal DNA, termal
denatiirasyona kars1 daha direnglidir. Ek olarak DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri
proteinler, DNA’nin yiiksek sicakliklarda ¢ift zincirli yapida kalmasinda etkilidir (Lopez
vd., 1999).

Termofilik bakteri proteinlerinde bulunan tuz kopriileri, mezofilik bakteri
proteinlerinde bulunan tuz kopriilerine oranla olduk¢a fazladir. Tuz kdpriileri sayisindaki
artisla proteinlerin termal kararliliklar1 dogru orantilidir (Kumar vd., 2001). Tuz kopriileri
sayisindaki artisin yani sira termofilik bakteri proteinlerinde yiiklii aminoasit (Arg, Lys,
His, Asp ve Glu) igeriginde artis goriiliirken, denatiirasyona sebep olan asparagin ve
glutamin igeriginde azalma goriliir (Haney vd., 1999).

Diger bir adaptasyon ise termofilik bakterilerin hiicre membranlarinda goriiliir.
Sakrofillerin hiicre membranlart doymamis yag asitlerince zengin lipitler igerirken,
termofilik hiicre membran1 doymus yag asitlerince zengin lipitler igerir (Ozdemir, 2008).
Ayrica mezofilik bakteriler 1siya karst direngli olmayan lipit bilayer hiicre membranina
sahipken hipertermofiller ise yiiksek sicakliklara karsi erimeye direncli lipit monolayer
hiicre membranina sahiptirler (Daniel ve Cowan, 2000).

Bunlara ek olarak, termofilik bakteriler birgok islem i¢in gerekli olan GTP, ATP ve
NAD gibi molekiillerini sicaklikta bozulma riskleri nedeniyle kullanacaklar1 zaman

sentezlerler (Canakei1 vd., 2003).

1.4. Termofilik Bakterilerin Habitatlar:

Termofilik bakterilerin dogal yasam alanlari, diinya {izerinde c¢ok genis yayilim
gosterir. Bunlar termal kaplicalar, volkanik aktiviteye sahip topraklar ve denizalti
menfezleridir. Ozellikle sicak su kaynaklarinda termofilik bakterilere olduk¢a ¢ok
rastlanilir. Termofilik mikroorganizmalar yapay sicak ortamlarda da bulunabilirler. Ev tipi
ya da endistriyel su isiticilarinin sicakligt 55 - 80 °C oldugundan buralar termofilik
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun yerlerdir. Elektrik santralleri ve diger yapay
sicaklik kaynaklari termofillerin gelisebildikleri ortamlar1 olustururlar.

Termofilik bakterilerin ilk defa 1888 yilinda Miquel tarafindan izole edilmesini
takiben farkli bolgelerden ¢ok sayida termofilik bakteri izole edilmistir. izole edilen bu
bakteriler, Bacillus ve Alcyclobacillus cinsleri altinda gruplandirilmis ve 6zellikle Bacillus

cinsi tanimlanan termofilik tiirlerin biiylik bir cogunlugunu igermekteydi. Sonraki yillarda



molekiiler tekniklerin gelismesiyle beraber Bacillus cinsi bakterilerin genis ve ¢esitli
gruplart  yeni cinslere bdoliinmistir. Bu cinsler Paenibacillus, Brevibacillus,
Aneurinibacillus, Virgibacillus, Salibacillus, Gracilibacillus, Ureibacillus, Anoxybacillus,
Geobacillus ve son olarak Aeribacillus’tur (Inan, 2011).

Anoxybacillus cinsi de sicak su kaynaklarindan izole edilerek sistematige
kazandirilmigtir.  Anoxybacillus cinsi Bacillus cinsinden Pikuta vd.,(2000) tarafindan
ayrilan bir cinstir. Bu cins 19 tir igermektedir. Bu tiirler; A. flavithermus, A.
kestanbolensis, A. ayderensis, A. pushchinoensis, A. voinovkiensis, A.gonensis, A.
bogrovensis, A. contaminans, A. caldiproteolyticus, A. eryuanensis, A. mongoliensis, A.
salavatliensis, A. tengchongensis, A. tepidamans, A. thermarum, A. kamchatkensis, A.

rupiensis ve A.karnarcensis, A. amylolyticus’dur.

1.5. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Pikuta vd., (2000) tarafindan Bacillus cinsinden ayrilarak sistematige kazandirilan
Anoxybacillus cinsinin tip tiirii A. pushchionensis K17 ‘dir. A. pushchionensis ilk izole
edildiginde bu bakterinin anaerop bir bakteri oldugu diisiiniildiigiinden ‘’anoksi’’ eki cins
isminin bagina getirilerek isimlendirilmistir. Fakat daha sonra yapilan ¢aligmalarda bu tip
tiriin tam olarak oksijensiz ortamlarin yani sira, oksijenli ortamlarda da yasayabildigi
anlasildigindan Anoxybacillus cinsininin zorunlu anaerop 6zelligi, fakiiltatif anaerop olarak
degistirilmistir.

Anoxybacillus cinsine ait bakteriler genellikle gram pozitif, hareketli veya hareketsiz
ve endosporlu olup orta derecede termofilik 6zelliktedir. Anoxybacillus cinsini Bacillus
cinsinden ayirmada 16S rRNA gen siralar1 kullanilmaktadir. 16S rRNA gen analizleri
sonucu Anoxybacillus cinsinin tyerleri ile Bacillus cinsinin iiyeleri arasinda %95’den daha
az benzerlik oldugu goriilmektedir. Ancak Anoxybacillus cinsinin kendi iiyeleri arasindaki
benzerlik ¢ogu zaman %97 nin tizerindedir ve cins iginde 16S rRNA sonucuna gore bir tiir
ayrimi yapmak olduk¢a zordur. Anoxybacillus cinsi bakterilerin kendi arasindaki ayrimi
DNA-DNA hibridizasyonu ile yapmak miimkiindiir (Inan, 2011).

Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin habitatlar1 asir1 sicak olmayan termal
kaplicalardir. Bunun yaninda ¢amurdan (A. flavithermus), giibreden (A. pushchinoensis) ve
jeotermal topraklardan (A. amylolyticus) izole edilen tiirler de mevcuttur. A. contaminans

tirii ise kontamine olmus jelatinden izole edilmistir. Optimum biiylime sicakliklar



ortalama 55 °C olan bu bakteriler 37-70 °C arasinda hayatta kalabilmektedirler (Dalkiran,
2012).

1.6. Termofilik ve Termostabil Enzimler

Termofilik mikroorganizmalarin biyoteknolojik dnemleri giinden giine artmaktadir.
Bu organizmalarin hiicre bilesenleri termal kararli olmalarinin yani sira, asirt derecede
asidik ve alkali sartlarin denatiirasyonuna kars1 da direnglidir (Haki ve Rakshit, 2003).

Biyoteknolojide termofilik mikroorganizmalar, baz1 yakit ve kimyasallarin
tiretilmesinde ve genetik manipiilasyonlarin yapilabilmesinde kullanilmasina ragmen,
biyoteknoloji acisindan en Onemli Ozellikleri biyokimyasal reaksiyonlari c¢ok yiiksek
sicakliklarda katalizleyebilen termofilik enzimleri iiretmeleridir.

Son zamanlarda bazi termofilik enzimlerin basariyla saflastirilmasi yapilmis, bunun
yani sira klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere 6rnek olarak,
lipazlar, kitinazlar, seliilazlar, amilazlar, DNA polimerazlar, ksilanazlar verilebilir.

Termostabil enzimler ise, protein stabilitesinin anlasilmasi i¢in model olarak
kullanilir. Ayrica bunlarin yiiksek sicakliklarda proses avantajlart da bulunmaktadir. Bu
duruma Ornek verilecek olunursa, organik ¢oziicli igerisindeki kimyasal reaksiyonlarin
hizlarindaki artisin nedeninin yiiksek sicakliklarda ortam viskozitesindeki azalma ve
difiizyon katsayisindaki artisin oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

Coziniirliigi diisiik olan hidrofobik bilesiklerin oldugu cesitli islemlerde, sicakligin
yiikseltilerek ¢oziintirliglin arttirilmasi ile reaksiyon hizinin artmasi saglanmaktadir.
Ayrica yiiksek sicaklik, biyolojik hidroliz reaksiyonlarinin hizlarmi arttirmakta ve

kontaminasyon riskini de azaltmaktadir (Enez, 2011).

1.7. Operon Kavram ve Arabinoz Operonu

Operon genel anlamiyla islevsel olarak iligkili genlerin olusturduklari diizenleyici bir
sinyalin ya da promotorun kontrolii altindaki gen kiimelerine verilen addir.

Operon terimi, ilk defa 1960 yilinda Proceedings of the French Academy of Science
da Onerilmis ve burada operon teorisinden bahsedilmistir. 1993 yilinda bir nematod olan

Caenorhabditis elegans’ da var oldugu kesfedilene kadar operonlarin sadece



prokaryotlarda olduklar1 diisiiniilmiistiir. Baslangigta operonlarda tiim genlerin bir tek
feedback diizenleme mekanizmasi yoluyla kontrol edildigi sdylenmistir. Fakat daha sonra
farkli operonlarin farkli mekanizmalara sahip olduklar1 anlasilmis ve genel bir diizenleme
mekanizmasindan bahsetmenin miimkiin olmadig1 anlagilmistir. Acgiklanan ilk operon ise
E.coli’ deki lac operonu olmustur. Frangois Jacob, André Michel Lwoff ve Jacques Monod
operon ve virlis sentezi ile ilgili buluslarindan dolayi, 1965 yilinda Fizyoloji ve Tip
Dalinda Nobel Odiiliinii kazanmislardir (URL-1, 2013).

