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Yiiksek Lisans Tezi

Aspergillus terreus NRRL 1960 KSILANAZININ SAFLASTIRILMASI,
KRISTALIZASYONU VE BiYOKUTLE HiDROLiZ BASARIMININ
BELIRLENMESI

Nurunnisa Atceken

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal

Damisman: Dog¢. Dr. Didem SUTAY KOCABAS
Es damisman: Yrd. Dog. Dr. Aytac KOCABAS
Ekim, 2016, 88 sayfa

Bu ¢alismanin amaci, Aspergillus terreus NRRL 1960 ksilanazinin saflastiriimasi ve X-
151 difraksiyonu teknigi ile {i¢ boyutlu yapi analizi i¢in enzim Kkristallerinin
tiretilmesidir. Bu amagla, enzim {retimi, saflastirilmast ve kristalizasyonu
gerceklestirilmistir.

Enzim iretimi, batik kiiltir fermantasyon teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Saflastirma siireci sirasiyla amonyum siilfatla ¢oktiirme, hidrofobik etkilesimli kolon
kromatografisi ve ultrafiltrasyon asamalarindan olusmaktadir. Sonug olarak ksilanaz,
%10 verimle 256-kat saflastirilmis ve kristalizasyon calismalari i¢in kullanilmistir.
Enzimin molekiiler agirhigi SDS-PAGE ile 18 kDa olarak belirlemistir.

Enzim kristalizasyonu asili ve oturan damla buhar difiizyonu teknikleri kullanilarak
yapilmugtir. Kristal tiretimi i¢in dort farkli ticari kit kullanilarak kristalizasyon kosul
taramasi yapilmig ve dort ayr1 baslangic kristalizasyon kosulu belirlenmistir. Elde edilen
kristallerin  kalitesinin  iyilestirilmesi amaciyla kosullar optimize edilmistir.
Optimizasyon sonucunda, X-1sin1 difraksiyonu i¢in en uygun kristaller, 1,5 M amonyum
stilfat, 0,1 M Tris (pH 8,5), %12 (h/h) gliserol iceren ¢oktiirme reaktifi kullanilarak
18°C sicaklikta, asili damla buhar difiizyonu teknigiyle elde edilmistir.

Ksilanazin farkli lignoseliilozik materyaller iizerindeki hidrolitik etkisinin belirlenmesi
amactyla misir kogani, bugday kepegi ve ticari ksilan hidrolize edilmistir. Yapilan
hidroliz tepkimeleri sonucu yiiksek konsantrasyonda indirgen seker elde edilmistir.
Boylece, ksilanazin kullanilan kaynaklar {izerinde hidrolitik etkiye sahip oldugu
sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus terreus, Ksilanaz, Hidrofobik Etkilesimli Kolon
Kromatografisi, Enzim Saflastirma, Enzim Kristalizasyonu, Biyokiitle Hidrolizi.



ABSTRACT

Ms Thesis

PURIFICATION AND CRYSTALLIZATION OF Aspergillus terreus NRRL 1960
XYLANASE AND DETERMINATION OF ITS BIOMASS HYDROLYSIS
PERFORMANCE

Nurunnisa Atceken

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Didem SUTAY KOCABAS
Co-supervisor: Asst. Prof. Dr. Aytac KOCABAS
October, 2016, 88 pages

The purpose of this study was purification of Aspergillus terreus NRRL 1960 xylanase
and production of enzyme crystals for three dimensional structure analysis by X-ray
diffraction technique. For this aim, enzyme production, purification and crystallization
were performed.

Enzyme production was carried out by using submerged fermentation technique. The
purification process consisted of ammonium sulphate precipitation, hydrophobic
interaction column chromotography and ultrafiltration steps, sequentially. As a result,
xylanase was purified 256-fold with 10% yield and was further used for crystallization
studies. The molecular weight of enzyme was determined as 18 kDa by SDS-PAGE.

Enzyme crystallization was performed by using hanging and sitting drop vapor
diffusion techniques. For crystal production, screening of crystallization conditions by
using four different commercial kits was done and four different initial crystallization
conditions were determined. To enhance the quality of obtained crystals, conditions
were optimized. In consequence of optimization, the most suitable crystals for the X-ray
diffraction were obtained by using a precipitation reagent containing 1.5 M ammonium
sulphate, 0.1 M Tris (pH 8.5), 12% (v/v) glycerol, at 18°C with hanging drop vapor
diffusion technique.

In order to determine the hydrolytic effect of xylanase at lignocellulosic resources, corn
cob, wheat bran and commercial xylan were hydrolyzed. As a result of hydrolysis
reactions, reducing sugars at high concentrations were obtained. Therefore, it was
concluded that xylanase has hydrolytic effect on the utilized lignocelluosic sources.

Key words: Aspergillus terreus, Xylanase, Hydrophobic Interaction Column
Chromotography, Enzyme Purification, Enzyme Crystallization, Biomass Hydrolysis.
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda hassas kosullar altinda gerceklesen kimyasal
reaksiyonlar1 katalizleme yetene§ine sahip protein yapida molekiillerdir. Enzimler,
canlilar tarafindan dogal olarak sentezlenirler ve protein zincirlerinin {i¢ boyutlu yapida
katlanmasiyla olusan aktif bolgeleri sayesinde etki edecekleri molekiillere baglanirlar.
Enzimlerin 4000’den fazla reaksiyonu katalizledikleri bilinmektedir (Wilson ve Walker,
2010).

Giiniimiizde enzimler bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. flag, gida, kagit ve
kagit hamuru, hayvan yemi endiistrisi bu alanlardan bazilaridir. Bunlarin yani sira atik
degerlendirme ve yapt analizi amaciyla kullamima da siklikla rastlanmaktadir.
Endiistriyel enzimler i¢in kiiresel piyasa hacmi 2012 yilinda yaklasik 4,5 milyar dolar,
2013 yilinda 4,8 milyar dolardir ve 2018 yilina kadar 7,1 milyar dolara ulagmasi
beklenmektedir. Ksilanazin 2013’teki satis hacmi 92,3 milyon dolar iken 2014 yilinda
110,9 milyon dolar1 bulmustur. Artan talepler dogrultusunda, 2020’ye kadar 177,2
milyon dolart bulmasi beklenmektedir (Anonim, 2014).

Bu calismada kullanilan ksilanaz enziminin endiistrideki uygulama alanlarinin basinda
kagit ve kagit hamuru endiistrisi gelmektedir. Ksilanin lignini par¢alama yetenegi
sayesinde kagit beyazlatmada kullanilan klor miktar: diisliriilmiistiir. Son zamanlarda
ksilanaz hayvan yemi katki maddesi olarak da kullanilmaya baslanmistir. Bugday
unundan yapilan hamur 6zelliklerinin gelistirilmesinde ve firin dirlinlerinin kalitesinin
artirtlmasinda, nisasta, kahve ve bitki yaglarinin ekstrakte edilmesinde, tarimsal silaj ve
yemlik tahil maddelerinin besleyici 0zelliklerinin gelistirilmesinde, pektinaz ve
seliilazla kombine c¢alistiginda meyve sularinin berraklastirilmasinda, hemiseliilozlardan

fermente sekerlerin elde edilmesinde kullanilmaktadir (Lama ve ark., 2004).

Ksilanaz hidrolaz grubuna ait bir enzimdir. Ksilanazlar bir¢ok bakteri ve kiif tarafindan
hiicre dis1 olarak tiretilmektedir. Ksilanaz, hemiseliilozik yapiy1 olusturan ksilana etki
ederek heterotrof beslenmede dogrudan kullanilabilen ksilozun serbest hale gecmesini
saglamaktadir (Kulkarni ve ark., 1999). Ksilan heterojen ve karmasik bir polimerdir.

Bu yiizden ksilanin tamamen hidrolize edilmesinde birden ¢ok enzim gorev almaktadir.



Endo-1,4-B-D-ksilanaz (EC 3.2.1.8) ksilanin ana omurgadaki baglarini rastgele
pargalarken, [-D-ksilozidaz (EC 3.2.1.37) ksilooligosakkaritlerin indirgenmemis
uclarindan ksilozlar1 ayirmaktadir. a-L-arabinofuranozidaz (EC 3.2.1.55) a-D-
glukoronidaz (EC 3.2.1.139), asetilksilanesteraz (EC 3.1.1.72), ferulik asit esteraz (EC
3.1.1.73) ve p-kumarik asit esteraz enzimleri ise ksilanin yan baglarinin hidrolize

edilmesi reaksiyonlarini katalizlemektedir (Collins ve ark., 2005).

Lignoseliilozik  biyokiitle, gida olarak tiiketilmeye miisait olmayan bitki
materyallerinden olusur. Lignoseliilozik materyaller; ormansal, tarimsal ve kirsal
atiklardan saglanmaktadir ve igerik olarak kuru agirlik acisindan ortalama %40-55
seliiloz, %24-40 hemiseliiloz ve %25-36 lignin bilesenlerini icermektedir. Lignoseliiloz
icerisindeki ekstraktlar ve mineraller kuru biyokiitlenin agirliginin %10’u kadardir.
Hemiseliilozik bilesenin ana heteropolimerleri ksilan, mannan, galaktan ve
arabinanlardir. D-ksiloz, D-mannoz, D-galaktoz ve L-arabinoz ise bu heteropolimerlere
tutunmus halde bulunan seker monomerleridir (Vazquez ve ark, 2000; Dhiman, 2008;
Ayeni ve ark., 2015).

Canli mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimlere genellikle amaca yoOnelik
saflagtirma islemi uygulanmaktadir. Ik bakista 10000-20000 farkli protein iceren bir
hiicre ya da homojenattan bir protein ya da enzimin ayrigtiritlmasi zor bir is olarak
gorilmekte  fakat  pratikte bu iglem  ortalama 3-4 farkli  adimda
gergeklestirilebilmektedir. Bu adimlar genellikle; siizme, santrifiijleme gibi 6n ayirma
islemleri, tuz ile ¢oktiirme ve kromatografik ayirma islemleridir. Saflastirma islemi
esnasinda izlenen yol proteinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine, istenilen son saflik
derecesine gore sekillendirilmektedir (Wilson ve Walker, 2010). Bu calismada
saflastirma isleminde tercih edilen kromatografik yontem olan hidrofobik etkilesimli
kolon kromatografisi, molekiilleri yiizey hidrofobisitesi farklarindan faydalanarak
ayirmak iizere gelistirilmistir. Bu ayirma isleminde protein iizerindeki hidrofobik
kisimlar, kolondaki kat1 faz yilizeyinde bulunan hidrofilik molekiillerle etkilesime
girmekte ve ayirma igslemi bu temelde ger¢eklesmektedir (Jenissen, 2002). Saflastirma
sonucu elde edilen enzim sollisyonunun igerdigi bilesenlerin goriintiilenmesi amaciyla
poliakrilamit jel elektroforezi yapilmistir. Boylece 6rnegin bir sonraki basamak olan

kristalizasyon ¢aligmalar1 i¢in uygunlugu kontrol edilmistir.



Protein kristalizasyonu 19. vyiizyilin ilk yarisinda bazi amaglar dogrultusunda
proteinlerin yapisinin goriintiilenmesini saglamak i¢in gelistirilmistir. Secilen spesifik
bir proteinin farklt molekiiller iceren bir karisimdan saflastirilmasi, saflastirilan
proteinin tanimlanmasi ve bilimsel merak duygusunun giderilmesi bu amaclarin basinda
gelmektedir. Ilk olarak 1830°da farkli kaynaklardan elde edilen hemoglobin kristalleri
incelenmistir. Biyolojik makromolekiillerin {i¢ boyutlu yap1 analizi ile yasayan tiim
organizmalarin ve {rettikleri materyallerin atomik ve molekiiler diizeyde
tanimlanabilmesi miimkiin olmaktadir. Kristalografi ¢alismalariyla {i¢ boyutlu yapinin
¢oziimlenmesi tip, yeni ilag gelistirilmesi ve tarimsal endiistri alaninda da Snemli
gelismelere olanak saglamistir. ilk enzim kristalizasyonu (iireaz) James Sumner
tarafindan 1926 yilinda rapor edilmistir. Bu bulus 1946 yilinda James Sumner, John
Nortrop ve Wendell Stanley’e Nobel 6diilii kazandirmistir (McPherson, 2004; Jaskolski
ve ark., 2014).

Protein, niikleik asit, wviriis, ribozom gibi yapilar1 kapsayan makromolekiiler
kristalizasyon, uzun zamanli ¢alisma gerektiren sistematik bir arastirma isidir. Kristal
sekillenmesini etkileyen bir dizi parametrenin olusturulmasi ve bunlarin optimize
edilmesi sonucu iyi kalitede kristallerin elde edilmesi miimkiin olmaktadir (McPherson,
2004; Gavira, 2016). Bu ¢alismada oncelikle Aspergillus terreus kiifiinden elde edilen
ksilanaza ait kristallerin eldesi i¢cin uygun kosullar taranmistir. Tarama islemi
sonucunda elde edilen kosullar genis bir aralikta optimize edilerek X-1sin1 kristalografisi
icin en uygun kalitede kristallerin {iretimi amaclanmistir. Daha Onceden yapilmisg
kristalografi calismalarinda, X-151m1 yontemiyle 226 farkli organizmadan elde edilen
ksilanaz enzimine ait farkli yapilarin goriintiileri elde edilmistir. Bilgimiz dahilinde
Aspergillus terreus ksilanazi igin, literatiirde ve Protein Veri Bankasinda (PDB) bir

kristalografi ¢alismasi1 bulunmamaktadir (Anonim, 2016a).



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Proteinler

Proteinler canli hiicre ve organellerinde yaygin olarak bulunan makromolekiillerdir.
Proteinlerin milyonlarca tiirii, farkli boyutlar1 ve ¢ok genig bir aralikta biyolojik
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Baz1 proteinler katalitik aktivite ve fonksiyona sahipken
(enzimler gibi), bazilar1 yapisal element olarak gorev almaktadir. Sinyal reseptorleri ya
da spesifik maddelerin hiicre i¢ine veya disina tasinmasindan sorumlu tastyici proteinler
bunlardan bazilaridir. Ayni zamanda proteinler, genetik bilginin tasindigi onemli

molekiiler bir aractir (Nelson ve Cox, 2008).

Farkli boyut, sekil, elektriksel yiik ve kimyasal reaktiviteye sahip 20 temel aminoasitin
peptit baglari ile baglanmasiyla protein makromolekiilleri olusmaktadir. Bakterilerin en
ilkel formlarindan yasayan en kompleks organizmaya kadar tiim canlilarda bulunan
proteinler temel aminoasitlerin farkli dizilimleri ve katlanmalar1 sonucu meydana
gelmistir. Bu aminoasitlerden 19’u a-aminoasit yapidadir ve RCH(NH;)COOH genel
formiiliine sahiptir. Burada R grubu alifatik, aromatik ya da heterosiklik bir grubu
temsil etmektedir. Bu genel formiile sahip olmayan tek aminoasit Prolin’dir. Bu
aminoasitte bulunan amino grubu 5 karbonlu halka yapiya baglanmistir. En basit yapili
aminoasit olan glisin (R=H) disinda tiim aminoasitler bulunduklari proteine, sahip
olduklar1 asimetrik karbon atomu sayesinde, optik olarak aktif olma o6zelligi
kazandirirlar. Sekil 2.1°de iki aminoasidin peptit bagiyla baglanmasi gosterilmistir

(Wilson ve Walker, 2010).

R

NH; — CH —CO— NH—CH—C00_
i

peptit bag1 R

Sekil 2.1. iki aminoasitli bir proteinin kimyasal yapis1 (Wilson ve Walker, 2010)



Aminoasitler hem amino (NHz) hem karboksil (COOH) grup bulundurduklari igin,
farkli pH degerlerinde iyonize hale gegerler. Notr ortamlarda ise i¢ tuz olustururlar, bu
forma zwitter iyon denir. Sekil 2.2’ aminoasitlerin farkli pH’larda aldig1 yiikler

verilmistir.

R R R

CH —NH, —> CH — NH; —= CH—NH,

COOH CO0 COO
net viik pozitif net viik sifir net vilk negatif
pH =<7 pH=7 pH=>7
zwitter ivon

Sekil 2.2. Aminoasitlerin farkli pH’lardaki elektriksel yiiklerinin gosterimi (Wilson ve Walker,
2010)

Hemen hemen tiim proteinler, ligand olarak isimlendirilen diger molekiillere baglanma
yetenekleri sayesinde islevlerini yerine getirebilmektedir. Proteinler islevlerine gore
farkli siniflarda gruplandirilmaktadir. Bu gruplara 6rnek olarak, hiicrenin seklini ve
hiicre dis1 ortam1 belirleyen yapisal proteinler, iyonlarin ve molekiillerin hiicre zarindan
gecisini saglayan zar tasinim proteinleri, hormonlart ve reseptorleri kapsayan sinyal

proteinleri ve kimyasal reaksiyonlari katalizleyen enzimler verilebilir (Lodish, 2007).

2.2. Enzimler

Enzimler, spesifik kimyasal reaksiyonlar1 hassas kosullar altinda katalizleme yetenegine
sahip, biiyiik oranda proteinden olusan biyolojik makromolekiillerdir. Tiim proteinler
enzim degildir fakat enzimler proteinlerin biiyiik ve 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir.
Enzimler, hiicre i¢inde meydana gelen birgok tepkimenin mekanizmasini diizenlerler
ancak reaksiyon stiresince tiikketilmezler. Aktivasyon enerjisini diislirerek reaksiyonlarin
hizini 10% - 108 kat artirirlar. Enzimlerin etkilesimde bulunduklar1 molekiillere substrat
ad1 verilmektedir. Enzimler, etki edecekleri substratlar ve katalizledikleri reaksiyonlar
acisindan oldukga segici molekiillerdir. Genellikle tek bir reaksiyonu ya da bu
reaksiyonla yakindan iligkili bir baska reaksiyonu katalizlemektedirler. Her bir enzim

molekiilii tarafindan saniye basina iiriine doniistiiriilen substrat molekiil sayis1 o enzimin
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Kkat degerini vermektedir. Bu deger genellikle 10%-10* s

araliginda degismekte ve
enzimin katalitik aktivitesinin bir 6lgiisii olarak bilinmektedir (Harvey ve Ferrier, 2011;

Berg ve ark., 2012).

Enzimlerin katalitik olarak aktif olmast ancak dogal ii¢ boyutlu konformasyonlarinin
korunmasi durumunda miimkiin olmaktadir. Enzimlerin ii¢ boyutlu 6zgiin katlanmasiyla
olusan ve aktif bolge olarak adlandirilan sinirlandirilmis kisim substrata tutunmasini
saglamaktadir. Aktif bolge proteinin kiiciik bir boliimiinii olustururken polipeptidin
diger bolgelerindeki katlanmalar aktif bolgenin kontroliinii ve proteinin diger
molekiillerle etkilesimini kontrol etmektedir. Eger enzim sicaklik, pH gibi nedenlerden
dolay1 denatiire olursa aktif bolge deformasyona ugradigindan genellikle enzimin

aktivitesi kaybolmaktadir (Lodish, 2007; Wilson ve Walker, 2010).

Baz1 enzimler aktivite i¢in aminoasit disinda baska kimyasal gruplara ihtiyag
duymazken, bazi enzimler reaksiyonlar1 katalizleyebilmek i¢in farkli gruplara ihtiyag
duymaktadir. Kofaktdr olarak adlandirilan Fe™?, Mg, Mn*? veya Zn*? gibi inorganik
metal iyonlar1 ve koenzim olarak adlandirilan kompleks organik molekiiller bazi
enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli gruplari olusturmaktadir. Enzime ¢ok sik1 bir sekilde
hatta kovalent bir bagla baglanan koenzim ya da kofaktor bileseni prostetik grup olarak
adlandirilmaktadir. Metal iyonlar1 ya da koenzim varlifinda aktivite gosterebilen

enzimler holoenzim olarak adlandirilmaktadir (Nelson ve Cox, 2008).

