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OZET

TERMOFILIK Anoxybacillus ayderensis KSILANAZININ KLONLANMASI,
URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE BiYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Bir¢ok endiistriyel uygulamada kullanilan ksilanaz enzimi, en 6nemli enzim
gruplarindan biridir. Ksilanazlar, lignoseliilozda bulunan ana hemiseliiloz olan ksilani
hidrolize eden ana enzimlerdir. Ksilanazlar ayrica ¢ok ¢esitli endiistriyel uygulamalara
sahiptir. Bu nedenle, yeni ksilanazlarin kesfi, bircok endiistride verimliligi ve
siirdiiriilebilirligi artirma potansiyeline sahiptir. Giinlimiizde, kagit hamuru, kagit
endiistrisi, bugday unu ve kiimes hayvanlarinin yemlerinde ksilanaz kullanimi1 giderek
artmaktadir ve bu enzime talep biiylimektedir. Bu ¢alisma Anoxybacillus ayderensis
ksilanaz geninin klonlanmasi, gen iriiniiniin izolasyonu ve karakterizasyonunu
icermektedir. Ayn1 zamanda ksilanazi kodlayan xyn geninin 329 (anlamli protein
tireten gen biyiikligl) bp’lik kismi klonland1 ve baz dizilimi belirlendi. Bu tez
calismasinda, endiistriyel kullanima uygun termofilik karaktere ve {istiin biyokimyasal
ozelliklere sahip bir ksilanaz agiga ¢ikarilmistir. Bu yeni ksilanaz geni, Anoxybacillus
ayderensis'te hiicre i¢i olarak (AAyXYN329) bulundu ve rekombinant olarak
dretilmistir. AAyXYN329 genis pH ve sicaklik aralifinda 6nemli aktivite gosterirken,
optimum aktivite kosullart olarak pH 6,5 ve sicaklik 65°C olarak belirlenmistir.
Enzimin yarilanma omrii 65°C'de 72 saat olarak hesaplanmistir. Enzimin 75 giin
boyunca +4°C'de pH 6,0-9,0 arasinda aktivitesini kaybetmedigi tespit edildi.
AAYXYN329'un kn, Kear ve Kea/ K degerleri sirasiyla 4,09824 + 0,2245 ng/uL, 96,75
1/sn ve 23,61/ L/g.s -1 olarak hesaplanmistir. Sonug olarak, 4. ayderensis'in ksilanazi
bircok endiistriyel siirecte kullanilabilecek yiiksek potansiyele sahip oldugu
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus ayderensis, termofilik, ksilan, hiicre ici, ksilanaz
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ABSTRACT

1T
CLONIG, PRODUCTION, PURIFICATION, AND BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF THERMOPHILIC XYLANASE FROM
Anoxybacillus ayderensis

Xylanase enzyme, which is used in many industrial applications, is one of the
most important enzyme groups. Xylanases are the main enzymes to hydrolyze xylan,
the major hemicellulose found in lignocellulose. Xylanases also have a wide range of
industrial applications. Therefore, the discovery of new xylanases has the potential to
enhance efficiency and sustainability in many industries. Nowadays, the use of
xylanase in pulp, paper industry, wheat flour and poultry feed is gradually increasing,
and the demand for this enzyme is growing. This study includes cloning of the
Anoxybacillus ayderensis xylanase gene, isolation and characterization of the gene
product. At the same time, 329 bp of the xyn gene encoding xylanase was cloned and
its base sequence was determined. Here, we report a xylanase with thermophilic
character and superior biochemical properties for industrial use. The new xylanase is
discovered in Anoxybacillus ayderensis as an intracellular xylanase (AAyXYN329)
and recombinantly produced. While AAyXYN329 shows significant activity over a
wide pH and temperature range, optimal activity conditions were determined as pH
6.5 and 65 °C. The half-life of the enzyme was calculated as 72 h at 65 °C. The enzyme
did not lose activity between pH 6.0-9.0 at +4 °C for 75 days. Ku, kear and keas / K
values of AAyXYN329 were calculated as 4.09824 + 0.2245 ng/uL, 96.75 1/sec, and
23.61/ L/g.s™!, respectively. In conclusion, the xylanase of 4. ayderensis has an
excellent potential to be utilized in many industrial processes.

Keywords: Anoxybacillus ayderensis, thermophilic, xylan, intracellular, xylanase
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GIRIiS

Enzimler ¢ogunlukla protein yapisinda olan ve hiicrelerde biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden biyomolekiillerdir. Enzimler hiicre i¢inde enzim
sentezleme yetenegine sahip mikroorganizmalar tarafindan olusturulur. Sentezlenen
enzimler hiicre i¢cinde yapim ve yikim olaylarma katilirlar (Gangadhar, 2013).
Enzimler hiicre i¢cinde pek ¢ok tepkimede gorev aldigi gibi in vitro reaksiyonlarda da
tipk1 hiicrede oldugu gibi islev gérme kabiliyetine sahiptir (Ekinci vd., 2016).

Cesitli amaglar i¢in kullanilmak iizere, hiicrelerde 6nemli metabolik gorevleri
olan enzimler, giinliik ve ekonomik olarak hayata girmistir (Wiseman, 1987). Enzimler
metabolizmanin katalitik temel tas1 olup, sadece biyolojik toplulukta degil, ayni
zamanda tasarimcilar/miihendisler, kimya miihendisleri ve diger bilimsel alanlarda
yapilan aragtirmalar nedeniyle diinya ¢apinda yogun arastirmalarin odak noktasi
olmustur. Antik ¢agdan beri enzimler birgok tiretimde (6rnegin sarap iiretimi, peynir,
ekmek, nisasta modifikasyonu vb. gibi) siireclerde merkezi bir rol oynamustir.
Yirminci yiizyillin son yarisinda, mikroorganizmalarin kullanimina iligkin temel
anlamda metabolik iirlinler ve enzimlerle ilgili yapilan arastirmalar bize potansiyel
endiistriyel uygulamalarin esi benzeri goriilmemis bir genislemede ilerlidigini
gostermistir. Enzimler biiyliyen ve gelisen diinya pazar sektoriinde oldukga biiyiik ve
yaygin kullanim alanma sahiptir (Turker, 2004). Sanayide enzim kullaniminin
%29’unun deterjan triinlerinde, %11 nin kagit endiistrisinde, %17 sinin deri, tekstil
tirtinlerinde, %34’linlin tarim ve gida da ise bir paya sahip oldugu bilinmektedir
(Outtrup & Jorgensen, 2002). Enzim iiretiminde mikroorganizmalar diger
organizmalara kiyasla; daha hizli ¢ogalabildigi, iiretiminin daha kolay oldugu ve
siradisi sartlarda daha rahat bir sekilde iireyebildigi i¢in mikrobiyal kaynakli enzimler
bilim insanlar1 tarafindan daha ¢ok tercih edilmektedir (Aehle, 2007).

Hidrolazlar, enzim piyasalarinin yaklasik %75'ini olusturmaktadir. Endiistriyel
enzimler smifinda proteazlardan sonra en biiyiik ikinci grubu glikosidazlarin i¢inde
bulundugu seliilazlar, amilazlar ve hemiseliilazlar olusturmaktadir. Hemiseliilazlarin
icinde, toplam ticari enzim satislarinin biiyiilk oranimi ksilanazlar olusturur. Bu
enzimlerin kullanim potansiyellerinin yiiksek olmast nedeniyle satis rakamlarinin da

giderek artmasi beklenmektedir. Ksilanazlar sanayinin gida (meyve ve sebze isleme,



bira, sarap iiretimi), yem (hayvan yemi) ve teknik alanda (kagit ve kagit hamuru) ii¢
sektoriinii de kapsayan genis bir yelpazede yiiksek potansiyele sahiptir (Ozdemir &
Kayi, 2019).

Son zamanlarda endiistriyel enzimlerin kullanimindaki en 6nemli konu, enzim
preparatlarin maliyetinin diisiik olmasi gerektigidir. Ksilanaz, seliilaz, amilaz,
pektinaz, lipaz ve proteaz gibi enzimlerde yapilan ¢alismalar genellikle bu enzimlerin
ucuz maliyete iiretilebilmesi ve kompozisyonun siirekli ve siirdiiriilebilir olmasidir.

Teknik olarak sanayide kullanilan tipik enzimler, tekstil sanayisinde, kagit
hamuru ve kagit endiistrilerinde, deterjan sanayinde yogun olarak kullanildig: gibi ayn1
zamanda biyoyakit ve organik madde sentezinde de kullanilabilirler. Bunlardan ticari
olarak temin edilebilen enzimlere 6rnek olarak lipazlar, amilazlar, seliilazlar,
ksilanazlar ve katalazlar verilebilir. Cesitli endiistriyel uygulamalarda kullanilan
ksilanaz enzimi bu enzim gruplar1 arasindan en énemlilerinden biridir (Li vd., 2018).
Viikarri ve arkadaslarinin (1986) kesfi ile onemli 6lciide endiistride ksilanazlarin
endiistride kullanimi artmistir. O zamandan beri arastirmacilar dikkatlerini seliiloz ve
kagit endiistrilerinde kullanilan daha yeni mikrobiyal izolatlara, ksilanazlara dogru
cevirdiler. Ksilanazlarin esas olarak bakteri, (Gilbert & Hazlewood, 1993; Sunna &
Antranikian, 1997) mantar, (Sunna & Antranikian, 1997) flamentli mantarlardan (Ball
& McCarthy, 1989; Beg vd., 2000) ve mayalardan (Hrmova vd., 1984; Liu vd., 1998,
1999) izole edildikleri rapor edilmistir.

Yillar i¢inde kagit hamuru ve kagit endiistrisindeki ksilanazlarin ticari
kullanimi istikrarli bir sekilde artmistir. Gilinlimiizde, kagit hamuru ve kagit
endiistrisinde (Bedford & Classen, 1992) kullaniminin yani sira, ksilanazlar ayrica
bugday ununda ve kiimes hayvanlarinin yem katki maddeleri olarak da
kullanilmaktadir (Maat vd., 1992). Aym1 zamanda ksilanazlara, bitkisel yaglarin
cikartlmasit i¢in hamur isleme ve firmmlanmis {irlinlerin kalitesi ve nisasta
tyilestirilmesinde (Wong & Saddler, 1992), tarimsal silaj ve tahil yeminin besin
Ozelliklerinin arttirllmasinda (Kuhad & Singh, 1993), pektinaz ile kombinasyon
halinde meyve sularinin berraklastirilmasinda (Biely, 1985) ve keten, kenevir, jiit ve
rami (Kapoor vd., 2001; Puchart vd., 1999; Sharma, 1987) gibi bitkisel lif

kaynaklarinin zamkinin giderilmesi i¢in seliilazin hidrolizine ihtiya¢ duyulmustur.



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Mikrobiyal Enzimler

Endiistriyel alanda kullanilan ¢ogu enzimler genellikle mikroorganizmlardan
elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganzima kaynakli enzimlerin katalik
aktivitelerinin yliksek olmasi, kararli ve ucuz olmalari, istenmeyen yan iiriin
olusturmamalari, fazla miktarda elde edilmeleri gibi avantajlar1 sayesinde bitki ve
hayvan kaynakli enzimlere gore daha fazla tercih edildigini gostermektedir (Wiseman,
1987). Bu mikroorganizmalar patojen veya toksik olmamalarinin yanisira enzim
liretme potansiyeline gore secildikleri bilinmektedir. Son yillarda mikroorganizma
kaynakli enzimler yaygin kullanildig1 i¢in bu alanlarda mikroorganizma kullanimina
ihtiya¢ duyulmustur (Demain & Solomon, 1981).

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun ¢esidine gore 6 ana gruba ayrilmislardir.
Ticari 6neme sahip olan enzimlerin ¢ogu, hidrolazlar seklinde tanimlanmakta olup,
cogunlukla mikrobiyal kokenlidir. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi; cesitli
tirlinlerin kullanim alanlarinin, g¢esitliliginin ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle bircok enzime farkli alanlarda ihtiya¢c duyulmasi; gibi nedenlerden Gtiirii
endiistriyel enzimlerle ilgili olarak yapilan ¢alismalar gittikge Onemli hale
gelmektedir. Son zamanlarda rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak
rekombinant enzimlerin iiretimi giderek yayginlasip yiiksek boyutlara ulasmistir

(Gessese, 1998).

1.2. Ekstremofiller ve Ekstremofilik Enzimler (Ekstremozimler)

Cogunlukla tek hiicreli olup siradisi kosullarda yasama gereksinim duyan ve
bu kosullarda rahatca gelisen organizmalara ekstremofiller denir. Ekstremofilik
mikroorganizmalar; kutuplarin  diisiikk  sicakliklarinda, volkanlarin  yiiksek
sicakliklarinda, ¢ok diistik (pH 0-3) ve ¢ok yiiksek pH degerlerinde (pH 10-12) veya
cok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-30) yasamaya uyum gdstermis canlilardir
(Niehaus vd., 1999; Gul-Guven, 2007; Zeikus, 1979). Dolayisiyla, bu ortamda yasayan
organizmalar mezofillerin yasamlarin1 devam ettiremeyecekleri kosullarda aktivite
gosteren ve ekstremofilik enzimler olarak ismilendirilen enzimleri iiretirler (Belkin &

Jannasch, 1985).



Ekstremofilik enzimler, endistriyel uygulamalar icin biiyiik 6neme sahip
sicaklik, basing, pH ve tuzluluk gibi olaganiistii sartlarda calisan enzimlerdir.
Mezofilik enzimler ise endiistriyel enzimlerden istenen zorlu reaksiyon sartlarinda
enzim kararliligindaki eksiklerden dolay1 eksremofilik enzimlere nazaran daha az

tercih edilirler (Gul-Guven, 2011).

1.3. Termofiller

Cevredeki en onemli degiskenlerden biri sicakliktir. Siniflandirma faktorii
belirlenirken, yasayan organizmalarin ¢evresindeki sicakligi uyumuna bagli olarak
yapilir. Bu yiizden sicaklik biyolojik sistematigin en temel unsurlarindan biri sayilir.
Mikroorganizmalar genel olarak psikrofil, mezofil ve termofil olmak {izere {i¢ gruba
ayrilmaktadir (Dekker & Richards, 1976). Termofilik organizmalar kendi i¢inde 1limli
termofil (45-65 °C) ve hipertermofil (85 °C) olarak iki gruba ayrilirlar (Demirjiian vd.,
2001).

Siradis1 sartlarda yasamak, iiremek, gelismek i¢in organizmalar metabolik ve
diger hiicresel fonksiyonlarin1 bu ortamlara uyumlanmak zorundadir. Termofillerin
hiicre membran1 doymus yag asitlerinden olusur. Bu yag asitleri hiicreye hidrofobik
ortam saglayip ve yiiksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi oldugunca sert ve siki tutar.
Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve bilesenleri
(niikleik asitler, enzimler, proteinler, vb.) yiiksek sicakliga dayaniklidir (65-85 °C).
Dolayisiyla bu bilesenler siradisi alkali kosullara, asidik denatiirantlara ve proteolize
kars1 dayaniklidirlar (Kristjansson & Asgeirsson, 2002; Haki vd., 2003)

Termofilik ve hipertermofilik organizmalara ait enzimler genellikle yiiksek
sicakliklarda giiclii aktivite gosterirken 40°C’nin altinda etkin bir aktivite gostermezler
(Gomes & Steiner, 2004). Termofilik karakterde olup, sicaklifa direngli olan
enzimlerle mezofilik enzimlerin amino asit igerigi goz Oniine alinarak yapilan
kiyaslama sonucunda, termofilik kokenli enzimlerde; glisin yerine alaninin, lizin
yerine arjinin amino asitininin daha fazla yer aldig1 goriilmiistiir. Sicakliga en hassas
amino asit olan sistein ise termofilik enzimlerin yapisinda daha smirli diizeyde
bulunmaktadir. Termofilik proteinlerin kararliliginda hidrofobik etkilesimlerle 6nemli

bir rol aldig1 gosterilmistir. Sicakliga direncli proteinler hidrofobik interaksiyonlarla



dimer olusturarak 1sil hidrolize karsi daha direngli hale ge¢mektedir. Amino asit
icerigindeki farkliliga ek olarak termofilik proteinler, ¢esitli disiilfit baglar1, molekiil
ici aromatik yapilar, zengin hidrojen baglar1 icermekte ve elektrostatik
mekanizmalarla yliksek sicakligi tolere edebilmektedir (Kumar & Nussinov, 2001).

Yiiksek 1s1l kararliliklari, cesitli denatiirantlara olan direngleri ve yiiksek
stabiliteleri nedeniyle birgok endiistriyel uygulamalarda termofilik karakterli enzimler
tercih edilmektedir. Termofilik enzimlerin en genis kullanildig1 alanlar igerinde
deterjan, gida, yem, nisasta, tekstil, deri, kagit hamuru ve farmasotik endiistrisi yer alir
(Gomez & Steiner, 2004).

Bugiin endiistride kullanilan ksilanazlarin ¢ogu mezofilik kokenli olmasina
ragmen biyoteknolojik siiregte ekstremofilik kaynaklardan izole edilen enzimler ¢ok
bliylik fayda saglamaktadir. Substratin biyoyararlannmi veya c¢Oziiniirligini
arttirmada, viskozite ve kontaminasyon riskini azaltmada ayrica yliksek sicakligin
gerekli oldugu durumlarda bir sogutma adimimin ekonomik olamayacagi igin

termofilik enzimlerin kullanilmasi ekonomik bakimindan gereklidir.

1.4. Hemiseliiloz ve Ksilan

Dogal olarak bitki biyokiitlesini olusturan lignoseliilozik bilesenlerin %20-
30’u hemiseliilozik maddelerden olusan heterojen polisakkaritlerdir (Timell, 1967).
Bitki biyokiitlesi, diinya yakit pazarindaki talebi karsilayacak kadar kisa bir degistirme
dongiisiine sahip kimyasal hammaddeler icin alternatif bir dogal kaynaktir. Ksilan,
hemiseliilozun ana bilesenidir ve yararli son iiriinlere bozunma potansiyeli yiiksek olan
ikinci en bol yenilenebilir kaynaktir. Bu nedenle, hemiselilloza dayali ucuz
teknolojilerin gelistirilmesi istenmektedir. Ksilanin, seliiloz ile birlikte, hammadde
icin kiiresel talebin ¢ogunu yakin gelecekte olmasa da ilerleyen zamanlarda
karsilayacagi ongoriilmektedir. Bilim insanlarinca komiir ve ham petroliin 50 yil
icinde biyokiitle ile rekabet edecegi tahmin edilmektedir (Goheen, 1981).

Diinyadaki en bol yenilenebilir biyokiitle olan lignoselillozun temel
bilesenlerini lignin, seliiloz, hemiseliilloz ve kii¢iik miktarlarda pektin ve protein
olusturur. Bitkinin tiirii, yasi, biiylime asamasi ve diger kosullari bu bilesenlerin

oranlarina baglidir (Kumar vd., 2009)



Hemiseliiloz igerigi tam olarak tanimlanmamaistir (Polizeli vd.,2005) ama bitki
hiicre duvarinda bir polimer sinifi olan ve ¢ok miktarda bulunan ksilan, pentoz ve
heksoz sekerlerinden olusan bilesiktir (Uday vd., 2016). Hemiseliiloz olarak
adlandirilan smifin ana bileseni sekerlerdir. Hemiseliiloz hidroliz oldugunda ksilan
tiretir (Polizeli vd., 2005).

Schulze, 1891°de ilk olarak, bitki materyallerinden izole edilen veya seyreltik
alkali ile ekstrakte edilen bdliingiiler icin hemiseliilloz terimini ortaya atmustir.
Hemiseliilozlar baslica ksilan, mannan, galaktan ve arabinan gibi heteropolimerlerden
olusur. Bu hemiseliiloz fraksiyonlarinin siniflandirilmasi mevcut seker pargalarinin
tiirlerine baglidir.

Sert odunsularin hemiseliillozu daha ¢ok ksilan i¢erirken, yumusak odunsularin
hemiseliilozu daha ¢ok glukomannon icermektedir. Sert odunlarin % 20-25’1, otsularin
% 15-20’si ve yumusak odunlarin énemli bir kismini glikomannan ve ksilanlar
olusturmaktadir. Tahil saplarinin kuru agirliginin % 20-30’u ksilandan olusur (Aspinal
vd., 1970). Ksilan g¢esitlerinin tiimii D-ksilopiranoz omurgasina f (1 — 4) ile
baghdirlar, fakat biyokiitle kaynagina bagli olarak farkli kompozisyonlar igerirler

(Ebringerova vd., 2005).

1.5. Ksilan Kimyasal yapisi

Ksilanlar, a-arabinofuranoz ve/veya a-glukuronik asitlerin yan dallarina sahip
B-1,4-glikosidik bagi ile bagl D-ksiloz (bir pentoz sekeri) monomerlerinden olusan
bir ¢esit polisakkaritlerdir. Buna ek olarak bir ksilan molekiiliiniin yapisinda, seliiloz
grubu olmayan D-mannoz, D-glukoz, L-arabinoz, D-galaktoz, ve D-galakturonik asit
gibi monosakkaritler de bulunmaktadir (Polizeli vd., 2005; Shallom & Shoham, 2003:
Bastawde, 1992). Kaynaklarima ve ekstraksiyonlarina baglh olarak ksilan, farklh
polisakkarit ve kompozisyonlarindan meydana gelir (Harmsen vd., 2010). Ksilanin
kimyasal yapisina bakildiginda, yan gruplarda i¢ i¢e ge¢mis kovalent baglarin ve
ligninin {istiinii 6rten kilif ile ¢esitli noktalar arasindaki hidrojen baglarinin varlig
goziikkmektedir (Joseleau vd., 1992). Ksilanin ana zinciri B-ksilopiranozdan olusur
(Whistler & Richards, 1970). En yaygin hemiseliilozik polisakkarit olan ksilan, kara
bitkilerinin hiicre duvarmin toplam kuru agirliginin %30-35’ini olusturur (Joseleau

vd., 1992).