Arabinoz operonu da arabinozun canliya alimimini saglayan genleri, operonun
regiilasyonunu saglayan genleri ve yapisal genleri igerir. Bu operonun yapisal genleri
araA, araB ve araD ‘dir. Gen dizilislerinin farkli organizmalarda farkliliklar gostermesine
karsin, tiim organizmalarda goérevleri aynidir. araA geni arabinoz izomerazi, araB geni
ribulokinazi ve araD geni de ribuloz-5 fosfat 4 epimerazi kodlar. Bu ii¢ genin galismasi
sonucunda ise, arabinozdan ksiluloz-5 fosfat olusur.

Arabinoz operonun regiilasyonunu saglayan gen, farkli bakterilerde farkli isimlerle
adlandirilmistir. Ornegin, bu gen E.coli ‘de araC olarak adlandirilirken Bacillus subtilis’de
araR olarak adlandirilmistir ( Schleif, 2010; Sa-Nogueira ve Jaime mota, 1997). Olusan

son iiriin olan ksiluloz -5 fosfat ise, pentoz fosfat yoluna dahil olur (Agarwal vd., 2011).

L-Arabinozun Parcalanmasi

L-Arabinoz

L-Arabinoz izomeraz
(araA, 5.3.1.4)

L-Ribuloz

ATP L-Ribulokinaz

(araB, 2.7.1.16)
ADP

L-Ribuloz-5-fosfat

L-Ribuloz-fosfat
4-epimeraz
(araD, 5.1.3.4)

D-Ksiluloz-5-fosfat

Sekil 1. L- arabinozun, D- ksiluloz -5 fosfata doniistiiriilmesi
(Manjasetty ve Chance, 2006).



1.8. Transferazlar ve Ribulokinazlar

Transferazlar, bir molekiilden baska bir molekiile bir fonksiyonel grubu (6rnegin
metil veya fosfat grubunu) transfer eden enzimlerdir ve gergeklestirdikleri reaksiyonlara

gore alt siniflara ayrilirlar.

—

. EC 2.1 Bir karbonlu gruplar aktaran enzimleri igerir.

. EC 2.2 Aldehit ya da keton gruplarini aktaran enzimleri igerir.

. EC 2.3 Asil gruplart aktaran enzimleri igerir.

. EC 2.4 Glikozil gruplar1 aktaran enzimleri igerir.

. EC 2.5 Metil grubu haricindeki alkil ve aril gruplarin1 aktaran enzimleri igerir.
. EC 2.6 Azotlu gruplar aktaran enzimleri igerir.

. EC 2.7 Fosforlu gruplar aktaran enzimleri igerir.

. EC 2.8 Kiikiirtlii gruplar aktaran enzimleri igerir.
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. EC 2.9 Selenyumlu gruplar aktaran enzimleri igerir.

Ribulokinaz enzimi bu gruplardan EC 2.7 fosforlu gruplar aktaran enzimler iginde
yer alir; L-ribulokinaz EC 2.7.1.16, D-ribulokinaz EC 2.7.1.47 seklinde
numaralandirilmistir.

Ribulokinaz enziminin substratlart D-ribuloz, L- ribuloz ve ATP “dir.

Ribulokinaz
L (D)- ribuloz + Mg**-ATP ——— > Mg*""-ADP+ L (D)-ribuloz-5-fosfat

Sekil 2. Ribulokinazlarin biyodonilisiim mekanizmasi (Agarwal vd., 2011).

Ribulokinaz enzimi, diger kinaz enzimlerinden farklhidir ciinkii ribulokinaz 2-
ketopentoz olan D-ribuloz, L-ribuloz, D-ksiluloz ve L-ksilulozu hemen hemen ayni Keat
degeriyle fosforlar (Lee vd., 2001).



1.9. Ribulokinaz Aktivite Tayin Yontemleri

Ksilulokinaz ve ribulokinaz aktivite tayin metodlar1 birbirleri yerine kullanilabilir.
Bu iki enzim i¢in bu zamana kadar iki tip aktivite tayin metodu gelistirilmistir.

Bu iki metod sistein- karbozol ve ikili enzim metodlaridir (Shamanna ve Sanderson,
1979).

1.9.1. Sistein-Karbozol Metodu

Dische ve Borenfreund (1951) tarafindan gelistirilen bu metot, ortamda azalan
ribuloz miktarinin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanir. Azalan ribuloz miktari

spektrofotometrede 540 nm’de Olgiilerek bulunur.

1.9.2. ikili Enzim Metodu

Bu metotta ise kinaz (ribulokinaz, ksilulokinaz) enziminin yani sira piruvat kinaz ve
laktat dehidrogenaz enzimleri de kullanilir. Son reaksiyon basamaginda gergeklesen
NADH’in NAD"’ a doniisiimiinde olusan NAD*’in 6l¢limiine dayanilarak yapilan bu

yontemde spektrofotometrede 340 nm’de 6l¢iim yapilir.

Ribulokinaz
Ribuloz + ATP Ribuloz -5-Fosfat + ADP

Piruvatkinaz
ADP + Fosfoenolpiiruvat Piruvat+ ATP

Laktat dehidrogenaz
Piiruvat + NADH Laktat + NAD"

Sekil 3. Ikili enzim metodunda biyoddniisiim mekanizmasi



1.10. Ribulokinaz- Substrat Etkilesimi

Ribulokinazlar, seker kinazlar familyasma ait proteinlerdir. Yapisal olarak bu
familya tiyeleri iki domainden (domain I ve domain II) olusmaktadir. Bu iki domain
birbirinden aktif bolgeyi olusturan yarikla ayrilmiglardir. Genellikle bu protein ailesi
tiyeleri ATP’ye baglanir ve y- fosfat grubunun hidrolizini katalizler ya da seker hidroksil
grubu gibi bir subtratat transferini saglar. Kataliz, substrat baglanmasiyla indiiklenen bir
domainin birlesmesiyle devam eder. Bu yapi maya hekzokinaz mekanizmasinin
indiiklenmesiyle uyum gosterir. Fosfat transferi, yiiksek oranda korunmus iki aspartat
amino asiti tarafindan baslatilir. Aspartatlardan biri domain I’in N terminalinde bulunur ve
ATP bagimli Mg*?ile baglant: kurar. Bu 6zellik bu familya iiyeleri arasinda degismeyen ve

onlara ait belirleyici bir 6zelliktir (Di Luccio vd., 2007).

Sekil 4. Bacillus halodurans L-ribulokinaz’in kurdele modeli. L-ribuloz boslugun
orta kisminda mavi renkli top ve gubuk modeli ile gosterilmektedir. Kiiciik
ve biiylik domainler I ve II olarak gosterilmistir (Agarwal vd., 2011).

Ribulokinaz enzimi, substratlar1 olan L- ve D- ribulozu 5. karbonlarindan fosforlar.
X- ray analizine gore, L- ribuloz domainler arasinda bulunan bosluga baglanir ve ilk dnce
domain II ile etkilesim kurar. L-ribulozdaki 5 oksijen atomunun 4’ (O1, 02, O3 ve O4)
domain II’'nin korunmus aminoasitleriyle hidrojen bagi yapar. Domain II’ deki bu
korunmus aminoasitler, Glu329, Lys208, Ala96 ve Asp274°diir. Substratin alifatik zincir
boliimiiyle domain I’de bulunan Trpl126°’nin & elektron bulutu etkilesir (Agarwal vd.,

2011).
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ASP-274

YS-208 Y'S-208

Sekil 5. L-ribulozun, ribulokinaz enzimi ile etkilesiminin gdsterimi (Agarwal vd.,
2011).

Ribulokinaz enzimi, diger kinaz enzimlerinden farklidir ¢iinkii ribulokinaz 2-
ketopentoz olan D-ribuloz, L-ribuloz, D-ksiluloz ve L-ksilulozu hemen hemen ayni Keat
degeriyle fosforlar (Lee vd., 2001).

Ribulokinazlarla bazi diger kinazlarin aktif bolgeleri kiyaslandiginda
ksilulokinazlarla benzer biiyiikliikte olduklari, gliserol kinazdan ise daha biiyiik olduklari
belirlenmistir. Bu bakimdan ribulokinazlarin aktif bolgesinin genis substrat segiciligi

bakimindan uygun olduklar1 belirlenmistir (Agarwal vd., 2011).

1.11. Ribulokinazin Metabolik ve Endiistriyel Onemi

Ribulokinaz enzimlerinin bir¢ok metabolik yolda yer aldigi goriilmektedir.
Ribulokinaz enzimi metabolik olarak Pentoz Fosfat Yolu disinda Pentoz-Glukoronat
doniisiimiinde, B6 vitamini metabolizmasinda ve riboflavin metabolizmalar1 ara
basamaklarinda yer almaktadir (URL-2, 2013).

Ribulokinaz enzimi, endiistriyel agidan pek kullanilamamasina karsin giiniimiizde
farkli metabolik yollardan etanol iiretiminin hedeflendigi ¢alismalar i¢inde yer almaktadir.
Becker ve Boles (2003)’un yaptiklar1 ¢alismada, Saccharomyces cerevisiae’ de arabinoz
kullanarak etanol tiiretmeyi saglamiglardir. Saccharomyces cerevisiae’nin arabinozlu

ortamda biiyiiyerek etanol iiretmesi i¢in ortamda L-ribulokinazin bulunmasinin gerekli
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oldugu saptanmistir. Ancak ortamda L-ribulokinazin asir1 derecede bulunmasinin ise
Saccharomyces cerevisiae’nin biiylimesini yavaglatarak etanol {iretiminin azalmasina

neden oldugu da belirtilmistir.