Enzim ile substrat arasindaki etkilesimle ilgili iki model ileri siiriilmistiir. Anahtar-kilit
modeli 1894’te Emil Fischer tarafindan ileri stiriilmiistiir. Bu model, substrat ile enzimin
aktif bolgesi arasinda yapisal olarak tipki anahtar ve kilit gibi birebir uyum oldugunu
ileri siirmektedir. Indiiklenmis uyum modeli ise 1958 yilinda Daniel E. Koshland
tarafindan ileri siiriilmiistir (Koshland, 1958). Bu modele gore enzim substrat
yoklugunda serbest halde bulunmakta, substrat varliginda ise enzimin aktif bolgesi
substrata uyum saglayacak sekilde konformasyonel degisime ugramaktadir. Boylece
enzim substrat kompleksi olusmakta ve iirlin meydana gelmektedir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra enzim, sonraki reaksiyonlarda kullanilmak tizere eski formuna

donmektedir (Koshland, 1994).



2.2.1. Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzim simiflandirmasina tiim diinyada gecgerli bir diizenleme yapilmasi amaciyla
Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan Enzim Komisyonu olusturulmustur. Tiim
enzimler katalizledikleri kimyasal tepkimeler goz Onilinde bulundurularak alt1 temel
grupta siniflandirmis ve bu gruplar kendi i¢inde alt gruplara ayrilmistir (Berg ve ark.,

2012).

Cizelge 2.1. Enzim gruplari ve katalizledikleri reaksiyonlar (Wilson ve Walker, 2010)

Enzim gruplan Reaksiyon tiirii

Hidrojen, oksijen atomlarinin ya da elektronlarin bir
Oksidorediiktazlar o
substrattan digerine taginmasini saglamaktadir.

Kimyasal gruplarin molekiiller aras1 taginmasini
Transferazlar

saglamaktadir.
) Polimerlerin, hidrolize edilmesi reaksiyonlarini katalizleyen
Hidrolazlar )
enzim grubudur.
) Cift baga grup eklenmesi ya da molekiilden grup ayrilmasi
Liyazlar o . . ,
ile cift bag olusumu reaksiyonlarini katalizlemektedir.
) Molekiil i¢i gruplarin yer degistirmesini saglayarak izomer
Izomerazlar
olusumunda gorev yapmaktadir.
_ Karbon ile C, O, S, N arasinda bag olusumunu katalizleyen
Ligazlar

enzim grubudur.

2.2.2. Ksilanazlar ve Ksilanolitik Enzim Sistemi

Ksilanaz enziminin substrati olan ksilan, bitki hiicrelerinde bulunan yapisal bir
polisakkarittir. Dogada en yaygin bulunan ikinci polisakkarittir ve diinyada bulunan tiim
yenilenebilir organik karbon kaynagmnin iigte birini olusturmaktadir (Chen, 2014).
Ksilanin karmasik ve heterojen yapist nedeniyle, hidrolizinin tamamlanmasi genis
cesitlilikte bir enzim grubunun sinerjik olarak etki etmesiyle miimkiin olmaktadir.
Endo-1,4-B-D-ksilanaz (EC 3.2.1.8) ksilanin ana omurgasina rastgele etki ederek baglari
parcalarken, [-D-ksilozidaz (EC 3.2.1.37) ksilooligosakkaritlerin indirgenmemis



uclarindan ksiloz ve ksilobiozlarin ayrilmasini saglamaktadir. Yan gruplarin ayrilmasi
reaksiyonlart ise a-L-arabinofuranozidaz (EC 3.2.1.55), a-D-glukoronidaz (EC
3.2.1.139), asetilksilan esteraz (EC 3.11.72), ferulik asit esteraz (EC 3.1.1.73) enzimleri
tarafindan  katalizlenmektedir (Collins ve ark., 2005). Ksilana etki ederek ksiloz,
ksilobioz, ksilotrioz gibi alt iinitelere pargalanmasini saglayan enzim grubuna
ksilanolitik enzim sistemi adi verilmektedir. Ksilanazlar ksilanin yaygin olarak
bulundugu ortamlarda yasayan canlilar tarafindan iiretilmektedir. Bakteriler, kiifler,
algler, funguslar, protozoalar bu canlilarin 6nemli bir kismini olusturmaktadir.
Bakterilerin bir ¢ogu ve funguslar hiicre dis1 olarak hemiseliilozik yapiy1 ksiloza kadar

parcalayabilecek ozellikte ksilanazi iiretebilmektedir (Kulkarni ve ark., 1999).

Ksilanaz enziminin ilk olarak tiretimi ve saflastirilmasi yaklasik 60 yil 6nce Aspergillus
foetidus kullanilarak gergeklestirilmistir (Whistler ve Masak, 1955). Sonrasinda farkli
kiif, bakteri ve maya ile ksilanaz iiretilmis ve saflagtirllmigtir. Ksilanaz tiretimiyle ilgili
en ¢ok caligilan mikroorganizma gruplarini Aspergillus sp., Penicillium sp., Bacillus sp.,
Trichoderma sp. ve Streptomyces sp. olusturmaktadir. Endistriyel boyutta ksilanaz
tiretimi temel olarak Aspergillus sp. ve Trichoderma sp. kullanilarak gergeklestirilmistir
(Amir ve ark., 2013; Yegin ve Biiyiikkileci, 2015).

2.2.3. Ksilanazlarin Kullanim Alanlari

Hidrolazlar; proteazlar ve seliilaz, amilaz, hemiseliilaz1 i¢eren glikosidazlarla beraber
endiistriyel enzim piyasasinin  6nemli bir kismini olusturmaktadir. Ksilanazlar,
hemiseliilazlarin endiistrideki uygulama alanlarinin biiyiik bir kismini olusturmakta ve
endiistriyel proseslerde genis bir uygulama alan1 bulmaktadir. Ksilanazlarin uygulama
alanlar1 arasinda kagit ve kagit hamuru endiistrisi basta olmak {izere hayvan yemi, gida
ve meyve suyu, deterjan sanayisi ve g¢evresel atiklarin geri kazanilmasi gibi alanlar

bulunmaktadir (Collins ve ark., 2005).

Ksilanazlar, kagit hamurunun islenmeye hazir hale gelmesi i¢in seliilozun ayristirilmasi
ve liflerin agartilmasi islemlerinde oOnemli rol oynamaktadir. Kagit hamurunda
hemiseliiloz ve lignin bir arada bulunmaktadir. Lignin kagit hamuruna karakteristik bir

kahverengi goriinim katmaktadir. Ksilanaz, ksilan yiizeyinde bulunan lignini ekstrakte



ederek kagit hamurunun agarmasini saglamaktadir. Boylece kagit hamuru beyazlatmada
kullanilan klor yerine dogal ve ¢evre dostu bir alternatif olusturulmakta, ayn1 zamanda

kimyasal islem esnasinda ag¢iga ¢ikan zararl atiklarin olusumu en aza indirgenmektedir

(Viikari ve ark., 2001).

Firincilik uygulamalarinda kullanilan ham maddelerin igeriginde biiyilk miktarda
hemiseliilloz bulunmasi nedeniyle ksilanaz enzimi bu alanda sik¢a kullanilmaktadir.
Hamurda bulunan gluten bilesenine etki ederek ekmegin dokusal Ozelliklerini
iyilestirmektedir. Hamur viskozitesini diislirerek somun hacmini artirmakta ve ekmegin
raf omriinli uzatmaktadir (Ahmad ve ark., 2013). Bunun yani sira ksilanazlar nisasta,
kahve ve bitki yaglarinin ekstrakte edilmesinde, hemiseliilozlardan fermente edilebilir
sekerlerin eldesinde ve ¢oziiniir kahve liretiminde kullanilmaktadir (Kulkarni ve ark.,

1999).

Ksilanazlar, glukanaz, pektinaz, seliilaz ve amilaz gibi enzimlerle beraber hayvan yemi
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Bu enzimler, besleyici 6&zelligi  bulunmayan
bilesenleri (arabinoksilan vb.) parcalayarak atik materyalin viskozitesini diisiirerek,
hayvan yeminin sindirimini kolaylastirmakta ayni zamanda besleyici o6zelligini

artirmaktadir (Polizeli ve ark., 2005).

Mannanaz, ligninaz, ksilozidaz, glukanaz, glukozidaz gibi diger enzimlerle birlikte
ksilanazlar, lignoseliilozik materyallerden etanol gibi biyolojik yakitlarin tiretimi i¢in
kullanilabilir. Etanol iiretiminde kullanilacak serbest sekerlerin iiretimi amaciyla,
karbohidrat polimerlerinin depolimerizasyonunu takiben lignin, hemiselilloz ve

selitlozun ayristirilmast ile delignifikasyon gergeklestirilir (Dhiman ve ark., 2008).

Ksilanazlar, deterjanlara karistirildiginda bitki bazli lekelerin giderilmesinde etkili
olmaktadir. Farmakolojik olarak aktif polisakkaritlerin iiretiminde, antioksidan
tiretiminde yiizey aktif madde olarak kullanilan alkil glikozitlerin iiretiminde, hassas

cihazlarin ve yari iletkenlerin temizlenmesinde kullanilmaktadir (Collins ve ark.,2005).

Ksilanazlarin = bir diger O6nemli kullanim alanmi  ksilooligosakkarit {iretimidir.

Ksilooligosakkaritler, bitki hiicre duvarinda bulunan ksilan bileseninin hidrolize



edilmesiyle meydana gelen, ksiloz alt birimlerinin B-(1-4) ksilozidik baglar ile
baglanarak olusturduklar1 seker oligomerleridir ve sahip olduklar1 prebiyotik 6zellik
sayesinde  gida  sektoriinde  katki  maddesi  olarak  kullanilmaktadirlar.
Ksilooligosakkaritlerin iiretimi kimyasal olarak bazi asitler, enzimatik olarak ise
ksilanazlar kullanilarak gerceklestirilmektedir. Enzimatik hidroliz kimyasal yonteme
kiyasla daha ilimli kosullarda gergeklesmekte ve zararli atik iirinler olusmadigindan
ceveresel sorun teskil etmemektedir. Bu yiizden son yillarda ksilanazlarin kullanimina
oncelik verilmektedir (Vazquez et al., 2000; Akpinar ve ark., 2009; Samanta ve ark.,
2014).

2.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar ¢iplak gozle gorillemeyecek kadar kiiciik, bakteriler, mayalar,
kiifler, algler ve protozoalar gibi tek hiicreli canlilardir. Prokaryot ve okaryot tiirleri
bulunmaktadir. Bitki ve hayvanlardan milyarlarca yil dnce olusmuslardir, bu nedenle
cesitlilikleri bu canlilara gére ¢ok daha fazladir. Diinyadaki yasam dongiisiinde ve tiim
canllarin yasamsal faaliyetlerinde 6nemli role sahiptirler. Insan ve diger canllarin
metabolizmasinda meydana gelen zatiirre, verem, kolera ve tifiis gibi bircok hastaliga
zararl1 mikroorganizmalar sebep olmaktadir. Fakat bunun yani sira atmosferik azotu
(N2) bitkinin kullanabilecegi forma (NH3) doniistiirebilen azot bakterileri, hayvanlarin
sindirim kanalinda yasayan ve seliiloz bileseninin hidrolizini saglayan rumen bakterileri
gibi mikroorganizmalar yasamsal dongiide faydali rollere sahip mikroorganizmalara

verilecek 6nemli 6rneklerdendir (Brock ve ark., 2006).

Mikroorganizmalarin dogal yasam alanlarinda yerine getirdikleri gorevlerin insanlar
tarafindan kesfedilmesiyle beraber, endiistriyel alanlarda mikrobiyal uygulamalara olan
ilgi artmistir. Gegmiste kimyasal yollarla iiretilen 6nemli {irtinlerin birgogu, giinlimiizde
mikroorganizmalar kullanilarak hem daha ekonomik hem de c¢evreyle uyum igerisinde

1liml1 kosullar altinda iiretilebilmektedir (Waites ve ark., 2015).
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2.3.1. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalar

Bitki hiicre duvarinda bulunan ksilani pargalama yetenegine sahip ksilanaz enzimi,
bitkilerin bulundugu bir¢ok yerde yasayan mikroorganizmalar tarafindan tiretilmektedir.
Ksilanazlar bakteriler, kiifler, bitki ve hayvan hiicrelerini kapsayan genis aralikta
mikroorganizmalar tarafindan salgilanmaktadir. Enzim salgis1 dogal olarak hiicre i¢i ya

da hiicre dis1 formda ger¢eklesmektedir.

Bakteriler ve mayalar arasinda en yiiksek seviyede ksilanaz iireten mikroorganizmalar
olan filamentli kiifler, mikrobiyal ksilanaz kaynaklari arasinda o6zel olarak ilgi
cekmektedir. Ksilanazi hiicre dis1 olarak kiiltiir ¢dzeltisi igerisine salgilarlar. Bakteriler
ise nispeten diisiik aktivitede ve hiicre i¢i enzim iiretimi yapmaktadirlar (Polizeli ve

ark., 2005).

Ksilanazlar mezofilik ve termofilik mikroorganizmalar tarafindan sentezlenirler.
Mezofilik tiirler arasinda Aspergillus ve Trichoderma 6nemli ksilanaz tireticileri olarak
bilinmektedir (Smith ve ark., 1991).

2.3.2. Aspergillus terreus

Aspergillus cinsi canlilar dogada oldukca yaygm bulunan mezofilik kiiflerdir. Ozellikle
ciriimiis bitki Ortiisii ve bol miktarda organik bilesen igeren topraklardan izole
edilebilmektedir. Aspergillus cinsinin 150’den fazla tiirii bulunmakta ancak bu tiirlerden
sadece birkagi insan ve hayvanlarda enfeksiyona sebep olmaktadir (Arabatzis ve
Velegraki, 2013).

Aspergillus terreus igin iliman iklim topraklari, tarim arazileri ve ormanlar Oncelikli
yasam alanlar1 arasindadir. Asidik orman topraklarinda ve soguk bolgelerde ise nadiren

yasadig1 bilinmektedir.
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2.4. Enzim Uretimi

Enzimler dogal olarak mikroorganizmalar ve hiicreler tarafindan yasamsal olaylarin
stirdiiriilmesi amaciyla iiretilmektedir. Laboratuvar kosullarinda enzim {iretimi ise batik
ya da kati kiiltir ortamlar1 hazirlanarak yapilmaktadir. Bu kiiltiir ortamlari
mikroorganizmalarin canliliklarinin devam igin gerekli olan hava, besin, sicaklik gibi
kosullarin yapay olarak erlenler ya da petriler igerisinde hazirlanmasiyla
olusturulmaktadir. Ticari olarak enzimler, ortama steril hava saglayabilen ve karistiricili
derin tanklar icerisinde {iretilmektedir. Tank igerisine gonderilen hava miktari,
gonderilen havanin bilesenler arasi dagilimi (O,/CO; orani) ve karistirma hizi tank igin
ayarlanabilir parametrelerdir. Sicaklik ve pH da fermantasyon prosesinin optimize
edilmesi i¢in ayarlanmaktadir. En uygun enzim iiretiminin saglandigi kosullar bu
parametreler yardimiyla ayarlanarak enzim iiretim verimi artirllmaktadir (Renge ve ark.,

2012).

2.5. Lignoseliilozik Materyaller

Lignoseliiloz, bitki hiicre duvarlarinin iginde bulunan selilloz mikrofibrilleri,
hemiseliiloz, lignin, mineral ve diger ekstrakte edilebilir maddelerden (recine, vaks,
tanen, seker, nisasta, boya maddeleri, pektin eter, alkol, benzen) olusan bir yapidir. Tiim
bitki ve bitki tiirevli materyaller lignoseliilozik biyokiitleye dahildir. Bitki materyalleri
her bir kimyasal bilesikten degisik oranlarda igermektedir. Tipik olarak biyokiitle, bitki
tiriine gore degisiklik gostermekle beraber %40-55 seliiloz, %24-40 hemiseliiloz ve
%25-36 lignin icermektedir. Lignoseliiloz igerisindeki ekstraktlar ve mineraller kuru
biyokiitlenin agirhi@inin %10’u kadardir (Bridgewater, 1999; Walker, 2010; Ayeni ve
ark., 2015).

Lignoseliilozik biyokiitlenin temel bileseni olan seliiloz, bitkiler tarafindan sentezlenen
temel karbonhidrattir. Bitki hiicre duvarinin temel bilesenidir ve destek materyal gorevi
gormektedir. Bitkiler disinda bazi bakteri, alg ve hayvanlar tarafindan da tiretilmektedir.
Canlida depo polimer gorevindedir, glukozun depo polimeri olan nisastadan farkli
olarak sadece yapisal goreve sahiptir. Gerilmeye kars1 yiiksek dayanikliliga sahiptir

boylece bitki hiicrelerinin ozmotik basinca karst dayanikliligini saglamaktadir.
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Seliilozun yapisinda molekiil i¢i ve molekiiller arast hidrojen baglar1 ve van der Waals
baglar1 bulunmaktadir, bu sebeple kararli bir yapiya sahiptir (Walker, 2010; Chen,
2014).

Seliiloz, glukoz alt birim iinitelerinin, B-1,4 glikozidik baglar ile bir araya gelerek
olusturduklart dogrusal yapida bir polisakkarittir. Komsu glukoz initeleri arasinda 180°
ac1 bulunmaktadir. Dolayisiyla iki glikoz monomerinden meydana gelen, sellobiyoz adi
verilen yapi seliilozun tekrarlayan alt tinitesini olusturmaktadir (Sekil 2.3.) (Chen,
2014).

OH OH OH HO OH
o HO o o’
o] 0
HO OH OH O HO OH OH O
I I I I

sellobivoz

glukoz

Sekil 2.3. Seliilozun yapisi (Chen, 2014)

Seliilozun yikimindan sorumlu enzimler; seliiloz zincirindeki i¢ baglar rastgele kiran
endo-p-1,4-glukanaz (E.C. 3.2.1.4), selilloz polimerinin ucundaki indirgen ya da
indirgen olmayan kisimlara saldiran ekzo- B-1,4-glukanaz (E.C. 3.2.1.91) ve endo ve
ekzo-glukanaz karigiminin ana iiriinii olan seliilobiyozu glikoza doniistiiren 3-glikosidaz

(E.C. 3.2.1.21) olmak tizere ii¢ siifta toplanmaktadir (Horn ve ark., 2012).

Hemiseliiloz, bitki hiicre duvarinda seliiloz, lignin, mineraller ve diger ekstrakte
edilebilir bilesenlerle birlikte hiicre duvarini olusturan, bes ve alt1 karbonlu sekerlerden
olusan bir heteropolisakkarittir. Hemiseliilozlarin temel bileseni ksilandir. Bunun yani
sira D-ksiloz, D-galaktoz, D-mannoz ve L-arabinoz gibi seker monomerlerini ve bu alt
birimlerin farkli baglar ile birleserek olusturduklari glukomannan, arabinogalaktan gibi
yapilar1 icermektedir. Sekil 2.4’de hemiseliillozun yapis1 verilmistir (Motta ve ark.,

2013).
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Sekil 2.4. Hemiseliilozun yapisi (Walker, 2010)

Lignin, bitki hiicre duvarinda seliilloz ve hemiseliiloz yapidan sonra en yaygin bulunan
bilesendir. Bitkilerin yapisinin saglamlagmasina katkida bulunur ve lif olarak
adlandirdigimiz yapiy1 olusturur. Gorevi, bitkide sivi taginmasini diizenlemektir. Bunun
yaninda bitkilerin boyca uzamasinda ve giines 1s1gindan korunmasinda rolii vardir.
Lignin, hemiseliilozlara gesitli yollarla baglanmigtir. Ayn1 zamanda hiicre duvarinda
bulunan bilesenler arasinda hidrolize karst en direngli bilesendir, dogal yollarla
parcalanmasi olmasi olduk¢a zordur. Tamami karmasik, amorf ve ¢ogunlukla fenil

propan yapist i¢eren ii¢ boyutlu polimerlerdir (McCrady, 1991; Goyal ve ark.,2008).
2.5.1. Ksilan

Ksilan, seliilozdan sonra dogada en yaygin bulunan polisakkarittir ve diinyadaki
yenilenebilir organik karbon miktarinin {icte birini olusturmaktadir. Ksilanin ana
omurgast [-1,4-D-ksilopiranosil alt {initelerinden olusmakta ve =zincir iizerinde
glukopiranosil, 4-O-metil-D-glukoranopiranosil, a-L-arabinofuranosil, asetil, feruloil ya
da p-kumaroil gibi yan gruplarin farkli dallanmalari olugsmaktadir. Dallanmanin tiirii ve
derecesi ksilanin bulundugu bitki tiirtine gore degisiklik gostermektedir. Sekil 2.5.’de
tipik bir ksilan omurgasi, olasi dallanmalar ve bu yapiya etki eden ksilanolitik enzimler

gosterilmistir (Kulkarni ve ark., 1999).