L-1,4-ksilanlar, bir homopolimerik omurga zincirine sahip, 1,4-bagh L-D-
ksilopiranoz birimlerinden meydana gelmis bir heteropolisakkaritleridir. Bu omurga;
O-asetil, K-L-arabinofuranosil, K-1,2’ ye bagli glukuronik veya 4-O-metilglukuronik
asitten meydana gelir (Aspinall, 1959). Bu lineer ksilanlar guar tohumu ve tiitiin
saplarindan izole edilmistir (Eda vd., 1976). Odun ksilanlarinin molekiil yapilari; sert
odunlarda O-asetil-4-O metilglukuronoksilanlardan, yumusak odunlarda ise arabino-
4-O-metilglukuronoksilanlardan ~ olusmustur.  Sert  odunlarin  ksilanlarinin
polimerizasyon derecesi (150-200), yumusak odununkinden (70-130) daha yiiksektir
(Timell, 1965). Tahil ksilanlari, D-glukuronik asit veya 4-O-methyl eter ve
arabinozdan olusur (Brillouet & Joseleau, 1987). Pentozanlar olarak da adlandirilan

yillik bitkilerin endospermik arabinoksilanlari, suda daha fazla ¢oziiniir (Ferreira-

Filho, 1994).

1.6. Ksilanlarin Simiflandirilmasi
Ksilanin omurgasinda bulunan ortak yapilara bakarak; dogrusal homoksilan,
arabinoksilan, glukuronoksilan ve glukuronoarabinoksilan olmak iizere ksilanlar
cesitli tiirlerde siniflandirilir. Ksilanlar, cesitli bitkilerde kismen asetillenmis bir
formda bulunur.
Ksilanlar yapilarina gore 4 kategoriden olusur;
- Arabinoksilanlar, sadece yan zincir olarak a-L-arabinofuranosil igerir.
- Glukuronoksilanlar, sadece a-D-glukuronik ve bunun 4-O-metil tiirevlerini
igerir.
- Glukurono arabinoksilanalar, hem o-D-glukuronik hem de o-L-
arabinofuranosil igerir.
- Galakto glukurono arabinoksilanlar, kompleks [(-D-galaktopiranosil

oligosakkaritlerden olusur.

1.7. Ksilanin U¢ Boyutlu Yapisi

Ksilan molekiillerinin  1ic  boyutlu yapis1 Atkins (1992) tarafindan
tanmimlanmistir. Ksilan omurgasi, kristalize kosullar altinda {i¢ kat sol-el
konformasyonu gosterir; glikosidik baglantinin  geometrisi yan zincirlerden

etkilenmez. Omurganin nihai yapisin1 zincirler arasindaki etkilesimin son



konformasyonu belirler. Elektron kirinim modeli ii¢ katli konformasyonu dogrular ve
zincirlerin altigen morfolojiye sahip bir trigonal kafes i¢inde organize edildigini
gosterir (Sekil 1). Ksiloz halkas1 {izerindeki 5. pozisyondaki tek hidrojen yerlesimi,
zincir i¢indeki ve zincirlerin birbiriyle yaptig1 hidrojen bagi etkilesimleri tizerinde
etkiye sahiptir (Atkins, 1992).
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Sekil 1. Ksilanin molekiil yapis1

1.8. Ksilanaz Ureten Organizmalar
Ksilan heterojen yapili kimyasal bir bilesiktir (Sekil 2). Bu nedenle onun

hidrolizi i¢in ¢esitli etki bi¢imine sahip enzimler gerekmektedir.
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Sekil 2. Ksilan molekiiliinii hidrolize eden enzimler.




Ksilanazlar bitki hiicre duvarinin bir bileseni olan karmasik B-1,4 polisakkarit
ksilanin omurgasini parcalayan hidrolitik enzimlerdir. Ksilanazlar ve onunla iliskili
dallanma enzimleri (Sekil 3); bakteriler, aktinomisetler, maya ve mantarlarda ksilanin
dolayisiyla hemiseliilozlarin hidrolizini saglarlar. Mikroorganizmalar tarafindan
tiretilen cesitli ksilanazlar; ksilan1 sindirmesi nedeniyle, gida endiistrisinde, deterjan,
ekmek hamuru, kagit ve kagit hamuru endiistrisi gibi bir¢ok endiistriyel alanda 6nemli
enzim grubu haline gelmislerdir (Hatanaka, 2012; Golugiri vd., 2012; Singh vd.,
2013).
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Sekil 3.Ksilanin hidrolizi

Bakteri, mantar, aktinomiset ve ¢esitli mikroorganizmalarda bulunan p-1,4-D
endoksilanaz (E.C.3.2.1.8) ve B-ksilosidaz (EC.3.2.1.37)’1n ksilan1 kolayca hidrolize
edildigi bulunmustur (Puls & Schuseil, 1991).

Ksilanazlarin ¢esitli uygulamalar1 ve sahip oldugu ensiitriyel 6nem, glikozil
hidrolaz ailesinin bu 6nemli enzimi biyokimyasal ve molekiiler yonleri iizerine
aragtirmalar1  tesvik etmistir. Ozellikle biyodéniisim ve agartma alaninda,
biyoteknolojik kullanimlar i¢in ksilanazlarin gelecekteki beklentileri goéz Oniine
alindiginda, ksilanazlarin biyosentezin diizenlenmesi ve etki mekanizmasi agisindan
Ozelliklerini analiz edilmesi ¢ok dnemlidir. Son yillarda giderek artan sayida yayinda,
yeni kaynaklardan elde edilen ¢ok sayida ksilanazin, klonlamalarini, dizilemelerini,

mutajenezlerini ve kristalografik analizlerini tanimlamaktadir. Ksilanazlar endiistriyel



olarak dnemli enzimler oldugundan, enzimin ¢esitli yonlerini kapsayan bircok makale
yaymlanmistir (Prade, 1995; Biely, 1985)

Endiistriyel islemlerde ksilanaz uygulamasi, ¢esitli faktorler nedeniyle sinirl
ticari kullanimina sahiptir. Ksilanin dogal dallanmasindan dolay1 sinirli hidrolizi, dar
pH araligi, 1s1l kararsizlik, substratin erigilmezligi, enzim iiretiminin inhibisyonu ve
maliyeti gibi nedenler enzimin kullanimina sinir getirmektedir. Yiiksek aktiviteleri,
ilimli reaksiyon kosullari ve subsrat kaybinin minimum seviyede olmasi gibi
nedenlerle mikrobiyal ksilanazlar (1,4-L-D-ksilan ksilanohidrolaz, EC 3.2.1.8), ksilan
hidrolizi igin tercih edilen katalizorlerdir. Enzimatik hidroliz, islemin ekonomik
uygulanabilirligini sinirlayan faktorlerden biridir. Ticari uygulamalar daha ucuz enzim
kullaniminm1  gerektirir. Genetik miihendisligi, daha yiiksek enzim ekspresyonu
seviyeleri ve verimli islemi ekonomik hale getirmek i¢in ksilanazlarin biiyiik 6l¢ekli
ifadesinde 6nemli rol oynar. Bu nedenle daha fazla miktarda enzim {iretilmesi i¢in;
mantar, bakteri ve mutant suslariyla indiiklenmeleri gerekmektedir. Bu yiizden
mikroorganizmadan ksilanaz geninin klonlanlamasi ve izolasyonu gibi islemleri
uygulamak verimli bir adimdir (Herna'ndez vd., 2008; Deesukon vd., 2011). Boylece
biyoteknolojik gelismeler yenilenemeyen kaynaklari ticari olarak olarak daha degerli
pazarlanabilir hale doniistiiriir.

Ksilanazlar bakteri, alg, mantar, protozoa, gastropodlar ve eklembacaklilar gibi
cok sayida organizma tarafindan iretilir (Dekker & Richards, 1976). Bakteri ve
mantarlarin ¢ogu doniistiiriilebilir son {iriin olan ksilozu hidroliz etmek i¢in hiicre dis1
ksilanazlar1 salgilar. Ruminal mikroorganizmalar da ruminant yemindeki yiiksek
diyetetik hemiseliiloz igerigi nedeniyle giiclii ksilanaz iireticileri oldugu bilinmektedir.
Ayrica ksilanazin varliginin tespit edildigi baska organizmalarda vardir. Bu
organizmalara; prokaryotlar, Okaryotlar, deniz yosunlari, salyangozlar, bocekler,
tohumlu karasal bitkiler, c¢imlenen tohumlular (Walia vd., 2013a), deniz
ortamlarindaki bakteri ve siyanobakteriler ksilanaz iireticileri olarak drnek verilebilir

(Annamalaiet vd., 2009).
1.9. Ksilanaz Uretimi

Ksilanotik enzimler, verimli sekilde c¢alismak i¢in; uygun bir indiikleyici

substrata ve bir optimum ortama (tampon) ihtiya¢ duyar. Cogu ksilanaz seliilazla
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birlikte aktivite gosterir. Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde istenilen sartlar ise
seliilaz aktivitesi igermeyen ksilanazlardir ve bu da yeni ksilanaz arastirmalarina ortam
hazirlamistir. Bu arastirmalar sonucunda filamentli mantarlarin gii¢lii enzim seviyeleri
nedeniyle yliksek maya ve bakterilerden daha iyi 6zellikte ksilanaz tireticileri oldugu
bulunmustur. Ancak bu ksilanazlarin da genellikle seliilazlarla birlikte aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Steiner vd., 1987). Karbon kaynagi olarak sadece ksilani
kullanan secici ksilanaz tiirleri Trichoderma ve Aspergillus’da tespit edilmistir. Bu
suglar seliilozik substratlarin bulundugu ortamlarda hem seliilaz hem de ksilanaz tiretir
(Biely, 1993). Hiicre dis1 enzimler, ortamda bulunan karbon kaynaklarinin
hidrolizinde aktif olarak yer alir. Bu nedenle hiicrelerin seliiloz tarafindan kontamine
olmayan daha diisiik bir karbon / azot orani altinda biiytitiilmesi seliillaz icermeyen
ksinolitik sistem liretmesine sebep olabilir (Biely, 1991). Bununla birlikte Clostridium
stercorarium (Berenger vd., 1985), Thermomonospora curvata (Stutzenberger &
Bodine, 1992) ve Neurospora crassa (Deshpande vd., 1986) tarafindan maksimum
ksilanaz iiretimi i¢in ortamda, seliilozik substratlarin da gerekli oldugu bulunmustur.
Aspergillus awamori, Penicillium purpurogenum (Haltrich vd, 1996), alkalifilik
termofilik Bacillus sp. NCIM 59 (Dey vd., 1992) gibi bazi mikroorganizmalarda
ksilanaz tretiminin en uygun oldugu ortam; misir kocani, bugday kepegi, piring
kepegi, piring samani, misir sapt gibi daha ucuz hemiseliilozik substratlardir.
Mantarlarda ksilanaz aktivitesi bakterilerden daha yiiksektir. Su ana kadar mantarlar
arasinda bildirilen en yiiksek ksilanaz aktivetisi Trichoderma reesei'de 3350 TU ml’!
tinitedir (Haapala vd., 1994). Trichoderma hamatum'un substrat olarak bugday
samanimi kullandigi enzimde 7000 IU g iinite olarak bulundugu bildirilmistir

(Grajeck, 1987).

1.10. Ksilanaz Verimini Etkileyen Faktorler

Ksilanazlarin verimini standart parametrelere ek olarak birkag¢ anahtar faktor
etkiler. Ksilanaz ekspresyonu heterojen substratlar iizerinde gergeklestiginde,
ekspresyon seviyesi iizerinde karmasik etki meydana gelir. Karbon kaynagi olarak
kullanilan ksilooligosakkaritlerin kimyasal yapisi ve orani ksilanaz aktivitesi iizerinde
cogu zaman inhibe edici etkiye sahiptir. Genel olarak; indiikleyici molekiillerin yavas

salinmas1 ve kiiltiir filtrasyonunun indiikleyiciyi metabolize edilemeyen tiirevine
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doniistiirme olasiligi, ksilanazin aktivitesini arttirir. Ksilanazlar substrata sikica
baglanir. Fermantasyon sirasinda {iretilen enzimin bir kism1 genellikle ¢éziinmeyen
substrat ile birlikte bagli enzim olarak kaybolur ve atilir. Ksilanaz iireticisinin
metabolik enzimleri olan proteazlar (Penbroke vd., 1992) ve transglikozidazlar gibi
enzimler de enzimin ger¢ek verimini etkiler. Bir fermantasyon prosesinde elde edilen
ksilanazin aktivitesini ve verimliligini arttirabilen diger biyoproses parametreleri pH

ve sicakliktir (Hrmova vd., 2001).

1.11. Ksilanaz Sentezinin Diizenlenmesi

Son yillarda mikrobiyal ksilanolitik sistemleri hakkinda bilgi artis1 olmasina
ragmen, olasi ticari uygulamalarda verimli ksilanaz enzimini iiretmek ve gelistirmek
icin ksilanazlarin indiiksiyonu, sekresyonu ile ilgili daha ileri ¢aligmalara ihtiyag
duyulmustur. Ksilanaz iiretiminin indiiklenebilirligi ¢esitli bakteri ve mantarlar
tarafindan gerceklestirildigi bilinmektedir. Genel olarak ksilanaz indiiksiyonu
karmasiktir ve indiikleyicinin yapisina ve organizmanin tiirline gore degisiklik
gosterir. Bir tiirde maksimum ksilanaz aktivitesi iireten bir indiikleyici, diger bir
tiirdeki aktivitenin inhibitorii olabilir (Hrmova vd., 1989) Substrat tiirevleri ve
enzimatik son iiriinler genellikle ksilanazlarin indiiksiyonunda 6énemli bir pozitif rol
oynayabilir fakat ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda son {iriin enzimin inhibitorii

olarakta islev gorebilmektedir.

1.12. Indiiksiyon

Yiiksek molekiil agirligina sahip bir polimer olan ksilan, hiicre duvarina niifuz
edemez. Ksilanin diisiik molekiiler kiitleli parcalari, ksilanaz biyosentezinin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Bu fragmentleri; ksiloz, ksilobiyoz,
ksilooligosakkaritler, ksiloz ve glikozun heterodisakkaritleri ve bunlarin konumsal
izomerleri olusturur. Bu molekiiller, az miktarda yapisal olarak iiretilen enzimin
etkisiyle ksilandan hidrolize edilerek ayrilir. Selillozun ayrica birka¢ reaksiyonda
ksilanazin bir indiikleyicisi olarak hareket ettigi gosterilmistir ancak indiikleyici
etkinin seliilozla m1 yoksa kirletici ksilan fraksiyonuyla m1 gerceklestigi agik degildir.

Streptomyces sp.’de ksilanaz aktivitesinin seliilozik substratin kristalinitesi ile arttig1
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goriilmektedir (Morosoli vd., 1986). Seker kamisi, Cellulomonas flavigena'da ksilanaz
ve B-ksilosidazin en iyi indiikleyicisi olarak bulunmustur (Perez-Avalos vd., 1996).

Cam ksilan1 tarafindan indiiklenen Aspergillus sp. (2MI)’de sentezlenen
ksilanaz, diger ksilan ¢esitleriyle indiiklenen ksilanazlardan daha yiiksek stabilite
gostermistir (Raquel vd., 1997). Ksiloz varliginda Bacillus pumilus (Paul&Varma,
1990), Streptomyces lividans 66 (Kluepfel vd., 1990) ve Aureobasidium pullulans'ta
daha yiiksek enzim verimleri elde edilmistir (Leathers vd., 1984) Bununla birlikte,
Cryptococcus albidus'ta (Biely, 1985) ksiloz, ksilanaz {retimini baskilarken,
termofilik aktinomisetlerde (McCarthy vd., 1985) ksilanaz ekspresyonunun
diizenlenmesi konusunda hig¢bir etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir. Ksilobiyozun, 7.
reesei (Hrmova vd., 1986) ve Aspergillus terreus'ta (Hrmova vd., 1991) ksilanazin
spesifik bir indiikleyicisi oldugu bulunmustur. Maya ve mantarlarin ksilanolitik
sistemleri de ksilobiyozun konumsal izomerleri tarafindan indiiklenmistir.
Cryptococcus albidus ta, ksilobiyozun konumsal izomerleri, hiicrelerin onlara
tepkisinin daha yavas olmasi nedeniyle ksilobiyozdan (Biely & Petrakova, 1984) farkl
davranir, ancak enzim verimleri, dogrudan indikleyici olmadiklarin1 gosteren
izomerik ksilobiyozlarin varliginda daha yiiksektir. D-ksilan fragmentlerinin yan1 sira
metil-L-D-ksilopiranosid, Streptomyces sp. (Nakanishi & Yasui 1980; Marui vd.,
1985) ve Cryptococcus ve Trichosporon (Biely, 1980; Yasui vd., 1984) gibi maya
cinslerinde ksilanaz1 indiikler. Trichosporon cutaneum (Hrmova vd., 1984) ve
Trichoderma lignonum da (Defaye vd., 1985) tioksilobiozun, ksilanaz aktivitesini
indiikledigi bulunmugtur. Ayrica, tiim L-ksilopiranozitlerin, indiiksiyon kapasiteleri de
aglikonun yapisina bagli oldugundan, ksilanaz indiikleyicileri olarak kullanilmadiklar
bildirilmektedir.

Bu heterodisakkaritlerin pozisyonel izomerlerinin sentezinde
transglikozilasyon enzimlerinin rolii Aspergillus terreus (Hrmova vd., 1991) ve T.
reesei (Hrmova vd., 1986) tiirlerinde gosterilmistir. Ksilanaz indiikleyicileri olarak
tanimlanan diisiik molekiiler kiitleli maddeler, sitoplazmaya translokasyonlar1 igin
transferaz enzimlerine ihtiyagc duyarlar. Bu nedenle, kiiltiir filtratindaki

indiikleyicilerin veya gerekli enzimlerin seviyesi de ksilanaz sentezini etkiler.
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1.13. Molekiiler Diizeyde Ksilanazin Indiiklenmesi

Molekiiler diizeyde enzim indiiksiyonu ve ksilanaz biyosentezi hakkindaki
bilgiler daha az arastirildigr i¢in smirlidir. Bunun nedeni indiikleyicilerin deneysel
kosullarda hiicrelere tasinmasini saglayan sistemlerin, hiicresiz sistemlerde
bulunmamasindan dolayidir (Biely, 1993). Baz1 organizmalarda ksilanaz ve seliilaz
olusumu i¢in indiiksiyon diizenlemesi bildirilmistir (Hrmova vd., 2001; Nevalainen &
Palva, 1978). Mutasyonlarin pleiotropisinden anlasilacagi iizere, iki enzim sisteminin
sentezini yoneten ek bir baglanti hem seliilaz hem de ksilanaz genlerinin ortadan
kaldirilmasina sebep olmaktadir (Hazlewood ve Gilbert, 1993).

Estaben vd., (1992)’de Bacillus circulans WL-12'nin glukozla biiyiitiilen
kiiltlirlerinde ksilanazin tespit edilmedigini, ancak ksiloz, mannoz ve seliillozun
ksilanaz tiretimini destekledigini bulmuslardir. Butyrivibrio fibrisolvens GS 113'teki
ksilanaz ve ksilosidazin ayni koordinat kontrolii altinda oldugu, ksilan tarafindan
indiiklendigi ve glukoz tarafindan baskilandig1 ortaya koyulmustur (Utt vd., 1991).
Bacillus. pumilus'tan (Moriyama vd., 1987; Panbangred vd., 1983) L-ksilanaz genleri
iceren DNA fragmentlerinin analizi, ksilanaz ve ksilosidaz genlerinin yakindan iligkili
oldugunu ve 14,4 kb'lik bir DNA fragmentinin baglantili oldugunu gostermistir fakat

ayni operon tarafindan kontrol edilmedigi tesit edilmistir.

1.14. Ksilanazin Biyokimyasal Ozellikleri

1.14.1. Molekiiler Agirhk

Ksilanazlarin 6zellikleri hakkindaki mevcut bilgilerin ¢ogu bakteri ve mantar
enzimleri iizerine yapilan c¢alismalardan bulunmustur. Mikrobiyal ksilanazlar,
molekiiler kiitleleri 8-145 kDa arali§inda olan tek alt birimli proteinlerdir (Sunna &
Antranikian, 1997). Buna 6rnek olarak bazi tiirlerden izole edilen ksilanazlarin
molekiiler agirliklarin1 verebiliriz. Thermotoga maritima’nin ksilanazinin 120 kDa
oldugu bildirilmistir (Liebl vd., 2008). Ayrica SDS-PAGE analiziyle Bacillus
subtilis’ten elde edilen ksilanazin 21,4 kDa oldugu bildirmislerdir (Kosciow vd.,2016).
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1.14.2. Sicakhik

Bakteri ve mantar kaynakli endoksilanazlarin optimum sicakliklar1 40 ile 60°C
arasinda degismektedir. Fungal ksilanazlar genellikle bakteriyel ksilanazlardan daha
az termostabildir. Ceratocystis paradoxa mezofilik kokenlidir ancak termostabil
ksilanaz iireten mantardir ve iirettigi ksilanaz 1 saatlik 80°C'de stabiliteye sahiptir
(Dekker & Richards, 1975). Acremoniun alcalophilum JCM 7366’da hem
karboksimetil seliilaz hem de ksilanaz aktivitelerine sahip diislik sicaklikta c¢alisan
aktif bir enzime sahip oldugu bildirilmistir.