L-Arabinoz
L-Arabinoz

P C izomeraz
- 6-P-Glukono » 6-P-Glukonat Permeaz (GAL2)
lakton (oraA)
IWF PGL — )
L-Ribuloz
GND /
N /I L-Ribulokinaz {araB) J
- 0-Ribuioz-5-P L-Ribuloz-5-P \
J i I \ /
o RPE L-Ribuloz-5-P 4-epimeraz farad) |
D-Riboz-5-P D-Ksiluloz-5-P
! TKL
-
J Gliseraldehit-3-p Sedoheptuloz-7-p
0 Transaldolaz (TAL) J

/ Fruktoz-6-P > Eritroz-4-P
A

t-ﬁ*——— Fruktoz-6-pP
[ \

Etanol

Gliseraldehit-3-p

Sekil 6. S. cerevisiae’de L-arabinozdan etanol iretiminin gosterilmesi
(Becker ve Boles, 2003).

1.12. Tezin Amaci ve Onemi

Yapilan literatiir incelemelerinde ribulokinaz enzimi ile ilgili ¢alismalarin tamaminin
mezofilik bakteri kaynakli oldugu goriilmekle birlikte heniiz termofilik bir bakteriden bu
enzim karakterize edilememistir. Ayrica ililkemizde de heniiz bu enzimle ilgili higbir
caligma yoktur. Bu ¢alismada, termofilik bir bakteri olan Anoxybacillus kestanbolensis
AC26 Sar1 susunun ribulokinazi klonlanip, ekspres edildikten sonra saflastirilmis ve
enzimin karakterizasyon ¢aligmalart yapilmistir. Termofilik bakteri kdkenli bir ribulokinaz

enzimi, yapilan bu tez kapsaminda ilk defa karakterize edilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VYM175053), NaCl (Merck
K34243404), Etil alkol, Kanamisin (Applichem A1493), IPTG (Applichem A1008),
Amfisilin (Applichem A0839), Nhel (Promega), E.coRI (Promega), Hindlll (Promega),
T4 DNA ligaz (NEB), Taqg DNA polimeraz (Promega), Genomik DNA Izolasyon Kiti
(Promega A1125), Jelden DNA Cikarma Kiti (Fermentas KO0513), EDTA (Merck
84211000), dNTP seti (Promega), pGEM-T Easy Klonlama Vektorii (Promega A1360),
PET-28a(+) Ekspresyon Vektérii (Invitrogen), CaCl, (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem
A10070005), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250 (Merck
2C2133453), Etanol, Fosforik Asit (Merck 563.2500), BSA (NEB), Sodyum Asetat
(Merck TA867065), KoHPO4s (Merck A678671), KH2PO4 (Merck 567300), Trizma Baz
(Sigma T1503), Akrilamid (Sigma A8887), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi
(Gerbu 080702), Ba(OH)2 (Sigma B4059), ZnS04.7H>0O (JT. Baker 4382), Mg(C2H30z)2
(Sigma M5661), B-merkaptoetanol (Merck 805740), Metanol (JT. Baker 8405), Asetik asit
(Sigma 27225), Gliserol (Merck K40789992008), Amonyom siilfat (Merck A734116),
TEMED (Janssen Chimica), Protein markir (Biolab), KC1 (Merck 104936), MgCl. (Sigma
63063), CaCl, (Aktar Kimya), LiCl (Sigma L0505), L-sistein (Merck 2470), Carbazol
(Sigma C5132), Siilfirik asit (Merck 1-00731), D- Ribuloz (O micron RBU-004), L-
Ribuloz (Carbosynth MR03777091), D ve L- Ksiluloz (Carbosynth MX079321001).

2.2. Kullanilan Hiicreler

Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS, Escherichia coli JM101, Anoxybacillus
kestanbolensis AC26 Sari
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2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

A. kestanbolensis AC26 Sari’ya ait genomik DNA bakterinin LB besiyerinde bir
gece 55°C’de inkiibe edilmesinin ardindan Promega Genomik DNA izolasyon Kiti
kullanilarak izole edildi. Elde edilen sivi kiiltiirler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi ve hiicreler 13.000 rpm’de 3-4 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant
kisimlar1 dokiilerek pellet kisimlart alindi. Pellet iizerine, 480 pl EDTA ilave edildi. 10
mg/ml’lik konsantrasyondaki lizozimden 120 pl ilave edildikten sonra pipetlenmek
suretiyle karigtirild1 ve ardindan 37°C’de 60 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
13.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. Pellet {izerine 600 ul Nuclei Lyzis soliisyonu ilave
edilerek pipetleme ile ¢ozildi. Ardindan 80°C’de 5 dk inkiibasyondan sonra oda
sicakligina kadar sogutularak 3 pl RNaz soliisyonu eklendi. Tiip 2-5 kez alt iist edildikten
sonra 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Ardindan 200 pl Protein Precipitation soliisyonu
eklenip 20 sn vortekslemenin ardindan 5 dk buzda bekletildi. Bu siire sonunda 13.000
rpm’de 3 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant ayri bir mikrosantrifiij tiipiine alinip
tizerine 600 ul izopropanol eklendi. Pellet olusuncaya kadar alt tist edilmesinden sonra
13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant dokiildii ve kurutma
kagidi ile tiim siipernatant uzaklastirildi. Pelletin tizerine 600 pl, oda sicakliginda %70’lik
etanol eklenip alt iist edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij yapildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢cin mikrosantrifiij tiipi 15 dk
37°C’de bekletildi. Etanoliin tamamen uzaklagtirildigindan emin olunduktan sonra pellet
tizerine 100 pul DNA Rehydration soliisyonu eklendi ve 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Elde

edilen genomik DNA kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklandi.

2.3.2. Primer Sentezi

A. kestanbolensis AC26 Sari susunun ribulokinaz genini ortaya ¢ikarmak i¢in RbikR
ve RibkF primerleri dizayn edildi. Bu primerler, Genbank’da bulunan Anoxybacillus
flavithermus WKZ1’e ait ribulokinaz geni baz alinarak, ribulokinaz genini direkt olarak
PET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanabilecek sekilde dizayn edildi. Primerler dizayn

edilirken, ribulokinaz gen bdlgesi icerisinde kesim bolgesi olmayan fakat pET-28a(+)
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ekspresyon vektoriiniin ¢oklu klonlama bélgesinde kesim bolgesi bulunan Nhel ve HindllI
restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerini de igermesi gbz 6niinde bulunduruldu. Nhel ve
Hindlll restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri igerecek sekilde dizayn edilen
primerlerin siralar1 su sekildedir:
RbikR-5’-CAA gCT TAATCA CgA TAAACT TATAGATTT TTT C-3° 33 nt
RibkF 5°- CgC TAg CAT ggg gAA AAA gTA TgT CAT Tgg-3’ 30 nt

2.3.3. Ribulokinaz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi

RbikR ve RibkF primerleri ile A. kestanbolensis AC26Sari’nin genomik DNA’s1
kalip olarak kullanilarak, PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi. PCR sartlar1 su sekilde
olusturuldu: 95 °C’de 2 dakikalik deanatiirasyon basamaginin ardindan 36 dongii 94°C’de
1 dakika denatiirasyon, 55°C’de 1,5 dakika baglanma (annealing) ve 72°C’de 2 dakika
uzama (extention) ve son olarak da 72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi
tutularak gergeklestirildi. PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum
bromiir ihtiva eden % 0,7’lik agaroz jelde yliriitiilerek BioDocAnalyze jel goriintiileme
sistemi ile goriintillendi. PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan gen bdlgesi, pGEM-T Easy
Klonlama Kiti kullanilarak pGEM-T Easy kolanlama vektoriine, firmanin ongordiigi
sartlarda (5 pl 2X tampon, 1 pl pGEM-T Easy vektor, 3 ul PCR iiriinii ve 1 ul T4 DNA
Ligaz) 16 °C’de bir gece boyunca ligasyon islemi gergeklestirildi. Ertesi giin elde edilen
ligasyon iriinli, kompotent olarak hazirlanan E. coli JM101 hiicresine CaCl> metoduyla
transforme edildi. Transformasyon islemi su sekilde gergeklestrildi: 200 pl kompotent
hiicre igeren tiipe 10 pl ligasyon {iriinii eklendi ve tiip, 30 dakika buz i¢inde bekletildi.
Inkiibasyon sonrasinda daha énceden hazirlanan 42°C 1sitict blokta 2 dakika bekletilerek
plazmidin hiicre i¢ine girmesi saglandiktan sonra her bir tiipe 200 pl LB besiyeri eklendi.
Tiipler 37°C’de iki saat bekletildikten sonra LBA petrilerine (50 pg/ml amfisilin igeren)
yayilarak 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ayrica amfisilin iceren bu LBA petrilerine, X-gal
ve IPTG siiriildii ve mavi-beyaz koloni olugsmasi saglandi. Transformasyon sonunda olusan
kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis vd. (1982) gelistirdigi plazmit izoloasyon
yontemine gore izole edildi ve agaroz jelde yiiriitiildii. Agaroz jelde daha agir olan ve bu
yiizden de kontrol vektor plazmitine gore daha yavas yliriiyen plazmitler secilerek, ECORI
restriksiyon enzimiyle kesildi ve kesim sonuglar1 agaroz jelde kontrol edildi. EcoRI kesim

sartlari; 1X enzim tamponu igerisinde, 3 U enzim varliginda 37°C’de 2 saat boyunca
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gerceklestirildi. Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi
analizatdrleri aracilig ile (Macrogen, Hollanda) belirlendi. Sekans sonuglari Genbank’taki
(NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekansin ribulokinaz genine
ait oldugu tespit edildi.