Ksilan, farkli bitki tiirlerinde bulunan doku ve hiicrelerde farkli oranlarda
bulunmaktadir. Kuru agirlik olarak, sert odun tiirlerinin hiicre duvarlarinda %15-30,
yumusak odun tiirlerinde %7-10, yillik bitkilerde ise %30’dan az bir oranda
bulunmaktadir. Odunsu  bitkilerden sert odunlarda ksilan, O-asetil-4-O-
metilglukuronoksilan halinde, yumusak odunlarda arabino-4-O-metilglukuronoksilan

halinde ve yillik bitkilerde ise tipik arabinoksilan formunda bulunmaktadir. Sert odun
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ksilan1 150-200 [-ksilopiranoz alt biriminden olusurken, yumusak odun ksilan1 70-130
B-ksilopiranoz alt biriminden olusmaktadir (Motta ve ark., 2013).

MeO

HO a-D-Ghukuronidaz Asalpakin YO
esteraz

mwmw

OH

OH | a-L-Arabinofuranozidaz Endoksﬂanaz
OH
R .

&3
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Sekil 2.5. Ksilanin yapisi ve ksilanin tam hidrolizinden sorumlu enzimlerin etki ettikleri

bolgeler (Shallom ve Shoham, 2003)

Ksilan, gidalarin kaplanmasinda, paketleme filmlerinde ve gesitli biyomedikal tiriinlerin
tiretilmesinde de kullanim alani bulmustur. Yapiskan o6zelliginden dolayr musir lifi
sakizi olarak bilinmektedir. Yapistirici, inceltici ve plastik madde iiretiminde katki
maddesi olarak kullanilmistir. Plastiklerin elastikiyetini, kirilmaya karsi direncini ve
biyobozunmaya duyarliligini artirmaktadir. Boylece doga dostu plastik atiklarin
uretilmesinde etkin olarak rol oynamaktadir. Diger bir uygulamasina ise gida
endiistrisinde emiilsifiye edici ve protein stabilizatorii olarak rastlanmaktadir. Tekstil ve
kagit hamuru endiistrisinde kullanimi1 da mevcuttur (Ebringerova, 2005; Unlii ve ark.,
2009; Silva ve ark., 2012).

2.5.2. Enzimatik Hidroliz ve indirgen Seker Uretimi

Biyokiitle, herhangi bir organizmadan elde edilen islenmeye miisait organik bir
materyal olarak diisiinlilmektedir. Diinyada degerli biyolojik iiriinlere doniistiiriilmeye
miisait genis cesitlilikte ve biiyiik miktarda biyokiitle bulunmaktadir. Hemiseliilozlarin
farkli yontemlerle hidrolizi sonucu ksiloz ve ksilitol gibi {irtinlerin elde edilmesi, onlar1
endistriyel olarak dikkat g¢ekici bir hammadde haline getirmistir (Howard ve ark.,

2003).
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Baslangicta yaygin olarak kullanilan kimyasal metotlarin ¢evreye verdigi zararin
farkedilmesi ve kimyasal sarfiyatinin azaltilmasi amaglanarak, bitkisel atiklarin
biyodoniisim metoduyla hidrolizi gelistirilmistir. Bu yoOntemde, lignoseliilozik
materyaller uygun enzimler katalizér olarak kullanilarak bilesenlerine parcalanmistir.
Enzimatik hidroliz, kimyasal yonteme kiyasla daha 1limli kosullarda ger¢eklesmekte ve
zararli attk  drlinler olusmadigindan ¢evresel sorun teskil etmemektedir.
Hemiseliilozlarin enzimatik hidrolizi ksilanazlarla gergeklestirilmektedir. Ksilanolitik
enzim sistemi, sinerjik olarak ksilana etki ederek ksiloz (indirgen seker), ksilitol ve
ksilooligisakkarit gibi endiistriyel degere sahip lirlinlere doniistirmektedir (Vazquez ve
ark., 2000).

2.6. Enzim Saflastirma

Enzimler, canlilar tarafindan, dogrudan dogal ortama hiicre i¢i ya da hiicre dis1 olarak
salgilanmaktadir. Ancak enzimlerin bu formlariyla endiistriyel ya da bilimsel inceleme
amacli kullanilmalar1 miimkiin olmamaktadir. Bu sebeple oOncelikle safsizliklarin
giderilmesi i¢in kullanim alanina ve enzim ozelliklerine gore farklilik gosteren
saflastirma islemleri uygulanmaktadir. Endiistriyel amacl saflastirmada, ilag endiistrisi
disindaki alanlarda yiiksek saflik beklenmezken yiiksek miktarlarda tiretim amaglanir.

Bunun yaninda saflastirma amaci arastirma ve yapi analizi ise, yiiksek diizeyde saflik

beklenmektedir (Wilson ve Walker, 2010).

Hiicre i¢i yapilan enzim iiretimi durumunda, enzimin saf olarak elde edilebilmesi i¢in
oncelikle hiicre duvar1 parcalanarak diger doku ve organellerin ayristirilmasi
gerekmektedir. Dogrudan kiiltiir ortamima (hiicre dis1) salgilanan enzimlerin
saflagtirilmast i¢in ise ortamda bulunan yabanci maddelerin ve metabolik artiklarin
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Ayrica mikroorganizma tarafindan iiretilen ya da canh
hiicrenin sahip oldugu cok sayida farkli protein ¢esidi icerisinden segilen proteinin
ayristirilmast ¢ogu zaman karmagsik goriinse de genellikle dort ana islem altinda
toplanabilmektedir. Bu islemler ana basliklar halinde sirasiyla Sekil 2.6’da verilmistir.
Saflagtirma yontemi se¢imi proteinin 6zelligine ve saflastirma amacina gore farklilik
gostermektedir. On saflastirma iglemi hemen her saflastirma isleminde benzerlik

gostermektedir. Bu kisim enzimlerin iretildikleri besi yerindeki maddelerden ve
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metabolik artiklardan kabaca ayrildigi basamaktir. Sonrasinda enzim genellikle
kromatografik tekniklerle saflagtirilmaya tabi tutulmaktadir (Dennison, 2010; Errson ve
ark., 2012).

Protein Protein On Kromatografik

liretimi kazanimi saflastirma teknikler

Sekil 2.6. Protein iiretim ve saflastiriimada genel olarak izlenen yol
2.6.1. Proteinlerin Tuz ile Coktiiriilmesi

Protein saflastirmada, yaygin olarak kullanilan ilk adim, amonyum siilfat gibi yiiksek
¢ozuntrlikli bir tuz ile proteinlerin ¢oktirilmesidir. Bu islem, c¢ozeltiye belirli
miktarlarda amonyum siilfat tuzu eklenerek gergeklestirilmektedir. Cozeltiye eklenen
amonyum siilfat, proteinlerin yiizeyinde bulunan hidrofobik gruplar: saran su tabakasin
uzaklastirmaktadir. Boylece, protein-su etkilesimleri ortadan kalkmakta ve hidrofobik
gruplarin etkilesmesi sonucunda ¢okelme meydana gelmektedir (Tuncer, 2008). Sekil
2.7.’de ortama amonyum siilfat eklenmesi ile protein yiizeyinde bulunan gruplarda

meydana gelen degisiklikler gosterilmektedir.

Clo°
a Tuz ilavesi 08 80
+1 °o°
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Sekil 2.7. Amonyum siilfat eklenmesiyle protein ¢6ktiirmesi (Anonim, 2016b)

Kaynagindan elde edilen proteinler ham halde kromatografi kolonuna yiiklemek i¢in
uygun ozellikte degildir. Santrifiij yontemleri ise istenilen berraklikta bir ¢ozelti

olusturmakta yetersizdir. Tuz ile ¢oktirme islemi sirasinda ¢ozeltinin konsantre
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edilmesi ve safsizliklarin giderilmesi ayn1 anda gerceklestirilir. ilk asamada safsizlik
kalintilar1 ¢okeltilir, daha sonra ilgili protein siipernatant icerisinden ¢okertilir. Genel
anlamda kismi ¢oktiirme ve saflastirma islemi olarak kromatografi 6ncesi yaygin olarak

uygulanmaktadir (Errson ve ark., 2012).

2.6.2. Kromatografik Yontemler

Yapilan 6n saflastirma sonucu istenen saflik derecesi elde edilemedigi takdirde, hedef
proteine yonelik daha segici yontemler arastirilir. Bu kisimda karsimiza kromatografik
yontemler ¢ikmaktadir. Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit
digeri hareketli faz olmak tizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi
temeline dayanan bir saflastirma yontemidir. Maddelerin hareketli veya sabit faz ile
olan etkilesimindeki farklilik, sabit faz iizerinde farkli hizlarla hareket etmelerini
saglayarak ayirma isinin ger¢eklesmesini saglamaktadir. Maddeler molekiiler agirlik,
hidrofobisite, polarite, iyon yiikii gibi 6zelliklerine gore farkli kromatografik teknikler
kullanilarak saflastirilabilmektedir (Scott, 2003; Dennison, 2010).

Kromatografinin ayirmada etkili bir yontem oldugu tarihte ilk defa Rus botanikgi
Micheal Tswett tarafindan fark edilmistir. Tswett, kati-sivi kromatografisinin basit bir
uygulamasiyla bir grup bitki pigmentini ayirmay1 bagsarmistir. Bu, bir ¢esit renkle yazi
yazma olarak adlandirilmigtir. Zamanla bu uygulama gelistirilerek bir ¢ok organik ve
inorganik maddenin tespitinde (karbonhidrat, lipit, yag asitleri, aminoasitler, proteinler,
vitaminler), doping testlerinde, kanda, alkol ve zehirli gazlarin tespitinde, sentezlenen
veya ayristirilan maddelerin safliklarinin kontroliinde yaygin olarak kullanilan bir

yontem haline gelmistir (Cam ve Higil, 2008; Dennison, 2010)

2.6.3. Hidrofobik Etkilesimli Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim, polar olmayan maddelere su gibi polar ortamlar tarafindan
uygulanan itme kuvveti olarak tanimlanmstir (Israelachvili, 1992). Hidrofobik

etkilesim kromatografisi, molekiillerin ylizey hidrofobisitelerine gore ayristirildigr bir

yontemdir, molekiillerin suya baglanmaya kars1 gosterdigi direngten faydalanmaktadir.
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Bu yontemde proteinler, hidrofobik gruplardan olusan apolar durgun kat1 faz tarafindan

adsorbe edilerek ayrigtirilmaktadir (Jenissen, 2002; Wilson ve Walker, 2010).

Proteinler, sulu bir ¢ozelti halinde bulunduklarinda, hidrofobik u¢lari, daha 6nce ¢ozelti
icerisinde diizensiz halde bulunan su molekiilleri tarafindan sirali ve diizenli bir sekilde
cevrelenmektedir (Sekil 2.8-a). Ortama tuz eklendiginde, serbest su molekiilleri tuz
molekiillerini ¢evrelemekte ve hidrofobik ligandlarla proteinlerin hidrofobik bolgelerin
bir araya gelmektedir (Sekil 2.8-b). Ilk durumda ortamin diizensizligi azaldigindan
sistem entropisi diismektedir (AS<0). Bu durumun tam tersi diisiiniildiiglinde, bitisik iki
hidrofobik bileseni ¢evreleyen su molekiilleri serbest hale geldiginde, diizensizlik
artmakta ve entropi artmaktadir. Hidrofobik etkilesimler ve proteinlerin hidrofobik
yiizeyde tutunmalari genel olarak bakildiginda termodinamik yasalar g¢ercevesinde,

entropi temelli gergeklesen olaylardir (Shansky ve ark., 1990).

Hidrofobik etkilesimli kromatografi tekniginde yaygin olarak tercih edilen destek
materyalleri, hidrofobik etki kuvvetindeki artisa gore sirasiyla biitil, oktil veya fenil
fonksiyonel gruplarimi igeren c¢apraz bagli agaroz ya da sentetik kopolimer
malzemelerdir (Konak ve ark., 2014). Ayrica, ortamda hidrofobik etkinin saglanmasi
icin tuz molekiillerinin bulunmas: sarttir. Bu amagla hareketli faz olarak hidrofobik
etkiyi artirict ozellikteki PO,¥, SO, CH,COO", NH*, Rb*, K* gibi iyonlar1 igeren
tampon cozeltiler tercih edilmektedir. Kolon icerisinde tutunmus haldeki proteinlerin,
hidrofobik ligandlardan ayrilarak elde edilmesi islemine eliisyon adi verilmektedir.
Bunun i¢in ortamdaki tuz konsantrasyonu diizenli bir sekilde azaltilarak hidrofobik etki
giderilmektedir. Boylece adsorbe edilen proteinler ayristirilmaktadir (Jennisen, 2000;
Jennisen, 2002; Baca ve ark., 2016). Sekil 2.8.’de hidrofobik etkilesimli bir kolonda

bulunan 6rnek ligand ve etkilesim mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.8. Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (a) hidrofobik etkilesimli kolonun temel
yapisi (b) tuz eklenmesiyle hidrofobik etkilesim olusturulmus kolonun yapisi (Mirani ve
Rahimpour, 2015)
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2.6.4. Ultrafiltrasyon

Filtrasyon, bir sivi akimimin igerisinden bir veya daha fazla bilesenin boyut farki
temelinde ayrilmasi iglemidir. Yaygin olarak kati ve birbiriyle karigmayan partikiillerin
stvi ya da gaz akimi igerisinden ayrilmasinda kullanilmaktadir. Membran filtrasyon
teknigi bu uygulamayr gaz ya da sivi karistmi akimlar i¢inde bulunan ¢oziinmemis
katilar1 ayristirma islemine kadar genisletmektedir. Membranin birincil gorevi segici bir
bariyer olusturmaktir. Bu membran bazi bilesenlerin ge¢mesine izin verirken, bazi

bilesenleri yiizeyinde tutmalidir (Cheryan, 1998).

Ultrafiltrasyonda ayiric1 kuvvet basingtir, kiiciik boyutlu parcaciklar ve su molekiilleri
membrandan gegerken membran gozeneginden daha biiyilk boyutlu pargaciklarin
gecmesi engellenmektedir. Membranlar olusumlarina gore dogal ve sentetik, membran
yapisina gore gozenekli ve gozeneksiz, uygulama alanina gére gaz-gaz, gaz-sivi, sivi-
stvi ayirma, mekanizmasina gore adsorbatif, difiizif, osmotik ve inert membranlar
olmak iizere siniflandirilmaktadir. Gilinlimiizde membranlar iretilirken gozenek
biiyiikliikleri belli molekiiler agirhigin altindaki parcaciklarin gegmesine izin verecek
sekilde ayarlanmaktadir. Bdoylece istenen aralikta molekiiler agirliga sahip olan

pargaciklarin filtrelenerek ayrilmasi miimkiin olmaktadir (Cheryan, 1998).
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2.7. Proteinlerin U¢ Boyutlu Yapisimin Belirlenmesi

Proteinlerin yapisinin ve islevlerinin anlasilmasi i¢in {ic boyutlu yapilarinin
¢oziimlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Proteinler katlanarak {i¢ boyutlu hale
geldiginde, proteinin belirli aminoasitleri aktif bolgeyi meydana getirmektedir.
Enzimlerde oldugu gibi bu bélgeler biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilir veya
antikorlarda oldugu gibi 6zglin bir baglanma bdlgesi olusturabilmektedir. Yasamsal
stireclerin molekiiler seviyede nasil isledigini anlamak icin bir proteinin yapisal
detaylariin aragtirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir, yapisal biyolojinin arastirma alani

budur (Blattmann ve Sticher, 2009).

Ug boyutlu yap1 belirlemeye dair ¢alismalara ilk kez Max Perutz tarafindan 1937
yilinda baglanmistir. Perutz doktora konusunu at hemoglobinin yapisinin X-151n1
difraksiyonu ile ¢oziimlenmesi olarak belirlemis ve bu c¢alisma 22 senesine mal
olmustur. Bitis ¢izgisinin ¢ok yakinlarinda, meslektasi John Kendrew, Perutz’dan dnce
hemoglobine benzer fakat 4 kati kadar kiigiik bir yap1 olan miyoglobinin ii¢ boyutlu
yapisini ¢oziimlemistir (Kendrew ve ark., 1958). Hemoglobinin yapisal ¢éziimlenmesi
de cok ge¢ kalmadan tamamlanmistir. Bu gelisme hemoglobinin allosterik etkisinin

anlamasini saglamistir (Perutz ve ark., 1960; Jaskolski ve ark., 2014).

Gegmisten giliniimiize makromolekiillerin {i¢c boyutlu yap1 arastirmasinda elde edilen
basarilar énemli gelismelere onciiliik etmistir. Insan genom projesinin tamamlanmasi
baz1 genetik rahatsizliklara ve bunlarin tedavi edilmesine yonelik c¢ozlimler
tiretmektedir. Proteinleri kodlayan genler tedavi amaciyla ilaglar tarafindan
hedeflenmektedir. Bu proteinlerin fonksiyonlar1 {ic boyutlu yapilar1 tarafindan
belirlendigi i¢in protein yapisinin detayli bir sekilde anlagilmasi, teropatik yaklagimlar
ve protein mithendisliginin geligsmesi agisindan oldukga 6nemlidir (Chayen, 2004; Lamb
ve ark., 2015).

Uc boyutlu yap:1 arastirmasi amaciyla, Oncelikli olarak proteinlerin, bulunduklari
kaynaklardan elde edilerek ¢ok iyi derecede saflagtirilmasi ve sonrasinda kristalografi
icin her bir boyutu 0,1 mm’den biiyiik ve yiliksek diizenli molekiiler yapiya sahip
kristallerin tiretilmesi gerekmektedir (Whitford, 2005).
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2.7.1.Kristal Sistemleri

Kristal yapidaki maddeler uzay boslugunda diizenli ve siirekli tekrar eden birim
hiicrelerden olugsmaktadir. Birim hiicrelerdeki atomlarin pozisyonlar1 x, y ve z eksenleri
kullanilarak gosterilmektedir. Birim hiicrelerin uzayda farkli agilarda konumlanmasiyla
olusan diizenli yapilar ise kristal kafesi olarak adlandirilmaktadir. Kristal yapilar diizenli
yapiya sahip lic boyutlu bloklarin sonsuz sayida tekrarini i¢cermektedir (Whitford,
2005).

Dogada yedi gesit kristal sistemi mevcuttur. Bunlar; kiibik, hekzagonal, rombohedral,
tetragonal, ortorombik, monoklinik ve triklinik Kristal sistemleridir (Sekil 2.9). Tim
sistemler a, b ve c vektoriindeki parcacik konumlanmasina gore smiflandirilmistir.
Hiicreler vektorler arasindaki agiya gore de a, B, ve y olarak tanimlanir (Burzlaff ve

Zimmermann, 2006) (Sekil 2.9).

19. yiizyilda Auguste Bravais birim hiicrelerin ii¢ boyutlu uzay boslugunda farkli
konumlanmalarin1 fark etmistir. Sonradan “Bravais Lattice’’ olarak adlandirilan 40

farkli kafes sekli bulunmaktadir (Burzlaff ve Zimmermann, 2006) (Sekil 2.10).