Ksilanazlarin bulundugu organizmalara gore calistigi sicaklik araliklari
degiskenlik gostermektedir. Pseudopedobacter saltans’tan elde edilen ksilanazin 10-
55°C arasindaki sicaklikta calistigi bildirilmistir (Sharma vd., 2018). Zou ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada; Sphingobacterium sp. TN19’dan gelen ksilanizin
%65’1n lizerinde maksimum aktivite gdsterdigi sicaklik aralig1 20-28°C olarak tespit
edilirken, 10°C’de maksimum %40 aktivite gosterdigini bulmuslardir (Zou vd., 2009).
Pediococcus acidilactici’ deki ksilanazin aktivite gosterdigi sicaklik araligini 10-80°C
olarak bildirmislerdir (Adiguzel vd., 2019). Bacillus licheniformis’tan izole edilen
ksilanazin ¢alisig1 sicaklik 25-75°C olarak verilmistir (Ghosh vd., 2019). Rahmani ve
arkadaslarinin 2019°da Kitasatospora sp. ksilanazini {izerinde yaptig1 ¢calismada %50
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik araligini 30-65°C olarak bildirmislerdir.
Bacillus sp. deki ksilanazin 40-90°C arasindaki sicaklikta aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Shrinivas vd., 2010). Thermotoga petrophila’dan elde edilen ksilanazin
70°C’ de %40, 100°C’ de %70 maksimum aktivite gdsterdigi tespit edilmistir (Ul-Haq
vd., 2012).

1.14.3. pH

Farkl1 organizma kaynaklarindan elde edilen D-ksilanazlar genellikle genis bir
pH araliginda (Dekker & Richards, 1975; Sunna &Antranikian, 1997) kararli olup 4-
7 pH aralifinda optimum aktivite gosterir. Aspergillus kawachii (Ito vd., 1992) ve
Penicillium herque (Funaguma vd., 1991) gibi mantarlardan elde edilen ksilanazlar,
asidik karakterde optimum pH (2-6) aktivite gosterir. Talaromyces amestolkiae’den
elde edilen ksilanazin optimum pH aralig1 2,2-5,5°tir (Nieto-Dominguez vd., 2015).

Farkli ¢aligmada bir maya tiirli olan Aspergillus niger’den elde edilen ksilanazin %73
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maksimum aktiviteyle pH:3,5’ta, %78 maksimum aktiviteyle pH:4,5‘ta ¢alistig1
bildirilmistir (Patel vd., 2018). Anoxybacillus sp. 3M tiiriinden izole edilen ksilanazin
pH:7’de %50, pH:4,5’ta %46 maksimum aktivite gosterdigi yapilan caligmalarla
belirlenmistir (Marcolongo vd., 2019). Aspergillus oryzae’den gelen ksilanazin %60
maksimum aktiviteyle calistig1 araligin pH:7-9 oldugu bulunmustur (Suzuki vd.,
2010).

Paenibacillus terrae tiiriinden alinan ksilanazin %90 maksimum aktiviteyle
calist1 pH 7 oldugu tespit edilmistir (Kim vd., 2018). Yin ve arkadaglarinin yaptigi
calismada Thermobifida halotolerans tiirlinden izole ettikleri ksilanazin pH:4-10,6
arasinda aktivite gosterdigi bildirilmistir (Yin vd., 2019).

Cesitli kaynaklardan elde edilen endoksilanazlarda izoelektrik noktalar1 3 ila
10 arasinda degisiklik gostermektedir. Bakterilerin iki tipte ksilanaz tirettigi bunlarin
da genel olarak yiiksek molekiiler kiitleli asidik ksilanaz ve diisiik molekiiler kiitleli
bazik ksilanaz olduklar1 bilinmektedir. Ancak mantarlarda bu tiir bir iligkinin
gozlemlenmedigi, yaygin olarak diisiik molekiiler kiitleli ksilanazlarin da bazik

karakterde oldugu bilinmektedir (Kocabas vd., 2017).

1.14.4. Substrat Spesifikligi

Ksilan1 degrade eden enzimlerin etki mekanizmasiyla ilgili bilgiler, substrat
Ozgiilliigli, yan zincir ikamelerinin aktivite iizerindeki rolii, par¢alanan baglarin
Ozgiilliigii ve son iirlinler tizerine yapilan ¢alismalardan elde edilmistir. Mantar kokenli
ksilanazlar iki sekilde karakterize edilir. Bunlar esas olarak iki tiptedir; arabinozu
serbest birakmayan dallanmayan veya ana zincir baglantilarin1 kesmenin yani sira
arabinozu yan zincir degisimlerini serbest birakan dallanmadir (Reily, 1981).
Neurospora crassa (Mishra vd., 1984) ve Aspergillus niger (Takenishi, & Tsujisaka,
1973) gibi mantar kokenli bircok ksilanazin arabinozu, arabinoksilandan serbest
biraktig1r bulunmustur. Streptomyces roseiscleorticus'ta bulunan endoksilanazin da
dallanma yapan bir enzim tiirii oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, Trichoderma
harzianum (Wong vd., 1986) ve Aspergillus nijer'in baska bir susundan elde edilen
ksilanazlarin, arabinoksilandan serbest arabinoz olusturmadigi bulunmustur.

Ksilanaz aktivitesine yiiksek dalli polisakkaritlerdeki yapilarin etki ettigi

yaygin olarak gozlenmektedir. Bununla birlikte Aspergillus niger, Trichoderma viride
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ve diger kaynaklarda, dallanma noktalarina yakin ana zincir baglantilarina daha fazla
afiniteye sahip enzimler de bulunmaktadir (Dekker & Richards, 1976).

Ksilanazlar ayrica ¢esitli seliilozik substratlara karsi aktivitelerinde de farklilik
gosterir. Bunlardan birkag1 sadece ksilan lizerinde etki gosterirken, Myrothecium
verrucaria, Penicillium capsulatum ve P. funiculosum kaynakli spesifik olmayan
ksilanazlar karboksimetil seliilloz ve ksilan1 substrat olarak kullanmaktadir. Bazi
ksilanazlarin diger ksilanazlara gore serbest 0zgiilliigiin sebebinin katalitik grubun
yerlesiminin spesifikliginden kaynaklandigi1 bilinmektedir. Genel olarak ksilanazlarin
spesifikligi sekerler arasi baglantiya dogrudur (Dekker & Richards, 1976). C.
thermocellum kaynakli endoglukanazin arpadaki L-1,3 baglantilarini, L-glukani ve
diger substratlardaki L-1,4 baglantilarim1  hidrolize ettigi  bulunmustur.
Endoglukanazlarla transglikozilasyonun, katalitik boélgenin her iki tarafinda
stereospesifik baglanma bolgeleri icerdikleri i¢in substratla ayni baglantiya sahip
tirtinlere yol a¢tigina inanilmaktadir (Coughlan, 1992).

Hidroliz reaksiyonunda dogal substrat olarak arabinoksilani1 Bacillus subtilis’in
kullandig1 bildirilmistir (Rasmussen vd., 2010). Yine Aspergillus flavus’ta dogal
subsrat olarak kullanilan ksilan beechwoodun (kaym agaci kerestesi) hidroliziyle
ksilobiyoz ve ksilopentoz elde edilmistir (Chen vd., 2019). Yin ve arkadaslarinin
yaptig1 baska bir calismada Bacillus sp. tiriinde B-1,4 ksilan1 subsrat olarak
kullanmistir (Yin vd., 2010). Acetivibrio thermocellus’un subsrat olarak bugday
arabinoksilani kullandig1 ve hidroliz sonucunda ksiloz iiriiniinii elde ettigi bulunmustur
(de-Camargo vd., 2018). Dogal bir subsrat tiirii olan misir kogani ksilanin1 Aspergillus
flavus’un ksilobiyoz, ksilotrioz, ksilopentoz, ksiloheksoz tiirevlerine doniistiirdigii
bilinmektedir (Chen vd., 2019). Streptomyces thermocarboxydus dogal substrat olarak
kullandig1 beta-1,4 ksilan1 hidroliz etmistir (Kim vd., 2010). Streptomyces sp.
TN119‘un da yulafli ksilan1 hidroliz ettigi bildirilmistir (Zhou vd., 2010).

1.14.5. Metal Iyonlar: ve Inhibitérleri

Ksilanazlar ayrica cesitli organik madde ve metal iyonlarina karst olan
aktivitelerinde de farklilik gosterir. Baz1 metal iyonlar1 ve organik maddeleri aktiviteyi
arttic1 etki gdsterirken bazilar1 da diistiriicii etki gostermektedir. Cellulosimicrobium

cellulans tiriinden elde edilen ksilanaz iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda 50 mM
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konsantrasyonuna sahip Ca*? iyonun residual aktiviteyi %20 civarina diisiirdiigii tespit
edilmislerdir (Yuan vd., 2016).

Pseudozyma hubeiensis’ten gelen ksilanaz iizerinde Co* iyonun inhibe edici
etkisi oldugu bildirilmistir (Mhethras vd., 2016). Zea mays tiriinden elde edilen
ksilanaz iizerinde yapilan ¢alismada 10 mM Cu*? varlig1 enzimin residual aktivitesinin
diismesine neden oldugu bulunmustur (Han & Chen, 2010). Fe** metal iyonun varlig
Scheffersomyces stipitis’ teki ksilanazda %80 inhibisyona neden oldugu bildirilmistir
(Basaran & Ozcan, 2008). 5 mM K" iyonu varhgmin Penicillium oxalicum’taki
ksilanazda inhibe edici etkisinin oldugu bulunmustur (Ye vd., 2017). N°
Asetilimidazoliin Pseudozyma hubeiensis tiirtinden elde edilen ksilanaz {izerine inhibe
edici etkisinin oldugu bildirilmistir (Mhethras vd., 2016). Termitomyces clypeatus’taki
ksilanazda 3 M iire varlig1 enzimi inhibe etmistir (Bhattacharyya vd., 1997). Tris
(hidroksimetil) aminometan varlig1 Selenomonas ruminantium tiiriinden elde edilen
ksilanazin inhibe olmasina neden olmustur (Jordan vd., 2009). 5 mM SDS varligi
Thermomyces dupontii’den izole edilen ksilanazin aktivitesini diisiiriicii etkide oldugu
tespit edilmistir (Guerfali vd., 2009).

5 mM AI® metal iyonu varhgiyla yapilan deneyde Talaromyces
amestolkiae’dan elde edilen ksilanaz aktivitesini baslangic aktivitesine oranla %120
arttirdig1 bulunmustur (Nieto-Dominguez vd., 2015). 1 mM Ba*? varlig, Thermotoga
petrophila’daki ksilanazin aktivitesini arttiric1 6zellikte oldugu bulunmustur (Zhang
vd., 2019). Clostridium sp. B(OH); tiiriinden elde edilen ksilanazin 1mM Co™
varliginda aktivitesi %139’a ulasmistir (Li vd., 2018). 5 mM Fe*? varlig1 Talaromyces
amestolkiae’den elde edilen ksilanazin aktivitesini %125’ arttirmistir (Nieto-

Dominguez vd., 2015).

1.14.6. Kin ve Vinax

Bugiine kadar yapilan bir¢ok ¢aligmada bir¢ok ksilanazin kinetik parametreleri
aciga c¢ikarilmis ve enzimlerin biiyiik bir cogunlugun Micheal-Menten grafigine uygun
oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alismalara bakildiginda degerlerin 0,0099-80,14 mM
arasinda degiskenlik gosterdigi ortaya koyulmustur. Yapilan bir ¢aligmada subsrat
olarak ksilobiyozun kullanildig1 Halalkalibacterium halodurans’tan elde edilen

ksilanazin K,, degerinin 80,14 mM oldugu bulunmustur (Muzard vd., 2009).
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Ksiloheksozun subsrat olarak kulanidigi Rasamsonia emersonii’ den izole edilen
ksilanazin K, degerinin 0,09 mM oldugu gozlemlenmistir (Rasmussen vd., 2006).
Bifidobacterium breve’deki ksilanazin K, degeri 0,05 mM’dir (Hyun vd., 2012). Yine
baska bir c¢alismada 4-nitropfenil alfa-L-arabinofuranozidazin subsrat olarak
kullanildig1 Thermotoga petrophila’dan izole edilen ksilanazin K, degeri 6,125 mM
oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2019).

1.15. Termofilik Ksilanazlar

Thermonospora fusca (McCarthy vd., 1985), termofilik Bacillus sp.
(Gruninger & Fiechter, 1986) ve Bacillus stearothermophilus (Khasin vd., 1993) gibi
termofilik bakterilerin iirettigi ksilanazlar, 65-80°C araliginda optimum sicaklikta
aktivite gosterir. 37°C'de termotoleranshi bir Aspergillus susu tarafindan iiretilen
termostabil ksilanaz, 80°C'de maksimum aktivite gosterir (Mendicuti vd., 1997).
Termofilik anaerob Clostridium stercorarium 'un iirettigi ksilanaz A, optimum 70°C
sicakliga ve 80°C 'de 90 dakikalik bir yar1 6mre sahipken, Thermotoga sp.'den izole
edilen ksilanazin pH 5,5'te optimum 105°C 'lik bir sicakliga ve 95°C'de 90 dakikalik
bir yar1 6mre sahiptir (Simpson vd., 1991). Dictyoglomus sp.'in lirettigi ksilanaz 90°C
'de 80 dakikalik bir yar1 dmiir sergilemistir (Mathrani & Ahring, 1991). Termofilik
mantarlar arasinda, Thermoascus aurantiacus'taki ksilanazin 24 saat boyunca 70°C'de
stabil oldugu ve 80°C'de 54 dakikalik bir yar1 6mre sahip oldugu bilinmektedir (Yu
vd., 1987). Termostabil ksilanazlar iireten diger termofilik mantarlar arasinda pH 5-
6.5'ta 65- 75°C'lik sicaklikta optimum aktivite gosteren Paecilomyces variota
(Krishnamurthy & Vithayathil, 1989) ve T. byssochlamydoides (Yoshika vd., 1981)
bulunur. Son zamanlarda, termofilik aktinomisit Microtetraspora flexuosa SIIX'ten
elde edilen endoksilanazlarin, pH 6.0'da 80°C'lik optimum sicaklifa sahip oldugu
gbzlemlenmistir (Berens vd., 1996). Aktinomisetlerde ksilan pargalayict enzimlerin
yayginligina ragmen, Microbispora, Saccharomonospora, vb. gibi diger termofilik
aktinomisetler gruplarindaki ksilanazlar hakkinda ise nispeten az bilgi mevcuttur.

Tablo 1‘de, ksilanaz tireten termofilik organizmalardan birkag¢i tanimlamaktadir.
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Tablo 1. Ksilanaz iireten bazi termofilik mikroorganizmalar

Optimum Sartlar

Kaynak . Biiyiime Aktivite

Termofilik Bakteri Ksilanaz Sicaklik Sicaklik Referans
oo P g

Bacillus acidocaldarius 3,5- 65 4.0 80 Uchino ve Fukuda,
4,0 1983

Thermobifida fusca - - - 55-60 Weng ve Sun, 2005
- - - 55 Umemoto vd., 2009

Bacillus sp. 41M-1

Bacillus licheniformis X-1I - - 7,0 75 Damiano vd., 2006

Bacillus 9,0 60 6,0- 60-70 Rajaram ve Varma,

thermoalkalophilus 7.0 1990

Lentinula edodes Xyll6-3 - - 5,0 90 Ramos vd., 2000

Thermobifida fusca - - 7,0 80 Zhao vd., 2015

Thermotoga petrophila ~ ASILO0 - - - 90 Ul Haq vd.,2012

Thermophilic bacillus sp 7,0 65 6,5- 78 Gruninger &

7.0 Fiechter, 1986

Thermotoga  maritima A 7,0 80 6,2 92 Winterhalter &

(MSB 8) Liebl, 1995

Pseudozyma hubeiensis - - - 55-60 Adsul vd., 2009

Hodgson'un (1994)’un bahsettigi gibi, cogunlukla yiiksek teknolojiye dayanan
endiistriyel  enzimlerin  gelecekteki  senaryosunda etkileyici  degisiklikler
ongoriilmektedir. Novo, Genencor ve Diversa gibi ¢ok uluslu sirketler, benzersiz
mikroorganizmalardan olusan genis bir kiiltiir koleksiyonu olusturarak ve enzim
faaliyetlerini tarayarak biyolojik cesitliligi harekete gecirmeyi planlamaktadir. Diversa
(eski adiyla Rekombinant Biyokataliz), tiim ekstremofilik canlilardaki DNA'y1
spesifik olarak toplaylp ve DNA'dan tiiretilen ekspresyon kiitiiphanelerinin
biyoplanlamasin1 gerceklestirmek i¢in bilinen enzim dizilerine dayanan problar
olusturmaktadir. Onlar1 kullanan sirketler i¢in ne kadar 6nemli finansal etkiye sahip
oldugu bilinen ekstremozimlerin, yilda 80 milyon dolarlik satisa sahip olan Tagq
polimeraz 6rneginden acikca anlasilmaktadir (Persidis, 1998). Ekstrem ortamlardan
izole edilen enzimlerin belirli uygulamalarda kullanilmasinda istenilen islevlere sahip
yeni islevli proteinler olarak tasarlanip kullanilmasi saglanir. Ilging ve yeni 6zelliklere

sahip olmalarina ragmen, ekstremofilik enzimler heniiz ticarilestirilmemistir. Son
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zamanlarda, Genencor International (Rochester, NY), deterjan ve kumas
endistrilerinde kullanilmak iizere alkali bir bakteriden izole edilen seliillaz 103"
piyasaya tanitmistir. Bu ekstremolekiiliin ilk biiyiik 6lgekli ticari uygulamasidir.
Rekombinant DNA teknolojisinin ve protein miihendisliginin ortaya ¢ikisiyla, bu tiir

enzimler i¢in muazzam bir gelecek 6ngoriilmektedir (Chen vd., 2018).

1.16. Ksilanaz Gen Kaynaklan

Ksilanaz treten mikroorganizmalar bazi 0Ozelliklerine gore su sekilde
siralanmistir (Koksal, 1998). Bakterilerden 6rnek olarak; Bacillus sp., Cellulumonas
fimi, Staphylococcus sp. SG-1, Thermotoga maritima MSB8 vb verilebilir.
Funguslardan; Trichoderma, Fusarium, Thermomyces gibi tiirler Aspergillus niger ve
Aspergilius nidulans gibi kiif mantarlarinin da ksilanaz iirettigi bilinmektedir.
Actinomyceteslerde Thermomonospora curvata, Streptomyces sp gibi tlirlerle
rekombinant mikroorganizmalar da ksilanaz {iireten canlilar arasinda yer aldigi

bilinmektedir.

1.17. Ksilanaz Genlerinin Klonlanmasi ve Ekspresyonu

1.17.1. Ksilanaz Genlerinin Ekspresyonu

Ksilanaz {retiminin ticari olarak gerceklestirilmesi ve ekonomik
uygulanabilirligi i¢in, enzimleri hiper iiretebilen organizmalar1 tanimlamak gerekir.
Rekombinant DNA teknikleri, protein iiretimini arttirmanin yollarin1 kullanir.
Ksilanaz genleri, farkli mikrobiyal cinslerden ¢esitli uygun konakgilara klonlanmistir.
Ksilan pargalayic1 enzimleri kodlayan bakteri genlerinin, genoma bitisik veya
seliilazla iligkili fonksiyonlar1 kodlayan diger genlere yakin oldugu bulunmustur.
Pseudomonas fluorescens subsp.’te seliilaz, ksilanaz ve arabinofuranosidaz genleri
ayn1 yonde transkribe edilmis ve sadece 148 bp (Kellett vd., 1990) ile ayrilirken, ikinci
ksilanaz geni endoglukanaz geninin 125 bp'si i¢inde haritalandirilmistir. Bacillus
polymyxa tiiriinde, ksilanaz ve endoglukanaz genleri 155 bp (Gosalves vd., 1991) ile
ayrilmistir. Benzer sekilde, ksilanaz ve L-ksilosidaz genleri arasindaki yakin baglanti,
Bacillus pumilus (Moriyama vd., 1987) ve Caldicellulosiruptor saccharolyticus'da

(Luthi vd., 1990) vardir. Ksilan parcalayici enzimleri kodlayan genlerin bu siklikta
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kiimelenmesine ragmen, polisistronik transkripsiyon i¢in kanit yoktur (Hazlewood &
Gilbert, 1993). Bacillus stearothermophilus’un 21 genomunun 4.2-kb kromozomal
segmentinin niikleotid sekans verileri, L-ksilosidaz geninin ksilanaz geninin yukari
akiminda bulundugunu gostermistir. Daha ileri analizlerde, iki genin sadece 2 bp ile

ayrildigin1 ve bagimsiz olarak transkribe edildigini gdsterilmistir (Baba vd., 1994).