2.3.4. Ribulokinaz Geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

PCR iiriiniiniin, sekans sonuglariyla ribulokinaz genine ait oldugu kesinlestirildikten
sonra, daha once bahsi gecen ekspresyon primerleriyle tekrar PCR gergeklestirilerek gen
bolgesi ¢ogaltildi. Olusan PCR iiriinii Nhel ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle kesildi.
Ayni sekilde pET-28a(+) ekspresyon vektorii de ayni enzimlerle kesildi. Kesilmis PCR
triinii ve kesilmis pET-28a(+) vektorii %0,7’lik agaroz jelde yiiriitiildii, kesim {riinii
olusan PCR ve pET-28a(+) vektor DNA’lar1 jelden kesilip alind1 ve Jelden Cikarma Kiti
(Fermentas) ile temizlendi. Temizlenen PCR iriinii ve pET-28a(+) vektorii, DNA ligaz
enzimleriyle ligasyon yapildi. Elde edilen ligasyon iiriinii 6nce E. coli JM101 hiicresine
CaCl, metoduyla transforme edildi. pET-28a(+) da kanamisin direng geni oldugu i¢in
transformasyondan sonra hiicreler 1 mg/ml i¢ceren LBA’l1 petriye yayild1 ve 37 °C’de bir
gece biyiitlildii. Transformasyon sonucu olusan kolonilerden plazmit izolasyonlari
gerceklestirildi ve dogru klon segilmeye ¢alisildi. Elde edilen dogru klonlu plazmit, E. coli
BL21 (DE3) pLysS hiicresine transforme edildi. Klonlama sonucunda enzim aktivitesi
olup olmadigini kontrol etmek i¢in ribulokinaz geni transforme edilmis E. coli BL21” den
enzim izolasyonu yapilarak ribulokinaz aktivitesi kontrol edildi. Ribulokinaz aktivitesi

goriildiikten sonra enzim ¢alismalarina baslandi.

2.4. Gen Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Saflastiriimasi

2.4.1. Ribulokinaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Ribulokinaz aktivitesi, Neuberger ve arkadaglarmin (1981) yaptiklari yontemin
degistirilmesiyle belirlendi. Buna gére 50 mM Tris-HCI (pH 7,9), 20 mM magnezyum
asetat, 10 mM KF, 12 mM ATP, 3 mM ribuloz, 10 mM B-merkaptoetanaol ve 10 pl enzim
son hacim 200 pl olacak sekilde mikro santrifiij tiipiine konuldu. Santrifiij tiipi,
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reaksiyonun gerceklesmesi i¢in 65 °C’de 20 dk isitict blokta bekletildi. Bu siire sonunda
santrifiij tlipline reaksiyonu durdurmasi i¢in %5’°lik 300 pl ZnSO4.7H20 ¢ozeltisi ve olusan
ribuloz-5-fosfatlarin da ¢oktiiriilmesi i¢in de 0,1M Ba(OH)2’ den 300 ul eklendi ve 13.000
rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra ayri bir mikro santrifiij tiipiine,
stipernatantdan 200 pl alind1 ve {izerine 40 pl %1,5’ lik sistein, 40 ul %0,12” lik karbozol
ve 900 pl %70’lik H2SO4 eklenerek vortekslendi. Karisim 20 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. i¢inde ribulokinaz olmayan reaksiyon koyu renk verirken, ribulokinaz iceren
reaksiyon sonucunda renk acilmasi gériildii. Olgiimler 540 nm dalga boyunda
gerceklestirildi.

Reaksiyonun gergeklestirildigi tiim kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’si,
enzim miktar1) enzim karakterize edildik¢e yeniden diizenlenmistir ve karakterizasyon

caligmalarinin hepsinde azalan ribuloz miktar1 6l¢tilmiistiir.

2.4.2. Hiicre Uretimi

Ribulokinaz genini igeren koloniden 50 pg/ml kanamisin iceren 50 ml LB’ye
ekilerek gece boyu biiylimeye birakildi ve olusan kiiltiiriin optik yogunlugu 6l¢iildii. Bu
kiltir kullanilarak, 2 L 50 pg/ml kanamisin igeren LB’ye optik yogunlugu 0,1 olacak
sekilde tekrar ekim yapildi. Kiiltiiriin optik yogunlugu 0,6-0,9 olduktan sonra son hacimde
1 mM IPTG olacak sekilde, IPTG eklenerek enzim iiretimi indiiklendi. Indiikleme
yapildiktan sonra kiiltiir yaklasik 4 saat daha biiyiitiildii. Biiyiitiilen hiicreler 10.000 rpm’de
5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.

2.4.3. Hiicre Ekstraktinin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet, fosfat (pH 8) tamponunda ¢oziilerek %70 siddetinde, 0,6 devirde 5
dk Sartorius Labsonic sonikator ile sonike edildi. Elde edilen hiicre soliisyonu, 14.800
rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak siipernatant alindi. Elde edilen

siipernatantin saflastirilmasi asamasina gegildi.
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2.4.4. Ribulokinazin Saflastirilmasi

2.4.4.1. Is1 Soku Uygulamasi

Elde edilen kaba ekstrat 15 dk siireyle 65 °C’de bekletildi. Bekletmenin ardindan, 15
dk 14800 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernant alindi, ¢oken kisim uzaklastirildi. Enzimin

aktivitesini korudugundan emin olmak i¢in siipernatanttan, ribulokinaz aktivitesine bakildi.

2.4.4.2 Ni-Affinite Kromotografi Yontemi ile Saflastirma

Ribulokinazin saflastirilmasi, N-terminaline ilave edilen HisTag kuyrugundan
yararlanilarak nikel igeren bir saflastirma kiti olan HisLink™ Protein Purification Resin
(Promega) sayesinde gerceklestirildi. Saflastirma igin, Nikel baglama tamponu (Ni-
Binding Buffer; 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NacCl, 5SmM p-merkaptoetanaol); Nikel
yikama tamponu (Ni-Washing Buffer; 20 mM Tris-HCI pH:7,5, 200 mM NaCl, 5SmM (-
merkaptoetanaol, 20 mM imidazol) ve Nikel-eliisyon tamponu (Ni Elution Buffer; 20 mM
Tris-HCI pH:7,5, 200 mM NaCl, SmM B-merkaptoetanaol, 500 mM imidazol ) ¢ozeltileri
kullanildi. Hazirlanan Nikel baglama tamponundan 5 ml kolondan gecirildi ve kolona
Nikelin baglanmasi saglandi. Ardindan Nikel yikama tamponu ve 1s1 soku ile kismi olarak
saflastirilan enzim soliisyonu (10 ml tampon ve 5 ml enzim) 2 kez kolondan gegirildi. Bu
basamakta HisTag kuyruguna sahip olan ribulokinaz, nikel afinitesi ile kolona baglanirken
diger proteinlerin kolondan ayrilmasi saglandi. Daha sonra, enzim icermeyen Nikel yikama
tamponu (15 ml) kolondan gegirildi ve kolondan istenmeyen proteinler uzaklastirildi. Nikel
yikama tamponunu takiben, eliisyon tamponundan her seferde 2 ml kolondan gegirildi ve
ayri ayr1 tiiplere alindi. Eliisyon tamponunda bulunan imidazol ile HisTag kuyruguna sahip
olan protein nikelden ayrildi ve kolondan alindi. Tiiplerdeki enzimler ayr1 ayr1 protein

boyasi ile test edildi. Enzimin en aktif oldugu tiiplerden enzimler alindi.
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2.4.5. Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un (1976) yilinda gelistirdigi yonteme goére
yapildi. 100 ml boya ¢6zeltisi hazirlanirken 10 mg Commassie Brillant Blue G-250 boyasi
once 5 ml % 95’lik etanol iginde iyice ¢oziilerek, tizerine 10 ml %85°lik fosforik asit
eklendi. Daha sonra olusan karigim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
karanlik bir yerde filtre kagidi ile filtre edildi. Bu boya ile ilk olarak BSA (Bovin Serum
Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi grafigi
olusturuldu. Standart grafik i¢in 1,2, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 ng BSA igeren ¢ozeltiler
0,15 M NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Her bir Ornegin lizerine 5 ml hazirlanan
Commassie Brillant Blue G-250 boyasindan eklendi. Protein ve boya karisimlar
vortekslendi ve oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra,
orneklerin ol¢timii yapilirken degisik miktarlarda 6rnek 0,15 M NaCl ile 100 pl’ye
tamamlandi ve iizerine 5 ml boya eklendi. Protein ve boya karigimi vortekslendikten sonra
oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Siire sonunda standart grafigin yliklendigi Agilent 8453E
UV-Visible Spectroscopy System cihazi kullanilarak 595 nm’de Olg¢iimler yapildi ve

protein konsantrasyonu pg/ul cinsinden hesaplandi.

2.4.6. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Molekiiler Agirhgnin
Belirlenmesi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforez {initesinde % 10’luk
poliakrilamid jel kullanilarak 18 mA’lik akim altinda gerceklestirildi. A. kestanbolensis
AC26 Sar ribulokinazin molekiiler agirligim1 belirlemek igin saf ribulokinaz, molekiiler
agirligi belli olan bir protein markiri ile SDS PAGE’e tabi tutuldu. Her bir 6rnekten 50 ug
protein (saf enzim, kaba ekstrakt, negatif, protein marker) kullanildi. Orneklerin {izerine
esit miktarlarda muamele tamponu (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; % 4 SDS; %20 Gliserol; % 6
B-merkaptoetanol) ilave edildi ve 99°C’de 4 dakika bekletilerek Maniatis vd., (1982)
tarafindan tanimlanan %10’luk SDS PAGE’e vyiiklendi ve 18 mA akim altinda
elektroforeze tabi tutuldu. Yiiriitme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (%
0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat
boyandi. Ardindan 1. yikama soliisyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik Asit %40 ddH.0)
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1 saat ve 2. yikama solusyonunda ( %7 asetik asit ve %35 metanol) bantlar belirginlesinceye

kadar bekletildi. Jel goriintiisii bilgisayar ortamina dijital olarak kaydedildi.