Kiibik Tetragonal Ortorombik
(a=b=c) (a=b=c) (azb=c)

Trigonal ‘
Monoklinik

(a=b=c),
-

Hekzagonal
(a=bxc) “

(azb=c)

Triklinik

(azb=c)

Sekil 2.9. Kristal sistemleri (Anonim, 2007)
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Sekil 2.10. Ug boyutlu Bravais Lattice sekilleri (Rana, 2009)

2.7.2 Kristalizasyon i¢in Ornek Hazirlama (On Kristalizasyon)

Kristalizasyon islemine baslanmadan once protein drneginin kristalize olmaya uygun
Ozellikte olup olmadiginin anlagilmasi igin birtakim testler uygulanmaktadir. Protein
orneginin konsantrasyonu kristalizasyon icin ©nemli bir parametredir. Ornek
konsantrasyonu fazla yiiksek oldugunda amorf c¢okelti olusumuna, fazla diisiik
oldugunda ise seffaf damla olusumuna neden olmaktadir. Cokelme ve bos damlacik
gorlintiisii  kristal tarama isleminde olduk¢ca sik karsilasilan fakat istenmeyen

sonuglardir. On kristalizasyon testinin yapilma amaci; istenmeyen sonuglarla karsilasma
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oranini azaltmak ve bdylece mevcut protein 6rneginden en verimli sekilde kristal elde

edilmesini saglamaktir (Anonim, 2016c¢).

Kristalizasyonda verimli sonug alinabilmesi i¢in konsantrasyonun yani sira proteinin
safligr da 6nemli bir parametredir. Kristalizasyon deneyine baslanmadan once protein
orneginde bulunan toz, denatiire protein pargaciklari, kolondan gelen kati dolgu
maddeleri gibi kat1 safsizliklarin giderilmesi gerekmektedir. Bunun igin santrifiij ya da

filtrasyon islemleri uygulanmaktadir (Ducruix ve Giege, 1992).

2.7.3. Protein Kristalizasyonu ve Kristalizasyonda Kullanilan Teknikler

Kristalizasyon temelde bir faz ge¢isi olgusudur. Kristalografide en énemli teknik olan X
1511 kristalografisi, tamamiyla yiiksek diizende kristal ihtiyacina bagimlidir. Ancak
uygun kristallerin {iretimi hala kristalografi i¢in limitleyici basamak olarak
goriilmektedir. Bunun sebebi, ¢abalarin biiyiik ¢cogunlugunun deneme yanilma yoluyla
gerceklesen kristal tarama islemine kanalize edilmesidir. Esasen ¢aligmalar esnasinda
protein kristaline siklikta rastlanmaktadir. Esas sorun bunlarin kullanigh kristallere
donustiirtilmesidir. Bazi proteinler kolayca kristalize olurken bazilarinin 1srarla kristal
tiretmeyi reddetmesinin sebebi halen tam olarak anlagilmamaktadir. 20. yiizyilda
biyokimyada meydana gelen Onemli yeniliklerin birgogu protein yapisinin
¢Oziimlenmesine Onciiliik eden metotlarin gelisimiyle gerceklesmistir. 1980’lerde,
arastirmacilar kristal olusturma isini bilime doniistiirerek ‘Kristalojenez’ ismini
vermisglerdir. Kristalizasyon isleminin temel prensibini anlamak ve kristal gelisimine
dahil olan biyokimyasal ve fiziksel degiskenlerin kantitatif bir sekilde dl¢giilmesi lizerine

calismalar yapilmistir (Chayen, 2004).

[k protein kristalizasyonu (iireaz enzimi) James Sumner tarafindan 1926 yilinda rapor
edilmistir. Enzimlerin kristalize edilebilecegini kanitlayan bu bulusu ona 1946 yilinda
Nobel kimya o6diiliinii kazandirmistir. Bunu takiben 1930 yilinda pepsin enzimi John

Northrop tarafindan kristalize edilmistir (Whitford, 2005; Jaskolski ve ark., 2014).
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Molekiillerin ya da protein iceren kimyasallarin kristalize forma ge¢mesi birbirini takip
eden iki farkli agsamada gerceklesmektedir. Bu basamaklar ¢ekirdeklenme ve kristal
gelisimi olarak adlandirilmaktadir. Cekirdeklenme asamasi teorik ve deneysel agidan en
zor kisimdir ¢ilinkii molekiillerin diizensiz fazdan diizenli hale gecisi ilk olarak bu
basamakta gergceklesmektedir. Molekiillerin kristalize forma gegebilmesi igin siiper
doygunluga ulagmis olmalar1 gerekmektedir. Siiper doygunlugun saglanmasi ise
¢Oziiciiniin yavas bir sekilde buharlagsmasi ya da ortam parametrelerinin degistirilmesi
ile gerceklestirilmektedir. Oncelikle molekiiller kismen diizenli forma geger (yar1 kararli
bolge), tim molekiillerin diizenli forma gectigi durum ise kritik g¢ekirdeklenme
noktasidir (McPherson, 2004). Rasyonel bir sekilde kristal gelisiminin saglanabilmesi
icin ¢Oziiniirlik faz diyagraminin c¢oziimlenmesi gerekmektedir. Coziniirlik faz

diyagraminin genel gosterimi Sekil 2.11°de verilmistir (Ducruix ve Giege, 1992).

Makromolekiillerin ~ kristal gelisim mekanizmas1 ¢ekirdeklenmeye gore daha
anlasilabilir bir mekanizmadir. Protein kristallerinin gelisimi, prensip olarak klasik
dislokasyon mekanizmasiyla gerceklesmektedir. Gelisim iki ya da nadiren ii¢ boyutlu
cekirdeklenmeyle olmaktadir. Kristalin gelisiminin devam etmesi i¢in ortamin
termodinamik olarak durgun olmayan bir halde olmas1 gerekmektedir. Bunun yani sira
makromolekiiliin ¢ozlniirliigli de kristal gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Kristalizasyon ¢ozeltisinin igindeki makromolekiillerin tiilkenmesi ya da ortam

kosullarinin bozulmasi kristal gelisiminin kesilmesine neden olmaktadir (McPherson,
2004).

Protein kristallerinin kristalografi i¢in uygun sekilde iiretilmesi iki basamakta
gerceklesen bir islemdir. Bunlar ilk kristal kosullarinin belirlenmesi ve bu kosullarin

optimizasyonudur.
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Sekil 2.11. Coziiniirliikk faz diyagrami (Gavira, 2016, degistirilmistir.)

2.7.4. Tk Kristal Kosullarinin Belirlenmesi

Kristal iiretiminde ilk basamak kristal verimliligi saglanan kimyasal, biyokimyasal ve
fiziksel baslangi¢c kosullarinin belirlenmesidir. Bu amacla organik ¢oziiciiler, tuzlar, pH
ve sicaklik gibi kristal sekillenmesini etkileyen fiziksel ve kimyasal kosullar genis bir
aralikta degistirilerek taranmaktadir. Bu islemler ilk asamada biiyiik risk
olusturmaktadir ¢ilinkii baz1 proteinlerin kristal forma ge¢mesi uzun zaman ve ugras

gerektirmektedir (McPherson, 2004).

Kristalizasyon islemi i¢in yiiksek saflikta bir proteine ve uygun bir ana ¢oziiciiye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢ozeltiler kristal olusumu i¢in gerekli tuz, tampon, organik ¢oziicli
gibi bir takim bilesenleri igermektedir ve kristallenme proteinle ana ¢dzeltinin
birlesmesiyle gerceklestirilmektedir. Bu noktada farkli kristal olusturma teknikleri
vardir. Bunlardan en yaygin kullanilanlar; kesik, sivi-sivi difiizyon, buhar diflizyonu

yontemleridir (Drenth, 1999; Rupp, 2015).

Bu caligmada kristalizasyon icin buhar difiizyonu yontemi kullanilmaktadir. Bu

yontemde kristalize edilmesi amaglanan makromolekiilii iceren damlacik, damlaciktan
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daha yiiksek konsantrasyonda tampon, kristalizasyon ajani ve katki maddeleri iceren bir
cozeltiye karst buhar diflizyonu yontemiyle dengelenmektedir. Dengelenme isi ugucu
bilesenlerin boslukta difiize olmasiyla gerceklesmektedir ve rezervuar igerisindeki
buhar basinci her noktada esit oluncaya kadar devam etmektedir. Damlacikta bulunan
bilesenlerin konsantrasyonu ¢ozeltiye gore daha diisiik oldugundan su molekiillerinin
taginim1 damlaciktan rezervuara dogru olacaktir. Boylece damlacigin hacmi kiigiilecek,
tiim bilesenlerin konsantrasyonu artacaktir. Stiper doygunluga ulasilarak kristallenme
i¢cin uygun kosullar olusturulacaktir. Buhar basinci sudan yiiksek olan tiirden bir ¢ozelti
icin ise su molekiillerinin taginimi rezervuardan damlaciga dogru olacaktir. Bu tiir ters

taginimli sistemler yaygin kullanilmamaktadir (Gavira, 2016).

Buhar diflizyonu yonteminin ti¢ farkli uygulamasi bulunmaktadir. Bunlar; oturan damla,
asili damla ve sandvi¢ damla buhar difiizyon yontemleridir. Sekil 2.12°de bu

yontemlerin uygulanmasi gosterilmektedir.

kormvucn izole film kormvucn izole film konmucn izole film

| i il
= 7 L1

) ' lmstal HD I Sy

H:0

Sekil 2.12. Buhar difiizyon teknikleri, (a) asili damla, (b) oturan damla, (C) sandvi¢ damla
(Anonim, 2005)

(©)

2.7.5. Kristalizasyon Kosullarimin Optimizasyonu

Kristal verimliligi elde edilen kosul belirlendikten sonra optimizasyon islemine
gecilmektedir. Optimizasyon kristal {iretim isinin ikinci basamagini olusturmaktadir. Bu
kisimda baslangi¢ kosullar iizerinde sistematik degisiklikler yapilarak daha fazla sayida
ve kristalografi i¢in daha uygun kalitede kristaller elde edilmesi amacglanmaktadir

(McPherson, 2004).
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Cekirdeklenmenin  gercgeklestigi  kosullarin  belirlenmesi ~ deneysel  olarak
gerceklestirilmektedir. Ayni kosulun tekrarlanmasi zor oldugundan daha Onceden
tiretilmis kristallerden tohumlama teknigiyle yeni kristal tiretimi yapilabilmektedir.
Hazir bir kristalin parcalanmasiyla elde edilen kristal pargaciklari, tagindiklari damlacik
icerisinde bulunan serbest protein molekiillerinin bir araya gelmesini saglayan bir model
teskil etmektedir. Boylece c¢ekirdeklenme fazi atlanarak dogrudan kristal gelisim fazi

gerceklesmektedir (Ducruix ve Giegé, 1992).

2.8. Proteinlerin Kristal Yapilarinin Analizi i¢in Kullanilan Teknikler

Protein molekiillerinin atomik seviyede ¢oziimlenmesi i¢in karbon, azot ve oksijen gibi
atomlarin birbirlerine gore pozisyonlariin belirlenmesi gerekmektedir. Bu dizilimlerin
biiyiik bir ¢cogunlugunun belirlenmesiyle proteinlerin atomlardan olusan kompleks bir
fotografi olusturulmaktadir. Bu fotografin olusturulmasi amaciyla, elde edilen protein
kristallerini analiz etmek icin kullanilan ii¢ temel teknik vardir. Bunlar elektron
mikroskopisi, niikleer manyetik rezonans (NMR) ve X-i1sim1 yontemleridir (Whitford,
2005).

2.8.1. Elektron Mikroskopisi

Elektron mikroskopisi, biyolojik proseslerin anlasilmasi ve makromolekiillerin
yapilarmin belirlenmesinde kullanilan metotlar arasinda kullanim yayginlig1 acisindan
ticiincii sirada yer almaktadir. Bu yontemde makromolekiillerin iki boyutlu goriintiileri

elektron yogunlugu sayesinde belirlenmektedir.

Elektron mikroskobuyla yapilan ilk calismalarda, molekiiller agir metaller igeren
boyalarla  boyanarak  gorlintilenmeye  hazirlanmaktaydi  ancak  bu  islem
biyomolekiillerin yapisina zarar vermekteydi. Taylor ve Glaeser 1974 yilinda 100 K
sicaklikta, hidrate katalaz enzimi kristalleri iceren dondurulmus ince filmlerden elektron
difraksiyon verileri elde etmislerdir. Boylece kriyoelektron mikroskopisi diye
adlandirilan  biyolojik makromolekiillerin yapisinin  bozulmadan incelenebildigi

alternatif bir yontem gelistirilmistir. Ayn1 zamanda kii¢iik miktarda 6rnek hazirlanmasi
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ve biliylik makromolekiillerin incelenmesine olanak saglamasi bu yontemin diger
avantajlarin1 olusturmaktadir. Kriyoelektron mikroskopisiyle elde edilen goriintiiler X-
1511 difraksiyonu ya da niikleer manyetik rezonans ile elde edilen goriintiilerle
karsilastirilamamaktadir. Ancak diger yontemlerle incelenemeyen makromolekiiller igin

bu yontem kullanilmaktadir (Whitford, 2005).

2.8.2. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi

NMR spektroskopisi, protein yapisinin belirlenmesinde X 1511 kristalografisinden sonra
en yaygin kullanilan metottur. Atom c¢ekirdeginin c¢evresi manyetik moment ve
spinlerden olugmaktadir. NMR spektroskopisinde, gii¢lii ve homojen yapidaki manyetik
bolgeye, coziinmiis halde ornekler yerlestirilerek manyetik sinyaller elde edilmektedir.
Bu sinyaller siiper iletken maddeler kullanilarak 4 kat giiclendirilmekte ve sistemden
cikan sinyaller dedektorle tespit edilmektedir. Zamanin bir fonksiyonu olarak elde
edilen bu sinyaller Fourier donilistimii yardimiyla frekans-genlik baglantisina
cevrilmektedir. Boylece molekiildeki atomlar aras1 mesafeler belirlenerek molekiillerin
tic boyutlu yapisi ¢oziimlenmektedir. Bu deneysel islemler 3-4 giin siiresince devam
etmektedir. Bu yoOntemin dezavantaji, proteinlerin bu silire igerisinde bozunarak
stabilitesini kaybetmesidir. Ayrica bu yontemde molekiiler agirligi 20 kDa’dan kiigiik
olan molekiilerin yapis1 analiz edilebilmekte, daha biiyiik molekiillerin analizi ise baska

yontemleri gerektirmektedir (Whitford, 2005; Schanda ve Ernst, 2016).

2.8.3. X-Isim Difraksiyonu

X-1sinlan yiiksek enerjili elektronlarin yavaglatilmas: veya i¢ yoriingelerde gerceklesen
elektron gecisleriyle olusan elektromanyetik dalgalardir ve dalga boylar1 0,1-100 A
arasinda degismektedir. X-1s1m1 difraksiyonu yontemi, Kristalize formdaki maddelerin
kendine 6zgili atomik dizilimlerine bagli olarak X-isinlarini karakteristik bir sekilde
yansitmasi esasina dayanmaktadir. X-isinlart kristalin {izerine geldiginde, molekiiliin
yorlingelerinde bulunan elektronlar tarafindan sogurulmaktadir. Enerjisi yiikselen
elektronlar yiiksek enerji seviyesinden diisiik enerji seviyesine taginmakta ve bu esnada

etrafa X-iginlar1 yayinlamaktadir. Kristalden sagilan bu 1sin demetlerinin agilar1 ve
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genlikleri Olgiilerek kristaldeki elektron yogunlugunun ¢ boyutlu goriintiisi

belirlenmektedir (Ducruix ve Giegé, 1992; Gandhi ve ark., 2013).

Tipik difraksiyon modelinde protein Kristalinin monokromatik X-isinlariyla temasi
binlerce noktacik ya da yansimayla sonu¢lanmaktadir. Bu noktalar kristalografinin ham
datalaridir ve hiicre biriminde bulunan tiim atomlar tarafindan olusturulmaktadir.
Difraksiyon modelinin tamaminin analizi ile elektron yogunluk haritasi olusturulmakta

ve boylece atomlarin pozisyonlari desifre edilebilmektedir (Whitford, 2005).

X-1ginlarmin kristal yapidaki difraksiyonu kristalografinin erken tarihlerinde William
Lawrence Bragg tarafindan agiklanmig ve tarihe Bragg Kanunu olarak gegmistir. Buna
gore X-151m1 difraksiyonu, X-151m1 demetlerinin kristal kafesteki diizlemlerle kesistigi
noktalardan yansimasi anlamina gelmektedir. Difrakte edilen 1s1nin yonii kristal kafes
diizlemi tarafindan belirlenir yani yansiyan 1smin yogunlugu birim hiicredeki atomik
diizenlemeye baghdir. Bragg Kanunu’nun en basit matematiksel ifadesi n.A=2.d.sin0
seklindedir. Burada difraksiyon sabiti n, 15181n dalga boyu A, diizlemler arasi uzaklik d,
kirilma agisi1 ise 0 olarak ifade edilmistir. Sekil 2.13’te X-1511 difraksiyonunun Bragg
kanunlarina gore aciklamasi gosterilmistir (Bragg ve Bragg, 1913; Drenth, 2002).

gelen X-15mlan vanstyan X -i5mnlar
0.
l o o o & @
e © o & @
d
® & 0 ¢ o o o

Sekil 2.13. Bragg Kanunu (Whitford, 2005)

X-1ginlarinin  Giretimi laboratuvar kosullar1 altinda yapilabilmektedir. Katotla anot
arasinda uygulanan yiiksek gerilim sayesinde anota gonderilen elektronlar
hizlandirilarak X-1ginlar1 {retilmektedir. Monokromatizasyon, radyasyonu absorbe
etmis ince metal bir folyo ya da grafit metali kullanilarak gergeklestirilebilmektedir.

Bunun yani sira anot olarak belirlenen metal levha kendi etrafinda dondiiriilerek daha
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parlak 151n kaynagi elde edebilmek miimkiindiir. Proteinlerle yapilan ¢alismalarda genel
olarak bakir kullanilmakta ve 1sin dalga boyu ise 0,1542 nm olarak belirlenmektedir
(Metzler ve Metzler, 2001; Whitford, 2005).

Bu yontemlere ek olarak elektron demeti bir miknatis ile biikiilerek alternatif bir X-151m1
kaynag tretilir. Sinkroton radyasyon olarak bilinen bu yontemde diger yontemlere
kiyasla ¢ok daha yogun X-1sinlar1 iiretilmesi miimkiindiir. Uretilen 1sinlarin dalga boyu
spektrumu 0,05-0,3 nm araliginda devam etmektedir ve bu diisiik dalga boyu kullanim1

kristalin X-1ginlariyla temas 6mriinii uzatmaktadir (Whitford, 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Mikroorganizma ve Fermantasyon Kosullar:

Dr. Leo de Graaf (Wageningen Universitesi, Hollanda) tarafindan saglanan Aspergillus
terreus NRRL 1960, patates-dekstroz agar ortamina ekilmis ve petrilerde 4 giin boyunca
35°C sicaklikta sporlandirilmistir. Daha sonra 90,9 NaCl c¢ozeltisi kullanilarak

petrilerden stok spor toplanmustir.

Kullanilan 6n kiltiir ortam1 25 g/L glukoz, 5 g/L MgSQO,.7H,0, 0,4 g/L NaCl, 0,1 g/L
KH,PO,, 2,0 g/L NH4NO3, 0,5 g/L musir surubu igerigine sahiptir. Konsantrasyonu 10’
spor/mL olan stok spor ¢ozeltisinden 6n kiiltiir ortamu igerisine ekilmis ve kiiltiir 24 saat

boyunca 35°C sicaklik ve 175 rpm ¢alkalama hizi kosullarinda inkiibe edilmistir.

Ana kiltiir ortam1 0,5 g/L musir surubu, 5 g/L MgSO,.7H,0, 3 g/L NH4NO3, 0,4 g/L
NaCl, 0,033 g/L ZnSO4H,O, 0,5 g/L KH,PO, 1 g¢/L CaCl.2H,O, 0,06 g/L
CuS04.5H,0 igerigine sahiptir. Ana kiiltiir i¢erisine daha dnceden 6giitiilerek 2 mm’lik
elekten gegirilmis misir kocani (50 g misir kogani/L) karbon kaynagi olarak eklenmistir.
Ana ve 6n kiiltiir ortam bilesenleri Ek 1°de verilmistir. On kiiltiir ¢dzeltisi, ana kiiltiir
igerisine hacimce %20 oraninda inokiile edilmistir. Ana kiltiir, 35°C sicaklik ve 175
rpm ¢alkalama hiz1 kosulunda calkalamali inkiibatorde inkiibe edilerek enzim {iiretimi
gerceklestirilmisgtir.  Enzim aktivitesinin, fermantasyonun 7. giiniinde en yiiksek
seviyeye ulastigi goriilmiistiir. Ana kiiltiir, kaba filtre kagidiyla siiziilmiis ve 5000 g’de
santrifiij edilerek yabanci partikiiller uzaklastirilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen

slipernatant, ham enzim soliisyonu olarak ¢alismalarda kullanilmistir.

