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OZET

Zymomonas mobilis LEVANSUKRAZININ URETIiMI,
SAFLASTIRILMASI VE KRiSTALIZASYONU

SOZGEN, Giiler

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damgmant: Dr. Ogr. Uyesi Burcu KAPLAN TURKOZ
Mart 2019, 96 sayfa

Levansukrazlar (E.C.2.4.1.10), sakkarozu substrat olarak kullanarak
fruktoz polimerlerinin olusumunu katalizleyen ve yiiksek hidroliz aktiviteleri
nedeniyle GH68 glikozit hidrolaz enzim ailesinde yer alan enzimlerdir. Bu
tezde Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 levansukrazinin
iiretimi, saflagtirilmasi ve ii¢ boyutlu yapinin elde edilmesi icin kristalizasyon

denemeleri gerceklestirilmistir.

Hiicre dis1 bir enzim olan Z. mobilis levansukrazi 159.01 g/L baslangi¢
substrat konsantrasyonunda, 30.3 °C sicaklikta ve pH 4.91°de statik

fermantasyon ile tiretilmistir.

Saflagtirma i¢in ilk Once ve fermantasyon ortamindan hiicreler
santrifiij yoluyla ayrilmistir. Levansukrazi iceren {istfaz liyofilize edilerek
hacim azaltilmasi gergeklestirilmis ve farkli tamponlar (sitrat fosfat, fosfat,
hepes) ve farkli pH’lara (5.4, 7.0, 8.0, 7.4) kars1 diyaliz edilmistir. Tleri
saflagtirma i¢in iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak
levansukraz enzimi saflagtirllmistir. Elde edilen sonuglara gore en iyi saflik ve
homojenlik 100 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM DTT tamponu ile
elde edilmistir. Jel filtrasyon kromatografisi ile enzim dimerik ve monomerik

formlarda birbirinden ayr1 olarak elde edilmistir.
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Saflagtirmanin farkli asamalarinda eclde edilen proteinler ile hem
sallanan hem de oturan damla yontemleri ile bir¢ok farkli kristalizasyon
kosulu denenmistir. Yapilan 744 farkli deneme sonrasinda levansukraz

kristalleri elde edilememistir.

Z. mobilis levansukrazin levan iiretme aktivitesi arastirllmistir. Levan
iiretme aktivitesi zimogram analizi ile belirlendikten sonra levan {iretimi i¢in
farkli sicaklik ve siireler denenmis ve denemeler arasinda en iyi inkiibasyon
stiresi ve sicakligt 24 saat ve 25 ° C olarak bulunmustur. Levan iiretim
miktarina etki eden faktorler incelenmis ve artan NaCl konsantrasyonunda
levan iiretiminde azalma oldugu gorilmistir. Ayrica 10 mM EDTA ve
MgCl> varliginda enzimin levan iretim aktivitesinde azalma oldugu
bulunmustur. Denemeler sonucunda Z. mobilis levansukraz ile 62.42 +0.28

g/L levan tiretimi gergeklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Zymomonas mobilis, levansukraz, levan,

saflagtirma, kristalizasyon, protein yapi-islev iligkisi



ABSTRACT

PRODUCTION, PURIFICATION AND CRYSTALLISATION OF
Zymomonas mobilis LEVANSUCRASE

SOZGEN, Giiler

Msc. in Food Engineering
Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Burcu KAPLAN TURKOZ
March 2019, 96 pages

Levansucrases [E.C.2.4.1.10] are B-D fructosyltransferase enzymes
which catalyze the formation of fructose polymers using sucrose as substrate
and are also classified in glycoside hydrolase (GH) family 68 due to their high
hydrolysis activity. In this thesis, production, purification and crystallization
of levansucrase by Z. mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 was

investigated.

Extracellular levansucrase of Z. mobilis was produced by static culture
fermentation at an initial substrate concentration of 159.01 g / L, a

temperature of 30.3 ° C and a pH of 4.91.