2.5. Ribulokinazin Karakterizasyonu

2.5.1. Optimum Sicakhk

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80°C’ye ayarlanmis 1sitic1 bloklarda gerceklestirilen seri
reaksiyonlar sonucu belirlendi. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi ¢alistigi sicaklik

degeri sonraki ¢aligmalarda inkiibasyon sicaklig1 olarak kullanildi.

2.5.2. Optimum pH

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz aktivitesine pH’nin etkisini incelemek tizere
pH 5,0- 5,5 icin 50 mM asetat tamponu, pH 6,0- 6,5- 7- 7,5 i¢in 50 mM fosfat tamponu,
pH 8,0- 8,5- 9,0 i¢in 50 mM Tris-HCI ve pH 9,5- 10 igin glisin tamponlar1 kullanild1 ve
reaksyion optimum sicaklik olan 60 °C’de gergeklestirildi.

Belirlenen optimum pH aktivite degerleri daha sonra yapilacak kinetik

parametrelerin belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanildi.

2.5.3. Enzim Kinetigi

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin Kinetik verilerini hesaplamak igin
spektrofometrede hazirlanan D-ribuloz standard: kullanildi. Reaksiyonlar farkli substrat
konsantrasyonlar1 ve 4 ul enzim varliginda, 60 °C’de gerceklestirildi. Michaelis-Menten
sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934).
Michaelis-Menten grafigi c¢izilerek yapilacak olan c¢alismalarda kullanilacak substrat

konsantrasyonu belirlendi.
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2.5.4. Metal Iyonlar1 ve Kimyasallarin Ribulokinaz Aktivitesi Uzerine Etkileri

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz aktivitesi lizerine metal iyonlarinin etkisi 60
°C’de enzim reaksiyonunun igerisine 1 mM’ lik MgCl», KF, FeSOs, CaCl,, ZnCly, CuCl,,
LiCl ve KCI, gibi ¢esitli metal iyonlari, EDTA ve B-merkaptoetanol kimyasallari ilave
edilerek belirlendi. Icerisinde metal iyonu ve kimyasal bulundurmayan kontrol

reaksiyonunun aktivitesi %100 olarak kabul edildi.

2.5.5. Isil Kararhhg

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin kararliligma 1sinin etkisini incelemek
amaciyla, saflagtirilan enzim belirli zaman araliklarinda (0.dk, 30.dk, 60.dk, 90.dk, 120.dk,
150.dk, 180.dk, 210.dk.) 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C 75 °C ve 80 °C ‘de inkiibe
edildi. 30 dk araliklarla gergeklestirilen reaksiyonlar spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda 6l¢iildii.

2.5.6. pH Kararhihg

A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazin pH kararliligini belirlemek i¢in saf enzim
oziti, pH 5-5,5 asetat tamponu (200 mM); pH 6-6,5-7-7,5 fosfat tamponu; pH 8-8,5-9
Tris-HCI tamponu ve pH 9,5-10 igin glisin (200 mM) tamponlarinda 60°C’de inkiibe
edildi. Cesitli zaman araliklarinda inkiibe edilen enzimlerden alinarak optimum calisma
sartlarinda aktivite Sl¢iimii yapild1 ve enzimin kalan aktivitesi hesapland:. Ilk anda alinan

aktivite 6l¢timii % 100 olarak kabul edildi.

2.5.7. Susbtrat Spesifikligi

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin substrat spesifikligini incelemek i¢in D-
ribuloz, L- ribuloz, D-ksiluloz ve L-ksiluloz sekerleri substrat olarak kullanildi. Optimum

reaksiyon sartlarinda bu enzimin farkli sekerler lizerindeki etkisi belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Anoxybacillus kestanbolensis AC26 Sar1 Ribulokinaz Geninin Baz
Diziliminin Belirlenmesi

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin1 kodlayan geni belirlemek amaciyla,
bu bakterinin genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak RibkF ve RbikR primerleri ile
PCR gercgeklestirildi. PCR sonuglart 0,5 mg/ml etidyum bromiir iceren % 1,0’lik agaroz
jelde yiiriitiildii ve sonuglar BioDocAnalyze Jel Goriintilleme Sisteminde goriintiilendi.
PCR sonucu elde edilen DNA bolgesi pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi.
Klonlama sonunda olusan kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Klon oldugu diisiiniilen
plazmitlerin sekans sonuglari Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle
karsilastirild1 ve elde edilen DNA bdlgesinin 1695 nt’lik ribulokinaz geni oldugu tespit
edildi. Elde edilen baz dizini Ek.1” de verilmistir. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz

geninin diger mikroorganizmalara % benzerligi Tablo 1 ‘de verilmistir.

1700 bp

1200 bp

Sekil 7. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin pGEM-T Easy vektoriine
klonlanmasi. M) Markir, 1) A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinaz geni, 2)
PCR ile ¢ogaltilan ribulokinaz geninin EcoRl ile kesimi 3) PCR ile ¢ogaltilan
ribulokinaz geninin kesilmemis hali 4) Ribulokinaz genini iceren pGEM-T Easy
vektoriiniin  EcoRI ile kesimi 5) Ribulokinaz genini iceren pGEM-T Easy
vektorii 6) Klonlama yapilmamis olan pGEM-T Easy vektorii.
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Tablo 1. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinaz geninin diger mikroorganizmalarla %
niikleotit benzerligi

Mikroorganizma % Benzerlik
Anoxybacillus flavithermus WK1 % 99
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 % 90
Geobacillus thermoleovorans CCB US3 UF5 % 86
Geobacillus kaustophilus HTA426 DNA % 86
Geobacillus stearothermophilus T-6 % 86
Bacillus stearothermophilus % 86
Geobacillus sp. C56-T3 % 85
Geobacillus sp. Y412MC52 % 84
Geobacillus sp. Y412MC61 % 84
Thermobacillus composti KWC4 % 73

3.2. Ribulokinaz Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi1 ve Ekspres
Edilmesi

Ribulokinaz geni, ekspresyon vektorii olan pET-28a(+)’ya klonlanabilmesi igin
oncelikle pPGEM-T easy klonlama vektoriine klonlandi. Ribulokinaz genini igeren pGEM-T
Easy vektorii izole edildi. Ribulokinaz genini iceren pGEM-T easy vektorii ve bos pET-
28a(+) ckspresyon vektorii Nhel ve Hindlll restriksiyon ezimleriyle kesildi. %1,0°1lik
agaroz jelde yiiriitilen DNA fragmentleri jelden ¢ikarma kiti ile jelden c¢ikartildi ve
ligasyon yapild.

Ligasyon iriinii, E. coli JM101 hiicresine aktarildi, ardindan yapilan plazmit DNA’s1
izolasyonu sonucu ribulokinaz genini igeren plazmit, E. coli BL21 (DE3) pLysS susuna
transforme edildi.
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Sekil 8. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin
pET-28a(+) vektoriine klonlanmast. I-
Kesilmemis pET-28a(+), 1I- pET-28a(+)’nin Nhel
ve Hindlll ile kesimi, IllI- Ribulokinaz genini
iceren pET-28a(+) vektoriniin Nhel ve Hindlll
enzimleri ile kesimi, IV- Ribulokinaz PCR iiriinii.

B Other gene

Klon Biilgesi B Fromoter
: Xhol 6853 T7 term
Nhel / HindIII Notl 6845 1 origin B Regulatory sequence
Hindlll 6838 . Selectable marker
Pl | ' Tag
\ '
\ . Cy B Terminator

B Unique restriction site
Ribulokinase

’ /Nrul 1287
EcoRlI 5474\§‘ o
== 5500bp 1500bp =
Pstl5313— _ _ : -
= pET28a+ KLON
7014bp pBR322 origin
Nhel 5134

Ncol 5070—— “ma

lacO reg—" - .
- . ROP other
G |

it
T7 prom 55 . 4500bp

Sphi 4776/ >

2500bp

EcoRV 3797

Sekil 9. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin, pET-28a(+) vektorii i¢inde
Plasmapper programi (URL-3, 2013) kullanilarak gosterilmesi



24

3.3. Ribulokinaz Aktivitesi

Klon oldugu teyit edilen hiicre ekstraktindaki ribulokinaz aktivitesini belirlemek i¢in,
sistein- karbozol- siilfirik asit yontemi kullanildi ve renk degisimi sonucu aktivite varligi
tespit edildi. Renk degisimi Sekil 9° da; kontrol (enzim i¢cermeyen) ve ribulokinaz enzimi

iceren tiipler seklinde gosterildi.

Sekil 10. A. kestanbolensis AC26 Sari1 ribulokinaz aktivitesinin
gosterilmesi. I- Kontrol, I1- Ribulokinaz aktivitesi.

3.4. Ribulokinazin Saflastirilmasi

3.4.1. Hiicre Oziitiiniin Elde Edilmesi ve Is1 Soku Muamelesi

E.coli BL21 (DE3) pLysS hiicresine transforme edilen ribulokinaz geninin
ekspresyonu saglanarak once hiicre oOziitii elde edildi. Ardindan 1s1 soku uygulamasi ile
ekstraktaki ¢ok sayidaki E. coli proteini denatiire edildi ve son olarak proteinin N-
terminalinde bulunan HisTag kuyrugu yardimiyla HisLink™ Protein Prufication Kkiti ile
kolon kromotografisi ile saflastirilmasi gercgeklestirildi. Saflastirilan ribulokinaz, SDS
PAGE’ de yiiriitiilerek enzime ait protein bandi gosterildi. EXPASy programi (URL-4,
2013) kullanilarak bu proteinin 61,96 kDa oldugu hesaplandi. Ayrica SDS PAGE’ de



25

kullanilan markir proteinleri yardimi ile enzimin molekiiler agirhiginin 61,96 kDa oldugu
teyit edildi.