3.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi, dinitrosalisilik asit (DNS) yontemiyle belirlenmistir (Miller, 1959).
Enzim aktivitesi belirlenmesi i¢in substrat olarak 50 mM pH 7,0 sodyum fosfat
tamponuyla hazirlanan %1°lik (a/h) hus agaci ksilant kullanilmistir (Bailey ve ark.,
1992). Daha 6nceden termal dengeye gelmis 40°C sicakliktaki 6 mL ksilan ¢ozeltisi ile

600 pL enzim soliisyonu 40°C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde karistirilmistir.
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Uygun zaman araliklarinda reaksiyon ¢ozeltisinden 600 uL. 6rnek alinmis ve 1,5 mL
DNS ¢ozeltisi ile karistirilarak enzim aktivitesi durdurulmustur. Ornekler 5 dakika
kaynatilarak renk degisimi saglanmistir. Orneklerin absorbansi 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Miller, 1959). DNS ¢6zeltisinin icerigi Ek 2’de

verilmigtir.

Ksiloz konsantrasyonu 40-160 ug/mL olan 150 pL hacimli ksiloz ¢ozeltileri, 1,5 mL
DNS c¢ozeltisiyle karistirtlip 5 dakika kaynatildiktan sonra 540 nm dalga boyunda
absorbanslar1 Sl¢lilmistiir. Konsantrasyon-absorbans egrisi ¢izilerek ksiloz standardi
olusturulmus (Ek 3) ve bu egrinin egimi kullanilarak Esitlik 3.1 yardimiyla ksilanaz

aktivitesi hesaplanmistir.

Ksilanaz aktivite grafigi egimi(Abs/s) x 60 x Seyreltme faktori x 11
Ksiloz standart grafigi egimi (Abs/(ng/mL)) x 150,13 x (ug/umol)

Ksilanaz Aktivitesi (IU/mL) =
(3.1)

Esitlikte;

IU: umol ksiloz dakika™

60: Saniye/dakika gevirme faktorii (s/dakika)

Seyreltme faktorii: Enzimin seyreltilme orani

11: enzimin reaksiyon karigimindaki (10 mL substrat + 1 mL enzim) seyrelme orani

150,13: Ksilozun molekiil agirligini (ng/pmol) ifade etmektedir.

3.3. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu belirlenirken Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford, 1976)
(Ek 4). Sigir serum albiimin standart olarak kullanilmistir. Analizde kullanilacak
Bradford reaktifi 0,1g/L Commassie Brillant Blue G-250, %5 (h/h) etanol ve %10 (h/h)
%85°lik fosforik asit icermektedir. Olgiim yapilacak &rneklerden tiip igerisine 50 pL
hacminde konulmus, lizerine 1,5 mL Bradford reaktifi eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Absorbans degerleri (595 nm) Ol¢iilmiis ve standart egri
kullanilarak protein konsantrasyonu hesaplanmistir. Protein miktarinin belirlenmesinde

uygulanan metot Ek 4’te ayrintili bir sekilde verilmistir.
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3.4. Enzim Saflastirma Cahsmalar

Enzim saflastirma calismalari ii¢ asamada gergeklestirilmistir. {1k olarak, 7 giin boyunca
inkiibe edilen siv1 kiiltiir kaba filtre kagidiyla siiziilmiis ve elde edilen ham enzim
sollisyonuna amonyum siilfat eklenerek ¢oktiirme islemi yapilmistir. Sonraki asamada
hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisi uygulanmistir. Son olarak ultrafiltrasyon ve

konsantrasyon yapilarak saf ve konsantre ksilanaz elde edilmistir.

3.4.1. Amonyum Siilfatla Coktiirme

Coktiirme igin uygun amonyum siilfat doygunluk oraninin belirlenmesi amaciyla buz
banyosunda %40-60 (a/h) araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapilmistir. Ham
enzim soliisyonuna amonyum siilfat tuzu yavasg¢a eklenmis, 1 saat boyunca buz banyosu
icerisinde ¢oOktiirme islemi gerceklestirilmigtir. Coktiirme islemi uygulanan enzim
soliisyonu 10,000 g’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant kismui atilirken, elde
edilen ¢okelekler 50 mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0) c¢oziilerek sonraki

saflastirma agamasina gecilmistir.

3.4.2. Hidrofobik Kolon Kromatografi

Enzim saflastirma islemi hizli sivi kromatografi (FPLC) sistemi olan Akta Prime
(Amersham Biosciences, isve¢) kullanilarak hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisi
teknigiyle gerceklestirilmistir. Saflastirma kolonu olarak HilLoad 16/10 Phenyl
Sepharose High Performance (Amersham Biosciences, Isveg) kolonu kullanilmistir.
kolon &zellikleri ek olarak verilmistir (Ek 5). Kolon 50 mM sodyum fosfat tamponuyla
(pH 7,0) 3 mL/dk akis hiziyla dengelenmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi sonucu
elde edilen enzim sodyum fosfat tamponu (pH 7,0) igerisinde ¢oziilmiis ve son
konsantrasyonu 1 M olacak sekilde kati NaCl eklenerek 3 mL/dk akis hiziyla kolona
yiiklenmistir. Enzim 300 mL sodyum fosfat (50 mM, pH 7,0) tamponu ile 300 mL
elisyon (1-0 M) yapilarak 6 mL’ lik fraksiyonlar halinde elde edilmistir. Kolona
yiiklenecek tiim sivilar safsizliklarin giderilmesi amaciyla 0,22 pum’lik membrandan

gecirilmistir.
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3.4.3. Ultrafiltrasyon ve Konsantrasyon

Hidrofobik etkilesimli kolondan ¢ikan ve yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip oldugu
belirlenen fraksiyonlar bir araya getirilerek ultrafiltrasyon asamasina gegilmistir.
Ultrafiltrasyon islemi 50 mL hacimli (Millipore-Amicon, ABD) karistiricilt
ultrafiltrasyon hiicresinde gerceklestirilmistir.  Ultrafiltrasyon i¢in 30 kDa’luk
(Millipore-Amicon, ABD) ultrafilltrasyon membran diskleri kullanilmistir. Birinci
basamakta enzim soliisyonu 30 kDa gegirim sahip membrandan basing yardimiyla filtre
edilmistir. Elde edilen filtrat 3 kDa gecirimli santrifiij konsantrator kullanilarak
konsantrasyon islemine devam edilmistir. Bu iki asamali teknik sayesinde 3-30 kDa
araliginda Dbiiyiikliige sahip protein molekiilleri ultrafiltrasyon hiicresinde elde
edilmistir. Kristalizasyonda kullanilacak oOrneklerin son konsantrasyonlari 500 pL

hacimli ve 3 kDa gecirimli konsantratorlerle ayarlanmistir.

Her bir saflastirma adimindan sonra verim, spesifik aktivite ve saflastirma kat1 “Esitlik
3.2, 3.3, 3.4” kullanilarak hesaplanmaistir:

Toplam enzim aktivitesi

Verim (%) = 100 (3.2)

Baslangictaki toplam aktivite

Spesifik enzim aktivitesi

Saflastirma Orani (Kat) = — — (3.3)
Baslangigtaki spesifik enzim aktivitesi
L . .. . 1U Toplam enzim aktivitesi (IU
Spesifik Enzim Aktivitesi (—) = P — o) (3.4)
mg Toplam protein miktart (mg)

3.4.4. Poliakrilamit Jel Elektroforezi ile Saf Enzimin Goriintiillenmesi

Her saflastirma asamasinda elde edilen enzimlerin igerdigi proteinlerin goriintiilenmesi
amactyla sodyum dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforez (SDS-PAGE) sistemi
Laemmli (1970) metoduna gore ¢alisilmistir. Elektroforez islemi Mini-Protean Tetra
Cell (Biorad, Almanya) sistemi ile gergeklestirilmistir. Alt jel ve st jel sirasiyla %12-
14, %7 akrilamid/bisakrilamid konsantrasyonunda hazirlanmistir (Ek 6).
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Belirte¢ olarak molekiil agirligi 1,7-40 kDa olan proteinler i¢eren, Spectra Multicolor
Low Range Protein Ladder (Thermo Fisher Scietific, ABD) kullanilmistir.

Jel boyama islemi i¢in Coomassie Brilliant Blue G-250 %0,1 (a/h), %50 (h/h) metanol
%12 (h/h) asetik asit icerigine sahip bir boyama ¢ozeltisi hazirlanmistir. Jeller bu
cozeltide yaklasik 12 saat bekletilmis, ardindan %30 (h/h) metanol, %7 (h/h) asetik asit
icerigine sahip ¢ozelti igerisinde boya giderme islemi gerceklestirilerek protein bantlari
goriintiilenmistir. Ry (striiklenme faktorii) hesaplanarak enzimin molekiil agirhig

belirlenmistir.

3.5. Protein Kristalizasyonu Calismalari

Kristalizasyon agamasi protein kristalografi calismalari i¢in en Onemli asamalardan
biridir. Bu asamada, Kkristalografi c¢aligmalarinda kullanilacak kalitede kristaller
iiretilmesi amaglanmaktadir. Kristalizasyon islemi ii¢ asamadan olusmaktadir. Bunlar;
on kristalizasyon, kristal olusumu i¢in uygun kosullarin taranmasi ve kristalizasyon
kosullarinin optimizasyonudur. Tiim asamalarda kristal gézlemleri mikroskop Leica EC
3 (Leica, Almanya) mikroskop ile yapilmistir. Kristallerin bilgisayar ortaminda
goriintiilenmesi ve Olgeklendirilmesinde LAS EZ (Leica Microsystems Framework)
programi kullanilmistir. Kristal boyutlarina gore farkli oranlarda yakinlastirma yapilmis

ve kristal boyutlar1 goriintiiler lizerinde belirtilmistir.

3.5.1. On Kristalizasyon Islemleri

On kristalizasyon islemi, protein &rneginin kristalizasyon igin uygun saflik ve
konsantrasyonda olup olmadigint anlamak i¢in yapilmaktadir. Saflasgtirma ve
konsantrasyon islemleri sonucu protein konsantrasyonu belirlenen ksilanaz enzimi ile
on kristalizasyon islemi yapilmistir. Bu asamada Hampton Research (ABD) on
kristalizasyon test kiti kullanilmistir. Yontem olarak asili damla buhar difiizyonu
kullanilmistir. Protein konsantrasyonu 0,5 ve 1 mg/mL olarak ayarlanan enzim 6rnekleri
kullanilmistir. On kristalizasyon islemi i¢in, 22 mm capinda ve 3,5 mL hacminde 24
adet goze sahip seffaf kristalizasyon plakalar1 ve asili damlanin olusturulacagi 22 mm

capta dairesel cam plakalar kullanilmistir.
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Kullanilan 6n kristalizasyon test kiti, protein drneginin kritalizasyon i¢in uygun saflik

ve konsantrasyonda olup olmadigini belirlemeyi saglayan, tuz, alkol ve tampon gibi

bilesenler iceren ve steril olarak filtrelenmis reaktiflerden olusmaktadir. Al, A2, B1 ve

B2 olarak adlandirilmis 4 farkl reaktifin igerigi Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. On kristalizasyon asamalarinda kullanilan reaktiflerin formiilasyonlari

Reaktif | Igerik

Al 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 2,0 M amonyum siilfat

A2 0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 1,0 M amonyum siilfat

B1 0,1 Tris-HCI pH 8,5; 0,2 M magnezyum kloriir 6-hidrat; %30 (a/h)
polietilen glikol 4000

B2 0,1 M Tris HCI pH 8,5; 0,2 M magnezyum kloriir 6-hidrat; %15 (a/h)
polietilen glikol 4000

Baslangicgta on kristalizasyon islemi A1 ve A2 kullamlarak gerceklestirilir. Islemin 30.

dakikasinda ve 24. saatinde mikroskopla yapilan gozlemlerde, 6rnegin konsantrasyonu

3 mg/mL’dan diisik olmasmma ragmen yogun amorf ¢okelti ya da berrak damla

gbzlemlenirse ayn1 drnekle B1 ve B2 reaktifleri kullanilarak 6n kristalizasyon islemi

tekrarlanmaktadir. Elde edilen goriintiiler test kitinin kilavuzunda verilen Oneriler

(Cizelge 3.2) dogrultusunda yorumlanmastir.

Cizelge 3.2. On kristalizasyon sonuglar1 ve éneriler

Al/B1 Reaktifi

A2/B2 Reaktifi

Sonuglari Sonuclari Oneri
Yogun amorf Yogun amorf -- . L . .
ookelti ookelti Ornek 1:1 seyreltilip 6n kristalizasyon islemi yapilir
Berrak Berrak Qmek ha(;ml yartya 1nd1r||ecek sekilde konsantre edilip
On kristalizasyon islemi yapilir
Hafif graniillii o . . o
ookelti Berrak Kristalizasyon islemine gecilebilir
Hafif graniillii L . . o
Berrak cokelti Kristalizasyon iglemine gegilebilir
Yogun amorf Hafif graniillii L . . o
ookelti ookelti Kristalizasyon iglemine gegcilebilir
;(i(gelfg amorf Berrak B1 ve B2 reaktifleri ile 6n kristalizasyon islemi yapilir
Berrak ;{(j(;(%lg amorf B1 ve B2 reaktifleri ile on kristalizasyon iglemi yapilir
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Bu calismada da, oncelikle test kitinde bulunan A1 ve A2 kitleri kullanilmistir. Test
edilecek 1 pL protein Ornedi iizerine 1 plL reaktif eklenerek karistirilmistir.
Rezervuarlara 1 mL reaktif konmus, 24’lik plakalarda asili damla buhar difiizyonu
yontemiyle on Kristalizasyon testi uygulanmistir. Plakalar 18°C’de 30 dakika inkiibe
edildikten sonra mikroskop goriintiileri alinmistir. Goriintiiler Cizelge 3.2°de bulunan
Onerilere gore yorumlanmistir. Bu 6nerilere uymayan bir durum gozlemlediginde B1 ve
B2 kitleriyle kristalizasyon islemi tekrarlanarak sonuglar yorumlanmistir. Yogun amorf
cokelti gozlemlendiginde uygun oranda seyreltme yapilmistir. Berrak damla
gozlemlendiginde ise uygun oranda konsantrasyon iglemi yapilarak bir sonraki agsamaya

gecilmistir.

3.5.2. Kristal Olusumu i¢in Uygun Kosullarin Taranmasi

Bu asamada krsitallerin iiretimi i¢in uygun baslangi¢ kosullarinin belirlenmesi amactyla
tarama iglemi yapilmistir. Bunun i¢in 4 ayri kristalizasyon kiti kullanilmistir. Bunlar;
Hampton Research (ABD) firmasindan temin edilen Index HT, Crystal Screen, PEG Rx
ve Salt Rx isimli ticari kitlerdir. Her biri 96 farkli bilesime sahip (tampon, tuz, katki

maddesi) ¢Oktiirme reaktifi igermektedir.

Kristalizasyon islemi oturan damla buhar diflizyon yontemi ile yapilmis ve 96’lik
mikroplakalar kullanilmigtir. Plakalarda, 96 rezervuar ve her rezervuarin yaninda
protein ve reaktifin karistirilacagi kuyucuk bulunmaktadir. Rezervuarlara 75 pL
¢oktiirme reaktifi eklenmistir. Protein (0,5 mg/mL) ve reaktif ise rezervuarin kenardaki
kuyucuga 1’er uL eklenerek karigtirilmistir. Plakanin tizeri yapiskanl koruyucu bant ile
kaplanarak rezervuarlarin birbiriyle ve hava ile temasi kesilmistir. Tarama plakalari
18°C sicaklikta inkiibasyona birakilmigtir. Plakalar belli zaman araliklarinda
mikroskopla gézlemlenerek kristal olusumu takip edilmistir. Olusan kristaller sekilerine

gore Cizelge 3.3’te verilen kod numaralariyla siniflandirilmastir.
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Cizelge 3.3. Kiristalizasyon denemelerinde gozlemlenebilecek tipik olusumlara ait kodlar ve
isimlendirilmeleri

Kod numarasi Isimlendirme
Berrak damla
Gergin deri
Cokelti

Faz olusumu
Kuazzi-kristaller
Mikrokristaller
Igne tipi kristaller
Plaka tipi kristaller
Cubuk kiimesi tipi kristaller
Tekil kristaller

O O|INO OB WIN|F-

(BN
o

3.5.3. Kristallerin Protein Yapida Oldugunun Gosterilmesi

Yapilan kristal tarama islemleri sonucu gozlemlenen ignesel, plaka tipinde, ¢ubuk
kiimesi ya da tekli kristal yapilar 1zit (Hampton Research, ABD) boyama testine tabi
tutulmustur. Izit boyas1 metilen mavisi (C1sH1sCIN3S) ¢ozeltisinden olusmaktadir. Islem
uygulanirken secilen kristalin bulundugu kuyucugun {istiinde bulunan yapigskan film
kaldirilarak damlaciga kii¢iik bir miktar (0,1 uL) boya eklenmistir. Boya ekleme
oncesinde ve sonrasinda 1. ve 24. saatlerde mikroskop goriintiileri alinarak Kristallerin

boyanip boyanmadigi kontrol edilmistir.

Protein, peptid ve niikleik asit varliginda kristaller boyayr 1-24 saat icinde
absorblamaktadir. Boya damlacikta bekledikge kristal daha koyu bir mavi renk
almaktadir. Fakat protein disinda mineral, tuz veya diger inorganik bilesen kristalleri
Izit’1 absorbe etmediginden kristaller koyu renk almamaktadir. Boyay1 absorbe eden

kristaller protein kristali olarak degerlendirilmektedir.

3.5.4. Kiristalizasyon Kosullarimin Optimizasyonu

Kristalizasyon i¢in uygun baslangi¢ kosullari, tarama islemiyle belirlendikten sonra bu
kosullar genis bir aralikta calisilarak optimum noktanin belirlenmesi hedeflenmistir.
Enzim konsantrasyonu, reaktiflerin igerdigi bilesen konsantrasyonlari, bilesenlerin

pH’s1, enzim/reaktif karisim oranlari, inkiibasyon sicakligi ve kristalizasyon yontemi
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degistirilerek farkli plakalar olusturulmustur. Optimizasyon islemi 24 rezervuarh
plakalarda asili damla ve oturan damla buhar difiizyonu metodlar: kullanilarak
yapilmistir. Bu kisimda ¢oktiirme reaktifleri laboratuvarda hazirlanmistir. Cozeltiler
hazirlanirken ultra saf su kullanilmis ve safsizliklarin giderilmesi amaciyla ¢ozeltiler

0,45 pm filtrelerden gegirilmistir.

Asili damla buhar difiizyonu yonteminde rezervuarlara 1 mL c¢oktiirme reaktifi
eklenmistir. Ornek protein ¢ozeltisi ve reaktif dairesel cam plaka iizerine 1’er pL
eklenerek karistirilmistir. Daha sonra bu plakalar ters ¢evrilip silikon kapli rezervuarlar
lizerine hava almayacak sekilde kapatilarak optimizasyon plakalari olusturulmustur.
Plakalardaki kristal olusumlar1 mikroskopla ilk hafta her giin, ikinci haftadan itibaren
haftada ti¢ kere kontrol edilmistir.

3.5.5. Tohumlama Teknigi

Cekirdeklenme kosullarini ve kristal biiylimesini ayni anda optimize etmek miimkiin
olmazsa, yap1 analizi i¢in uygun Kristallerin iiretilmesinde sorun yasanmaktadir. Bu gibi
durumlarda tohumlama teknigi uygun bir alternatif olmaktadir. Bu c¢alismada dogal

fiber yapiya sahip kilcal bir aparat yardimiyla tohumlama islemi yapilmistir.