1.17.2. Heterolog Klonlama

Ksilanaz genleri birgok ¢alismada, farkli mikrobiyal cinslerden izole edilmis
ve E. coli ile eksprese edilmistir. E. coli’deki ekspresyon genellikle ana organizmadan
daha diisiik bulunmakla birlikte sitoplazmik veya periplazmik pargalara baglanir. E.
coli'de gergeklesen glikozilasyon ve rekombinant ksilanazlardaki hiicre i¢i birikimi
gibi post-translasyonel modifikasyon yoklugu, diisiik aktivite seviyesine neden
olmaktadir. Rekombinant E. coli'de alkalifilik A4eromonas (Kudo vd., 1985) , alkalifilik
Bacillus (Honda vd., 1985), termofilik Bacillus sp. (Shendye & Rao, 1993) ve
Cellulomonas sp. (Bhalerao vd., 1990)'deki ksilanazlar hiicre dis1 aktivite gosteren
enzimlerdir. Bacillus stearothermophilus T-6'dan klonlanan ksilanaz geninin pH 9.0
ve 65 °C'de optimal aktivitede olmas1 onun ilgi ¢ekici oldugunu gostermistir (Gat vd.,
1994). Cesitli organizmalarda varlig1 tespit edilen ksilanazlarin klonlanmasi ve

ekspresyonu ile ilgili bilgiler Tablo 2'de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. Ksilanaz geninin klonlandig1 bazi mikroorganizmalar

Organizma Vektor Molekiiler agirhg: Ekspres  Referans
kaynag (MW kDa) edilen

ksilanaz

miktari

(Uml?Y

Yabaml Rekombinant
protein  protein

Bacillus sp. pBR 322 43 43 0.47 Honda vd.,1985

C125

B. circulans pUC 19 59 59 0.04 Yang vd., 1989

NRC 9024

B. polymyxa pBR 322 51 48 0.037 Yang, vd., 1988

NRC 2822

Aspergillus niger pPICZaBNH8 - - - Choengpanya vd.,
2015

Medicago sativa  pISV2678 - - - Xiong vd.,2007

Bacillus sp. pUCS8 35 35 2.0 Shendye & Rao,

NCIM 59 1993

Prevotella pET-28a - - - Dodd vd., 2009

ruminicola

Paenibacillus pET-28a(+) - - - Teeravivattanakit

curdlanolyticus vd., 2016

Bacillus pumilus  pET2la - - - Park vd., 2017

Ksilanolitik organizmalarin ¢ogu, tek bir gen lirlinlinlin transkript sonrasi
islenmesinden veya daha sik olarak ¢oklu genlerin {irtinleri olarak ortaya ¢ikabilecegi
coklu izomerik formlar1 iiretir. Ksilanazlarin heterojenliginin nedeni, diferansiyel
glikozilasyon veya proteoliz gibi post-translasyonel modifikasyonlara baglanmigtir
(Hazlewood & Gilbert, 1993). Daha Onceki caligmalarda Aeromonas sp.'den elde
edilen iki ksilanazin, benzer hidrolitik immiinolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinden
dolayr aymi genden farkli olarak modifiye edilmis iirlinler gibi goriindigi

gozlemlenmistir (Wong vd., 1988).

1.17.3. Escherichia coli’de Ekspresyon

E. coli'de ekspresyon ile ksilanaz iiretimi, alkali Aeromonas sp. (Kudo vd.,
1985), Bacteroides ruminicola (Whitehead & Hespell, 1989) ve Fibrobacter
succinogenes 135 (Hu vd., 1991) gibi suslarda yapilmistir. C. saccharolyticum
susunda bulunan termostabil bir ksilanaz klonlanmis ve E. coli'de yiiksek miktarda
eksprese edilmistir. Rekombinant olarak eksprese edilen enzimin, 80 °C'de 2-3
dakikalik bir termal yar1 6mre sahip oldugu bulunmustur (Luthi vd., 1990). Her ne

kadar bu enzim endiistriyel uygulama i¢in ideal kriterlere sahip olamasa da, izole
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edilmis genin kendisi, biyoteknolojik calismalarda enziminin 6zelliklerini daha da
iyilestirmede mutagenez i¢in bir baslangi¢c materyalini olusturur. Son zamanlarda Koo
ve arkadaslar1 (1996) yaptiklar1 ¢alismada, konak¢r E. coli'deki susundan aldiklari
ksilanaz1 ¢ok yiliksek miktarda ekpres etmislerdir. Rekombinant enzimin, pH 5,4'te
60°C'lik optimum sicakliktaki aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. E. coli konake1
susunda B. subtilis ve B. circulans ksilanazinin ekspresyonu da yapilmistir. B.
circulans ksilanazin1 kodlayan bir gen, E. coli'de kullanilan dejenere kodonlarin
frekansini taklit etmek icin tasarlanmistir. Sentetik B. circulans geni daha sonra tek
kodon ikamesi (Thr147Ser) yoluyla B. subtilis ksilanaz genine doniistliriilmiistiir. Her
iki sentetik geni iceren plazmidler, E. coli'de dogrudan ekspresyon ic¢in daha da
modifiye edilmistir. Lac promotdriiniin kontrolii altinda, sitoplazmada c¢ozelti
formunda 300 mg 1-1 kadar yiiksek seviyelerde rekombinant ksilanaz tiretilmistir.
Uriinlerin karakterizasyonu, saflastirilmis rekombinant proteinin dogru sekilde
islendigini ve enzimatik olarak aktif oldugunu gostermistir (Sung vd., 1993). C. fimi
cenA'nin 5' ucuna eklenmis B. subtilis ksilanaz geni, E. coli'de yogun olarak eksprese
edilmistir (Tomme vd., 1994). Bu fiizyon proteinin hem mikrokristal seliilloz hem de

rejenere seliiloz i¢in giiclii afinite sergiledigini ortaya koymustur.

1.18. Ksilanazda pH ve Sicakhi@in Etkisi

Bakteriyel ve mantar kaynakli ksilanazlar, mezofilik sicakliklarda (40-60 °C),
notr (6zellikle bakteriyel ksilanaz) veya hafif asidik (6zellikle mantar kaynakl
ksilanaz) pH’da optimum aktivite gosterir (Walia vd., 2014). Bunun yanisira asirt pH
araliginda (2-11), 5 ile 105 °C arasinda degisen sicaklikta ve ayrica yiiksek (NaCl-
30%) tuz konsantrasyonunda aktif ve kararli olan ksilanazlar da vardir (Waino &
Ingvorsen, 2003). Ekstrem habitatlara adapte olan mikroorganizmalar tarafindan bu
enzimler {iretilir. Bakteriler, aktinomisetler ve mantarlar genel olarak asidik pH
gereksinimlerinin aksine, biiyiime ve enzim {iiretimi i¢in notre yakin pH’ya ihtiyag
duyarlar (Ball & McCarthy, 1989). Bununla birlikte, bazi1 alkalifilik basillerin biiyiime
ve enzim {retimi i¢in pH aralig1 9- 10 civari olan ortamlari tercih ettigi bilinmektedir.
(Okazaki vd., 1984). Streptomyces flavogriseus (Ishaque & Kluepfel, 1981) ve
Bacillus sp. NCIM 59'da (Chauthaiwale & Rao, 1994) seliilazlara ve ksilanazlara ek

olarak eszamanli glikoz (ksiloz) izomeraz liretimi bilinmektedir.
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Termofilik ksilanazlarin ytiksek sicaklikta kontaminasyon riski en aza yakin ve
subsrat viskozitesi de diisiiktiir. Birgok calismada sicakligin ksilanaz aktivitesi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Termofilik ksilanazlarda sicakligmi arttigi
caligmalarda (6zellikle 30 ve 60 °C’ deki sicakliklar arasinda) aktivitesinin de arttigi
gbzlemlenmistir (Maurelli vd., 2008; Murugan vd., 2011). Termofilik ksilanazlarin
maksimum enzim aktivitesi 85°C oldugu bilinmektedir (Fan G vd., 2011; Luo vd.,
2009). Ay sekilde sicaklik kadar pH da ksilanaz aktivitesi iizerinde 6nemli bir
parametredir. Ksilanazlarin maksimum aktivite gosterdigi aralik genellikle pH 4.0-7.0
oldugu parametrelerdir. Bu araligin disindaki pH degerlerinde genellikle aktivite azalir
(Pal & Kanum, 2011; Batista vd., 2017). Ancak yiiksek pH (6.0-11.0) araliginda da
aktivite gosteren ksilanazlar vardir (Barabote vd., 2010; Morris vd., 1998).

1.19. Ksilanazlarin Siniflandirilmasi

Ksilanin karmagikligi ve heterojenligi, c¢esitli ksilanazlarin bollugunda
Ozgiilliikler, birincil diziler ve kivrimlar yiiziinden sadece substrat 6zgilliigii ile bu
enzimlerin smiflandirilmasi sinirlamalara yol agmistir. Fizikokimyasal 6zelliklerine
gore smiflandirilmig ksilanazlar molekiiler agirligir (<30 kDa) ve bazik olan ve
molekiiler agirhig1 yiiksek (>30 kDa) ve asidik olarak iki grup olarak ikiye ayrilir.
(Wong & Saddler, 1992). Ksilanazlarin yaklasik %70’i bu sistem tarafindan
siniflandirilmasina ragmen 6zellikle mantar ksilanazlari bu tip siniflandirilmaya dahil
degildir. Daha sonra eksiksiz bir siniflandirma sistemiyle genel olarak glikosidazlar
(EC 3.2.1.x) sinifi altinda ksilanazlar tamitilmistir (Yegin & Biiyiikkilleci, 2015).

Bu sistem katalitik enzimlerin birincil yap1 karsilagtirmalar: lizerine ve ilgili
dizilerin ailelerinde gruplandirma yaparak simiflandirilir.

Ksilanolitik enzimler, ksilan1 hidroliz eden enzimlerdir. Bunlar arasinda -1,4-
Endoksilanaz, B-Ksilozidaz, a-L-araninofuranozidaz, a-glukuronidaz, asetil ksilan
esteraz ve fenolik asit (ferulik ve p-kumarik asit) esteraz yer almaktadir.

Endo-1,4,-f-Ksilanaz: (1,4-B-D-xylanxylanohydrolase, EC. 3.2.1.8) Ksilan
omurgasini rastgele hidroliz eden enzimdir.

p-Ksilozidaz: (B-Xylosidase; 1,4-B-D-Xylosidase; 1,4-B-D-Xylan
Xylohydrolase EC.3.2.1.37)
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Kisa oligosakkaritleri parcalar. Ksilanda bulunan yan gruplar o-L-
Arabinofuranozidaz, a-D-glukuronidaz, galaktozidaz ve asetil ksilan esterazlar
tarafindan molekiilden kopartilarak serbest kalirlar.

Endoksilinazlar genel olarak bakteri ve mantar kaynakli iiretilen enzimlerdir.
Bununla birlikte bitkisel kdkenli endoksilanazlarda saptanmistir. Su yumusakcalari
dahil baz1 gelismis hayvanlarda da ksilan iiretimi gerceklestigi bildirilmistir.

Exo-1,4-p-D-Ksilozidaz (EC.3.2.1.37): D-ksiloz birimlerini indirgen olmayan
uctan keserek 1,4-B-D-ksilo-oligosakkarit hidrolizini katalizlenmesini saglar.

a-Arabinofuranozidazlar (EC:3.2.1.55): Ksilan hidrolizinde bazen birden
fazla enzim gorev almaktadir. 1,4-B-D-ksilan omurgasinin hidrolizi sirasinda -1,4-
endoksilanaz ve yan zincirleri koparan enzimlerin aktif oldugu goézlemlenir. Asetil
ksilan esteraz ve endoksilanaz arasindaki sinerjik etki asetil ksilanin hidrolizinde
etkillidir. Asetik asit ksilan omurgasindan asetil ksilan esteraz sayesinde ayrilir ve
ksilan omurgas1 endoksilan i¢in etkin hale getirilir. Bu sayede daha hizli hidroliz
meydana gelmektedir. Benzer sekilde, a-arabinofuranozidazlarin endoksilanazlara
eklenmesi arabinoksilanlarin sekerlestirilmesini artirmaktadir.

a-D-Glukuronidazlar (EC.3.2.1.1): Ksilozun ve D-glukuronik asidin
arasindaki a-1,2-glikozidik bagini hidrolizleyen enzimlerdir.

B-ksilozidazlar ve Endo-B-1,4 ksilanazlar glikozid hidrolaz (GH) enzim
ailesine aittir. Glikozid hidrolazlar smiflanddirmada farkli ailelere ayrilir. Bazi
ailedeki protein katlanmalarindaki aminoasit sekanslar1 daha fazla korundugu igin
klanlara ayrilmistir. Endo-ksilanaz ailesini 5,7,8,10,11,23 ve 26 klanlart olusturur.
Endoksilanazlar literatiirde aile 10 (eskiden F olarak bilinirdi) ve 11 (eskiden G olarak
bilinirdi) olarak tanimlanmistir.

B-ksilozidazlar kendi i¢inde 3, 39, 43, 52 ve 54 glikozid hidrolazlar olarak bes
klanda gruplandirilmiglardir. Aile 43 deki enzimler anomerik konfiglirasyonu tersine
cevirerek hidrolizi gergeklestirirken; 3, 39, 52 ve 54 ailesindeki enzimler
ksilooligomerlerin hidrolizini katalizler. CAZY veritabanina gore, 3, 39, 52 ve 54

klanlar1 B-ksilozidazlari tanimlamaktadir (Yang & Wyman, 2004).
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1.20. Aile 39 B-ksilozidaz Yapis1

Thermoanaerobacterium saccharolyticum daki B-D-ksilozidaz yapisi aile 39
glikozid hidrolazi i¢in model olarak kullanilmis ve tanimlanmistir. B-D-ksilozidaz 3
farkli monomerlerin biraraya gelmeleriyle olusmustur. Bunlar; TIM makara
katlanmasi (amino asit rezidii 15-357), 8 (B/a) bir katalitik etki alani, B- sandvig
domain (amino asit 1-14, 358-417, 449-500) ve kiiciik bir a-sarmal domain (418-448)
tetrameridir. Enzimin aktif bolgesi D-ksilooligomerlerin iist tarafina baglanir. Aktif
bolgede Glu323 ve Glu323 aminoasitleri indrigeyici olmayan siray1 tanimak ig¢in

anahtar rol oynar (Yang & Wyman, 2004).

1.21. Ksilanazlarin Aile 10 ve Aile 11 Adiyla Simiflandirilmasi

Ksilanazin baska tipteki siniflandirmasi aile 10 ve aile 11 olarak
adlandirilmaktadir. Aile 10 daki ksilanazlar; diisiik pH ve izoelekktrik noktasina sahip
endoksilanazlar olup biilylik molekiil agirligina sahip proteinlerdir (Biely vd., 1997,
Derewenda vd.,1994). Bu siniflandirmadaki ailenin mensubu enzimlerin kisa zincirli
ksilo-oligosakkaritlere ve yiiksek aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Biely vd.,
1997). Ayrica bu tiirdeki ksilanazlarin subsrat 6zgiilliigii sadece ksilana degil seliilozik
gruplara kars1 da aktivite gostermektedir. Aile 11 endoksilanazlar ise yliksek pH ve
izoelektrik noktasina sahip diisiik agirlikli proteinlerdir. Bu siniftaki enzimler gergek
ksilanazlar olarak bilinip uzun zincirli ksilooligosakkaritler iizerinde etkilidirler
(Collins vd., 2005). Enzim smiflandirma numaras1 EC.3.2.1.8’dir. CAZY gibi bilgi
bankalarinda yapilan taramalarda aile ;5, 7, 8, 16, 26, 43, 52 ve 62’de de ksilanaz
aktivitesi goriilebilmektedir. (Collins vd., 2005).

1.22. Aile 10 Endoksilanaz Yapisi

Thermoascus aurantiacus’taki termostabil ksilanazin kristal yapisi aile 10
ksilanazinin modeli olarak kullanilmistir. Bu sekiz biiyiik alfa heliks silindirin yanyana
sekiz temel paralel B seritlerden olusan 32,5 kDa polipeptid zindirdir. Alt1 kisa heliks

polipeptid zinciri buna ek olarak protein yapisina dagitilmisir.
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Disiilfid bag1 ve tuz kopriisiiyle proteinin termostabilitesi desteklenir. Aile 10
klanin karakteristik bir 6zelligi olammakla birlikte bazi ksilanazlarda sarmalin
dordiincii pozisyonundaki prolin rezidiilerinin etkili protein ambalaji olusturduklar
bilinmektedir. Glutamat rezidiilerinin aktif bolgesi (Glu 131 ve Glu 237) 4 ve 27 C
terminal zincirlerine lokalize olmustur. Molekiiliin sekli yan taraftan bakinca salata
kasesini andirmaktadir. Molekiiliin alt yiizii esas olarak o-f katlanmalarindan
olusmaktadir ve dar bir c¢apa sahiptir. a-f katlanmalarinin oldugu alan biiyiik
substratlarin baglanma yarigini olusturur. Bu enzim ailesinin ksilan1 hidroliz etmesinin
yanisira seliilaz ve endoksilanaz aktivitelerine de sahip oldugunu gostermektedir

(Natesh vd., 1999).

1.23. Aile 11 Endoksilanaz Yapisi

Thermomyces lanuginosus’un endoksilanazi model olarak aile 11 ksilanazini
aciklamak icin kullanilmistir. 25 kD’luk globular proteini 585 bazgiftlik kodlama
dizisi ve 17 A’ii kapsayan iki PB-katlansi olusturur. Dis tabakada bulunan A
katlanmasini polar ve yiiksiiz serin, treonin aminoasitlerini igeren antiparalel B iplikleri
olusturur. B katlanmasini; 9 tane antiparalel B-lif olusturur. On kismi aktif bolge
olusturucusuna sahipken arka kismi katlanma A ile baglanir ve enzimin hidrofobik
cekirdegini olusturmaktadir. 10 aminoasitlik a-heliks A ve B katlanmalarinin birlesme
yerini olusturur. Genel yapisi iki B-katlanma ve a-heliks parmaklara sahip olup avug
icindeki iki loop bdlgesi bag parmak seklinde goriildiigli icin sag ele benzetilmektedir.
Ykl amino asitlerin ve disiilfid bagiin esit dagilimi proteinin termostabilitesine
katki saglamaktadir. Aktif bolge yapisinin aminoasitleri Glu 86 (niikleofil) ve Glu 178
(asit/baz) dir (Gruber vd., 1998).

1.24. Ksilanazlarin Baz1 Uygulama Alanlar

Biyoteknolojik potansiyeli yiiziinden 6zellikle mikroorganizma kaynakli
ksilanolitik enzimler endiistriyel alanda ilgi odag1 olmustur. Kagit, kagit hamuru, gida
ve hayvan yemi gibi baslica endiistri alaninda ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Ksilanazlar
ekonomik potansiyeli yiiksek enzimler olup; seker suruplari, ¢oziiciiler ve sivi

yakitlarda genel olarak kullanilmaktadir. (Beg vd., 2001).
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Ksilanazlar aym1 zamanda tarimsal atiklarin  fermantatif {riinlere
par¢alanmsinda, ligno-seliilozik materyalerin doniisiimiinde, bira kivami gelisiminde,
meyve sularinin berraklastirilmasinda, hayvan yemlerinin sindirilmesi gibi endiistriyel
alanda Onemli potansiyele sahiptir. Ksilanazlarin kullanim alanlar1 su sekilde
siralanabilir:

Kagit hamurunda beyazlastirma isleminde klor kullanimini azalmasini saglar
ve lignini kagit hamurunda ayirir. Bu ylizden endiistriyel uygulamada tercih edilir.
Ksilanaz sayesinde kagit hamurunun su tutusu ve fibrilasyon artarken ¢Oziinen
hamurda ksilan selektifi giderimini arttirir.

Tavuk etinin verimini arttirmada, cavdar temelli yemlere ksilanaz uygulanmasi
sonucunda viskosite diismiis bunun sonucunda yemden etkin sekilde yararlanilmis ve
tavukta kilo artis1 saglanmistir.

Ekmek kalitesinin arttirimi, ksilanazlarla birlikte amilazlarin kullanilmasiyla
ekmek kalitesinde ve hacminde artis meydana gelmistir (Maat vd., 1992).

Tarim ve gida endiistrisinde, ksilan endiistri atiklarinda bol bulunur ve ksilanaz
bunu ksiloza doniistiiriir (Rani & Nand, 1996). Bitki hiicre duvarlarinda firosterollerin
yag agilasyonunu ve glikolizayonunu indiikler.

Biyoyakit iiretiminde, mannanaz, ligninaz, ksilozidaz, glukanaz, glukozidaz
gibi enzimlerle birlikte ksilanazlar lignoseliilozik materyallerin etanol ve ksilitol gibi
yakitlara doniisiimiinii saglar. Etanol iiretiminde serbest sekerlerin lretilmesiyle
karbonhidrat polimerlerinin depolimerizasyonu gergeklesir. Bunun sonucunda etanol
tiretiminde pentoz ve heksoz sekerleri karisim fermantasyonunda kullanilir.

Ksilanolitik enzim sistemleri pektinolitik enzim sistemleriyle birlikte kenevir
gibi lifli bitkilerde bulunan recine benzeri iirlinlerin arindirilmasini gerceklestirir.
Odun islemede ksilanaz-pektinaz kombinasyonu kabuktan arindirma islemlerinde de

kullanilmaktadir (Beg vd., 2001).

1.25. Termofilik Ksilanaz Uygulamasi

Ozellikle ticari uygulamalarda biyoteknolojik potansiyeli nedeniyle, yaygin
olarak mikroorganizmalardan iiretilen ksilanazlar kullanilmaktadir. Asir1 sicak
ortamlar, ¢cogu canli organizmanin yasayamayacagi ancak termofilik organizmalarin

rahat biiyiiyebilecegi sartlardadir. Mikroorganizmalar asir1 diisiik ya da yiiksek
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sicakliklara, yiiksek tuz konsantrasyonlar1 ve asir1 pH araliginda yasama kabiliyetine
sahiptirler. Ektremofillerden {iretilen ksilanazlar benzersiz 0Ozellikleriyle asiri
kosullara dayanabilir ve denatiire olmadan endiistriyel isleme tabi tutulabilmektedirler.
Ayrica azaltilmis kontaminasyon riski, iyilestirilmis transfer hizi, diisiik viskozite ve
subsratlarin yiiksek ¢6ziiniirliigii nedeniyle de ekstremofilik mikroorganizma kaynakli
enzimler tercih edilme sebebidir. Endiistriyel termostabilite siire¢ kosullar1 altinda
biyokatalizorlerin etkin kalma siirelerini uzatabilir ve bdylece maliyeti diisiiriir.
Biyoteknolojinin yiiksek talebi tercihen yeni biyokatalizérlerde protein miihendisligi,
metabolomik, gen karigtirma ve genetik gibi yeni tekniklerin hizli gelisimi ve yeni
endiistriyel tliretilen  biyokatalizorlere dayali  siireglerde  ekstremofillerden
yararlanilmaktadir. Termofilik ksilanazlarin ¢ok ¢esitli endiistriyel stireglerde
potansiyel uygulamalar1 sanayinin tiim sektorlerini kapsamaktadir. Bu nedenle
endiistride kullanilan enzimlerin degerini kesfetmeyi amaclayan arastirma caligmalari
¢ekici konulardir (Gul-Guven, 2011).