116 kDa
i 97,2 kDa
~.~
66,4 kDa
55,6 kDa
— 42,7402 g

34,6 kDa

S 27 kDa

Sekil 11. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin SDS-PAGE analizi:
I) Ribulokinaz geni igeremeyen indiiklenmis pET-28a(+) vektori,

I) Protein markir, III) Saflastirilmis enzim IV) Is1 soku
uygulamasi V) Kaba ekstrat.

3.5. Ribulokinaz Enziminin Karakterizasyonu

3.5.1. Optimum Sicakhik

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin optimum sicakligini belirlemek igin 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80 °C’lerde enzim aktivitesi olglimii gergeklestirildi. Sicaklik—aktivite
grafigi olusturulmasi sonucu enzimin optimum sicakligir 60 °C olarak belirlendi. Bundan

sonraki ¢aligmalarda reaksiyonlar bu sicaklik kullanilarak gerceklestirildi.
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50°C 55°C 60°C 65°C 70°C 75°C
Sicaklik (°C)

Sekil 12. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin optimum sicaklik grafigi

3.5.2. Optimum pH

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz aktivitesine pH’nin etkisinin aragtirtlmasi
deneyinde, pH 5,0-5,5 i¢in 50 mM asetat tamponu; pH 6,0-6,5-7,0-7,5 i¢in 50 mM fosfat
tamponu; pH 8,0-8,5-9,0 i¢in 50 mM Tris-HCI; pH 9,5- 10 i¢in glisin tamponlari
kullanildi. Sonug olarak ribulokinazin en yiiksek aktiviteyi pH 9°da verdigi belirlendi.

5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

pH

Sekil 13. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin optimum pH grafigi



27

3.5.3. Kinetik incelemeler

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin kinetik parametrelerinin incelenmesinde
substrat olarak D-ribuloz varliginda, substrat konsantrasyonu-aktivite grafigi cizilerek
enzimin basit Michaelis-Menten Kkinetigine uydugu tespit edildi. Origin Pro 8.1 programi
kullanilarak yapilan hesaplamalarda bu enzimin Ky degerinin 0,94 mM, Vmaks degerinin ise

3,197 pmol/dk/mg olduklari bulundu. Ayrica bu enzimin keat degerinin ise 3,31s™ oldugu

belirlendi.
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Sekil 14. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin Michaelis-Menten egrisi

3.5.4. Is1l Kararhhg:

A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin kararliligina 1smin etkisini incelemek
amaciyla saf enzim belirli sicakliklarda, belirli zaman araliklarinda (50, 55, 60, 65, 70, 75
ve 80°C’ de 2 saat) inkiibe edildi ve optimum sartlarda reaksiyon gergeklestirildi. Yapilan
spektrofotometrik Sl¢iimler sonrasinda, enzimin 50, 55 ve 60 °C’lerde diger sicakliklara

gore daha kararl oldugu goriildii. Diger sicakliklarda ise ilk yarim saatten sonra enzimin
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tamamen aktivitesini kaybettigi gézlemlendi. Enzim aktivitesinin % olarak zamana gore

degisen grafigi cizilirken ilk alinan aktivite degeri (0. dk) %100 kabul edildi.

100 |
\ ——750°C
= 80 +— == 55°C
S
) === 60°C
*g 60
= == 65°C
<
= 40 - =ie=70°C
3 =0—75°C
Y
20 80°C
LN 85°C
0 T T : — T : T z
0 20 40 60 80 100 120
Zaman (Dakika)

Sekil 15. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin 1s1l kararlilig

3.5.5. pH Kararhhg:

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin pH kararliligini belirlemek igin
saflagtirillmig enzim, pH 5- 5,5- 6- 6,5- 7-7,5- 8- 8,5- 9,0-9,5- 10,0’da 60 °C’de (optimum
sicakliginda) inkiibe edildi ve % kalan aktiviteleri hesaplandi. Belirli zaman araliklarinda
alinan aktivite Olgtimleri sonucu enzimin pH 5- 5,5 ve 10°da aktivitesini kaybettigi
belirlendi. Buna karsin diger pH’ larda enzim aktivitesinin 6nemli derecede korundugu

gozlemlendi. Enzim aktivitesinin % olarak zamana gore degisen grafigi cizilirken ilk

slgiim degeri (0. dk) %100 kabul edildi.
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Sekil 16. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin pH kararliligi

3.5.6. Substrat Spesifikligi

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin substrat spesifikligini incelemek
amaciyla, D-ribuloz, L- ribuloz, D-ksiluloz ve L-ksiluloz sekerleri optimum reaksiyon
sartlarinda substrat olarak kullanildi. Bu reaksiyonlar sonucu alinan 6l¢iimlerde en yiiksek
aktivite degeri %100 olarak kabul edildi. Bu dl¢iimler sonucu olusturulan substrat-aktivite
grafiginde en iyi aktivitenin D-ribuloz’ da oldugu goriildii. Aktivitenin L-ribuloz’ da %50
diizeyinde oldugu; D-ksiluloz ve L-ksiluloz’da ise %20’ de kaldig1 gézlemlendi.
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Sekil 17. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin substrat spesifikligi

3.5.7. Metal Iyonlar ve Kimyasallarin Etkisi

A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinaz iizerine metal iyonlari ve kimyasallarin
etkisini arastirmak i¢in yapilan deneyde; MgClz, Mg(C2H302)., B-merkaptoetanol, KF,
KCI, LiCl, ZnSQO4 CaCl, ve EDTA metal iyonlar1 ve kimyasallar1 kullanildi. Bu
maddelerden, reaksiyonun son hacmi 1 mM olacak sekilde ilave edildi. i¢inde metal iyonu
ve kimyasal bulunmayan o6l¢iim sonucu, %100 olarak kabul edildi. Yapilan deney
sonucunda, MgCl> ve Mg(C2H302)2‘nin enzimin aktivitesini énemli derecede arttirdigi
belirlendi. Ayrica, B-merkaptoetanol’iin de aktiviteyi arttirdigi tespit edildi. Buna karsin
ZnSO4 “1n aktiviteyi inhibe ettigi gorildii. KF, KCI, LiCl ve CaCl,’iin ise aktivite iizerinde

herhangi bir etkilerinin olmadiklar1 belirlendi.
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Sekil 18. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazina metal iyonlar1 ve kimyasallarin
etkisi.



4. TARTISMA

Yapilan bu c¢alismada A. kestanbolensis AC26 Sar1 bakterisine ait L-arabinoz
operonu igerisinde yer alan ribulokinaz geninin klonlanmasi ve karakterizasyonunun
yaptlmasi  amaglanmigtir.  Ribulokinaz enziminin daha Once termofilik bir
mikroorganizmadan ¢alisilmamis olmasi dikkate alindiginda boyle bir ¢alismanin
gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu acigin kapatilmasi amaciyla bdyle bir calismanin yapilmasi
uygun gorillmiistiir.

Bu c¢alismada A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin 1695 bazlik tim
niikleotit ve buna karsilik gelen 564 amino asitlik siras1 belirlenerek Genbank’taki mevcut
diger ribulokinaz’lar ile karsilagtirllmasi yapilmistir. Karsilastirma sonunda A.
kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz1 A. flavithermus WK1 ribulokinaz geni ile %99,
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 L-ribulokinaz geni ile %90, Geobacillus
thermoleovorans CCB US3 UF5 ribulokinaz geni ile %86, Geobacillus kaustophilus
HTA426 DNA L-ribulokinaz geni ile %86 oraninda benzer oldugu belirlenmistir. Baz
dizini belirlenen enzimin Genbank’taki verilere gore 2.7.1.16 E.C numarasina sahip
ribulokinaz enzimi oldugu belirlenmistir.

Elde edilen niikleotit sirasindan amino asit sirast belirlenerek literatiirdeki diger
ribulokinazlar ile karsilastirtlmistir. Karsilastirma sonucu A. kestanbolensis AC26 Sari
ribulokinazin diger ribulokinazlardaki korunmus bdlgelerle ayni bolgelere sahip oldugu
goriilmiistiir. Bacillus halodurans ribulokinazin ATP baglanma bélgesi, “’GGLPQK*?
dizisi olarak belirtilmistir (Agarwal vd., 2011). Bu dizinin A. kestanbolensis AC26 Sari
ribulokinazinda **GGLPQK** sirasinda bulundugu gbriilmiistiir. Ribulozun 4 oksijen
atomu (01, 02, 03 ve 04) Bacillus halodurans ribulokinazinin 4 amino asitiyle (Glu329,
Lys208, Ala96 ve Asp274) hidrojen bagi yapar (Agarwal vd., 2011). Bu 4 amino asitin, A.
kestanbolensis AC26 sar1 ribulokinazda Glu327, Lys206, Ala94 ve Asp272 oldugu
belirlenmistir.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazin 1695 niikleotidlik sirasina karsilik gelen
564 amino asitlik sirasinin, Genbank’da bulunan ribulokinazlarla uyum gosterdikleri
belirlenmistir. Buna gore; Anoxybacillus flavithermus WK1 ribulokinazinin 564 amino asit
(accession number: YP_002314899), Deinococcus maricopensis DSM 21211

ribulokinazinin 564 amino asit (accession number: YP_004169580) ve Bacillus subtilis
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BSnS5 ribulokinazinin ise 560 amino asitten (accession number: YP_004204700)
olusmustur (URL-5, 2013).