Optimizasyon asamasinda gozlemlenen diizgiin yapili kristaller tohumlama kaynagi
olarak secilmistir. Fiber aparat yardimiyla bu kristaller mikroskop altinda kirilarak
kristal pargalar1 elde edilmistir. Kristal pargaciklarini iizerinde bulunduran aparat, 1 pL
protein O6rnegi ve 1 pulL coktiirme reaktifiyle olusturulan damla igerisinden gecirilerek
tohumlarin damlaciga aktarilmasi saglanmigtir. Tohumlama plakalar1 asili damla buhar
difiizyonu teknigiyle olusturulmustur. Plakalardaki kristal olusumlar1 mikroskopla belli

zaman araliklarinda kontrol edilmistir.

3.6. Enzimatik Teknikle Ksilanin Hidrolizi

A. terreus ksilanazinin lignoseliillozik kaynaklar1 hidroliz etme potansiyeli

aragtirllmistir.  Fermantasyon ile elde edilen ham ve saf enzim, lignoseliillozik
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kaynaklarin enzimatik olarak hidrolizinde kullanilmistir. Lignoseliilozik kaynak olarak

misir kogani ve bugday kepegi, ticari kaynak olarak hus agaci ksilan1 kullanilmistir.

3.6.1. Hemiseliiloz Oziitlenmesi

Hemiseliiloz bileseni, lignoseliilozik biyokiitle igerisinde lignin-ksilan kompleksi
halinde bulunmaktadir. Ksilanin daha kolay hidrolize edilebilmesi i¢in baz1 Kimyasal
yontemler kullanilarak ayrilmasi saglanmaktadir. Bu ylizden ksilanin hidrolizi
genellikle, lignoseliilozik materyalden ksilan eldesi ve ksilanin hidrolizi olmak tizere iki
basamakta gergeklestirilmektedir (Akpinar ve ark., 2009). Ksilan-lignin kompleksinin
kolayca ayrilmasi i¢in asit ile hidroliz ve alkali 6ziitleme etkili yontemler arasindadir.

Bu ¢alismada alkali 6ziitleme metodu tercih edilmistir.

Alkali hemiseliiloz 6ziitlemesi Zilliox ve Debeire (1998) tarafindan daha 6nce rapor
edilmis bir yontem iizerinde modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir (Kocabas ve
Ozben, 2014). Biyokiitle ¢ekicli degirmende ogiitiilerek 2 mm’lik elekten gegirilmistir.
Sonrasinda 10 g 6giitiilmiis biyokiitle 250 mL distile su igerisinde 15 dakika bekletilip
filtrelenmistir. Islak biyokiitleye, hemiseliiloz fraksiyonunun 6ziitlenmesi i¢in 85 mL %
24°1iik (a/h) potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi eklenmis ve 24 saat karistirilmak {izere

oda sicakligina birakilmustir.

24 saat sonunda karisim siiziiliip sivi kisitm alinmigtir. Bu kisim alkali ortamda
¢ozlinmiis hemiseliilozu igermektedir. Sivi kisim 5 dakika boyunca 5000 g’de
santrifiijlendikten sonra siipernatant kismi alinip tizerine 250 mL asetik asit-etanol
(1:10, h/h) eklenmis ve hemiseliiloz fraksiyonu ¢oktiirilmistiir. Cokelek, 20 mL su
igerisinde kismen ¢ozdiiriilmiis ve 60 mL asetik asit-etanol (1:10, h/h) eklenerek tekrar
coktiiriilmistiir. Cokelti halindeki hemiseliiloz filtrelenip oda sicakliginda kurutulmus

ve enzimatik hidroliz ¢alismalarinda kullanilmastir.

3.6.2. Enzimatik Hidroliz

Enzimatik hidroliz i¢in ham ve saf ksilanaz olmak tizere iki farkli enzim kullanilmistir.

Ham enzim, A. terreus kiifiiniin 7 giinlik inkiibasyonu sonucu ana kiiltiiriin
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stiziilmesiyle elde edilmistir. Saf enzim ise ham enzime amonyum siilfat ¢oktiirme,
hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisi ve ultrafiltrasyon uygulanarak elde
edilmistir. Lignoseliilozik materyaller (6giitiilerek 2 mm boyutuna getirilmis maisir
kogan1 ve bugday kepegi) dogrudan ve hemiseliiloz 6ziitlemesi yapilarak iki ayr1 sekilde
enzim ile hidroliz edilmistir. Ticari ksilan ise Oziitlemeye ihtiya¢ duyulmadigindan

dogrudan hidroliz edilmistir.

Oziitlemeyle elde edilen hemiseliilozun hidrolizinde, 10 mL toplam reaksiyon ¢dzeltisi
icerisine 0,1 g hemiseliiloz konulmus ve son aktivite 15 IU/mL olacak sekilde enzim
eklenmistir. Bu c¢alismada hem ham hem de saf enzim ile deneme yapilmistir.
Lignoseliilozik kaynaklarin dogrudan hidrolizi yapilirken 6giitiilerek 2 mm boyutuna
getirilmis 0,5 g biyokiitle konulmus ve son aktivite 15 IU/mL olacak sekilde enzim
eklenmis ve yine hem ham hem de saf enzim i¢in deneme yapilmistir. Reaksiyon
cozeltileri 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,0) kullanilarak hazirlanmig son hacim
10 mL olarak ayarlanmistir. Reaksiyonlar 40°C sicaklikta ¢alkalamali su banyosu
icerisinde gerceklestirilmistir. 0, 2, 4 ve 6. saatlerde reaksiyon karisimlarindan 6rnek

alinarak indirgen seker tayini yapilmis ve hidroliz performansi belirlenmistir.

3.6.3. Hidroliz Sonucu Olusan Indirgen Seker Miktarinmin Belirlenmesi

Indirgen seker tayini ksiloz standardi kullamlarak dinitrosalisilikasit (DNS) yontemiyle
yapilmistir (Miller, 1959). Hidroliz reaksiyonu ¢ozeltilerinden belirli zamanlarda 600
uL oOrnek alnarak tizerine 1,5 mL DNS c¢ozeltisi koyulmus, 5 dakika boyunca
kaynatildiktan sonra renk degisimi 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede

Ol¢iilmiistiir. Ksiloz standart egrisi kullanilarak indirgen seker miktar1 hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ksilanazin Saflastirilmasi

Saflagtirma ¢aligmalarinin ilk basamagint amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi
olusturmaktadir. Oncelikle uygun amonyum siilfat ¢oktiirme oranmin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amagla ham enzime farkli amonyum siilfat oranlarinda ¢oktiirme
islemleri uygulanmistir. En az miktarda amonyum siilfat kullanilarak en fazla proteinin
¢oktiiriildiigii oran belirlenmistir. Bu asamada kismen saflastirilan enzime, bir sonraki
adimda hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisi teknigi uygulanmistir. En yiiksek
enzim aktivitelerini iceren fraksiyonlar birlestirilerek ultrafiltrasyona tabi tutulmus ve
30 kDa’dan biiylik molekiiller elimine edilmistir. Son basamakta enzim soliisyonu 3

kDa’lik membran kullanilarak konsantre edilmistir.

4.1.1. Amonyum Siilfat ile Coktiirme Sonuclari

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in Oncelikle en az tuz konsantrasyonuyla en fazla protein
coktiirmesinin gergeklestirildigi amonyum siilfat doygunluk oraninin belirlenmesi
gerekmektedir. Bunun igin, ham enzime % 40, 50 ve 60 (a/h) amonyum siilfat
doygunluk oranlarinda ¢oktiirme iglemleri uygulanmistir. Farkli oranlarda yapilan
coktiirmeler sonucu olusan ¢okelti ve siipernatantlarin ksilanaz aktiviteleri Cizelge
4.1’de verilmistir. Amonyum siilfat doygunluk oran1 %50 (a/h) olan ¢oktiirme islemiyle
elde edilen c¢okeltide ksilanaz aktivitesi en yiiksek degere sahiptir. Bu oranda yapilan

saflagtirmada toplam aktivitenin %63,1°1 ¢okelekte toplanmistir.

Bu sonuglara bakilarak ¢oktiirme i¢in en uygun amonyum siilfat doygunluk oraninin
%350 (a’h) oldugu belirlenmis ve g¢alismalara bu oran kullanilarak devam edilmistir.
Literatiirdeki ksilanaz saflastirma calismalari incelendiginde amonyum siilfat ile
coktlirme yonteminin bir on saflastirma basamagi olarak yaygin sekilde kullanildigt
goriilmektedir. Aspergillus aculeatus kiifiinden elde edilen ksilanaz %80 (a/h)
amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle %97,1 verimle 5 kat saflagtirilmistir (Fujimoto ve
ark., 1995). Yang ve ark. (2009) tarafindan yapilan baska bir caligmada Aspergillus

niger ksilanazina %40 (a/h) doygunluk oraninda amonyum siilfat ¢oktiirme uygulanmis
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ve 3,08 kat saflagtirma %73,12 verimle gerceklestirilmistir. Verilen orneklerden
anlasildig1 lizere uygun amonyum siilfat ¢oktiirme orani ortam kosullarina ve protein
ornegine gore farklilik gostermektedir. Uygun oran belirlenmesi farkli oranlarda

¢Oktliirme islemi denenerek miimkiin olmaktadir.

Cizelge 4.1. Farkli oranlarda yapilan amonyum siilfat ¢oktiirme sonuglari

Ham Amonyum siilfat | Siipernatant | Cokeltide (pellet) | Amonyum
Enzim | doygunluk oram toplam toplam ksilanaz siilfat
Toplam (%) ksilanaz aktivitesi (1U) coktiirme
Ksilanaz aktivitesi verimi
Aktivitesi (1) (%)
(1Y)
40 162,9 33,8 16,4
205,6 50 16,8 129,7 63,1
60 34,4 119,6 58,1

4.1.2. Hidrofobik Etkilesimli Kolon Kromatografisi

Bir onceki saflagtirma basamagi olan amonyum siilfatla ¢oktiirme isleminden elde
edilen enzim ¢ozeltisine hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisi uygulanmustir.
Enzim ¢o6zeltisine NaCl (1 M) eklenerek daha 6nceden 1 M NacCl igeren sodyum fosfat
(50 mM, pH 7,0) tamponuyla dengelenen hidrofobik etkilesimli kolona yiiklenmistir.
Enzim 300 mL sodyum fosfat (50 mM, pH 7,0) tamponu ile eliisyon (1-0 M NaCl)
yapilarak 6 mL’lik fraksiyonlar halinde elde edilmistir. Saflastirma sonucuna ait
kromatogram Sekil 4.1°de sunulmaktadir. Bu kromatogramda eliisyon esnasinda
gozlemlenen pikin bulundugu bolgedeki fraksiyonlarin ksilanaz aktivitesi kontrol
edilmistir. En yiiksek ksilanaz aktivitesine sahip fraksiyonlar toplanarak ultrafiltrasyon

asamasina gecilmistir.

44



200 A 1 M NaCl ey
—— Absorbans
A A Ksilanaz aktivites
180 4 NaCl gradyam - 8
160 5
=
140
E 6
€ 120
g -5
R 100
E -4
= 80
-
2 -3
< 60
=2
09 0 M NaCl
20 -1
A
0 +—d ‘ z x — A : : 0
0 100 200 300 400 500 600

Elisyon hacmi (mL)

Sekil 4.1. Hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisine ait kromatogram

4.1.3. Ultrafiltrasyon ve Konsantrasyon

Ultrafiltrasyon islemi karistiricili ultrafiltrasyon hiicresinde (Millipore-Amicon, ABD)
30 kDa’luk ultrafilltrasyon membran diskleri (Millipore-Amicon, ABD) ile
gerceklestirilmigtir. Ultrafiltrasyon membranindan gegen kisim alinmis ve 3 kDa’luk
membran konsantratorler kullanilarak o6rnek hacmi 1 mililitreye dusiiriilmiistiir.
Uygulanan saflastirma islemleri sonunda A. terreus ksilanazi %10 verimle 256 kat

saflastirilmistir (Cizelge 4.2).

Baslangicta elimizde bulunan ham enzim soliisyonunda ksilanaz da dahil olmak iizere
farkli proteinler bulunmaktadir. Her saflastirma adiminda istenmeyen bazi proteinler
elenmis ve boylece ksilanaz enziminin toplam protein miktarina orani artmigtir. Spesifik
aktivite, mg protein basina diisen ksilanaz aktivitesini temsil ettiginden yapilan her
saflagtirma igleminden sonra yiikselmistir. Spesifik aktivitenin yiiksek olmas1 protein
orneginin ksilanazca zengin oldugu ve ayni zamanda saflik derecesinin yliksek oldugu

anlamina gelmektedir.
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Cizelge 4.2. Ksilanazin saflastirmasina ait saflagtirma tablosu

Ksilanaz Toplam Protein Toplam Spesifik Aktivite
Saflagtirma adimi Hacim Aktivitesi Aktivite Konsantrasyonu Protein (IU/mg) Verim Saflastirma kati
(mL) (IU/mL) (V) (mg/mL) Miktar1 (%)
(mg)
Ham enzim 945 12,8 12096,0 0,088 83,160 1455 100 1
Amonyum
Siilfat 80 87,9 7032,0 0,101 8,080 870,3 58 6
Coktiirme
Hidrofobik Kolon 90 54,4 4896,0 0,011 0,990 49455 40 34
Kromatografi
Ultrafiltrasyon
(30 kDa) 1 1193,7 1193,7 0,032 0,032 37303,1 10 256
Konsantrasyon
(3 kDa)
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Saflagtirma verimi her basamakta azalmis ve en son %10 oranina diismiistiir. Bunun
sebebi saflastirma islemleri esnasinda meydana gelen kayiplar ve saflagtirma siirecinde
proteinlerin aktif yapisinin zarar gormiis olmasidir. Literatiirde farkli yontemler
kullanilarak gergeklestirilmis A. terreus ksilanazi saflastirmalari bulunmaktadir. Bu

calismalar Cizelge 4.3’°te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3. Literatiirde bulunan Aspergillus terreus ksilanazi saflagtirma ¢aligmalari

Aspergillus Saflagtirma yontemi | Saflagtirma | Saflagtirma Kaynak
terreus susu kat1 verimi
A-07 Amonyum siilfat 5 79 Chen ve
¢Oktiirme ark.
Jel filtrasyon 16 35 (1986)
kromatografisi
Diyaliz 1 88
Amonyum siilfat 1 67 Ghareib ve
THOM ¢oktiirme ark.
Jel filtrasyon 11 42 (1992)
kromatografisi
Anyon degisim 25 23
kromatografisi
Yerel bugday Amonyum siilfat 1 34
tarlasi ¢oktiirme Ghanem
topragindan Anyon degisim 2 33 ve ark.
izole edilmis kromatografisi (2000)
Jel filtrasyon 4 31
kromatografisi
BCC129 Jel filtrasyon 1 84 Chantasin
kromatografisi gh ve ark.
(2006)
Sy Amonyum siilfat 3 15 Pal ve ark.
coktlirme (2006)
Diyaliz
UL Konsantrator (10 1 56 Chidi ve
4209 kDa) ark.
Jel filtrasyon 0,3 0,6 (2008)
kromatografisi
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Cizelge 4.3. (devam) Literatiirde bulunan Aspergillus terreus ksilanazi saflagtirma caligmalari

Amonyum stilfat 2 81
¢coOktiirme
Seker kamisi Diyaliz 8 73 Geweely
kiispesinden Jel filtrasyon 56 67 (2011)
izole edilmis kromatografisi
Jel filtrasyon 162 58
kromatografisi
Iyon degisim 516 31
kromatografisi
NRRL 1960 Hidrofobik 19 61 Kocabas
etkilesim ve ark.
kromatografisi (2011)
Memora Iyon degisim 45 67 Sorgatto
peregrina’ dan kromatografisi ve ark.
Izole edilmis (2012)
Ultrafiltrasyon 2 45
Dogal izole Jel filtrasyon 12 75 Moreira ve
Edilmis kromatografisi ark.
Iyon degisim 6 75 (2013)
kromatografisi
Amonyum siilfat 6 58
NRRL 1960 ¢oktiirme Bu
Hidrofobik kolon 34 40 calisma
kromatografisi
Ultrafiltrasyon- 256 10
konsantrasyon

4.1.4. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforez Goriintiileri

Yapilan saflagtirma islemleri sonucu elde edilen enzim Orneklerinin safliginin
goriintiilenmesi ve saf ksilanin molekiil agirliginin belirlenmesi amaciyla poliakrilamid
jel elektroforezi yapilmistir. Belirteg olarak molekiil agirlig: 1,7-40 kDa olan proteinler
iceren, Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder (Termo Fisher Scientific, ABD)

kullanilmistir. Yapilan jel elektroforez ¢alismalarina ait goriintii Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Saf ksilanazin SDS-PAGE goriintiisii

Sekil 4.2°de verilen jel goriintiisii incelendiginde, saf enzime ait belirgin tek bir bant
gozlemlenmistir. BoOylece yapilan saflagtirma isleminin basarili oldugu sonucuna
vartlmistir. Ayrica jel gorlintiileri dogrultusunda, molekiiler agirligin logaritmasina karsi
bagil yiirlime mesafesi (Rs) degerleri icin ¢izilen grafik kullanilarak A. terreus’tan elde
edilen saf ksilanaz enziminin molekiiler agirhig: yaklasik 18 kDa olarak belirlenmistir

(Sekil 4.3). Rfdegerinin hesaplanmasi ise Esitlik 4.1°de verilmistir.

Ornegin uygulama noktasindan itibaren aldigi yol

= 4.1
f Cozilciiniin uygulama noktasindan itibaren aldigi yol (4.1)

49



=
oo

y =-0,9341x + 1,8665
R?=0,9905

P
(o)

2

£

=14

on

S

= 12

80

= 1

C 08

206

=

=)

g 0,4

<°0,2

8 O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

R; (siiriiklenme faktorii)

Sekil 4.3. Saf ksilanazin molekiiler agirliginin tayini grafigi

Literatiirde daha 6nce Aspergillus terreus’un iirettigi ksilanazlar ile yapilan molekiiler
agirlik belirleme ¢alismalart incelenmistir. Moreira ve ark. (2013) tarafindan yapilan
calismada Aspergillus terreus’tan elde edilen iki farkli tiir B-ksilanazin molekiiler
agirhiklar1 SDS-PAGE yontemiyle belirlenmis ve sirasiyla 24,3 ve 23,6 kDa olarak
rapor edilmistir. Yine ksilanaz enzimiyle yapilan baska bir saflastirma g¢alismasi
sonucunda (Sorgatto ve ark., 2012) enzimin molekiiler agirh@ 23 kDa olarak
bulunmustur. Chidi ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada ksilanaz enziminin
molekiiler agirligr 22 kDa olarak belirlenmistir. Calisma grubumuz (2011) tarafindan
yapilan ¢alismada ise hidrofobik etkilesimli kromatografi yontemiyle saflagtirilan

Aspergillus terreus ksilanazinin molekiiler agirligi 19 kDa olarak belirlenmistir
4.2. Ksilanazin Kristalizasyonu
Ksilanazin kristalizasyonu, tez c¢alismasimin ana hedefini olusturmaktadir. Yapilan

saflagtirma iglemlerinden sonra elektroforezle safligi kontrol edilen ve istenen

konsantrasyona ayarlanan enzim, kristalizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.
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4.2.1. On Kristalizasyon Sonug¢lar

Bu asamada Pre-Crystallization Test kiti (Hampton Research, ABD) kullanilmustir.
Kullanilan 6n kristalizasyon test kiti, kullanilan protein konsantrasyonun uygunlugunu
kontrol eden, 6zel olarak formiile edilmis ve steril olarak filtrelenmis; A1, A2, B1 ve B2

olarak adlandirilmis 4 farkli reaktiften olusmaktadir.

Calismalar asili damla buhar difiizyon yontemi ile gergeklestirilmistir. Ilk olarak protein
konsantrasyonu 0,5 ve 1 mg/mL olan enzim 6rnekleri kullanilmistir. Ornekler dncelikle
Al ve A2 reaktifleriyle karistirtlmis ve plakalar 18°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyona baslandiktan 24 saat sonra elde edilen damlacik goriintiileri Sekil 4.4’te
verilmistir. Her iki 6rnek i¢in de benzer sonuclar elde edilmistir. Ancak elde edilen saf
enzim miktart kisithh oldugundan, disik olan konsantrasyonla (0,5 mg/mL)

kristalizasyona devam edilmistir.