At the first step of purification cells were separated by centrifugation.
The enzyme containing supernatants were lyophilized and dialyzed against
different buffers (citrate phosphate, phosphate, hepes) with different pH
values (5.4, 7.0, 8.0, 7.4). Levansucrase was further purified by ion axchange
and gel filtration chromatography. The highest purity and homogenity were
obtained in buffer 100 mM Hepes pH 7.4, 150 mM NaCl and 1 mM DTT.
The monomeric and dimeric form of levansucrase were seperated by gel

filtration.



The crystallization conditions were investigated using both hanging
drop and sitting drop techniques with the proteins obtained at different stages

of purification. After 744 trials levansucrase crystals could not be obtained.

Levan production activity of levansucrase was investigated. Levan
production activity of levansucrase was shown by zymogram analysis and
after that levansucrase’s incubation time and temperature for levan production
were found as 24 h and 25°C. Effects of ionic strength and different metal
ions on levan production activity of Z. mobilis levansucrase were also
investigated. Levan production decreased in the presence of increasing
concentration of NaCl, in the presence of 10 mM EDTA significantly and also
decreased in the presence of 10 mM MgCl.. As a result, 62.42 +0.28 g/L

levan was produced.

Keywords: Zymomonas mobilis, levansucrase, levan, purification,

crystallization, protein structure-function relationship
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ONSOZ

Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi Anabilim
Dalinda gerceklestirilen “Zymomonas mobilis Levansukrazinin Uretimi,
Saflastirllmast  ve Kristalizasyonu” baghkli tez ¢alismasi basar1 ile

tamamlanmustir.

Bu tez calismasini gergeklestirmemdeki ilk amacim laboratuvarda
nasil ¢aligilmasi, sonucglarin nasil alinmast ve nasil raporlandirilmasi
gerektigini kavramakti. Ana amacim ise lisansimi tamamladigim boliimde ve
iilkemizde smirhi yerlerde c¢alisilan kristalizasyon/kristalografi konularina
giris yapabilmek, elde ettigim verileri ulusal ve uluslararasi platformlarda

sunmak ve bu verilerden yayinlar yapabilmekti.

Bu tez sirasinda, Ege Universitesi Gida Miihendisligi boliimde
bulunan cihazlara nasil erisilecegi, nasil kullanilacag1 ve karsilasilan sorunlar
karsisinda neler  yapilabilecegini  6grendim. Protein  saflastirma,
kristalizasyon/kristalografi gibi 6grenmesi ve uygulamasi uzun siiregler
isteyen konularda calismalar yaptim. Bu c¢alismalardan elde edilen sonuglari
cogunlugu uluslararasi olan kongre, calistay gibi platformda sunup, konu
hakkinda derin bilgiye sahip olan kisiler ile bilgi aligverisi firsat1 buldum. En
heyecan verici olan1 Nobel 6diillii Sayin Ada E. Yonath ile tanisma firsati

bulmus olmamdi.

Yaptigim bu tez sayesinde Almanya Hamburg’da bulunan EMBL
biinyesindeki SPC laboratuvarinda staj yapma ve kristalografi i¢in hayati olan
ve diinyada sinirl yerlerde bulunan sinkontron igerisinde ¢alistim, X-1g1n1 ile
veri toplama konularinda bilgi ve deneyim kazandim, ayrica yurtdisinda bir

laboratuvarda isleyisin nasil ilerledigini de gorme firsati buldum.