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geni pET-28a(+) ekspresyon vektoriine
klonlanmis ve E. coli BL21 (DE3) pLysS hiicresine aktarilmistir. Kaba ekstrat olarak elde
edilen enzim, Once 1s1 ile kismi saflastirilmistir. Daha sonra ise N-terminaline takilan
Histidin kuyrugundan (HisTag) yararlanilarak, Nikel Afinite Kromotografisi ile tamamen
saflagtirilmistir. Elde edilen proteinin SDS-PAGE analizi yapilmis ve molekiiler agirliginin
61,96 kDa (ExPASy) olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE analizi sonucunda, A.
kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin ¢ok iyi ekspres oldugu belirlenmistir.

Literatiir incelendiginde, mezofilik bakterilerin ribulokinaz enzimlerinin ¢alisildig:
goriilmektedir. Buna gore E. coli ribulokinaz (Lee ve Bendet, 1967) ve Lactobacillus
plantarum ribulokinazinin (Burman ve Horecker., 1958) optimum sicakliklar1 37 °C
olarak belirtilmistir. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin optimum sicakligi 60 °C
olarak bulunmustur. Ancak Genbank’da niikleotit ve protein sirast verilen termofilik
ribulokinazlarin hig¢birinin, bu giine kadar karakterizasyon g¢aligmasi yapilmamistir. Buna
karsin ribulokinazlarin da i¢inde bulundugu seker kinazlar ailesine dahil termofilik
ksilulokinazin, karakterizasyon ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismaya gore D- ksilulokinazin
optimum sicakligi 65 °C olarak bulunmustur (Ahmad ve Scopes., 2002). Bu sicakligin A.
kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazin optimum sicakligina yakin oldugu goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin en iyi aktivitesinin
pH 9°da oldugu goriilmiistiir. Literatiirdeki diger ribulokinazlar ile karsilastirildiginda;
Lactobacillus plantarum’in ribulokinazinin optimum pH’s1t 7 (Burman ve Horecker.,
1958), Saccharomyces cerevisiae’de ekspres edilen E. coli ribulokinazinin optimum pH’s1
7,5 (Sedlak ve Ho., 2001) olarak bulunmus, bu 6zellik bakimindan A. kestanbolensis AC26
Sar1 ribulokinazin bu enzimlerden farklilik gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan Fromm
(1959)’1in yaptig1 ¢alismada ise Aerobacter aerogenes D-ribulokinazinin pH 7-9,5 arasi
genis bir aralikta c¢ok iyi bir aktivite gosterdigi belirlenmistir ve bu bakimdan A.
kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazi ile uyum gostermektedir.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin tamponsuz ortamda yapilan 1s1l kararlilik
caligmalar1 sonucunda ilk yarim saatte, 50, 55 ve 60 °C’ de aktivitelerinin %45’ini
korudugu; 65, 70, 75 ve 80 °C’ de ise aktivitelerinin yaklasik %10 nunu korudugu
belirlenmistir. Lee ve Bendet (1967)’e gore saflastirilmis E. coli ribulokinazi 60,5 °C’de 30

dk sonra aktivitesini tamamen korudugu, kismen saflastirilmas1 yapilan ribulokinazin ise
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60,5 °C’de 15 dk sonra aktivitesinin % 30’unu kaybettigi belirtilmistir. Ancak E. coli
ribulokinaziyla yapilan bu ¢alisma tamponlu ortamda yapilmistir. Isil kararlilik esas olarak
enzimin yapisiyla alakali olmakla beraber, metal iyonlar1 ve pH gibi ¢evresel faktorler de
151l kararliligini etkiler (Ay, 2010).

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin 60°C’de 2 saat boyunca yapilan pH
kararliliginin incelenmesi sonucunda; pH 5°de %58, pH 5,5’de %63, pH 6’da %85, pH
6,5’da %86, pH 7°de %92, pH 7,5’da %72, pH 8’de %73, pH 8,5’da %72, pH 9’da %77,
pH 9,5’da %80 ve pH 10°da %40°a kadar aktivitenin korundugu gézlemlendi. Bu sonuglar
dogrultusunda A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin pH 6-7 araliginda oldukga kararlt
oldugu; pH 7-9,5’da da kararliliginin yiiksek oldugu sdylenebilir. Burma ve Horecker
(1957)’ in yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus plantarum ribulokinazin, pH 6’nin altinda ve
pH 7,5’in istii pH’larda kararli olmadigi ve bu kararsizhigin nedeninin ise bu pH’larda
enzim aktivitesinin zaten ¢ok diisiik oldugundan kaynaklanabilecegi vurgulanmistir. Lee ve
Bendet (1967)” in E. coli ribulokinazi iizerine yaptiklari bir ¢aligmada ise enzimin 4 ve
20°C’ de asidik pH’larda kararli olmadiklarini, ama pH 7,6 ve iistiinde kararli oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica pH 7,6’da 60,5°C‘de 30 dk boyunca enzimin kararli kaldig1 da
belirtilmistir. A. kestanbolensis AC 26 Sari ribulokinazinin pH 7,5’da 2 saat boyunca
bekletildigi goz oniinde bulundurularak pH kararliligi bakimindan E. coli ribulokinazina
gore daha kararli oldugunu sdyleyebiliriz.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin substrat spesifikligine bakildiginda en
yiiksek aktiviteyi D-ribulozda (%100) gosterirken; L-ribulozda %30, L-ksilulozda %20 ve
D-ksilulozda %15 oraninda aktivite gostermistir. Lim ve Cohen (1966)’da yaptiklari
calismada E. coli D-ribulokinazinin substrat spesifikligine bakilmis; L-fukuloz %100, D-
ribuloz %42, D-ksiluloz %38 aktivite gosterirken L-ribuloz hi¢ aktivite géstermemistir. Bu
durum D-ribulokinazin 6zelligi olan L-ribuloza kars1 aktivitesinin olmamasindandir. Buna
karsin ribulokinazlar (L-ribulokinaz), D ve L-ribulozun ikisinde de aktivite gdsterir. Bu
sonu¢ A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin, L-ribulokinaz oldugunu
dogrulamaktadir.

Metal iyonlari, tuzlar1 ve gesitli kimyasallar enzim karakterizasyon calismalarinda
onemlidir. Ancak, literatiirde bugiine kadar calisilan ribulokinazlar icin sadece Mg*? ve B-
merkaptoetanol tizerinde durulmustur. Yapilan ¢alismalarda A. kestanbolensis AC26 Sar1
ribulokinazin diger kinaz enzimlerinde oldugu gibi Mg*? iyonunun enzimin aktivitesinde

onemli bir rolii oldugu goriilmiistiir. Metal iyonlarinin etkisi arastirilirken, icerisinde higbir
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metal iyonu bulunmayan reaksiyon &l¢iim sonucu %100 olarak kabul edilmistir. Mg*2
iyonu varliginda ribulokinaz aktivitesinin % 633’e, -merkaptoetanol varliginda ise %
175’¢ kadar yiikseldigi belirlenmistir. K*, Li*2, Ca*? ve EDTA’ nin ribulokinaz aktivitesine

*2‘nmn aktivitesini tamamen inhibe ettigi goriilmiistir. Mg*?

etkisinin olmadig1 ama Zn
iyonu ise ribulokinazlarin aktivite deneylerinde reaksiyona ilave edildiginde aktiviteyi
onemli derecede arttirdig bilinmektedir. Ciinkii Mg*? iyonu, ATP ile etkileserek ATP’nin
reaktif hale gegmesini saglar (URL-6, 2013). B-merkaptoetanol genellikle disiilfit baglarini
indirgeyici bir kimyasaldir ve enzim aktivitesini inhibe eder. Ancak B-merkaptoetanol
enzim aktivitesini inhibe etmediginden dolayr bu enzim aktivitesi i¢in serbest SH
gruplarina veya S-S kopriilerine ihtiyag duymamaktadir yorumu yapilabilir (Ay, 2010).
Fromm (1959) yaptigi c¢alismada [-merkaptoetanoliin, Aerobacter aerogenes D-
ribulokinaz aktivitesinin %55 arttirdigini belirlemistir. Bu sonug, A. kestanbolensis AC26
Sar1 ribulokinaz ile uyum gostermektedir.

Yine Fromm’un ¢alismasinda (1959) ZnSOs reaksiyonu durdurmak igin
kullanmistir. Bu durumu goz éniinde bulundurarak Zn*? nin reaksiyonu durdurmasiin
sasirtict olmadigini sdyleyebiliriz.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz Kn degeri 0,94 mM olarak bulunmustur. E.
coli ribulokinazinin Ky degeri 0,39 mM (Lee vd., 2001), yine E. coli’deki farkli bir
calismada ise Ky degerinin 0,27 mM (Lee ve Bendet, 1967) olarak belirlenmistir. Bu
sonuglar bu enzimin Kn degerinin ¢ok iyi olmadigini gdstermektedir.

A. kestanbolensis AC26 Sart ribulokinazinin yiiksek sicakliklarda aktivite
gostermesi, iyi pH kararliliginina sahip olmasi ve E. coli BL21 (DE3) pLysS hiicresinde
cok 1yi ekspres olmasi gibi Ozelliklerinden dolay1 literatiirde bulunan ribulokinazlardan
daha istiin oldugu sOylenebilir. Ayn1 zamanda yapilan literatiir aragtirmalarinda su ana
kadar iizerinde g¢alisma yapilmis bir termofilik ribulokinaza rastlanmadigindan dolay:

literatiire katk1 saglayacag diisiiniilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu g¢alismada A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinaz geni, bir E. coli vektoriine
kloanlanarak ekspres edildi. Saflastirilan ribulokinazin optimum pH, optimum sicaklik,
metal iyonlar1 etkisi ve kinetik parametreleri gibi biyokimyasal 6zellikleri aragtirildi.