Al REAKIFI A2 REAKTIFI

Hafif ¢okelti Yogun ¢okelti
B1 REAKTIFI B2 REAKTIFI

Hafif graniillii ¢okelti Berrak damla

Sekil 4.4. On kristalizasyon Kkitiyle 0,5 mg/mL konsantrasyona sahip enzim &rnegi ile
olusturulan damlacik goriintiileri
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Bu goriintiiler 6n kristalizasyon kitinde bulunan onerilere bakilarak yorumlanmistir.
Protein konsantrasyonu tavsiye edilen deger olan 3 mg/mL’den diisiik oldugu halde (0,5
mg/mL) Al ve A2 reaktifi ile ¢okelti olusturmustur. Bu ylizden B1 ve B2 reaktifleriyle
yeniden kristalizasyon yapilmistir. Bl ile hafif graniile, B2 ile berrak damla
gozlemlenmistir. Test kitinde belirtilen Oneriler 1s18inda, bu durumda Kristal tarama
islemine konsantrasyon ya da seyreltme islemi yapilmadan baglanabilecegi goriilmiistiir.
Boylece test edilen enzim Orneginin kristal tarama islemi i¢in uygun saflik ve
konsantrasyona sahip oldugu belirlenmistir. Mevcut 6rnekle kristal olusumu i¢in uygun

kosullarin taranmasi islemine geg¢ilmistir.

4.2.2. Kristal Olusumu I¢in Uygun Kosullarin Taranmasi ile Elde Edilen
Sonugclar

Kristallerin tretimi igin uygun baslangi¢c kosullarinin belirlenmesi amaciyla tarama
islemi yapilmistir. Bunun igin ticari olarak temin edilen 4 farkli kristalizasyon Kiti
kullanilmistir. Bunlar; Index HT, Crystal Screen, PEG Rx ve Salt Rx (Hampton
Research, ABD) isimli kitlerdir. Her biri farkli bilesime sahip 96 ¢Oktiirme reaktifi
icermektedir. Protein konsantrasyonu 0,5 mg/mL olan ve 6n kristalizasyon islemi
sonucu tarama icin uygun oldugu belirlenen enzim Ornekleriyle tarama islemine
baglanmigtir. Tim tarama islemleri oturan damlacik buhar diflizyon yontemiyle
yapilmigtir. Plakalar 18°C sicaklikta inkiibasyona birakilmis ve belli zaman
araliklarinda mikroskopla gozlemlenmistir. Sekil 4.5’te yapilan tarama islemleri

sonucunda elde edilen goriintiiler ve siniflandirilmalarina dair 6rnekler verilmistir.

4.2.3. Kiristallerin Protein Yapida Oldugunun Gésterilmesi

Farkli kitlerle yapilan tarama islemleri sonucunda protein kristali olabilecegi tahmin
edilen diizgiin yapili kristaller se¢ilmistir. Bu kristallerin biiylimesi takip edilerek
boyutlar1 6l¢iilmiistiir. Biiylimenin durdugu gozlemlendiginde, kristallerin protein
yapida olup olmadiklarmin anlasilmasi i¢in Izit (Hampton Research, ABD) boyama

testi yapilmustir.
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Cubuk kiimesi ve Tekil kristal ve Tekil kristal Tekil kristal
yogun ¢okelti yogun ¢okelti

Sekil 4.5. Kristal olusumu i¢in uygun kosullarin taranmasi sonucu elde edilen goriintiilere ait
ornekler

Sekil 4.6’da Izit boyama testi uygulanan kristallerin boyama Oncesi ve sonrasi
goriintiileri verilmistir Protein yapida olan kristaller genis solvent kanallar1 icerdiginden
boyay1 absorblayarak kalici mavi renk almistir. Béylece enzim kristalleri inorganik
madde kristallerinden ayirt edilmistir. Protein yapida olup diizgiin morfolojiye sahip
olanlar ile optimizasyon asamasina gecilmistir. Bu kosullar; Crystal Screen H6, E8, F9

ve F4 kosullaridir.
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Izit boyama oncesi goriintii Izit boyama sonrasi Izit boyama sonrasi
(1 saat) (24 saat)

Crystal Screen Al Crystal Screen Al Crystal Screen Al

Crystal Screen A12 Crystal Screen A12 Crystal Screen A12

Crystal Screen E8 Crystal Screen E8

Crystal Screen E8

Crystal Screen F4 Crystal Screen F4 Crystal Screen F4

Sekil 4.6. 1zit testi 6ncesi ve sonrasi gozlemlenen goriintiiler
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Crystal Screen F9

Crystal Screen H3

P

Crystal Screen H6

{ »,

ystal

“ V -
Cr Screen F9

Crystal Screen G8

Crystal Screen H3

Crystal Screen H6

Crystal Screen F9

Crystal Screen G8

Crystal Screen H3

Crystal Screen H6

Sekil 4.6. (devam) Izit testi 6ncesi ve sonrasi gbzlemlenen goriintiiler

4.2.4. Kristalizasyon Kosullarinin Optimizasyonu ile Elde Edilen Sonuclar

Izit boyama testinden pozitif sonug alinan ve hepsi Crystal Screen Kitine ait olan 4 kosul

icin optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Calisilan kosullar, elde edilen

kristallere ait goriintiiler ve Kristallerin biiyiikliikleri Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Kristal tarama islemleri sonucu optimizasyon i¢in segilen kristaller ve bu kristallere
ait baslangi¢ kosullari

Kosul Kfristal goriintiisii Kosul Gozlem
adi giinii
Reaktif icerigi:
1,5 M amonyum stilfat
0,1 M Tris (pH 8,5)
%12 (h/h) gliserol
Crystal 26
Screen Enzim konsantrasyonu: 0,5 mg/mL
H6 Inkiibasyon sicakhig: 18°C
Kiristal biiyiikliigii: 35 pm
Reaktif icerigi:
1,5 M sodyum kloriir
10%(h/h) etanol
. 45
Crystal Enzim konsantrasyonu: 0,6 mg/mL
Screen Inkiibasyon sicakhgi: 18°C
ES8 Kristal biiyiikliigii: 140 um
Reaktif icerigi:
0,1 M sodyum fosfat monobazik
monohidrat
0,1 M potasyum fosfat monobazik
0,1 M MES monohidrat pH 6,5
Crystal 2,0 M sodyum kloriir 38
Screen
F9 Enzim konsantrasyonu: 0,5 mg/mL,
Inkiibasyon sicakligi: 18°C
Kiristal biiyiikliigii: 80 pm
Reaktif icerigi:
0,5 M sodyum kloriir
0,1 M sodyum sitrat tribazik dihidrat pH
5,6
Crystal 2%(h/h) etilen imin polimer 65
Screen
F4 Enzim konsantrasyonu: 0,5 mg/mL
Inkiibasyon sicakligr: 18°C
Kiristal biiyiikliigii: 180 um

Uygun baslangi¢ kosullar1 tarama igslemiyle belirlendikten ve Izit testinden pozitif sonug
alindiktan sonra bu kosullar genis bir aralikta degistirilerek optimizasyon plakalar
olusturulmustur. Plakalar olusturulurken, oturan damla buhar difiizyonu ve asili damla
buhar difiizyonu olmak iizere iki farkli yontem kullanilmigtir. Enzim konsantrasyonu,
0,3-1,0 mg/mL araliginda  degistirilmistir.  Reaktiflerin  icerdigi  bilesen

konsantrasyonlari, bilesenlerin pH’s1, enzim/reaktif karisim oranlari, inkiibasyon
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sicakligi ve kristalizasyon yontemi degistirilerek farkli optimizasyon plakalar

olusturulmustur. Bu plakalarin optimizasyon araliklar1 Cizelge 4.5’te agiklanmustir.

Yapilan optimizasyon islemi sonucunda, ii¢ boyutlu yap1 analizi i¢in uygun biiyiikliikte
ve Kalitede kristaller elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla 68 adet 24 kuyucuklu
optimizasyon plakasi olusturulmustur. Ek 8’de 6rnek bir optimizasyon plakasinin igerigi

verilmigtir.

Optimizasyon plakalar1 olusturulup inkiibasyona birakildiktan sonra ilk hafta her giin 2.
haftadan itibaren haftada 3 kez mikroskopla gozlemlenmistir. Gézlem sonucu diizgiin
yapida oldugu belirlenen kristallerin olustugu kosullar belirlenmistir. Bu kosullar aynen
tekrarlanmig ve bunun yani sira bu kosullarda kiigiik olgekli degisiklikler yapilarak
(reaktif konsantrasyonu, pH, enzim konsantrasyonu, protein/reaktif karigim orani),
kristal olusumunun tekrarlanmasi1 ve kristallerin kristalografi i¢in optimize edilmesi
saglanmistir. Kristalografi i¢in uygun bir kristalin tiim boyutlarinin 0,1 mm’den uzun
olmasi ve yiiksek diizeyde molekiiler bir dizilime sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica
diizgiin ve simetrik bir geometrik yapida olmasi da ii¢ boyutlu yap1 analiz sonucunda

elde edilen goriintiiniin kalitesini artirmaktadir (Whitford, 2005).

Her hafta Onceden olusturulmus plakalardan elde edilen sonuglara bakilarak
optimizasyon iglemine yon verilmistir. Optimize edilen 4 kosuldan ikisinde (Crystal
Screen E8 ve H6) istenen Ozellikte kristaller elde edilmistir. Crystal Screen F4 ve
F9’dan ise tekrarlanabilir sonu¢ elde edilememistir. Cizelge 4.6’da optimizasyon
plakalarinin gozlenmesi sonucu elde edilen kristal goriintiileri ve ilgili kosullar

verilmistir.
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Cizelge 4.5. Optimizasyon denemelerine ait ¢caligma araliklart.

Kosul Ad1 | Orijinal Kosul Icerigi Bilesen Konsantrasyon Sicaklik | Protein-Reaktif
Arahg ©O) Karisim Orani
(nL: pL)
Crystal 1,5 M amonyum stilfat, 0,1 M Tris (pH 8,5), 1,3-1,7 M amonyum siilfat 18 1:1
Screen H6 | %12 (h/h) gliserol 0,04-0,14M Tris (pH 8,3-8,7) 25 1:15
%10-14 (h/h) gliserol 151
Crystal 1,5 M NacCl, 1,3-1,7 M NaCl 18 1:1
Screen E8 | %10(h/h) etanol. %8-12 (h/h) etanol 25 ié?
0,1 M sodyum fosfat monobazik, 0,04-0,14 M sodyum fosfat monobazik
Crystal 0,1 M MES monohidrat (pH 6,5), 0,04-0,14 M MES monohidrat(pH 6,3-6,7) | 18 1:1
Screen F9 | 2 M NaCl. 1,4-2,4 M NaCl 25 ié?
0,5 M NaCl, 0,48-0,52 M NaCl
Crystal 0,1 M sodyum sitrat tribazik dihidrat (pH 5,6), | 0,08-0,12 M sodyum sitrat tribazik dihidrat | 18 11
Screen F4 | %2 (h/h) polietilenimin. (pH 5,4-5,8) 25 1;513

%2 (h/h) polietilenimin
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Cizelge 4.6. Optimizasyon iglemleri sonucu elde edilen kristaller

%12 (h/h) gliserol
Karisim oranai:
1 pL reaktif:1,5 pL
protein

Orijinal Reaktif icerigi/ Enzim | Gozlem Goriintii
Kosul Karisim orani konsan- giinii
Ad1 trasyonu
(mg/mL)
Crystal Reaktif icerigi: 0,5 10
Screen 1,5 M NaCl
ES8 %10 (h/h) etanol
Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL
protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,5 10
Screen 1,5 M NaCl
ES8 %10 (h/h) etanol
Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL
protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 25
Screen | 1,5 M amonyum stilfat
H6 0,1 M Tris pH 8,5
%12 (h/h) gliserol
Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL
protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,3 53
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris pH 8,5
%12 (h/h) gliserol
Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL
protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,5 22
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris pH 8,5

59




Cizelge 4.6. (devam) Optimizasyon islemleri sonucu elde edilen kristaller

Crystal Reaktif icerigi: 0,5 23
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris pH 8,5

%12 h/h gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1,5 uL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,5 25
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1M Tris pH 8,5

%12 h/h gliserol

Karisim oranai:
1,5 pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,5 37
Screen | 1,5 M amonyum stilfat
H6 0,1 M Tris pH 8,5

%12 h/h gliserol

Karisim orani:
1,5 pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,4 23
Screen | 1,5 M amonyum stilfat
H6 0,1 M Tris pH 8,5

%12 h/h gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1,5 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 8
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol
Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL

protein
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Cizelge 4.6. (devam) Optimizasyon islemleri sonucu elde edilen kristaller

Crystal Reaktif icerigi: 0,6 19
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 uL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 18
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim oranai:
I pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 13
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 puL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 21
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 21
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL
protein
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Cizelge 4.6. (devam) Optimizasyon islemleri sonucu elde edilen kristaller

Crystal Reaktif icerigi: 0,6 26
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 uL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 25
Screen | 1,5M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 20
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 24
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL

protein
Crystal Reaktif icerigi: 0,6 17
Screen | 1,5 M amonyum siilfat
H6 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim oranai:
1 pL reaktif:1 pL
protein
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Optimizasyon  goriintiileri ~ diizenli olarak  gozlemlenirken, diizglin  olarak
nitelendirilebilecek {i¢ boyutlu yapidaki kristallerin olustugu kosullar birebir ve cesitli
varyasyonlar yapilarak tekrarlanmistir. Tekrarlanan plakalardan bazilarinda yeniden
kristal olusumu gdzlenemezken bazilarinda tekrarlanabilirlik  saglanmistir.
Optimizasyon esnasinda ilk ti¢ boyutlu kristaller, Crystal Screen E8 reaktifinin birebir
laboratuvarda hazirlanmasiyla elde edilen reaktifle olusturulan optimizasyon plakasinda
inkiibasyonun 10. giiniinde go6zlemlenmistir. Sonraki haftalarda elde edilen saf
enzimlerle Crystal Screen E8, H6, F4 ve F9 (optimizasyon i¢in uygun bulunan
kristallerin gelistigi kosullar) kosullar1 laboratuvar kosullarinda hazirlanarak, Cizelge
4.5’de verilen varyasyonlar dogrultusunda optimizasyon islemi yapilmistir. Elde edilen
olumlu sonuglara gore optimizasyon kosullarina yon verilmistir. Yapilan optimizasyon
calismalari sonucu Crystal Screen F4 ve F9 kiti i¢in bir sonu¢ bulunamazken, en yiiksek
tekrarlanabilirlik ve kristalografiye en uygun yapilar Crystal Screen H6 kitinden elde

edilmistir.

Basarili bir yap1 c¢oziimleme siireci i¢in, difraksiyon kalitesinde, yani tekrarlanabilir
sekilde tiretimi yapilabilen, tiim kristal eksenlerinde diizenli sekilde dizilime sahip ve en
az 3,5 A ¢oziiniirliigiinde difraksiyon yapabilen kristaller iiretilmelidir (Gorrec, 2014).
Calismamiz sonucunda, 1,5 M amonyum siilfat, 0,1 M Tris (pH 8,5) ve %12 (h/h)
gliserol igeren kristalizasyon kosulunda tekrarlanabilir sekilde, ortalama 100-200 um
boyutlarinda ve kristalin 3 ekseninde de orantili bir dagilima sahip geometride kristaller
uretilebilmistir. Bir sonraki asama elde edilen kristallerin difraksiyon testlerinin
yapilmast olup, bu c¢alismalarin bir baska proje kapsaminda gergeklestirilmesi

planlanmaktadir.

Literatiirde A. terreus ksilanazinin kristalografi ¢aligmalarima dair bir bulguya
rastlanmamistir. Protein Veri Bankasi (PDB) incelendiginde, A. terreus’a ait 30 adet
veri girisi yapildig1 goriilmektedir. Liyazlar grubunda 11, transferazlar grubunda 10,
hidrolazlar grubunda 6 ve oksidorediiktazlar grubunda 3 adet veri girisi bulunmaktadir.
Ksilanazin ait oldugu hidrolazlar grubundaki 6 verinin timii blastisidin-S-deaminaz
enzimine ait olup, A. terreus ksilanazi ile ilgili herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu
acidan, proje sonucunda elde edilen kristalografi kosullar literatiire katk: saglayacak ve

X-1s1m1 difraksiyon ¢aligmalari i¢in bir baslangi¢ noktasi olusturacaktir.
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4.2.5. Tohumlama Teknigi ile Elde Edilen Sonuglar

Optimizasyon agamasinda gézlemlenmis diizgiin yapiya sahip Kristaller tohumlama

islemi icin kaynak olarak secilmistir. Bu kristaller fiber aparatla parcalanmis ve elde

edilen parcaciklar 1 pL protein 6rnegi ve 1 pL ¢oktiirme reaktifiyle olusturulan damla

icerisine aktarilmistir. Kristaller damlaciklar igerisine bir ¢izgi halinde taginmustir.

Tohumlama plakalar1 olusturulurken, optimizasyon plakalarindaki gibi asili damla

buhar diflizyonu yontemi kullanilmistir. Olusturulan plakalar giin asir1 gézlemlenmistir.

Gozlemler sonucu elde edilen goriintiiler ve kristallerin olusum kosullart Cizelge 4.7°de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Tohumlama sonucu gozlemlenen goriintiiler

(Crystal screen H6)

1,5 M amonyum siilfat

| 0,1 M Tris (pH 8,5)

%12 (h/h) gliserol

Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL protein

Tohumlama Kosul icerigi/ Enzim Goriintii
kaynagi kuyu/ Karisim orani konsan-
Orijinal kosul trasyonu
(mg/mL)
N17-D3 Kosul icerigi: 0,6
(Crystal screen E8) | 1,5 M NaCl
: %10 (h/h) etanol
Karisim orani:
1 pL reaktif:1 pL protein
N55-B6 Kosul icerigi: 0,6
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Tohumlama islemi, kristalin ¢ekirdeklenme fazin1 atlayarak dogrudan biiyiime
asamasina gecilmesi ve bu sayede daha diizgiin yapida ve biiylik kristaller elde
edilmesini hedeflemektedir (Ducruix ve Giegé, 1992). Elde edilen sonuglar
incelendiginde, damlaciga aktarilan tohumlarin mikrokristaller seklinde gelistigi
goriilmistiir. Dolayisiyla, elde edilen sonucun ana kristale kiyasla herhangi bir

avantajinin olmadiginin tespit edilmesi nedeniyle, tohumlama islemi sonlandirilmistir.

4.3. Enzimatik Teknikle Ksilanin Hidrolizi Sonuclari

4.3.1. Hemiseliiloz Oziitlenmesi Sonug¢lar1

Lignoseliilozik kaynaklar olan misir kogani1 ve bugday kepeginin o6ziitlenmesi sonucu
farkli verimlerde hemiseliiloz elde edilmistir. Elde edilen hemiseliiloz miktarinin islem
goren biyokiitle miktarina oran1 misir koganinda %32 (a/a) bugday kepeginde ise %14,4
(a/a) olarak bulunmustur. Bu oran o6zilitleme verimi olarak adlandirilmaktadir.
Literatiirde daha 6nce rapor edilen ksilan dziitleme ¢aligmalar1 incelenmistir. Yang ve
ark. (2009) misir koganini seyreltik H,SO4 ¢6zeltisi igerisinde 24 saat 50°C sicaklikta
muamele etmis, sonrasinda su buhar1 uygulamasi yapmistir. Bu islemler sonucu
oziitleme verimini %29,1 olarak rapor etmislerdir. Mikhopadhyay ve ark. (2013)
tarafindan bugday kepegi ve misir kocani kaynaklarindan alkali oziitleme islemi
yapilmustir. Lignoseliilozik kaynaklar %10 NaOH (a/h) icerisinde 60°C sicaklikta 24
saat sabit hizda karigtirilmis, sonrasinda 3 saat boyunca 100°C buhar uygulanmigtir.
Islemler sonucu misir kogan1 ve bugday kepegi dziitleme verimi sirastyla; %40 ve %42

olarak hesaplanmistir (Mukhopadhyay ve ark., 2013).