Termofilik ksilanazlar hamur i¢in genellikle yiiksek sicaklik ve alkali pH
degerlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyoteknolojik ozellikleri nedeniyle
biyoyakit iiretimininde de degerlidir. Biyokiitlede yiiksek hemiseliiloz icerigini
korumak ve maliyetleri azaltmak i¢in etanol endiistrisinde hafif 6n islemler
kullanilmaktadir. Yiiksek biyoetanol iiretimi ile sekerler ksilanazlarin takviyesi ile
sakkarifikasyon sirasinda indirgemeyi kullanilabilirligini arttirir (Chakdar vd., 2016)
Termofilik ksilanazlar hayvan yemi endiistrisinde de yaygin olarak kullanilir. Tarimsal
on aritmada ksilanaz igeren lriinler (hayvan yemi) ruminantlarda besin degerini arttir

ve sindirime yardimci olur.

1.26. Protein Miihendisligi

Ksilanazlarin biyoteknolojik uygulamalari, genis bir pH ve sicaklik araligina
sahip 1s1l enzim preparatin1 gerektirir. ideal enzim preparatinin mevcudiyeti smirl
oldugundan, protein miihendisligi c¢alismalarinin ksilanazlara uygulanmasi onem
kazanmistir. Protein miihendisligi ayn1 zamanda spesifik bir enzimin aktif bolgesini
tamimlar ve bolgeye yonelik mutajenez tasarlayarak proteini yeniden yaratacak
teknolojiyi saglar. Enzimin aktif boélgesinin kimyasal modifikasyonu, X-ray

kristalografik verileri ve bolgenin mutajenez ile tanimlanmasi, ksilanazlarin yapi-
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fonksiyon korelasyonu ile ilgili temel bilgileri saglamistir (Karakus, 2021). Yapilan

calismalar, ksilanaz geninin enzimatik o6zellikler i¢in spesifik manipiilasyonunu ve

protein miithendisliginin temelini olugturmustur.

1.27. Enzim Uretiminde Rekombinant DNA Teknolojisi

Dogal olarak bir arada bulunmayan DNA molekiillerinin birlestirilerek

olusturulan yeni kombinasyona rekombinant DNA denir. Viriis ve bakterilerle yapilan

caligmalarla gelistirilen genetik teknikler ve niikleik asit biyokimyasi metodunun

birlestirilmesiyle rekombinant DNA teknolojisi olusur (Klug & Cummings, 2003).

Gen klonlama siireci rekombinant DNA teknolojisinin temelini olusturur. Bu siirecin

basamaklarin1 Klug ve Cummings (2003) sdyle siralamistir.

Kaynaktan DNA izolasyonu

DNA sirasina 6zgiin olup bu diziyi taniyip kesen restriksiyon enzimleri kiigiik
DNA fragmentlerini olusturur.

Tasiyic1 vektor yada molekiil kesilmis fragmentlerle birlestirilir ve bu yeni
olusan yapiya rekombinant DNA molekiilii denir.

Yeni olusan rekombinant molekiilii konak¢inin kendi DNA siyla birilikte
binlerce kopyasini olusturur.

Kopyalarin1 tagiyan konake1 hiicre toplulugu olusur.

Rekombinant DNA konak¢i hiicrelerden izole edilebilir ve arastirma
yapilabilir.

Klonlanmig DNA transkripsiyondan sonra, mRNA’s1 translasyona
yonlendirilebilir, gen iirlinli izole edilebilir ve arastirma ic¢in ya da ticari
amaglarla satilmak icin kullanilabilir.

Bir genin klonlanmasi, biiylik miktarda proteinin iiretilmesi daha biiyiik bir

tasarimda sadece ilk basamagi olusturur. Asil ilgilenilen konu genin kendisinden ¢ok

protein iiriiniidiir. Ozellikle proteinin arastirma degeri olan, ticari ve tedavi edici

0zeligi varsa bu ¢alismay1 daha ¢ok cazip hale getirir (Nelson & Cox, 2005).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahismada Kullanilan Malzemeler

Bu c¢alismada kullanilan Anoxybacillus ayderensis (NCCB 100050),
Escherichia coli DH5a ve E. coli BL21 (DE3) bakteri suslar1, Su Uriinleri Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari'ndaki bakteri kiiltiirii koleksiyonumuzdan
kolaylikla temin edilebilmektedir. Kimyasal ve cihazlar: Luria Bertani (LB)-Broth,
LB-Agar, Bakteriyolojik Agar (BA), D-ksiloz, Izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid
(IPTG), s1g1r serum albiimini (BSA), glisin, hidroklorik asit (HCI), NaOH , potasyum
sodyum tartarat, etil alkol ve dinitrosalisilik asit, Sigma-Aldrich, Almanya'dan temin
edildi; lizozim, fosforik asit amonyum siilfat sodyum asetat, Tris, KoHPO4, KH2POs,
metal iyonlar1 (AIClz, AgSOs4, SrClo, SnClz, MnCla, ZnSO4, SbCl3, CdCly, Co(NO3)2,
NiCl,, Pb(NO3),, BisO ( Merck, Almanya), CuS0s4, Na;Mo04, BaCl,, HgClo, FeCls,
CrCls, CaCly, NaCl> ve MgS04), aseton, borik asit ve p-merkaptoetanol; kanamisin,
Commassie Brilliant Blue G-250, Commassie Brilliant Blue R-250, gliserol, TEMED,
tire, dithiothreitol (DTT), Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi, PureLink™ Genomic
DNA Mini Kit (K182002), EcoRV kesim enzimi ve TriTrack Thermo Fisher
Scientific, New England Biolabs, Ingiltere'den Q5® yiiksek kaliteli DNA Polimeraz
(M0491S); Serva-ksilan; DEAE-Sepharose, Phenyl Sepharose 6 Sigma, pKI1.1R
vektorii-Novagen, pET-28a(+); Takara'dan T4 DNA Ligaz ve In-Fusion® HD

Klonlama Kiti.

2.2. Ksilanazin Nitel Olarak Belirlenmesi

Ksilanlh Besiyeri: Anoxybacillus ayderensis’in ksilanaz aktivite varliginin

belirlenmesi ve enzim iiretimi amaciyla kullanilmistir. (Gessesse, 1998).

Bilesimi g/L
Pepton 5
Maya Oziitii 1
MgS04.7H,0 0,2
CaCL.2H;0O 0,1
K>HPO4 1
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NaCl 5
Ksilan 5
Agar-agar 15

Kongo Kirmizis1 (%0.1) Cozeltisi: Kat1 besiyerinde ksilanaz aktivitesinin
gosterilmesi i¢in % 0.1°lik Kongo kirmizisi 100 ml distile suda ¢oziilerek
hazirlanmistir (Voget vd., 2006).

NaCl Cozeltisi: Petri kutusunda ksilanaz aktivitesini belirlemek icin ve
aktivite rengini goriiniir hale getirmede 1 M NaCl yikama soliisyonu olarak
kullanilmistir.

Gece Kiiltiir EKimi: Biyogiivenlik kabini i¢erisinde Anoxybacillus ayderensis
stogundan tek koloni se¢ilip 10 mL hacimdeki LB besiyerine ekim yapilmistir. Daha
sonra 55°C’de 24 saat boyunca ¢alkalamali inkiibatérde ¢ogalmaya birakildi.

Inkiibasyon: 24 saat boyunca iireyen 6n kiiltiirlerden 20 pl alinip yeni LB +
%] ksilan eklenerek hazirlanan kati besiyerlerine ekimi yapilmis ve 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir (55°C).

Boyama: Inkiibasyonu tamamlanan kiiltiirlerin iizeri %0,1” lik kongo kirmizi
cozeltisi ile kaplanmis ve 15 dak. inkiibe edilmistir.

Yikama: Inkiibasyon sonrasinda boyadan sonra petri yiizeylerine 1 M NaCl
¢Ozeltisi eklenmis ve tekrar 15 dak. inkiibe edilmistir. Etraflarinda sar1 hidroliz zonu

bulunan sus ksilanaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Voget vd., 2006).

2.3. Genom Capinda Analiz Yapilarak A. ayderensis'te Olas1 Ksilanaz
Genlerinin Belirlenmesi

Ksilanazlar glikozit hidrolazlar olup (GH'ler) ve aminoasit dizilerine gore
GHI10 veya GHI11 ailesine aittir. Bu ¢alismada, 4. ayderensis’te GH10 ve GH11
familyalarina ait ksilanaz genleri arastirilmistir. Ik adim olarak CAZY veritabaninda,
anahtar kelimeler olan ksilanaz ailesini belirten GH10 ve GH11 terimleri kullanilarak
tarama yapildi (Drula vd., 2022) (http://www.cazy.org/). Tarama sonucunda,
Anoxybacillus tiirleri ile yakindan iligkili tiirler olan Geobacillus sp.min GH10
(GenBank ABI49937.2) ve GH11 (GenBank AAB72117.1) familyalarina ait ksilanaz
genleri CAZY'den tespit edildi (Drula vd., 2022) (http://www.cazy.org/). Daha sonra
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elde edilen genlerin protein dizileri Fasta formatinda indirildi. Ayn1 zamanda, A.
ayderensis'in proteomu Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) Genomundan
indirildi (https://usegalaxy.eu/). GH10 ve GHI11 alanlarim1i igeren proteinleri
tanimlamak i¢in, GH10 ve GH11 ailelerine ait Geobacillus tiirlerinden ksilanaz protein
dizileri, Galaxy Europe veri tabani kullanilarak A. ayderensis'in tiim proteomuna kars1
tarand1 (Paysan-Lafosse vd., 2022) (https://usegalaxy.eu/). GH10 ve GH11 alanlarinin
potansiyel genleri, Anoxybacillus ayderensis’te tespit edildi ve bu genin varlig
NCBI’da Korunmus Alan Arastirmasi
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), InterPro (Paysan-Lafosse
vd., 2022) ve Prosite veritabanlarinda (https://prosite.expasy.org/scanprosite/)
dogrulandi (Christian, 2013). Bu domain yapis1 TBtools yazilimi1 kullanilarak
gorsellestirildi (https://github.com/CJ-Chen/TBtools). Belirsiz bir dizilime sahip veya
GHI10 ve GHI11 dizilimine olmayan diger protein ailelerinden gelen protein dizileri
elimine edildi. Son olarak, kalan protein dizileri Anoxybacillus GH10 ve GHI11
ailelerine ait olarak kategorize edildi ve daha sonraki aragtirmalar i¢in kullanildi.
Enzimlerin gen dizilerinde sinyal peptid sekansinin varligi; SignalP siirim 5.0
kullanilarak enzimin hiicre i¢i veya hiicre dis1 oldugunu belirlemek i¢in kullanildi

(Armenteros vd., 2019). (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/).

24. A. ayderensis xyn Gen Dizisinin Belirlenmesi ve Enzimin
Modellenmesi
Baslangi¢ ve stop kodonlari da dahil olmak {izere xyn gen dizisinin primerleri,
NCBI  Primer3 programi ile tasarlanmistir (Untergasser vd., 2012).
(https://primer3.ut.ee/). Primerler forward ve reverse olarak 329aaSekXyn-F (5'-
ATGATTCCGTCGTTACGTGAAGTG-3") ve 329aaSekXyn-R (5'-
TTAACATGTACAGACTTTCCAAAAAGC-3') olarak tasarlandi. 4. ayderensis'in
genomik DNA's1, liretici firmanin talimatlarina gore PureLink™ Genomik DNA Mini
Kiti (K18200) ile iiretici firmanin 6nerdigi protokol uygulanarak izole edildi. DNA'nin
saflig1 ve konsantrasyonu SPECTROstar Nano (BMG Labtech) cihazi kullanilarak
belirlendi. PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), asagidaki bilesenlerle birlikte:
- 1 pL (329aaSeqXyn-F ve 329aaSeqXyn-R) her bir primerden,
- 0.75 uL ANTP (10 mM),
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- 0,25 uL 5X Q5 Reaksiyon Tamponu,

- 0.25 pL Q5 High-Fidelity DNA Polimeraz (M0491S, NEB) ve

- 2.5 uL Kalip DNA (20 ng/uL),

- Toplam 25 pL reaksiyon hacminde olacak sekilde reaksiyon gergeklestirildi.

PCR sartlari1 Karaoglu ve arkadaslarinin (2013) belirledigi inkiibasyon
sartlarina gore belirlendi. 4. ayderensis'in xyn gen bolgesinin amplifikasyonundan
sonra, 3 uL 6x TriTrack DNA yiikleme boyasi (Thermo, R1161) ile karigtirilmis PCR
tiriinii, 45 dakika boyunca 90 V boyunca agaroz (%0.8 w/h) jel elektroforezi (BioRad
USA) iizerine yiiklendi ve GelDoc Go Jel Goriintiileme Sistemi (BioRad, ABD)
kullanilarak tespit edildi. Amplifiye edilmis xyn geni, high fidelity enzim nedeniyle
kiit uclarla elde edildi. Bu nedenle, iiretici firmanin prosediiriine gére, PCR {iriinii ve
pKII.1R vektorii EcoRV (EcoRV restriksiyon enzimi Thermo Fisher) tarafindan
kesildi. Kesilmis iiriinler 3 uL. 6x TriTrack DNA yiikleme boyas1 (Thermo, R1161) ile
karistirildi ve agaroz (%0.8) jel elektroforezine ytiklendi. 45 dakikalik jel elektroforezi
ylriimesinden sonra, gen Uiriinii ve pKI1.1R vektorii, FavorPrep GEL/PCR Saflastirma
Kiti ile agaroz jelden izole edildi. Gen iirlinlerinin safligt ve konsantrasyonlar
SPECTROstar Nano Mikroplaka Okuyucu (BMG Labtech) ile belirlendi. Daha sonra
vektor ve gen iriinii, T4 DNA Ligase 2011A (Takara) kullanilarak gece boyunca 4
°C'de ligasyonla birlestirildi. Ligasyon iirlinleri CaCl, yontemi ile E. coli DH5a'ya
konakgi hiicreye 1s1 soku yontemiyle yani 43 derecede 30 saniye ve sonrasinda buzda
5 dakika bekletilerek rekombinant aktarildi ve kanamisinli petride gece boyunca 37
°C'de inkiibe edildi. LB ortami, bakterileri biiylitmek i¢in 100 mg/L spektinomisin ile
desteklendi. Daha sonra petriden izole edilen plazmitler saflastirilip konsantrasyonu
belirlendi. Klonlama isleminin performansin1 degerlendirmek i¢in koloni PCR
kullanildi ve rekombinant plazmit, amplifiye edilmis xy»n geninin varligin1 dogrulamak
icin Macrogen (Seul, Kore) tarafindan dizilendi.

Elde edilen, A. ayderensis ksilanazinin amino asit sirast kullanilarak SWISS-
MODEL programi kullanilarak enzim modellendi ve olas1 {i¢ boyutlu yapisi ortaya
c¢ikarildi (Waterhouse vd., 2018). Ug boyutlu yapis1 daha dnce karakterize edilmis ve
modellenmis en yakin tiir olan G. stearothermophilus ixt6'nin (ABI49937, PDB:1N8&2)
ksilanazi, A. ayderensis'in ksilanazini modellemek i¢in bir sablon olarak kullanilmistir.

Modellenen enzim ile substratt olan ksilan molekiilii, AutoDock Vina programi
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kullanilarak UCSF CHIMERA programi aracilifiyla (Genisletilebilir Molekiiler
Modelleme Sistemi) (Pettersen vd., 2004) molekiiler docking yapilarak enzim substrat

iliskisi agiga ¢ikarildi (Eberhardt vd., 2021).

2.5. Enzimin Fiziksel Parametrelerinin Degerlendirilmesi

ExPASy-ProtParam uygulamasi; amino asitlerin sayist ve bilesimi, molekiiler
agirhk (MW), teorik izoelektrik nokta (pl), kararsizlik indeksi, alifatik indeks ve
hidrofobikligin genel ortalamasi dahil olmak {izere bakteriyel ksilanazin olasi

fizyokimyasal parametrelerini analiz etmek i¢in kullanildi1 (Gasteiger vd., 2005).

2.6. A. ayderensis xyn Geninin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

A. ayderensis'in hiicre i¢i ksilanazini kodlayan (329aa modeli) dogrulanmis gen
bolgesi, pET-28a(+) ekspresyon vektoriine klonlandi. Bu ¢alismada xyn genini pET-
28a(+) vektoriine klonlamak icin In-Fusion Snap Assembly sistemi kullanildi. Bu
amacla pET-28a(+) ekspresyon vektoriinii liner hale getirmek i¢in primer tasarimi
Takara primer tasarim web sitesi olan uygulama kullanilarak tasarlanmistir
(https://www.takarabio.com/learning merkezleri/klonlama/primer-design-and-other-
tools). pET-28a(+) vektoriinii (5368 bp) PCR ile liner hale getirmek i¢in, 40 kb'ye
kadar PCR iiriinlerinin amplifikasyonuna izin veren iProof HF Master Mix (1725310,
Biorad) kullanildi. Tasarlanan primerler su sekildedir; pET28aLrnz-F (5'-
GGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAA-3") ve pET28alrnz-R (5'-
TAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGA-3"). PCR reaksiyonu: 1 pL her primer
(pET28aLrnz-F ve pET28alrnz-R), 12.5 pL iProof HF Master Mix (1725310, Biorad)
ve 2.5 uL kalip DNA (20 ng/uL) olacak sekilde toplam 25 pL reaksiyon hacminde
gergeklestirildi. pET-28a(+) ekspresyon vektorii; 30 saniye boyunca 98°C'de ilk
denatiirasyon; 34 dongii (94°C'de 10 saniye denatiirasyon, 60°C'de 30 saniye
annealing, 72°C'de 2,5 dakika uzatma); ve son uzatma 72°C’de 2 dakika bekletilerek

PCR ile vektor liner hale getirildi. Xyn geninin amplifikasyonu icin tasarlanan

primerler XynExsp-F (5'-
TTTCGGGCTTTGTTATTAACATGTACAGACTTTCCAAAAA-3") ve XynExsp-R
(5'-AGAAGGAGATATACCATTCCGTCGTTACGTGAAGTGT-3") olarak

adlandirilmistir. PCR, her bir primerden 1 pL (XynExsp-F ve XynExsp-R), 12.5 uL
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iProof HF Master Mix (1725310, Biorad) ve 2.5 pL kalip DNA (20 ng/uL) kullanilarak
toplam 25 pL reaksiyon hacminde gergeklestirildi. Xyn geni, asagidaki program
kullanilarak PCR ile amplifiye edildi: 30 saniye boyunca 98 ° C'de ilk denatiirasyon;
34 dongii (94 °C'de 10 saniye denatilirasyon, 60 °C'de 30 saniye annealing, 72 °C'de 1
dakika uzatma); ve son uzatma 72 °C’de 2 dakika boyunca. PCR'yi takiben, liner
vektor ve amplifiye edilmis xyn geni agaroz jel elektroforezinde (%0.8) yiiriitildi.
Daha sonra PCR firiinleri, FavorPrep™ GEL/PCR Saflastirma Kiti (FAGCK 001)
kullanilarak agaroz jelden izole edildi. Insert DNA ve vektdr miktar, ligasyon
reaksiyonunda In-Fusion molar oran hesaplayicisi
(https://www .takarabio.com/learning-centers/cloning/primer-design-and-other-

tools/in-fusion-molar-ratio-calculator) ile hesaplandi. Xyn geni pET-28a(+)
ekspresyon vektoriine klonlanlamak igin iiretici firmanin prosediiriine gore Takara
Company (In-Fusion Snap Assembly® klonlama kiti, 638948, Takara) tarafindan
gelistirilen In-Fusion HD Klonlama sistemi kullanildi. Ligasyon tirtinleri (pET-28a(+)
+ xyn) ilk olarak Sambrook (1989)'dan modifiye edilmis 1s1 soku yontemi ile E. coli
DHS5a susuna aktarildi ve plazmit izole edildikten sonra genin dogru klonlandigini
dogrulamak i¢in rekombinant plazmit Sanger ile dizilendi. Daha sonra rekombinant
plazmit (pet28a(+) + xyn) E. coli DH50a'dan izole edilerek 1s1-sok yontemi ile E. coli
BL21(DE3)'e aktarildi. Rekombinant plazmit (pET-28a(+) + xyn) pETAAyXYN

olarak adlandirild.

2.7. Enzim Uretimi

E.coli BL21/ pETAAyXYN sistemi ile enzim tiretilmistir. Daha sonra enzimin
saflastirilmasinda kolon kromatografi yéntemleri kullanilmistir. Uretilen enzim kaba
ekstrakt olarak elde edildikten sonra sicaklik uygulamasi, iyon kolon kromatografisi

ve hidrofobik kolon kromatografisi kullanilarak saflagtirilmaya ¢alisilmistir.