Biitiin bu nedenlerden dolay1 gergeklestirdigim bu tez g¢alismasinin

basar1 ile sonuglandigl ve bana ¢okga katkis1 oldugunu diisiinmekteyim.
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1.  GIRIS

Levansukrazlar (E.C.2.4.1.10), GH68 glikozit hidrolaz enzim ve
fruktosil transferaz ailesinde yer alan ve polimerizasyon, hidroliz,
transfruktalizasyon reaksiyonlarinda gorev alan enzimlerdir (Chambert et al.,
1974). Fruktosil alic1 molekiile bagli olarak levan ya da fruktooligosakkarit
(FOS) gibi tiriinleri olusturabilmektedirler (Yanase et al., 1992). Enzimin
kokenine bagli olarak olusan iiriinlerin de farkli oldugu ve Gram pozitif
kaynaklardan elde edilen levansukrazlarin levan polimeri sentezlerken
(Chambert et al., 1974; Homann et al., 2007), Gram negatif kaynaklardan elde
edilen levansukrazlarin oligosakkarit irettikleri belirtilmistir (Caputi et al.,
2013; Hernandez et al., 1995; Visnapuu et al., 2015). Bunlardan farkli olarak
Zymomonas mobilis levansukrazlari farkli baslangi¢ substrat konsantrasyonu,
sicaklik gibi degiskenler altinda hem levan hem de FOS iiretme yetenegine

sahiptirler (Santos-Moriano et al., 2015).

Zymomonas mobilis Gram negatif, fakiiltatif anaerobik ve ¢ubuk sekilli
bir bakteridir (Rogers, et al., 1982). ilk olarak seker icerigi zengin olan seker
kamig1 ve agav sapi1 gibi bitkilerden izolasyonu gergeklestirilmistir (Sahm, et
al., 2006). Z. mobilis sakkaroz igeren fermantasyon ortamlarinda levansukraz

tiretir ve hiicre digina salgilar (Borsari et al., 2006).

Levan fruktoz birimlerinin B(2—6) glikozit baglar1 ile baglanmasiyla
olusan bir fruktoz polimeridir (Arvidson et al., 2006). Gida, kozmetik, ilag
gibi birbirinden farkli endiistrilerde kullanilan; ticari iiretimi 1930’1u yillarda
ABD’de baglayan dogal bir polimerdir (Ergene ve Avci, 2016; Srikanth et al.,
2014). Prebiyotik 6zellige sahiptir, anti-irritan, antioksidan ve antienflamatuar
ektileri de bulunmaktadir (Ki-Hyo et al., 2003; Oner et al., 2016).
Biyobozunur ambalaj malzemesi olarak da kullanilabilmektedir (Vijayendra
and Shamala, 2014). FOS’lar sakkaroza gore 3 kat daha az tatli olan ve dogal
olarak gidalarda bulunan seker polimerleridir (Daudé¢ et al., 2012). pH 4.0-7.0
gibi genis pH araliginda depolanabildikleri i¢in gida katki maddesi olarak
kullanim potansiyelleri bulunmaktadir (Ganaie et al., 2014).



GH 68 glikozit hidrolaz enzim ailesi igerisinde yer alan levansukraz
enzimlerinden Bacillus subtilis (pdb:10YG) (Meng and Fiitterer, 2003),
Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4 (pdb:1W18) (Martinez-Fleites et al.,
2005), Bacillus megaterium (Strube et al., 2011), Erwinia amylovora (pdb:
4D47) (Wuerges et al., 2015) ve Erwinia tasmaniensis (pdb: 6FRW)
(Polsinelli et al.,, 2019) levansukrazlariin {i¢ boyutlu atomik yapilari
coziilmistir. B. subtilis bakterisinden elde edilen levansukraz tercihen levan
iretirken, G.diazotrophicus levansukrazi ise tercihen FOS sentezlemektedir.
Z. mobilis levansukrazi bu iki levansukrazdan farkli olarak her iki fruktani da
yiksek verimde ftretebilmektedir. Z. mobilis levansukrazinin bu iriin
Ozgiilliiglinii incelemek icin ¢alismalar yapilmis ancak saflagtirilip ti¢ boyutlu
atomik yapist ¢oOziilmedigi icin farkliligin sebebi molekiiler diizeyde

anlagilamamustir.