Daha onceden bugday kepegiyle yapilan bir alkali dziitleme calismasinda (1% (a/h)
NaBH, igeren 24% KOH) ise ksilanin kuru agirhigmin, toplam atik materyale orani
%20,6 (a/a) olarak bulunmustur (Akpinar ve ark., 2009). Grubumuz tarafindan daha
once yapilan bir calismada ise bugday kepegi ve misir kogan1 hemiseliiloz 6ziitlemesi
%24 (a/h)’lik KOH c¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir (24 saat, oda sicakligi). Ksilan
Oziitleme verimi misir kogani ve bugday kepegi i¢in sirasiyla; %30,7 ve %26,6 olarak
tespit edilmistir (Kocabas ve Ozben, 2014). Literatiirdeki calismalara bakildiginda

bugday kepegi ve musir koganiyla yapilan hemiseliiloz 6ziitleme ¢aligmalar1 sonucu
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farkli oranlarda oziitleme verimine ulagildig1 goriilmektedir. Bunun sebeplerinden biri
kullanilan lignoseliilozik materyallerin farkli olmasidir. Bunun yanisira oziitleme
yapilirken kullanilan yontemlerin farkliligi da bu orandaki degisimde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ornegin buharla 6n islemden gegirilmis bir biyokiitlenin hemiseliiloz
Oziitlemesi, On islemsiz yapilan Oziitlemeye gore daha yiiksek verimle
gerceklesmektedir. Ayrica kullanilan alkali ¢ozeltinin konsantrasyonu (%24’liikk KOH,
%10 NaOH gibi), islemin uygulanma sicaklig1 gibi parametreler de sonuglar arasinda

farkliliga neden olabilmektedir (Yang ve ark., 2009, Kocabas ve Ozben, 2014).

4.3.2. Enzimatik Hidroliz Performansinin Belirlenmesi

Misir  kocani, bugday kepegi ve ticari ksilan kaynaklarina enzimatik hidroliz
uygulanmistir. Belli zaman araliklarinda alinan Orneklerin  indirgen seker
konsantrasyonlart DNS yontemi ile belirlenerek hidroliz performansi o6lglilmiistiir
(Miller, 1959). Cizelge 4.8’de musir kocanina ve Cizelge 4.9’da bugday kepegine
dogrudan ve hemiseliiloz 6ziitlenmesi sonrasinda uygulanan enzimatik hidroliz sonucu
elde edilen indirgen seker konsantrasyonu degerleri verilmistir. Cizelge 4.10°da ise
ticari ksilana uygulanan hidroliz sonucu elde edilen indirgen seker konsantrasyon

degerleri verilmistir.

Cizelge 4.8. Misir koganinin enzimatik hidrolizi sonucu olusan indirgen seker miktari

HAM ENZIM SAF ENZIM
Indirgen seker Indirgen seker konsantrasyonu
Ornek konsantrasyonu (ug/mL) (ng/mL)
alma
zamani
(saat) Dogrudan Hemiseliiloz Dogrudan Hemiseliiloz
hidroliz hidrolizi hidroliz hidrolizi
0 758,0 379,0 427,2 255,8
2 1391,5 680,4 1107,6 2719
4 1761,2 2172,3 1254,9 1194,6
6 2043,8 2385,3 14143 1459,8
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Cizelge 4.9. Bugday kepeginin enzimatik hidrolizi sonucu olugan indirgen seker miktar

HAM ENZIiM SAF ENZIM
Indirgen seker Indirgen seker konsantrasyonu
Ornek konsantrasyonu (nug/mlL) (ng/mL)
alma
zamani
(saat) Dogrudan Hemiseliiloz Dogrudan Hemiseliiloz
hidroliz hidrolizi hidroliz hidrolizi
0 526,3 313,4 248,6 249,1
2 1537,5 624,1 742,1 4125
4 1616,5 2355,8 600,0 1165,2
6 2540,6 2426,8 545,0 1228,1

Cizelge 4.10. Ticari ksilanin enzimatik hidrolizi sonucu olusan indirgen seker miktart

Ornek Indirgen seker
alma konsantrasyonu (ug/mL)
Zamani ) %
(saat) Ham enzim Saf enzim
0 293,6 703,6
2 1452,9 1578,6
4 3872,1 3187,5
6 4150,7 3432,1

Cizelgelerdeki sonuglar incelendiginde, indirgen seker konsantrasyonunun (bugday
kepegine dogrudan enzim uygulanmasi haricinde) reaksiyon siliresince arttigi
goriilmektedir. Buradan anlasildig: {izere ksilanaz enzimi, ham ve saflagtirilmis formda,
reaksiyon kosullar1 olan 40°C sicaklikta 6 saat boyunca aktivitesini koruyabilmektedir.
Ayrica ham enzimlerle yapilan hidroliz islemleri sonucunda, saf enzim hidrolizlerine
kiyasla daha yiiksek konsantrasyonda indirgen seker elde edilmistir. Ornegin, musir
kocan1 Oziitleme yapilmadan dogal formda dogrudan ham enzimle 6 saat hidroliz
edildiginde 2043,8 pg/mL indirgen seker elde edilirken, ayni islem saf enzimle
yapildiginda ulasilan indirgen seker konsantrasyon degeri 1414,3 pg/mL’dir. Bunun
sebebi ham enzim igerisinde lignoseliilozik materyallerin hidrolize edilmesini saglayan
ksilanolitik sisteme ait enzimlerin bir arada bulunuyor olmasidir. Lignoseliilozik yapida
bulunan lignin ve seliiloz gibi yapilar ham enzim igerisinde bulunan diger enzimler

sayesinde parcalanmaktadir. Boylece ksilan tabakasina ulasilmasi daha kolay hale
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gelmektedir. Bu ylizden ayni ksilanaz aktivitesine sahip ham enzim ve saf enzim

kullanilsa bile, ham enzimle yapilan hidroliz performansi daha yiiksek olmaktadir.

Ticari ksilan ise Oziitlenmis ve kullanima hazir sekilde satin alinmig ve hem ham
enzimle hem de saf enzimle hidroliz edilmistir. Ticari ksilan kullanildiginda da ham
enzimle daha yiiksek indirgen seker liretildigi gézlenmistir. Bunun nedeni, ham enzim
soliisyonu igerisinde sinerjik ¢alisan ksilanaz grubu enzimlerinin bulunmasi1 olabilir.
Cizelge 4.10°da goriildiigli gibi, 2 saatlik hidroliz sonucunda saf enzimle elde edilen
indirgen seker konsantrasyonu yiiksekken, hidroliz siiresi uzadik¢ca ham enzimle elde
edilen indirgen seker miktar1 6ne ge¢mistir. Bu durumda, 2 saatten sonra saf enzimin
40°C sicaklikta aktivitesini ham enzim soliisyonu kadar koruyamadig: ve aktivite kaybi

yasadig1 da diisiiniilebilir.
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada A. terreus kullanilarak elde edilen ksilanaz enziminin 6ncelikle hidrofobik
etkilesimli kolon kromatografisi yontemiyle saflastirilmasi ve ardindan X-1s1n1
difraksiyonu yontemiyle ii¢ boyutlu yap1 analizinde kullanilmak tizere kristalizasyonu
amaglanmistir. Calisma sonunda ulasilan sonuglar ve ileri ¢aligmalar igin tavsiyeler

asagida maddeler halinde sunlumustur.

e Endiistriyel ve tarimsal bir atik olan misir kogani karbon kaynagi olarak
kullanilarak A. terreus ile ksilanaz tiretimi fermantasyon yontemiyle laboratuvar
kosullarinda gergeklestirilmistir. Boylece, atik olarak goriilen misir koganinin
yeniden kullanimi saglanmistir. Ayrica genis endiistriyel kullanim alanina sahip

olan ksilanaz enzimi i¢in ucuz ve alternatif bir iiretim yontemi onerilmistir.

e Fermantasyon sonucu elde edilen ham enzim amonyum siilfat ¢oktiirme,
hidrofobik etkilesimli kolon kromatografisi ve ultrafiltrasyon yontemleri
kullanilarak %10 verimle 256 Kkat saflastirilmistir. Calismanin ilerleyen
asamalarinda bu safliktaki bir enzimin kristalizasyon ¢alismalarinda olumlu

sonug verdigi gozlemlenmistir.

e Saflastirnlan enzimin saflifit SDS-PAGE yontemiyle belirlenmis, sonug olarak
belirgin tek bir bant gozlemlenmistir. Bunun yani sira iiretilen ksilanaz

enziminin molekiil agirligi 18 kDa olarak belirlenmistir.

e Saf ksilanaz enzimi igin baslangi¢ kristalizasyon kosullar1 4 farkli ticari kit
kullanilarak taranmis ve sonrasinda optimizasyon calismasi yapilmistir. Sonug
olarak 1,5 M amonyum siilfat, 0,1 M Tris (pH 8,5), %12 (h/h) gliserol igeren
coktlirme reaktifi kullanilarak 18°C sicaklikta, asili damla buhar difiizyonu
teknigiyle istenen boyutta ve diizgiin yapida kristaller tekrarlanabilir bir sekilde

tretilmistir.

o A. terreus’dan elde edilen ksilanaz i¢in literatiirde daha 6nceden yapilmis iig

boyutlu yap1 analizi ve kristalizasyon ¢alismasi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada
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lic boyutlu yap1 analizi i¢in Onemli bir basamak olan kristal {iretimi
tekrarlanabilir sekilde gerceklestirilmistir. ileride yapilacak ¢alismalarda iiretilen

kristallerle ii¢ boyutlu yap1 analizi yapilmas1 miimkiin olacaktir.

Elde edilen ksilanaz enziminin farkli lignoseliilozik materyaller {lizerindeki
hidroliz performansi belirlenmistir. Misir kogani ve bugday kepegi
lignoseliilozik kaynak olarak segilmis, ek olarak ticari ksilan da hidrolize
edilmistir. Yapilan enzimatik hidrolizler sonucu yiiksek konsantrasyonda
indirgen seker elde edilmis ve bdylece iiretilen enzimin tiim kaynaklar tizerinde
hidrolitik etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Yiksek hidrolitik potansiyeli
nedeniyle, Aspergillus terreus ksilanazinin diger tarimsal atiklar ig¢in de
incelenebilecegi, boylece atik degerlendirme konusunda yeni uygulama

imkanlar1 gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir.
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EK1

KULTUR ORTAM BiLESENLERI

On Kiiltiir Ortam Icerigi

25 g/L glukoz

5g/L MgSO,. 7TH,0
0,4 g/L NaCl

0,1 g/L KH;PO4

2,0 g/L NH4NO3

0,5 g/L misir surubu

Ana Kiiltiir Ortam Icerigi

0,5 g/L musir surubu

5 g/L MgS0,.7H,0

3 g/L NHsNO3

0,4 g/L NaCl

0,033 g/L ZnSO4

0,5 g/L KH2PO4

1 g/L CaCl.2H,0
0,06 g/L CuS0O,4.5H,0
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EK 2

DNS METODU iLE INDIRGEN SEKER MIKTARI TAYINI

Ksilanaz aktivite analizinde indirgen seker (ksiloz) miktarinin saptanmasi ig¢in 3,5-

dinitro salisilik asit (DNS) yontemi kullanilmistir.

Reaktifler

320 g/L sodyum potasyum tartarat

10 g/L sodyum hidroksit

10 g/L DNS (3,5-dinitro salisilik asit)

0,5 g/L sodyum siilfit (Na,SO3) (taze eklenir)

450 mL saf su i¢inde 320 g sodyum potasyum tartarat, 100 mL saf suda 10 g NaOH ve
200 mL saf suda 10 g DNS ayr1 ayr1 tamamen ¢ézdiiriilmiistiir. DNS ¢6zeltilerinin igine
yavagsea NaOH c¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra bu ¢ozelti tartarat ¢ozeltisinin igine
eklenerek birlestirilmistir. Saf su ile 1000 mL hacmine tamamlanip, bir gece karanlikta
bekletilmistir. Bir giin sonunda ¢ozelti, kaba filtre kagidindan siiziiliip, karanhik sise
igerisinde oda sicakliginda saklanmistir. Her kullanim 6ncesi sodyum siilfit taze olarak

eklenmistir.
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EK3

KSILOZ STANDART EGRIiSi

Standart olarak kullanilan 1 mg/mL ksiloz ¢ozeltisi saf su i¢inde hazirlanmig ve -20°C
sicaklikta stok olarak saklanmistir. Stok ¢ozeltiden 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH
7,0) ile uygun sekilde seyreltme yapilarak 0-20-40-60-80-100-120-160 upg/mL
konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Konsantrasyona baglh seker
miktar1, 60°C sicaklikta 1 mL standart ¢ozeltinin 1,5 mL DNS ile karistirilmasiyla
belirlenmigtir. Seker miktarina bagli renk olusumu 5 dakika kaynatilarak
gbzlemlenmistir. Renk olusumu spektrofotometrik olarak 540 nm dalga boyunda 1sikla

absorbans degeri 6l¢lilmiis ve standart ksiloz egrisi elde edilmistir (Sekil 3.1).

0,35 -
y =0,0024x - 0,0978

0,3 - R>=0,9913 @
[72]
S 0,25
o]
P
2 02 -
Q ’
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2015
20
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0 *
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0 T T T 1
0 50 100 150 200
Ksiloz konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 3.1. Standart ksiloz egrisi grafigi
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EK 4

BRADFORD METODU iLE PROTEIN MiKTARININ BELIRLENMESI

Protein miktari, Bradford (1976) tarafindan tarif edildigi gibi sigir serum albiimin
(BSA) standart protein olarak kullanilarak belirlenmistir. 1 mg/mL stok BSA 50 mM
sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0) ¢6zdiiriilerek hazirlanmistir. Stok ¢ozelti yine ayni
tampon ile uygun oranlarda seyreltilerek 0-1,0 mg/mL konsantrasyon araliginda
standart protein ¢ozeltileri hazirlanmistir. Protein igerigini 6lgmek igin bir cam test
tiipiin icerisinde 0,05 mL BSA ¢ozeltisi ve 1,5 mL Bradford reaktifi karistirtlmistir. 595
nm’deki absorbans degeri 30 dakika sonra spektrofotometre kullanilarak olgiilmiis ve

standart BSA egrisi elde edilmistir (Sekil 4.1).

0,7 - y=1,1322x + 0,0018

% 0,6 - R2=0,9965
£ 0,5 -
204 -
50,3 -
c 0,2 -
801 -
0 :

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Protein konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.1. Bradford metodu icin standart BSA egrisi
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EK5
HIDROFOBIK ETKILESIMLi KOLON OZELLIKLERI
Aspergillus terreus ksilanazinin saflagtirilmasi igin, kullanima hazir HiLoad 16/10

Phenyl Sepharose High Performance (Amersham Biosciences, Isve¢) kolonu

kullanilmistir. Kolon verileri Cizelge 5.1°de sunulmustur.

Cizelge 5.1. Hidrofobik etkilesimli kolon verileri

Matris %6 capraz bagl kiiresel agaroz
Ortalama parcacik boyutu 34 um (24-44 pm)

Ligand Fenil

Ligand konsantrasyonu 25 pumol/mL

Baglama kapasitesi 45 mg a-kimotripsinojen/mL
Kolon hacmi 20-22 Ml

Onerilen akis hizi 150 cm/sa’e kadar

Maksimum akis hizi 150 cm/sa (5 mL/min)

Calisma boyunca kolon yatag tizerindeki | 0,3 MPa, 3 bar, 42 psi

maksimum basing

Donanim basing sinir1 0,5 MPa, 5 bar, 73 psi
pH kararliligt uzun siireli ve c¢aligma | 3-13

aninda kisa siireli 2-14

Saklama %20 etanol
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EK6

SDS-PAGE ICIN KULLANILAN REAKTIFLER VE JELLERIN
HAZIRLANMASI (LAEMMLI, 1970)

Stok Cozeltiler

A. Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C)

B. 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

C. 0,5M Tris-HCI, pH 6,8

D. %10 SDS

E. Ornek tamponu

Saf su 4,0 mL
0,5 M Tris-HCI, pH6,8 1,25 mL
Gliserol 2,5mL
%10 SDS (a/h) 2,0 mL
%0,05 (a/h) bromfenol mavisi 0,2 mL

Ornek tamponu 6rnek ile karistirilmadan dnce 2-B-merkaptoetanol ile %5 (h/h) oraninda
kanstirilmistir. Ornek, &rnek tamponu ile en az 1:2 oraninda kanstirihp 5 dakika

boyunca 95°C’de kaynatilmigtir.

F. 5X elektrot (ytriitiicti) Tampon, pH 8,3

Tris baz 909¢
Glisin 42,39
SDS 3,049

G. %10 Amonyum Perstilfat (APS)
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EK 6 (DEVAM)

SDS Jel Cozeltilerinin Hazirlanmasi

A. Alt (Separating) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, %2,67 C) %12
Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C stok) 4,0 mL
Saf su 3,35 mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5mL
0,5 M Tris-HCI, pH 6,6 -

%10 SDS 100 uL
%10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir) 50 uL
TEMED (N,N- tetrametilen etilendiamin) 5uL

B. Ust (Stacking) Jel

Monomer konsantrasyonu (%30 T, %2,67 C) %7
Akrilamid/bis (%30 T, %2,67 C stok) 2,3mL
Saf su 51mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 -

0,5 M Tris-HCI, pH 6,6 2,5mL
%10 SDS 100 pL
%10 Amonyum persiilfat (taze hazirlanir) 50 uL
TEMED (N,N- tetrametilen etilendiamin) 10 uL

Mini-protean Tetra Cell (Biorad, Almanya) elektroforez diizenegine ait cam plakalar ve
aparatlar kullamilarak jel dokme diizenegi olusturulmustur. Once alt jel ¢ozeltisi
dokiilmiis, jel donduktan sonra istline list jel ¢ozeltisi dokiilmiistiir. Protein ylikleme
bosluklarinin olusmasini saglayan tarak iist jel ilizerine gegirilerek, jeller donmaya
birakilmigtir. Jeller donduktan sonra 6rnek tamponuyla karistirilan proteinler jellere

yiiklenmis ve elektroforez islemi baslatilmistir.
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EK7

COMMASSIE BOYAMA YONTEMI

Boya cozeltisi

Coomassie Brilliant Blue (G 250) %0,1 (a/h)
Metanol %50 (h/h)
Asetik asit %12 (h/h)

Yikama c¢ozeltisi

Metanol % 30 (h/h)
Asetik asit %7 (h/h)

SDS-PAGE yontemiyle protein yiiriimesi tamamlanan jeller Meyer ve Lamberts’in
(1965) yontemine goére Commassie boyama yontemiyle boyanmustir. Jeller boya
coOzeltisi igerisinde 24 saat bekletilmistir. Sonrasinda yikama c¢ozeltisi kullanilarak
proteinlerin belirginlesmesi saglanmistir. Jeller, yikama ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis,

saat bas1 yikama ¢ozeltisi yenilenerek yikama gerceklestirilmistir.
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EK 8

ORNEK BIiR OPTIMIiZASYON PLAKASI

1 2 3 4 5 6
048MN |049MN |050MN |050MN |051MN |0,52M N
01MT |01MT |0IMT |01MT |0IMT |01MT
9%2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E
048MN |049MN |050MN |050MN |051MN |0,52M N
01MT 0AMT [01MT |0IMT |[01MT |0IMT
9%2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E
048MN |049MN |050MN |050MN |051MN |0,52M N
01MT |01MT |0IMT |01MT |0IMT |01MT
9%2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E
048MN |049MN |050MN |050MN |051MN |0,52M N
01MT |01MT |0IMT |01MT |0IMT |01MT
9%2(h/h) 9%2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E | %2(h/h) E

Cizelge 9.1. Crystal Screen F4 kosulu i¢in 6rnek bir optimizasyon plakasi (N: sodyum klorid, T:
sodyum sitrat tribazik dihidrat (pH 5,6), E: etilen imin polimer
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