2.8. pETAAYXYN Enziminin Rekombinant Uretimi

Steril Kabin icinde E. coli BL21/ pETAAyXYN klonlarindan koloni
secildikten sonra 0,5 mM konsantrasyonlu 100 pl kanamisinli besiyerinde 37°C’de 18
saat inkiibasyona birakilmistir. Gece kiiltiirii sonrasinda diliisyon yapilarak (O.Dgoo’si

0,1) kiiltiir canlandirilmistir. Taze kiiltiirle yaklasik iki saat boyunca O.Dsoo’si 0,7-0,8
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oluncaya kadar yine 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu degere yaklastiginda steril son
konsantrasyonu 1 mM olan IPTG eklenip 4 saat indiiklenmesi saglanmigtir.
Inkiibasyondan sonra kiiltiir yiiksek devirli santrifiij kullanilarak 9000 rpm’de
10 dk boyunca ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant ortamdan uzaklastirilip hiicre pelletiyle
devam edilmistir. Pellet pH’s1 7 olan 12 ml 100 mM fosfat tampon i¢inde ¢oziilmiistiir.
Sonra bu ¢ozelti i¢cine son konsantrasyonu 1 pg/mL olacak sekilde lizozim eklenip
37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda sonikator cihaziyla
(Sonics-Vibra cell) 2 dakikada 1 devir %20 gii¢ ile hiicreler patlatilmistir. Patlatilan
hiicreler 15 dk 14.800 rpm‘de santriij edilmistir. Deneylere siipernatantla devam

edilmistir. Geri kalan hiicre 6ziitli aktivite ve saflastirma islemleri i¢in kullanilmistir.

2.9. Is1 Dejenerasyonu Uygulamasi

Anoxybacillus ayderensis kaynakli ksilanaz termofilik karakterli bir enzimdir.
E. coli BL21/ pETAAyXYN sistemi ile iiretilen ksilanaz termofilik protein
karakterdedir. Ekspresyon sirasinda elde edilen proteinler yalnizca rekombinant
ksilanazlar olmayip, E. coli /BL21 hiicresine ait proteinleri de icermektedir. Bu tastyict
kaynakli proteinlerin biiyiik cogunlugu mezofilik karakter tagimaktadir. Ortamda hem
termofilik hem de mezofilik kayanakli proteinler bulundugu i¢in, konak¢r kaynakli
proteini uzaklastirmada 1s1 soku uygulamasi yararli olacaktir. Ayrica bu 1s1
uygulamasindan termofilik karakterli ksilanaz da ¢ok az miktarda etkilenmektedir.
Saflagtirmanin birinci basamagini bu 1s1 soku uygulamasi olusturmaktadir. Hiicre
oziiti 65°C’de 10 dakika 1s1 sokuna maruz birakilarak mezofilik karakterdeki
proteinler denatiire edildi. Denatilirasyon sonrasinda hiicre 6ziitii 14.800 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi ve ortamdan uzaklastirildi. Kalan enzim 6ziitiiyle enzim aktivitesi ve
SDS-PAGE deneyleri yapildi. Kalan 6ziit ile iyon degisim kromatografisi asamasina
gecildi.

2.10. iyon Degisim Kolon Kromatografisi

Bu teknigin temel prensibi proteinlerin izoelektrik noktalarina gére ayrilmasini
kapsamaktadir. Iyon degisim kolon kromatografisi uygulamast igin dikey cam kolon
kullanild1. Kolon matriksi olarak pH’s1 7 fosfat tamponu ile dengelenmis DEAE-
Sepharose fast flow (Sigma) tercih edildi. Bu kolonda negatif yiklii proteinlerin
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kolona baglanmasi hedeflendi. Tampon ¢ozelti olarak pH’1 7 olan 100 mM ¢ozelti
kullanilmistir. Iyon degisim kromatografisi deneyi i¢in Biologic Lp System (Bio-Rad)
cihazi kullanilmistir. Programda su sekilde; kolonun tamponla dengeye gelmesi (pH’1
7 olan 100 mM fosfat), enzim 6ziitliniin kolona yiiklenmesi, gradient NaCl kopriist
(pH’1 7 olan 100 mM fosfat) ve son olarak 1 M NacCl ile kolonun temizlenmesi strateji
uygulandi.

Is1 soku sonrasi enzim 6ziitii ile kolon akis hizi 1 ml/dk olacak sekilde protein
gecisi saglandi. Proteinler kolona yiiklendikten sonra tutunmayan proteinlerin
ortamdan uzaklasmasi i¢in kolondan tampon ¢ozelti gegirildi. Sonrasinda 0-0,6 M
NaCl konsantrayonlu ¢ozelti ile tuz kopriisii olusturuldu. Ve program sonunda 1 M
NaCl kolondan gegirilip temizlendi. Fraksiyondaki her bir tiipte 3 ml olacak sekilde
proteinler yiik dengesine gore ayrilmis oldu. Bu fraksiyondaki ksilanazlar da ksilanaz
aktivitesi yapilarak bulundu. Bulunan ksilanazlar bir tiipte birlestirilerek aktivite ve

protein miktar1 deneyleri yapildi ve daha sonraki saflagtirma islemine gegildi.

2.11. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Bu yontemin prensibi matrikse bagli hidrofobik yan zincirler ile proteinlerin
olusturdugu hidrofobik etkilesime dayanmaktadir. Durgun matriks polimere bagli ufak
yiiksiiz (non-polar) gruplar igermektedir. Bu yontemin amaci hidrofobisitelerine gore
proteinleri ayirmaktir. Proteinlerin kolonla etkilesim derecesine gore farkli zamanlarda
kolondan ayrilmalar1 gerekmektedir. Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi igin
Biologic Lp System (Bio-Rad) cihazi kullanilmistir. Yine iyon degisim kolon
kromatografisinde kullanilan kolon kullanilmistir. Kolon malzemesi olarak phenyl
sepharose fast flow dnceden tamponla birlikte degaze edilmistir. Kolon pH’s1 7 olan
1,3 M amonyum siilfat iceren 100 mM ¢d6zelti ile dengeye getirilmistir. Daha 6nce
iyon kromatografisinde saflastirilan enzim 2,6 M (NH4)>SO4 igeren tampon ¢ozelti ile
ayni bire bir oranda karistirildi. Enzimin de amonyum siilfat konsantrasyonu 1,3 M’a
ayarlanmis oldu. Cihazda; kolonun dengeye gelmesi, enzim Oziitiiniin kolona
verilmesi, 0-1,3 M (NH4)>SO4 gradient kopriisii ve kolonun temzilenmesi seklinde
program akisi kullanilarak ilerlendi.

Enzim 0ziitii kolona yiiklendiginde yiiksek tuz ((NH4)SO4)konsantrasyonlu

cozelti ile proteinlerin matrikse baglanmasini  saglamis oldu. Bu akis
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gerceklestirildikten sonra kademeli olarak kolonun tuz ((NH4)SO4) konsantrasyonu
1,3 M ‘dan 0 M’a indirildi. Fraksiyondaki tliplerde akis hiz1 1 ml/dk olacak sekilde
tampon ¢ozelti toplandi. 280 nm’deki absorbans degerleri alinarak 6zellikle bu nm’de
yluksek pik gosteren drneklerde enzim aktivitesine bakildi. Ksilanaz aktivitesi bulunan
tiipler birlestirilerek protein miktarinin belirlenmesi ve diger biyokimyasal anazlizlerin

yapilmasi i¢in bir araya toplandu.

2.12. Biyokimyasal Calismalar

2.12.1. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin sayisal olarak belirlenmesinde hassas ve genellikle de ¢ok
kullanilan Bradford (1976) yontemi kullanildi. Yontem Coomassie Brillant Blue
G250’nin pozitif yilikli proteinlere baglanmasina dayanir. Bu boyanin normal
absorbans degeri 470 nm olup kirmizi renktedir. Proteinlere baglandiktan sonra
maviye doniip 595 nm’de absorblanir. Bu yontemin hassasiyeti 1 ile 100 pg
arasindadir (Bradford 1976).

1 Lt Bradford ¢ozeltisi hazirlamak i¢in %95°lik etanolde 100 mg Coommasie
Brillant Blue ¢oziilerek sonrasinda %85°lik 50 mL fosforik asit eklenerek son hacim
1000 ml ye tamamlandi. Bu c¢ozelti filtre kagidindan gecirildi. Standart grafik
olusturmak i¢in 1 mg/ml’lik BSA (Sigir Serum Albiimin) hazirlandi. Kalibrasyon
egrisi i¢in 1’den 500 pg’a kadar BSA icerecek sekilde reaksiyonlar hazilandi. BSA’
nin iizerine 5 ml Bradford boyasi1 eklenip 15 oda sicakliginda bekledikten sonra 595
nm’de Ol¢limler gergeklestirildi. Bu 6l¢iimler Xmark Microplate Spectrophotmeter
(BioRad) cihaz1 ile gergeklestirildi. Standart grafikten protein miktart pug / pL

cinsinden tayini yapildi.

2.12.2. Ksilanaz Aktivite Deneyi

DNS Metodu: DNS metodu seliilaz, alfa-amilaz, ksilanaz gibi enzimlerin
katalizi sonucu agiga ¢ikan indirgen seker miktarini belirlemede kullanilan yontemdir
(Visvanathan vd., 2016). indirgen sekerlerde serbest karbonil gruplari bulunur. Biitiin
monosakkaritler ile baz1 disakkaritler indirgeyici sekerler oldugu bilinmektedir (Xiao,

vd., 2006). Indirgeyici sekerlerle 3,5-DNS reaksiyona girdiginde turuncu renkte 3-
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amino-5 nitrosalisilik asit meydana gelir. Ksilan hidroliz edildiginde ksiloz
monosakkaritinde indirgen sekerler ortamda bulunur. Agiga ¢ikan ksilozun miktari da
DNS yontemiyle belirlenmistir.

DNS ¢ozeltisi hazirlanirken;1 M Potasyum sodyum tartarate hazirlanip, 1 g
DNS ile birlikte 50 ml distile suda ¢oziindii. 20 ml NaOH ve 30 g Rochelle tuzu
eklendi. Son olarak distile su kullanilarak 100 ml ye tamamlanmistir (Tester R.F. vd.
2006)

Ksilanaz aktivitesi tayini i¢in enzim Oziitii ile subsrat reaksiyon tamponu
igerisinde;

- 300 pl (%1°lik ksilan 6 mg/ml’lik konsantrasyonda (beech wood)) substrat,
- 100 pl enzim, (enzim miktarinin seyreltik ya da yogun olmasina gore degisken)
- 100 pl buffer (fosfat tamponu pH: 7) olacak sekilde hazirlanmistir.

Bu karisim 30 dk 65 °C’de TS-100C (Biosan) termoshaker cihazinda 500
rpm’de sallanarak inkiibasyona birakildi. Reaksiyon sonrasinda 6rnekler buz iizerine
alimarak enzim aktivetisinin durdurulmasi saglandi. Reaksiyon sonucunda tiiplerin
igerisinde hidroliz sonucu agiga ¢ikan ksiloz miktari 6lgmek icin DNS metodu
kullanildi. Reaksiyon sonucu olusan {iriin iizerine 750 pul DNS ¢ozeltisi eklenerek 98
°C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Xmark Microplate Spectrophotmeter (BioRad)’ da
550 nm dalga boyunda 6l¢iimler gergeklestirildi. Bir dakikada 1 pmol ksiloz iireten
enzim miktar1 1 iinite olarak kabul edildi. A¢iga ¢ikan ksiloz miktar1 yine ayni cihazda
hazirlanan ksiloz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Ksilanaz aktivitesi, ksilanin
hidroliziyle agiga ¢ikan ksiloz miktarina gore umol/dakika cinsinden hesaplandi.

Ksiloz Standardimin Belirlenmesi: Ksilanazin aktivitesini belirlemek igin
DNS metodu boyama yontemi kullanilarak kiitiiphane olusturulmustur. Bu kiitiiphane
ksiloz standardinin spektrofotometrik dl¢limiine dayanmaktadir. %1°lik ksilan stogu
hazirlanarak farkli konsantrasyonlardaki ksilozun aktivitelerini hesaplamak igin
standart grafigi olusturulmustur. Bu standart grafigi X-Mark mikroplate
spektrofotometre (bioRad) cihazina kiitiiphane olarak yiiklenmistir. Biitiin ksilanaz
aktivite deneyleri bu standart grafigi lizerinden hesaplanmistir. DNS metoduna gore

550 nm dalga boyunda 6l¢iimler alinarak standart grafik belirlenmistir.
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2.12.3. pETAAyXYN’nin Optimum Sicakhigi

PETAAyXYN ile iiretilen enzimlerin en iyi ¢alistig1 sicaklik araligini bulmak
icin %1 lik ksilan konsantrasyonlu substrat olan ve pH’s1 7 olan tampon ¢ozeltide (100
mM fosfat tamponu) reaksiyonlar gerceklestirildi. Enzimin en yliksek calistig
sicaklig1 belirlemek i¢in 5°C’lik farkla 35’ten 100°C’ye kadar olan sicakliklarda 30
dakikalik bir seri reaksiyon gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasi ksilanazin aktivitesi
DNS yontemiyle belirlendi. Bagil aktivite (%) - sicaklik grafigi cizilerek enzimin

optimum sicaklik degeri relatif aktivite olarak belirlendi.

2.12.4. pETAAyXYN’nin Optimum pH’s1

pETAAyXYN’nin en iyi aktivite gosterdigi optimum pH degerini bulmak
amaciyla farkli pH araliklarindaki tamponlar hazirlandi. Bu tampon ¢ozelti araliklari;
100 mM sitrat tamponu pH (3-6), 100 mM fosfat tamponu pH (6- 7,5), 100 mM Tris-
HCI tamponu pH (7,5-8,5), 100 mM glisin tamponu pH (8,5-10) olacak sekilde
hazirland1.

Tim pH araliklar1 i¢in enzimin aktivitesinin ortalamasi alinarak %l
konsantrasyonlu ksilan ile son hacmi tampon ¢ozeltiyle 500 pl’ye tamamlanmasiyla
reaksiyon hazirlanmigtir. Reaksiyon optimum sicaklikta 30 dk inkiibasyonda
gerceklestirilmistir. Siire sonunda raksiyon buza alinarak durdurulmustur. DNS
metoduyla ulasilan veriler kullanilarak pH- bagil aktivite (%) grafigi cizilmistir ve

enzimlerin optimum pH degeri relatif aktivite olarak belirlenmistir.

2.12.5. pETAAyXYN’nin Kinetik Parametreleri

pPETAAyXYN’nin K, ve Vi verilerinin belirlenebilmesi i¢in enzim miktari
sabit tutularak ve substrat konsatrasyonu degistirilerek bir dizi reaksiyonlar ile aktivite
tayinleri yapildi. Bunun i¢in %2’lik stok ¢ozeltiden 0.5- 16 mg/ml araligindaki ksilan
konsantasyonlari, pH’s1 7 olarak hazirlanan tampon ¢6zelti ile tamamlanarak 65 °C’de
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ksilanaz aktivitesi i¢in agiga ¢ikan ksiloz miktari
umol/dk cinsinden hesaplanarak belirlendi. En yliksek aktivite gosterdigi substrat
konsantrasyonu, Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz (V) degerleri,
katalitik etkinlik degerleri ve turnover sayisinin belirlenmesinde OriginPro v.

9.8.2.200 (2021) isimli analiz programi1 kullanildi.
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2.12.6. pETAAyXYN’nin Isil Kararhhg:

E. coli BL21 pETAAyXYN’nin 1s1l kararliligini tespit etmek i¢in elde edilen
enzim Oziitleri 1 saat boyunca 10’ar derece artisla 30’dan 100°C’ye kadar olan
sicakliklarda inkiibe edilmistir. Daha sonra inkiibe edilen enzim Oziitlerindeki kalan
aktiviteyi belirlemek icin belirli miktarda enzim alinarak pH’st 7 olan tampon
cozeltide %! ksilan varliginda 500 pL nihai hacimde ve 65°C’de 60 dk boyunca
reaksiyonlar gerceklestirildi. Sonrasinda ksilanaz aktivitesine bakilip ve enzimin kalan
aktivitesi hesaplanmistir. Yine ayni kosullarda +4°C de bekletilen ksilanazin aktivitesi

%100 kabul edilerek inkiibasyon Zamani-Kalan aktivite (%) grafigi ¢izildi.

2.12.7. Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarinin Etkisi

Ksilanaz aktivitesi iizerine baz1 metal iyonlarinin etkisini incelemek amaci ile
AlCI3, AgSO4, SrCly, SnCl, MnCly, ZnSQOs, SbCls, CdCly, Co(NO3)2, NiCly,
Pb(NO3)2, BisO(NO3)4, CuSO4, Na;MoO4, BaCl,, HgCly, FeCls, CrCls, CaCly, NaCly,
MgSO4 gibi iyonlarin kloriir ve siilfat tuzlariyla reaksiyon karigimindaki son
konsantrasyonlar1 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapild1 ve bu iyonlarin enzim aktivitesi lizerine etkileri belirlendi. Enzim
oziitlinden belirli miktarda enzim alinarak pH’s1 7 olan tampon ¢ozeltide %1 ksilan
varliginda ve metal iyonlariyla 500 pl nihai hacimde olacak sekilde 65°C’de 30 dk
reaksiyon gerceklestirildi. Daha sonra aktivitesi bittikten sonra reaksiyon
durdurulmasi i¢in buza koyuldu. Hemen takibinde 750 pul DNS eklenerek 100°C’de 10
dk bekletilen ksilanazin spektrofotometrik oOl¢limiine gecildi. Enzimlerin metal
iyonsuz aktivitesi (enzim, buffer, subsrattan olusan reaksiyon) %100 kabul edilerek
metal iyonlariyla reaksiyon sonucu olusan konsantrasyonlarin Metal iyonu-% bagil

aktivite grafigi cizilerek belirlendi.

2.12.8. Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Organik Maddelerin Etkisi

Ksilanaz aktivitesi iizerine bazi organik maddelerin etkisini incelemek amaci
ile amonyum siilfat, borik asit, iire, sodyum sitrat, edta, sds, metanol, etanol, gliserol,
aseton, twen-80, dtt, b-merkaptoetanol gibi maddelerin reaksiyon karigimindaki son
konsantrasyonlar1 1, 5, 10 mM ve %1, %5, %10 olacak sekilde optimum sartlar altinda

aktivite tayinleri yapildi. Enzim 6ziitiinden belirli miktarda enzim alinarak pH’s1 7 olan

43



tampon ¢ozeltide %1 ksilan varliginda ve organik madde 500 pl nihai hacimde olacak
sekilde 65°C’de 30 dk reaksiyon gerceklestirildi. Daha sonra aktivitesi bittikten sonra
reaksiyon durdurulmasi i¢in buza koyuldu. Hemen takibinde 750 ul DNS eklenerek
100°C’de 10 dk bekletilen ksilanazin spektrofotometrik 6l¢iimiine gegildi. Bu organik
maddelerin enzim aktivitesi iizerine etkileri, enzimlerin organik madde ilavesiz
aktivitesi (enzim, buffer, subsrattan olusan reaksiyon) enzim %100 kabul edilerek

bagil aktivite grafigi ¢izilerek belirlendi.

2.12.9. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Proteinlerin agirhigi ve safligt SDS-PAGE yontemiyle belirlenmeye
calisilmigtir. Sds-Page jel elektroforezi jeli i¢in %12’lik ayirma ve %5’lik yiikleme
jeline ihtiya¢ duyulmustur. Bu jeli hazirlarken asagidaki protokol goz oniine alinarak

yapilmigstir. (Tablo 3)

Tablo 3. SDS-PAGE jeli bilesenleri

Bilesenler Ayirmajeli (SmL %12°1ik) Yiikleme  jeli (2mL
%5°lik)

H20 1600 pL 1400 puL

%30 Akrilamid 2000 pL 330 uL

1.5 M Tris -HCI, pH 8.8 800 puL -

1 M Tris -HCI, pH 6.8 - 250 pL

%10 Amonyum 50 uL 20 uL

perstilfat

TEMED 2 ul 2 uL

SDS-PAGE e uygun hazirlanan jel kaseti icin, ayirma jeli olarak %30’luk
akrilamid kullanilmistir. Cam plaklarin arasina bu jel eklenip iistiine taraklar eklenip
polimerize olmasi i¢in en az 30 dk beklenilmistir. Bu islem iist jel icinde yapilmistir.
Daha sonra taraklar ¢ikarildiktan sonra protein ornekleri yiikklenmis ve jel kasetinin
icinde bulundugu tankin hem i¢in hem de dismma protein yiiriitme soliisyonu
eklenmistir. SDS yiiriitme tamponu i¢in; 7,5 gr glisin, 1,5 gr Tris HCI, 500 ml saf su5
ml %10 oraninda SDS kullanilmistir. Yiiriitme boyasinda ise ; 400 ul %10’luk SDS,
125 pul 1 M TrisHCI pH 6,8, 200 ul gliserol, 100 ul B-merkaptoetanol, 200 ul gliserol,
50 pl bromofenol blue kullanilarak hazirlanmistir. Protein orneklerinden 20 ve

yiiriitme boyasinda 20 pl olacak sekilde alinip 100 °C’de dentiirasyona birakilmaistir.
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Bu islem sonrasinda reaksiyon alinip kasette kuyucuklara yiliklenmistir. Daha
sonra sistem gii¢ kaynagina baglanarak 50 Ma, 100 W’da 110V sabit voltaja ayarlanip
3 saat ylriitiilmiistiir. Yiriitme islemi bittikten sonra jel boyama islemine gecildi. 0,25
gr Coomassie Brillant Blue R-250, 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml distile su
iceren boyama cozeltisi i¢inde 1 saat bekletildi. Bu boyanin jelden uzaklagmasi i¢in
iki ayr1 soliisyonda (yikama I; 10 ml asetik asit, 50 ml metanol, 40 ml distile su, yikama
IT; 10 ml asetik asit, 7,5 ml metanol, 82,5 ml distile su) birer saat bekletildi. Daha sonra

karanlik ortamda birakild.
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3. BULGULAR

3.1. A. ayderensis'in Ksilanolitik Aktivitesi

Petri testi, ksilanl1 besiyeri ortaminda A. ayderensis'in ksilanaz aktivitesini
gosteren net bolgeler gostermistir (Sekil 4). Deney sonucunda, bakteri kiiltiiriiniin
etrafinda olusan sar1 zonun varlig1 4. ayderensis’ in ksilanaz iiretimine sahip oldugunu

nitel olarak gostermistir.