A. kestanbolensis AC26 Sar1 bakterisinden PCR ile elde edilen 1695 nt’lik
ribulokinaz geni, ilk olarak pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi ve sekans
edilerek ribulokinazi kodlayan gen oldugu kesinlestirildi. Ribulokinaz oldugu kesinlesen
gen pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak, E. coli BL21 (DE3) pLysS susunda
ekspres edildi ve saflagtirildi.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin optimum pH degerinin 9, optimum
calisma sicakliginin ise 60°C oldugu tespit edildi. Enzimin substrati olarak D-ribuloz ile
ilgili kinetik parametreleri incelendi ve bu substrat i¢cin Ky degeri 0,94 mM ve Vinax degeri
3,197 U/mg olarak belirlendi. A. kestanbolensis AC26 Sar1 ribulokinazinin Keat degeri 3,31
s olarak belirlendi.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin pH kararliligi incelendi. Enzim
aktivitesinin pH 5’de %58’e, pH 5,5’de %63’e, pH 6’da %85’¢, pH 6,5’da %86’ya, pH
7°de %92’ye, pH 7,5’da %72’ye, pH 8’de %73’e, pH 8,5°da %72’ye, pH 9’da %77’ye, pH
9,5’da %80’e ve pH 10°da %40’a diistiigii belirlendi.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin 1s1l kararlilik deneyi sonucunda ilk
yarim saatte, 50, 55 ve 60 °C’ de aktivitelerinin %45’ini korudugu; 65, 70, 75 ve 80 °C’ de
ise aktivitelerinin yaklasik %10’ nunu korudugu belirlendi.

Mg*2, Li, Ca', K, Zn' metal iyonlarmin, EDTA ve p- merkaptoetanol
kimyasallarmin etkilerine bakildi. Bu metal iyonlar1 ve kimyasallar reaksiyonlara 1 mM
konsantrasyonda olacak sekilde eklendi. LiCl, CaCl;, KCl ve KF’nin aktiviteye hicbir
etkide bulunmadigi, MgCl, ve Mg(C2H3z02)2’1n aktiviteyi %633’e, B- merkaptoetanol’iin
%175¢ yiikselttigi; ZnSO4’1n aktiviteyi inhibe ettigi gézlemlendi.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazin substrat spesifikligi incelendi. D-ribuloz
ile yapilan reaksiyonun aktivitesi %100 olarak kabul edildi. Buna bagli olarak aktivitenin,
L-ribuloz’da % 46’ya, D-ksiluloz’da % 20’ye ve L-ksiluloz’da %19’a diistiigli belirlendi.

A kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazinin molekiiler agirliginin amino asit sekansina

gore ve yapilan SDS PAGE analizine gore, 61,96 kDa oldugu tespit edildi.



6. ONERILER

Ribulokinazlar tlizerine yapilan tim calismalar mezofilik mikroorganizma kaynakli
olup, termofilik mikroorganizma kaynakli ribulokinazlarla ilgili ¢aligma bulunmamaktadir.
Termofilik mikroorganizma kokenli ribulokinazlarla da ¢alismalar yapilarak bu enzimin
daha ayrintil1 bir bigimde arastirilmasi faydali olacaktir.

Ribulokinazlar, endiistride heniiz ¢ok yer edinememis bir enzim sinifi olup daha ¢ok
metabolik yollarda etkilidirler. Ancak bu tip enzimlerin, farkli substratlarla aktivitelerinin
olup olmadig1 gibi bagka oOzellikleri de arastirilarak endiistride kullanilabilecek hale
getirilebilir.

A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinazi, pET-28a(+) vektoriine klonlandiginda, E.
coli BL21 (DE3) pLysS hiicresinde ¢ok iyi seviyede ekspres olmaktadir. Ribulokinazin bu
derece yiiksek seviyede ekspres olma 6zelliginden yararlanilarak ekspresyonu iyi olmayan
proteinlerle flizyon proteinler olusturulabilir ve ekspresyon seviyeleri arttirilabilir.

A. kestanbolensis AC26 Sart ribulokinazinin Km degeri, literatiirdeki diger
ribulokinazlarin Km degerlerinden yiiksek oldugu belirlenmistir. Km degerinin diisiiriilmesi
icin bu enzimde mutasyon ¢alismalar1 yapilabilir.

Ribulokinaz enzimi ve arabinoz operonundaki diger genler beraber klonlanarak,
diger genlerin karakterizasyonu yapilabilir ve bu sayede operon c¢alismalarma biiyiik

o6l¢iide katki saglanabilir.
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8. EKLER

Ek 1. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin niikleotit sirasi

ATGGGGAAAAAGTATGTCATTGGTATCGACTATGGGACGGAATCGGGACGCGCCGTCCTCG
TTGATCTGGAAGGGAACGAAATTGCGGACCACGTCACCCCGTATCATCACGGAGTCATTGA
TGAAGTGTTGCCGGAATCGAACGTACAACTAGAACCAGACTGGGCACTGCAGCACCCGGGC
GATTATATCGAAGTGTTGGCGACCGCTGTTCCAGCTGTATTGCAAAAGTCAGGGGTTAACC
CGGCGGATGTGATCGGGGTCGGAATTGATTTTACAGCTTGTACGATGTTGCCGATCTCTGG
CTCCGGCGAGCCGCTTTGCTTGAAGCCCGAATTCAAGCATCGCCCACACAGCTGGGTGAAA
TTGTGGAAGCATCATGCTGCCCAGGATGAAGCGAACTTGCTCAATGAAATGGCGGCGAAAA
GGGGGGAAGCGTTTTTACCGCGCTACGGTGGAAAAATTTCATCGGAATGGATGATTGCGAA
AATTTGGCAGATTCTGAATGAAGATCCGGATATTTATGACCAAACCGATCTCTTTTTAGAG
GCAACCGACTGGGTGATCTTCAAAATGACCGGTCAACTTGTGCGCAACAGCTGCACGGCCG
GTTATAAGTCGATTTGGCATAAACAAGACGGCTATCCGAGTAAGGAGTTTTTCAGAGCGCT
TGATCCGCGACTGGAACACTTAACAGAATCGAAACTTCGCGGTTCGATCGTTCCGCTCGGC
ACAAGGGCAGGAGTACTGACGAAGGAAATGGCGGCCATGATGGGCCTTCTTCCGGGAACAG
CCGTTGCAGTCGGAAATGTCGATGCTCATGCGGCCGTACCGGGTGTCGGGGTCGTTGAACC
GGGCAAAATGGTGATGGCGATGGGAACATCGATATGCCATATGTTACTTGGTACGGAAGAA
AAGTATGTGGAAGGAATGTGCGGGGTTGTCGAGGATGGCATCATTCCGGGATATTTCGGCT
ATGAAGCCGGGCAGTCAGCGGTGGGCGACATTTTCGCTTGGTATGTTGAACAAAGTGTTCC
GGCCTATGTGAAAGAAGCAGCGGAAAAAGAGGGAGTTAGTGTCCATGAGTGGCTTGAAAAG
CGAGCCGCTGCCTATCGGCCGGGGGAAACAGGACTGCTCGCTTTAGACTGGTGGAACGGAA
ACCGTTCAGTATTGGTCGACACGGATTTAACCGGGTTGATCATCGGTTATACGTTGCTGAC
GAAACCGGAAGAAATTTACCGTGCATTGCTTGAAGCAACGGCCTTCGGTACACGGAAAATT
ATCGACGCCTTTGTTGGAAGCGGTATCAATGTGGATGAGCTGTATGCATGTGGCGGATTGC
CACAAAAAAATAAGTTACTCATGCAAATTTATGCCGATGTGACCAACCGTGAGATTAAAAT
TGCAGCGTCGAAGCAAACTCCAGCGGTAGGAGCTGCTATGTTCGCGGCGGTCGCGGCCGGL
AAAGAAAACGGTGGGTATGAATCAATTATTGAAGCGGCACGAAACATGGGGAAAGTACGGG
AAGAAACATTCAAGCCAATTCCGGAGAATGTCGCCATTTATGAACAGTTGTATCAAGAATA
TACGAAGCTGCATGACTATTTTGGTCGTGGGGAAAACGATGTGATGAAGCGGCTTAAACAT
TGGAAAGAGACCGCACGGGCGGTGAAAAAATCTATAAGTTTATCGTGA
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Ek 2. A. kestanbolensis AC26 Sari ribulokinaz geninin amino asit sirasi

MGKKYVIGIDYGTESGRAVLVDLEGNEIADHVTPYHHGVIDEVLPESNVOQLEPDWALQHPG
DYIEVLATAVPAVLQKSGVNPADVIGVGIDFTACTMLPISGSGEPLCLKPEFKHRPHSWVK
LWKHHAAQDEANLLNEMAAKRGEAFLPRYGGKISSEWMIAKIWQILNEDPDIYDQTDLEFLE
ATDWVIFKMTGQLVRNSCTAGYKSIWHKQDGYPSKEFFRALDPRLEHLTESKLRGSIVPLG
TRAGVLTKEMAAMMGLLPGTAVAVGNVDAHAAVPGVGVVEPGKMVMAMGTSICHMLLGTEE
KYVEGMCGVVEDGIIPGYFGYEAGQSAVGDIFAWYVEQSVPAYVKEAAEKEGVSVHEWLEK
RAAAYRPGETGLLALDWWNGNRSVLVDTDLTGLIIGYTLLTKPEETYRALLEATAFGTRKT
IDAFVGSGINVDELYACGGLPOQKNKLLMOQIYADVTNREIKIAASKQTPAVGAAMFAAVAAG
KENGGYESITEAARNMGKVREETFKPIPENVAIYEQLYQEYTKLHDYFGRGENDVMKRLKH
WKETARAVKKSISLS
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