Sekil 4. Anoxybacillus dyderensis’in kat1 besiyerinde ksﬂanaz aktivitesi
(A2: Anoxybacillus ayderensis’in laboratuvardaki kisa kodu)

3.2. intraselliiller A. ayderensis ksilanazin (xyn329) Biyoinformatik

Tanimlanmasi

A. ayderensis'te GH10 ve GHI11 ailesi iiyelerini tanimlamak icin cesitli
biyoinformatik analizler kullanilmistir. BLAST analizi, 4. ayderensis'in her ikisi de
GH10 ailesine ait iki ksilanaz genini (xyn329 ve xyn1096) igerdigini gostermistir.
Ancak A. ayderensis genomunda GHI11 ailesine ait higbir ksilanaz geni
bulunamamigstir. NCBI'de bulunan verilere gore, Xyn329 geninin (NCBI Erisim
Numarasi: WP_042534831.1) 329 amino asit (aa) protein uzunluguna sahip hiicre ici
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ksilanaz1 eksprese ettigi tespit edilirken, xyn1096 geninin (NCBI Erisim Numarasi:
WP 244463796.1) protein uzunlugu 1096 aa olan hiicre dis1 bir enzimi eksprese ettigi
tespit edildi. Bu tez kapsaminda GHIO (xyn329 ve xynl096) ailesine ait A.
ayderensis'teki ksilanaz genleri arasinda sadece 329 amino asitten olusan xyn329
klonlanmis, eksprese edilmis ve karakterize edilmistir.

A. ayderensis'in 987 bp uzunlugundaki ksilanaz kodlayan geni amplifiye edildi,
pKII.1R vektorine klonlandi, dizilendi ve Gen Bank'a yiiklendi (NCBI Erisim
Numarasi: OR269882). Klonlanan 328 amino asit uzunlugundaki ORF, amino asit
homolojisi ile ilgili Gen Bank (NCBI:pBlast) verileriyle karsilastirildi (Sekil 6). Analiz
sonuclarina gore A. ayderensis (WP_042534831), Anoxybacillus ayderensis
(WP _237812442), Anoxybacillus sp. E2 (ACY69979), Anoxybacillus sp. Ip-C
(AGO43919), A. mongoliensis (WP_075039327), Geobacillus sp. C56-T2
(WP_144974683), G. stearothermophilus ixt6 (ABI49937) ve Paenibacillus sp.
7541(WP_095397750), tiirlerindeki ksilanazlarla cakistirildi ve ksilanaz enzimine
sirastyla %100, %99.7, %97.6, %96.7, %92.4, %74, %71.8 ve %65.8 oraninda uyum
gosterdigi tespit edildi. (Sekil 5)

Geobacillus stearothermophilus (WP 277391938) ~ [ ™9 g’ Zﬂf@m "
Geobacillus kaustophilus (WP 020279011) B st
4 Geobacillus stearothermophius (AGD87833) NI et oy
Geobacillus sp. C56-T2 (WP 144974683) B o superanil
Parageobacillus (WP 013877038) 1
] Geobacillus stearothermophilus (ABI49937) 1
_h Geobacillus thermoleovorans (WP 069304283) 1
Geobacillus sp. MAS1 (ESU73079) [ ]
Anoxybacillus tepidamans (WP 183255100) |
Anoxybacillus mongoliensis (WP 075039327) [ |
Anoxybacillus sp. (WP 237812442) [ |
Anoxybacillus ayderensis (WP 042534831) N
Anoxybacillus sp. E2 (ACY69979) [ |
Anoxybacillus sp. Ip-C (AG043919) [ |
Paenibacillus sp. 7541 (WP 095397750) |
_[ Neobacillus niacini (WP 251638458) [ ]
Anoxybacillus ayderensis (WP 244463796) Il 10l
r—]

0.050

Sekil 5. A.ayderensis’in (WP_042534831) filogenetik agaci
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AAyXYN329 ve diger GH10 ksilanazlarin amino asit dizileri, CLUSTALW
programi (http://www.ebi.ac.uk/clustalW) ile cakistirilarak benzerlikleri belirlendi

(Sievers vd., 2011). Sekans karsilagtirma sonuglar1 Sekil 6’de gosterilmistir.

WP_042534831.1 1 ----——-] MIP SLREVYREHF RIGAAVSPIT IRTOK-DLLV SHVNSITAEN HMRFEHLOPK EGEFTFEQAD EIVHFALSNN MVWRGHTLVW HNOTPPWMEY DREGKVWGEE LLFERLEAHI
ABI49937.2 1 .D D. ... ...E . .. R..D..C. B
WP_277391938.1 1
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AGD81833.1 1
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WP _013877038.1 1
1
1
1
1
1
1

a
a
a.
.. 0..D..R.
" Q.
WP_069304283.1 R
ESU73079.1 R
WP_183255100.1 a
WP_075039327.1
WP_237812442.1

ACY69979.1

AGD43919.1 1 - i e i I I e e e
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WP_251638458.1 1  MTTOTSVEV. ..KK..ENY. D.....NLH. .V..0-P..2 O.F...... ..L ..0....R.. .LAA, KE.G .RM....... .....D.V.0O . . T.LQ...N..
WP_248463796.1 1 - QKDLL PIRN..ESD. L..S...R2AD LDGERLE..K L A..PSY...T KN A.. S..NK.IEEG .K.H..V... .0...E..TT RED SFLSR. EAL.N..N.
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AGD43919.1 X-----
WP_095397750.1 WHLVS.
WP_251638458.1 . . . L. B:ATS
WP_244463736.1 116 E...KHD §. II.NPPNPNN WEES..K.P. Y¥S .. M.G.YN-..T

WP_042534831.1 216 TLEEIRLATE RYASLGVOLH ITELDISMFE FDDHRNDLIK PTDOMVDEDA ERYDQIFSLE KEYSDVIRNY TEWGIADDY' LDNFPVEDR KNWPFLFDEN HOPKPAFWRV CTC-
ABT49937.2 219 5.D...A... .......V.. ..§..V.... .H.R.T..AA ..5E.IER.. ...G.. .. RLWDS. Ll N (NP PO s S S
WP_277391938.1 219 ..D. - P \R. VM-
WP_020279011.1 218 ..D. . VM-
AGDB1833.1 219 . . WNI-
WP_144974683.1 219 § . VEV-
WP_013877038.1 219 S.D. . VNG-
VSV

i

L

[Sg=X=}=|

WP_069304283.1 219 S.D.
ESU73079.1

WP_183255100.1
WP_073039327.1
WP_237812442.1

ACY69979.1

AGD43919.1

WP_093397730.1
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Sekil 6. Coklu sekans dizilemesi

AAyXYN329, SWISS-MODEL programi kullanilarak modellenmistir (Sekil
7) (Waterhouse vd., 2018). Sekildeki sar1 bolgeler aktif bolgedeki aminoasit sirasinin
diger cakistirilan ksilanazlarla ayni oldugunu ve mavi bolgeler de diger ksilanazlardan
farkli aminoasit icerdigini gostermektedir. G. stearothermophilus ixt6'nin (ABI49937,
PDB:1N82) ksilanazi, li¢ boyutlu yapisi1 daha 6nce karakterize edilmis ve modellenmis
AAyXYN329’e en yakin tiir olarak sablon olarak kullanilmistir. ORF'nin toplam G+C
icerigi %38.8 olarak belirlendi. AAyXYN329’nin, SignalP 5.0 tarafindan yapilan
analize gore, N-Terminus'ta sinyal peptidine sahip olmadig: tespit edildi. (Armenteros,

vd., 2019).
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Sekil 7. AAyXYN329'un iig bé)yutlu yapisi

AAyXYN329'un molekiiler agirligi ve izoelektrik pI'si ExPASy-ProtParam
programi kullanilarak 38,57499 kDa ve 5.65 olarak belirlenmistir. Proteinin suda
¢dziinme kat sayis1 M ecm™! birimleri kullanilarak 280 nm'de belirlendi. Ek olarak,
kararsizlik indeksi 34.88 olarak hesaplandi ve bu deger de proteinin kararli olarak
simiflandirildigini  gostermistir. Alifatik indeks ve genel hidropatisite ortalamasi

(GRAVY) sirastyla 85.58 ve -0.405 olarak hesaplandi (Gasteiger vd., 2005).

3.3. Rekombinant Olarak Uretilen Yaban Tip AAyXYN329 Enziminin

Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

3.3.1. Kaba Ekstrakt

Kaba ekstraktin protein miktar1 14,212 ug/ul olarak hesaplandi. Ksilanaz
aktivitesini hesaplamak icin enzim 50 kat sulandirilarak reaksiyon yapilmistir (Sekil
8). Burada enzim tarafindan tiretilen ksiloz miktar1 ¢ok fazla oldugundan ¢ok fazla
renk meydana gelmekte ve spektrofotometrenin okuma araligini gecmektedir. 50 kat
seyreltilen enzimle reaksiyonlar geceklestirilip elde edilen degerin 50 ile ¢arpilmasi

ile enzimin 1 pl’sinin drettigi ksiloz miktar1 hesaplanabilir. Kaba ekstraktin ksilanaz

aktivitesi 0,0123x50=0,615 umol/dk (iinite) olarak hesaplandi.
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Sekil 8. AAyXYN329’un kaba ekstraktinda protein ve ksilanaz aktivitesi tayini

3.3.2.1s1 Soku Uygulamasi
Is1 soku uygulamasi sonrasi enzim Oziitiinlin protein miktar1 12,733 pg/ul
olarak hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan ksilanaz aktivite sonucu ise 0,0279 x

20 = 0,55 U olarak hesaplandi (Sekil 9).

Protein Miktari Tayini Ksilanaz Aktivitesi
70 - 0,16
o ] o 014 -
< 501 o 7
= a0 (2 : ™ .
£ ) = _E 0,08 ]
2 o
3 ] y=12,733x 2005 a0 027
£ 2 . . v =0.0075
0 - R? =0,9844 2 004 g f;}.x
- S o -
0 T r T T T d 0 e
1 2 3 4 5 6 0 2 3 5 6
Enzim Oziitd (ul) Enzim Ozt ()

Sekil 9. AAyXYN329’da 1s1 soku sonrasi elde edilen 6ziitte protein ve ksilanaz
aktivitesi tayini

3.3.3. iyon Degisim Kromatografisi Uygulamasi (IDKK)

BioLogic LP cihazinda DEAE-Sepharose dolgu maddesi kullanilarak
gerceklestirilen saflagtirma isleminin grafigi (IDKK) Sekil 10°de goriilmektedir.
Grafikte goriilen mavi pikler protein miktarimi (295 nm’de absorbans degerleri)
gostermektedir. Altta yuvarlak igerisinde goriillen sayilar ise tlip numaralarini
ise NaCl
gostermektedir. Mavi renk takip edilecek olursa 6-17 tiipler arasinda yiiksek

gostermektedir. Kirmizi1 renkte goriilen ¢izgi konsantrasyonunu
miktarlarda protein kolondan ¢ikmistir. Burada kolondan ¢ikan proteinler kolona

tutunmayan proteinlerdir. Kirmizi ¢izginin yani NaCIl konsantrasyonun artmaya
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basladig1 24 ncii tiipten itibaren farkli gligteki proteinlerin ayr tiiplere ayrildigi
goriilmektedir. Tiim tiiplerde ksilanaz aktivitesi tarand1 ve 27-34 iincii tlipler arasinda
ksilanaz aktivitesi tespit edildi. Hem 6-17 tiipler arasinda hem de ksilanaz enziminin
kolondan ayrildiktan sonra 34-52 nci tiiplerde ksilanaz aktivitesi bulunmamaktadir.

Ksilanaz aktivitesinin bulundugu pikler yesil renkte boyanarak belirtilmistir.

AU

o 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150

Time [minutes]

Sekil 10. AAyXYN329“a ait iyon degisim kolon kromatografisi uygulamasi grafigi

Iyon degisim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi enzim dziitiiniin protein
miktar1 5,6017 ug/ul olarak hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan ksilanaz aktivite
deneyi sonucunda, 1pul enzim o6ziitiinde ksilanaz aktivitesi 0,0217 x 10 = 0,217 U

olarak hesaplandi (Sekil 12).
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Sekil 11. AAyXYN329’a ait iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi elde edilen
Oziitte protein ve ksilanaz aktivitesi tayini

3.3.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Dolgu maddesi olarak Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma)’un kullanildigi
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi (HEKK) grafigi Sekil 13’te goziikmektedir.
Yine mavi ¢izgi protein konsantrasyonunu kirmizi ise amonyum  siilfat
konsantrasyonunu gostermektedir. 16-26 uncu tiipler kolona tutunmayan proteinlerdir.
53-70 nci tilipler arasinda ksilanaz enzimi, diisen amonyum stilfat konsantrasyonu ile
birlikte kolondan ayrilmistir. Yapilan ksilanaz aktivite caligmalar1 sonrasinda sadece

53-70 nolu tiiplerde aktiviteye rastlanmistir.
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Sekil 12. AAyXYN329’a ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi

grafigi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi enzim oziitiiniin

protein miktar1 0,878 pg/ul olarak hesaplandi. 6 kat sulandirilarak yapilan ksilanaz

aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim 6ziitiinde ksilanaz aktivitesi 0,0198 x 6 =0,1188

U olarak hesaplandi (Sekil 13).
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Sekil 13. AAyXYN329¢a ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi sonrasi elde
edilen 0ziitte protein ve ksilanaz aktivitesi tayini

3.3.5. AAyXYN329’nin Saflastirma Tablosu

Tablo 4’te goriilecegi lizere tiim saflastirma uygulamalar1 basarili olmustur.

Toplam protein miktarinin 170,54 mg’dan 27,06 mg’a diismesi ve spesifik aktivitenin
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her basamakta artmasi saflagtirma isleminin basarili oldugunu gostermektedir.
Saflagtirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 41,87’den 133,04 umol/dk/mg protein’e
ylkselirken enzim %50,42 verim ile 3,18 kat saflastirildi. Hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi uygulamasindan sonra birlestirilen fraksiyonlar saf enzim 6ziitii olarak

kabul edilerek karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanildi.

Tablo 4. AAyXYN329’un saflagtirma basamaklarina ait saflastirma tablosu

Saflagtirma T.Haci Protei  T.Protei Aktivite T.Aktivi  S.Aktivite Veri Saflasgtir
Basamaklari m n n (nmol/dk/ te (nmol/dk/ m ma kat1
(ml) (mg/m  (mg) nl) (nmol/d mg
1) k) protein)

Kaba Ekstrakt 12,00 14,21 170,54 0,60 7140,0 41,87  100,0 1,00
Is1 Soku Uygulamast 12,00 12,73 84,48 0,55 6600,0 78,13 92,44 1,87
IDKK 18,00 2,44 43,88 0,22 4482,0 102,15 62,77 2,44
HEKK 30,00 0,90 27,06 0,12 3600,0 133,04 50,42 3,18

IDKK: iyon degisim kolon kromotografisi, HEKK: hidrofobik etkilesim kolon kromotografisi

3.3.6. AAyXYN329’nin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

AAyXYN329aa’nin saflagtirllmast  sonrasi, saflastirma uygulamalari
sonrasinda elde edilen oziitlerin 20 pnL. SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii. Sekil
14’te goriilecegi lizere saflagtirma sonrasi ksilanazin biiylik oranda saflastirildig tespit

edilmistir.
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Sekil 14. AAyXYN329aa’nin saflagtirilmasina ait SDS-PAGE analizi
(a:marker, b:kaba ekstrakt, c:151 soku uygulamasi sonrasi enzim 6ziitii, d:iyon
degisim kolon kromatografisi sonrasi enzim 0ziitii, e:hidrofobik kolon kromatografisi
sonrasi enzim Oziitii)

3.3.7. Optimum Sicakhk
Enzimin optimum ¢alisma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii ile farkli
sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gergeklestirildi. Sekil 15°te goriilecegi lizere

enzimin %95’in lizerinde aktivite gosterdigi ve en iyi calistigr sicakliklar 55-60-65"tir.
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Sekil 15. AAyXYN329 ‘un optimum sicaklik grafigi

3.3.8. Optimum pH (AAyXYN329)

Enzimin optimum c¢alisma pH degerini belirlemek i¢in saf enzim 06ziitii ile
farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Sekil 16’de goriilecegi
lizere enzim en iyi ¢alistif1 ve %80’nin iizerinde aktivite gosterdigi aralik 4,5-7 pH

arahigidir.
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Sekil 16. AAyXYN329’un optimum pH grafigi
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3.3.9. Kinetik Calismalar

AAyXYN329’un kinetik parametrelerini hesaplamak i¢in 16 mg/ml’ye kadar
olan ksilan konsantrasyonuyla bir takim deneyler yapilmistir (Sekil 17). Agiga ¢ikan
ksiloz miktariyla ksilanaz aktivitesi hesaplandi. Reaksiyonlar 2,5 ul saf enzim 6ziitii
(2,25 ng protein) ile gerceklestirildi. Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve maksimum hiz
(Vmax) degerleri; OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten
egrisi ile belirlendi (r=0,99821). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin K
degeri 4,09824 + 0,2245 ng/ul Ve degeri ise 75,05 + 0,03 pmol/dk/mg protein olarak

hesaplandi. kcar degeri ise 96,75 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik etkinlik degeri olan
Keat/ Kin degeri ise 23,61 L/g.s ! olarak hesaplandi.
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Sekil 17. AAyXYN329’a ait Michaelis-Menten egrisi

3.3.10. Metal iyonlarimin Etkisi

Reaksiyon karisimindaki son konsantrasyonlari 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde
metal iyonuyla gerceklestirilen deneyler sonucu g¢izilen % aktivite - metal iyonu
grafigine gore; Mn*?, Co'?, Na*?, Mg? gibi iyonlar aktivatdr etki gosterirken, Hg*2,

Ag*?, Cd"? gibi iyonlarin inhibitdr etki gosterdigi bulunmustur (Sekil 18).
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Sekil 18. AAyXYN329 enzimine ait metal iyonlar1 (aktivator ve inhibitdr) etki
grafigi

3.3.11. Organik Maddelerin Etkisi

Ksilanaz aktivitesi {izerine bazi organik maddelerin etkisini incelemek amaci
ile son konsantrasyonlari; 1, 5, 10 mM (DTT, amonyum siilfat, borik asit vb.) ve %],
%S5, %10 (gliserol, SDS, aseton vb.) olacak sekilde optimum sartlar altinda aktivite
tayinleri yapildi. Bu organik maddelerin enzim iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in
cizilen organik madde - % aktivite grafigine gore dtt ve sodyum sitrat aktivator etki

gosterirken; edta, aseton, gliserol gibi organik maddeler inhibitér etki gostermistir
(Sekil 19).
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Sekil 19. AAyXYN329 enzimine ait organik madde grafigi

3.3.12. Isil Kararhhk

AAyXYN329 ‘un 1si1l kararlilik aktivitesini belirlemek i¢in bir seri deney
yapildi. Bunun sonucunda 1 saat boyunca grafikte de belirtilen sicakliklarda inkiibe
edilerek yapilan deneyin sonucunda enzim 60 dereceden sonra yarilanma Omriine
ulastig1 bilgisine varildi. Ayrica 70 derece ve iizerindeki sicaklikta enzimin

aktivitesinin olmadig1 sonucu bulundu (Sekil 20).
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Sekil 19. AAyXYN329’ a ait 1s1] kararhilik grafigi
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4. TARTISMA VE SONUC

Anoxybacillus ayderensis, ¢ubuk seklinde morfolojiye sahip, termofilik, spor
olusturan, gram pozitif bir bakteri olup fakiiltatif anaerobik 6zellikler gdsterir. Bu
bakteri, D-glukoz, D-ksiloz, D-fruktoz, D-rafinoz, D-sakaroz, L-arabinoz, D-maltoz,
D-mannitol ve D-mannoz gibi ¢esitli karbon kaynaklarini kullanabilen ¢ok yonlii bir
metabolik kapasite gosterir (Dulger vd., 2004). Anoxybacillus ayderensis’in hem nicel
olarak hem de biyokimyasal analizlere dayanarak ksilan1 hidroliz etme yetenegine
sahip oldugu bu ¢alismada tespit edilip agiga ¢ikarilmistir.

GenBank'taki bilgilere gore, A. ayderensis'in kapsamli genom ¢apinin analizine
dayanarak yapilan arastirmada bakterinin tiim genomunda (2.832.347 bp) iki farkl
ksilanaz geninin varligi tespit edilmistir (Belduz vd., 2015). Bu ksilanazlardan biri 987
bp'den (NCBI Erisim Numarasi: WP_042534831.1) olusan hiicre i¢i, digeri ise 3.207
bp'den (NCBI Erisim Numarasi: WP 244463796.1) olusan hiicre disi olan
enzimlerdir. Bu calismada sadece A. ayderensis'in hiicre i¢i ksilanazi klonlanip,
eksprese edilip, saflastirilip ve biyokimyasal olarak karakterize edilmesi saglanmustir.
Bu calismada ilk kez A. ayderensis'e ait bir ksilanaz geninin varlig1 tespit edilmis ve
aciga cikarilmistir. Amplifiye edilmis PCR {iriiniiniin (AAyXYN329'un 987 bp geni)
DNA dizi analizinin sonucunda varsayimsal bir 329 amino asit hiicre i¢i ksilanazi
kodlayan gene sahip oldugu (ORF) ortaya ¢ikmuistir.

Ksilanazlar, amino asit dizisi benzerliklerine ve katalitik alanlarin hidrofobik
kiime analizine dayal1 olarak yaygin olarak GH10 ve GH11 olmak tizere iki aileye
ayrilir (Verma & Satyanarayana, 2012). AAyXYN329 amino asit dizisinin PFAM’ la
yapilan (Mistry vd., 2021) analizine gore, AAyXYN329'un glikozit hidrolaz ailesi 10
sinifi enzimlerine ait oldugunu gdsteren bir GH10 alaninin varli§i ve enzimde
karbonhidrat baglama alanlarinin bulunmadig: tespit edildi.

AAyXYN329'un ¢oklu dizi hizalamas1 i¢in kullanilan CLUSTALW programi
(http://www.ebi.ac.uk/clustal W) (Sievers vd., 2011) ve AAyXYN329'un dendrogram
yapimi, filogenetik analizi i¢cin MEGA X (diizeltilmemis p-mesafe modeline gore
komsu birlestirme yontemiyle) kullanilmistir (Kumar vd., 2018). A. ayderensis
ksilanazinin, Anoxybacillus tlriine ait ksilanazlara gore daha yakin oldugu

goriilmiistiir. Bu analizde AAyXYN329'un endo-1,4-beta-ksilanazlara (EC 3.2.1.8)
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belirgin benzerligi, AAyXYN329'un bir endo-ksilanaz oldugunun kanitidir. Ayrica,
SignalP 5.0 (Armenteros vd., 2019) ile yapilan analiz sonucunda AAyXYN329'un N-
terminalinde herhangi bir sinyal peptidi tespit edilmediginden, enzimin hiicre ici
oldugunu dogrulamistir. AAyXYN329, SWISS-MODEL programi tarafindan
modellenip enzimin molekiiler yapisin1 analiz etmistir (Waterhouse vd., 2018).
Modelleme i¢in sablon olarak, G. stearothermophilus'un ksilanazinin ii¢ boyutlu
kristal yapis1 (PDB dosyasi: 1N82, NCBI dosyasi: ABI49937.2) kullanilmistir. Bilinen
ti¢c boyutlu kristal yapilara sahip enzimler arasinda G. stearothermophilus‘un ksilanazi,
AAyXYN329'un amino asit dizisine en yliksek benzerligi sergilemesi nedeniyle onu
bu calisma i¢in en uygun model haline getirmistir. Bu modele gore (IN82) enzimin
ayni alt birimlerden olusan homodimer ve kuaterner enzim oldugu belirlenmistir (Gat
vd., 1994). Bu nedenle AAyXYN329, 1N82'nin tek bir alt birimi (IN82.1.A) ile
modellenmistir. Glikozit hidrolazlar (EC 3.2.1.), iki veya daha fazla karbonhidrat
arasindaki glikozidik bagi hidrolize edebilen yaygin bir enzim grubu olarak
tanimlanmistir (Davies & Henrissat., 1995). Glikozit hidrolazlarin tipik bir temsilcisi
olan GHI10 Ailesi enzimleri, klasik (o/f)8 TIM kivrimina sahiptir (Henrissat vd.,
1995).

Enzimin aktif bolge yarik amino asitleri, modellenen enzimin ksilan ile
kenetlenmesiyle belirlendi. Aktif bolge yarik monomerlerinde bulunan on doért amino
asidin tiimiiniin, G. stearothermophilus'taki ksilanazlarla aymi oldugu tespit edildi
(PDB file: 1N82, NCBI file: ABI49937.2). Ayrica Glul30 ve Glu237, enzim
reaksiyonunda aktif rol oynayan katalitik amino asitlerdir. Han ve arkadaglar1 (2013),
bu amino asitlere (Glu130 ve Glu237) karsilik gelen amino asitler (Glu146 ve Glu 251)
lizerinde mutasyonlar gerceklestirmis ve mutant enzimin higbir aktivite
gostermedigini bildirmistir.

Bhardwaj vd. (2019)’ye gore, ksilanazlar molekiiler agirliklarina gore diigiik
molekiiler agirlikli ve yiiksek molekiiler agirlikli olanlar seklinde siniflandirilabilir.
Endo-1,4-beta ksilanazlar dahil olmak tlizere GH10 Ailesinin ksilanazlari, diisiik
molekiiler agirlikli enzimlerdir. (Verma & Satyanarayana 2012; Bhardwaj vd., 2019).
Farklt Anoxybacillus tiirlerine ait ¢esitli ksilanazlarin molekiiler agirliklar1 genellikle
38 ila 92 kDa arasinda degismektedir; A. pushchinoensis A8 ic¢in 83 kDa,
Anoxybacillus sp. Ip C igin 45 kDa, Anoxybacillus sp. 3M icin 400-500 kDa oldugu
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bildirilmistir (Goh vd., 2013; Yadav vd., 2018). Bu calismada, filogenetik analizlerde
sunulan GH10 alanlar1 (Sekil 6) ayn1 dizi boyutuna sahip oldugu ancak GH10 alanlar1
dizilerinin, Anoxybacillus ayderensis'in hiicre dis1 ksilanazindan farkli oldugu tespit
edilmistir (WP_244463796).

AAyXYN329'un molekiiler agirligi, SDS-PAGE analizi ile dogrulanarak 38.6
kDa olarak hesaplandi. Bu sonu¢ ayni zamanda AAyXYN329'un diisiikk molekiiler
agirliga sahip GH10 ailesi ksilanazlarindan biri oldugunu gostermistir. Benzer sekilde,
Wang vd. (2010), sp E2'den elde edilen ksilanazin molekiiler agirliginin 38.8 kDa
oldugunu ve Yadav vd. (2018), 4. kamchatkensis NASTPD13’ten ksilanazin
molekiiler agirliginin 37 kDa oldugunu bildirmistir. Yukarida bahsedildigi gibi, G.
stearothermophilus ksilanazi1 (PDB dosyas1:1N82), ayn1 amino asit dizisine sahip iki
alt birimden olusan homodimer yapiya sahip bir enzimdir. AAyXYN329'un da benzer
bir kuaterner yapiya sahip olabilecegi gézlemlenmistir. Bu dordiinciil yapiyr SDS-
PAGE analizi ile gézlemlemek, alt birimler ayn1 oldugu i¢in imkansizdir.

E. coli'de asin iiretilen heterolog proteinler genellikle ¢oziinmeyen inkliizyon
cisimcikleri seklinde iiretilmistir (Karaoglu vd., 2013; Dekker vd., 1991). Bu ¢alisma,
AAyXYN329 ekspresyonunda inkliizyon cisimcigi olusumunun meydana gelmedigini
ortaya koymustur.

Farkli optimal sicaklik araliklarina sahip cesitli ksilanazlar daha 6nce izole
edilmis, saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Bu ksilanazlardan bazilari; Bacillus sp.
optimum sicakhig1 40 °C (Safitri vd., 2021), Bacillus sp. optimum sicakligi 50 °C
(Nakamura vd., 1993), Bacillus subtilis AKM1 optimum sicakligi 50 °C oldugu
bildirilmistir (Mahmoud vd., 2023). Ayrica, optimum sicakligi 55°C olan
Paenibacillus barengoltzii (Liu vd., 2019), optimum sicakligr 60 °C olan Bacillus
licheniformis (Liu vd., 2008), optimum sicakligt 60 °C olan Paenibacillus
campinasensis (Ko vd., 2010) ve Paenibacillus sp. NF1 optimum sicaklig1 60 °C olan
(Zheng vd., 2014) ksilanazlar karakterize edilmistir. Paenibacillus barengoltzii
(optimum sicaklik: 60 °C), Streptomyces griseorubens (optimum sicaklik: 60 °C) (Wu
vd., 2018), Caldicellulosirupor bescii (optimum sicaklik: 70 °C) (An vd., 2015),
Actinomadura sp. susu Cpt20 (optimum sicaklik: 80 °C) (Taibi vd., 2012) ve
Caldicoprobacter algeriensis (optimum sicaklik: 80 °C) (Mhiri vd., 2020) de

karakterize edilen ksilanazlar arasindadir. Bu optimum sicakliktiktaki ¢esitlilik,
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ksilanazlarin ¢esitli ortamlarda ¢ok yonliiliiglinli ve potansiyel endiistriyel
uygulamalarini vurgulamaktadir.

Diger Anoxybacillus tiirlerinden izole edilen ksilanazlarin optimum sicaklik
degerleri 55-70 °C arasinda degismistir. Literatiire gore bazi Anoxybacillus
tirlerindeki ksilanazlarda optimum sicakliklar; 4. pushchinoensis A8 igin 55 °C
(Kacagan vd., 2008), Anoxybacillus sp. Ip C icin 70 °C (Hauli vd., 2013) ve
Anoxybacillus sp. 3M i¢in 60 °C (Alves vd., 2016) olarak bulunmustur. Bununla
birlikte, Anoxybacillus tiirlerine (Anoxybacillus sp. E2, A. flavithermus TWXYL3 ve
A. kamchatkensis NASTPD13) ait ksilanazlarin ¢cogu, AAyXYN329'a benzer sekilde
65 °C'de optimum aktivite sergilemistir (Wang vd., 2010; Ellis & Magnuson 2012;
Yadav vd., 2018).

AAyXYN329, 65 °C'de optimal aktivite gdstermesine ragmen, enzimin genis
bir caligma sicakligr araligina sahip oldugu gézlemlenmistir. AAyXYN329, 35-75 °C
arasinda %70 veya %70'in lizerinde bir nispi aktiviteye sahiptir. Ayrica 80-100 °C
arasindaki sicakliklarda yaklasik %40-55 bagil aktivite gostermistir. AAyXYN329’un
aktivite gosterdigi genis sicaklik araligi, onu ¢ok cesitli endiistriyel uygulamalar igin
uygun hale getirir. Birgok endiistriyel uygulama, genis sicaklik araliginda ¢alisabilen
yiiksek sicaklik kararlilig1 degerlerine sahip enzimlere ihtiya¢ duyar.

Literatiir farkl1 bakteri kaynaklarindan elde edilen ksilanazlar i¢in ¢esitli termal
stabilite profillerini ortaya koymaktadir. Ornegin, Bacillus sp.'den elde edilen
ksilanazin, 80 dakikalik siire boyunca 30°C ile 40°C arasinda stabilite gosterdigi ve
baslangi¢ aktivitesinin %50’sinden fazlasini korudugu bildirilmistir (Safitri, 2021).
Buna karsilik, baska bir Bacillus sp.'den elde edilen ksilanaz, pH 9.0'da 30 dakikalik
bir inkiibasyon sirasinda 55°C'ye kadar kosullara dayanarak daha yiiksek sicakliklarda
aktivite gostermedigi bildirilmistir (Nakamura vd., 1993). Baz1 ¢alismalarda farkli
bakterilerden elde edilen ksilanazlarin 1s1l kararliliklarinin ¢ok ¢esitlilik gosterdigi
tespit edilmistir. Bacillus subtilis AKM1'den elde edilen ksilanazin, 30°C ile 50°C
sicaklik araliginda kararlilik gostermistir. Bununla birlikte, 30 dakika boyunca
80°C'ye maruz kaldiktan sonra aktivitesi tamamen inhibe olmustur (Mahmoud vd.,
2023). Bacillus licheniformis'in 70°C'ye kadar kararli oldugu, ancak bu sicakligin
tizerinde aktivitesini hizla kaybettigi ve sadece 2 dakika sonra tamamen inaktif hale

geldigi bulunmustur (Liu & Liu 2008). Caldicellulosirupor bescii'nin ksilanazinin,
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60°C'de yaklasik 7.7 saat ve 65°C'de 3 saat termostabititeye sahip oldugu bulunmustur
(An vd., 2015). Caldicoprobacter algeriensis ksilanazinin, 70°C'de 4 saat sonra bile
herhangi bir kayip olmadan tam aktiviteyi koruyarak olaganiistii bir stabilite
sergiledigi gozlemlenmistir (Mhiri vd., 2020).

Anoxybacillus cinsinden elde edilen ksilanazlarin termostabilitesi cesitli
calismalara konu olmustur. Bu arastirmalar, bu ksilanazlarin 60 °C'lik bir sicaklikta
stabil kalma egiliminde oldugunu ortaya koymustur (Kacagan vd., 2008; Wang vd.,
2010; Ellis & Magnuson, 2012; Alves vd., 2016; Yadav vd., 2018). Bununla birlikte,
calismamizin odak noktasi olan Anoxybacillus ayderensis'ten elde edilen ksilanaz
AAyXYN329, diger ksilanazlarin ¢oguyla karsilastirildiginda olaganiistii bir
termozabilite gostermistir. 65°C'de 72 saatlik bir yar1 Omiir sergiledigi bulunmustur.
Bu bulgular, yazinbilimde incelenen diger bir¢ok Anoxybacillus ksilanazlarinda
gozlemlenen termostabilite modelleriyle uyumludur.

AAyXYN329’un, 4.5-9.0 pH araliginda (minimum %70 aktivite) yiiksek
aktivite gosterdigi bulunmustur. Enzim en yliksek aktiviteyi pH 6.5-7.0 arasinda
gostermistir (% 100 aktivite). pH 8.5-10.0 gibi yiiksek alkali pH degerlerinde bile
enzim aktivite gostermistir (minimum %50 aktivite). Cesitli mikroorganizmalarin, 4.0
ila 10.0 arasinda genis bir araliga yayilan oldukea ¢esitli optimal pH degerlerine sahip
ksilanazlar iirettigi belgelenmistir. Bu optimum pH’lar; Streptomyces griseorubens
icin pH 5.0 (Wu vd., 2018), Bacillus sp. i¢in pH 5.5 (Safitri vd., 2021), Bacillus
licheniformis i¢in pH 6.0 (Liu & Liu 2008) ve Paenibacillus sp. NF1 (Zheng vd.,
2014), Paenibacillus barengoltzii (Liu vd., 2018) ve Caldicoprobacter algeriensis
(Mhiri vd., 2020) i¢in pH 6.5, Paenibacillus campinasensis (Ko vd., 2010), Bacillus
subtilis AKM1 (Mahmoud vd., 2023) i¢in pH 7.0, Caldicellulosirupor bescii i¢in pH
7.2 (An vd., 2015), Bacillus sp. i¢cin pH 9.0 (Nakamura vd., 1993) ve Actinomadura
sp. susu Cpt20 icin pH 10 oldugu bildirilmistir (Taibi vd., 2012). Bununla birlikte, bu
ksilanazlarin ¢ogu, genis pH araliklarinda sinirl aktivite sergiler (Jalal vd., 2009; An
vd., 2015; Mhiri vd., 2020; Safitri vd., 2021). Bu bulgular 1518inda, inceledigimiz
ksilanaz AAyXYN329, pH 4.5'ten pH 9'a kadar uzanan énemli bir pH araliginda %70'1
asan aktivite segilemesi dikkate deger bir yonliiliige sahip oldugunu gostermistir. Bu

ayirt edici 0zellik, enzimi ¢esitli pH kosullarinda ¢esitli endiistriyel uygulamalar icin
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giiclii bir aday olarak konumlandirir ve gesitli siireclerde degerini ve potansiyelini
arttirir (Bhardwaj et al. 2019).

Farkli calismalarda Anoxybacillus cinsinden elde edilen ksilanazlarin pH 5.3
ila 9.0 araligin1 kapsayan ¢esitli optimal pH degerleri sergiledigi bulunmustur. Bu
optimal pH’lar arasinda Anoxybacillus sp. E2 i¢in pH 7.8 (Wang vd., 2010), 4.
Sflavithermus TWXYL3 i¢in pH 6.0 (Ellis & Magnuson, 2012), Anoxybacillus sp. igin
pH 9.0 oldugu bulunmustur. Yine AAyXYN329'a benzer sekilde, Anoxybacillus sp.
E2, Anoxybacillus sp. 3M ve A. kamchatkensis'in NASTPDI13 suslarindaki
ksilanazlarda yapilan arastirmalarda sirasiyla pH 6.6-8.6, pH 7.0-10.5 ve pH 7.0-9.0
dahil olmak tizere genis pH araliklarinda 6nemli aktivite sergiledigi bildirilmistir
(Wang vd., 2010; Alves vd., 2016; Yadav vd., 2018). Bununla birlikte, AAyXYN329,
pH 4.5 ila 9.0 arasinda degisen daha genis bir pH araliginda enzimatik aktivite
sergilemesi onu One ¢ikarmakta ve daha Once incelenen diger Anoxybacillus
ksilanazlarin pH uyarlanabilirligini agmaktadir. Bu bulgular 15181inda genis bir pH
spektrumunda etkili sekilde islev géren AAyXYN329, olaganiistii kapasitesiyle
desteklenen ¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli bir umut vaat etmektedir.

Bir¢ok metal iyonu ve organik bilesik, enzimlerin aktivitesi tizerinde aktivator
veya inhibitor etkisi gosterir (Hernick & Fierke, 2010). Bu ¢alismada, ¢esitli metal
iyonlar1 ve organik bilesiklerin AAyXYN329'un aktivitesi {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gére; Sn**, Mn**, Ba?’, Co** ve Na'
AAyXYN329'un aktivitesini  artirarak  aktivator etki  gOstermistir.  G.
stearothermophilus ksilanazinda (PDB dosyas1:1N82) enzim yapisina iki farkli
ligandin (Na“" ve gliserol) katildigi goriilmektedir (Gat vd., 1994). Na+,
AAyXYN329'un olas1 aktivator etkisinin de Na™y1 bir ligand olarak kullanmasi
muhtemeldir. Ote yandan, Ag** ve Hg?'nin AAyXYN329'un aktivitesi iizerinde
yogun bir inhibitér etki gosterdigi belirlenmistir. Ciinkii Hg?® indol halkalarim
oksitleme yetenegine sahiptir, boylece enzimin triptofan kalintilar1 ile reaksiyona
girerek enzim aktivitesini bloke etmistir (Zhang vd., 2007). Ayrica EDTA, SDS,
metanol, etanol, gliserol, aseton ve B-merkaptoetanoliin enzim aktivitesini yiiksek
oranlarda inhibe ettigi goriilmiistiir.

Substrat olarak ksilan1 kullanilarak yapilan kinetik ¢aligmalar sonucunda

AAYXYN329'un K, Viax, keat ve Kea/ Kin degerleri sirasiyla 4.09824 + 0.2245 pg/uL,
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75.05 + 0.03 umoL/dk/mg protein, 96.75 1/sn ve 23.61 1/ L/g.s -1 olarak
hesaplanmistir. Benzer sekilde, Anoxybacillus sp E2 ksilanazi ile yapilan kinetik
calismalarda, substrat olarak beech wood ksilan1 kullanan enziminin K, ve Kcat
degerleri sirasiyla 0.61 mg/mL ve 1.602 1/sn bulunmustur (Wang vd., 2010). Substrat
olarak oat spelt ksilan kullanan bagka bir calismada, A. pushchinoensis A8'den elde
edilen ksilanazin K;,’si 0.909 mg/mL oldugu bulunmustur (Kacagan vd., 2008). Beech
wood ksilani i¢in Anoxybacillus kamchatkensis ksilazinin K, 'si 0.7 mg/mL olarak
bulunmustur (Yadav vd., 2018). Bu sonuglardan da goriildiigi gibi, Anoxybacillus
tiiriine ait ksilanazlarin diisilk Km degerleri, bu enzimlerin endiistriyel uygulamalar
icin tercih edilirligini artirmaktadir.

Seliiloz liflerinin hidrolizini 6nlemek i¢in kagit ve kagit hamuru endiistrilerinde
kullanilacak ksilanazin seliilaz aktivitesine sahip olmamasi beklenmektedir. Bu
calismada, substrat olarak karboksimetil seliiloz kullanilarak yapilan aktivite
deneylerinde, AAyXYN329'un seliilaz aktivitesine sahip olmadigin1 ortaya

koymustur.
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5. GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Uygun maliyetli mikrobiyal ksilanazlara olan talep son zamanlarda genis
endiistriyel uygulama yelpazesine sahip olmalarindan dolay1 artmaktadir. Bu nedenle
endiistriyel uygulamalarda ¢esitli avantajlar saglayan bir¢ok mikroorganizmanin
ksilanaz enzimleri arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Bu ¢calismada, termofilik bir
bakteri olan Anoxybacillus ayderensis'in hiicre i¢i ksilanaz enzimini kodlayan gen
belirlenerek Gen Bankasi'nda (NCBI Erisim Numarasi: OR269882) aktarildi. Daha
sonra ilk kez (AAyXYN329) enzimi rekombinant yontemle iiretildi, saflastirildi ve
biyokimyasal olarak karakterize edildi. Sonuglara gore AAyXYN329, 65 °C ve pH
6,5'ta optimum aktivite sergiledi. Ayn1 zamanda AAyXYN329, genis bir pH ve
sicaklik araliginda 6nemli aktivite gosterdi. Enzimin yar1 dmrii 65 °C'de 72 saat olarak
hesaplandigindan, enzimin endiistriyel uygulamalar icin avantajli bir sekilde yiiksek
derecede termostabil oldugu sonucuna varilabilir. AAyXYN329'un Ky, Vinax, keat Ve
kea/ K degerleri sirasiyla 4,09824 + 00,2245 pg/ul, 75,05 £ 0,03 umoL/min/mg
protein, 96,75 1/sn ve 23,61 1/L/g.s-1 olarak hesaplandi. Bu degerler, enzimin
termofilik karakteri ve iistiin biyokimyasal 6zelliklerinin yani sira kayin agaci igin
oldukga yiiksek bir V.qx ve katalitik aktivite degerine sahip oldugunu gosterdi. Ayrica
enzimin seliilaz aktivitesi gostermedigi belirlendi. Bu bulgular g6z oniine alindiginda,
AAyXYN329'un sayisiz avantaji onu ¢esitli endiistriyel uygulamalar i¢in tercih edilen

bir aday haline getirmektedir.
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