Z. mobilis levansukrazinin saflastirilmasi ile ilgili yapilan pek ¢ok
calisma vardir ancak yiikksek saflik ve konsantrasyonda saflagtirma
gerceklestirilemedigi i¢in rekombinant {iiretim ile saflastirma yontemleri
denenmistir. Rekombinant olarak Escherichia coli hiicrelerinde iiretilen Z.
mobilis levansukrazinin sitoplazmik olarak {retildigi ve hiicre digina
salgilanmadig goriilmiistiir (Goldman et al., 2008; Yanase et al., 1998). Yine
yapilan farkli bir ¢aligmada inkliizyon cisimciklerinde toplandig: bildirilmistir

(Sunitha et al., 2000).

Bu tez calismasinda Gram negatif fakiiltatif anaerobik bir bakteri olan
Zymomonas mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 susu kullanilarak hiicre
dis1 levansukraz enziminin iiretimi, saflastirilmas: ve kristalizasyonu iizerine
calistlmigtir. Calismanin ilk asamasinda levansukraz enzimi hiicre disinda
tiretilmistir. Daha sonra ise saflastirma igin izlenmesi gereken yol arastirilmis,
saflastirma kosullar1 farkli tamponlar, pH degerleri ve kromatografik
yontemler denenerek incelenmistir. Calisma sonucunda Zymomonas mobilis
NRRL B-14023 levansukraz enzimi igin optimum saflastirma kosulu
bulunmustur. Saf enzimin eldesinin ardindan kristalizasyon kosullar1 farkli
¢ozeltiler ile plakalar olusturularak incelenmis ve Kristalizasyon kosullari

iizerine denemeler gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Levansukraz Enzimleri

Levansukrazlar (E.C.2.4.1.10), fruktosil transferaz ve glikozit hidrolaz
enzim ailesinde yer alirlar ve polimerizasyon, hidroliz ve transfruktalizasyon
olmak {izere ii¢ reaksiyon Katalizlerler. Polimerizasyon reaksiyonunda
sakkaroz verici molekiil olarak gorev almakta ve kiiciik levan birimleri de
alict  molekiill olarak davranarak uzun zincirli  levan  polimeri
sentezlenmektedir (Chambert et al., 1974). Enzim hidroliz reaksiyonu ile
fermantasyon ortaminda  bulunan sakkarozun a(2—1) baglarinin
par¢alanmasini katalizler ve sakkaroz, glukoz ve fruktoza doniisiir (Santos-
Moriano et al., 2015). Transfruktosilasyon reaksiyonu ile de sakkaroz ve
serbest glukoz gibi alici molekiillere fruktozil gruplarinin transferi
gergeklesmektedir (Belghith et al., 2012). Sekil 2.1’de levansukrazin gorev

aldig1 tepkimeler gosterilmistir.

1.Polimerizasyon

0® 00 D TO:+@

Sakkaroz
Levan

2. Transfruktosilasyon

@ @) + G > > (2)+@)

Sakkaroz Fruktosil alic1 Uriin
3. Hidroliz
a—-1,2
@ @)+ no -@+®
Sakkaroz

Sekil 2.1 Levansukraz enziminin gorev aldigi tepkimelerle, bu tepkimelerdeki alict ve verici
molekiiller

(Lietal., 2015).



Enzimin mikrobiyal kokenine bagli olarak olusan fiirtinlerin farkli
oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar genellikle Gram pozitif (Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium, Streptococcus salivarius vb.) bakterilerden
iiretilen levansukraz enziminin uzun zincirli levan polimeri sentezlerken
(Chambert et al., 1974; Homann et al., 2007), Gram negatif bakteri kokenli
olanlarin genellikle oligosakkarit trettiklerini gostermistir (Caputi et al.,
2013; Hernandez et al., 1995; Visnapuu et al., 2015).

Levansukraz enziminin iireticisi olarak Bacillus subtilis (Beine et al.,
2008), Erwinia amylovora (Caputi et al.,, 2013), Gluconacetobacter
diazotrophicus (Martinez-Fleites et al., 2005), Lactobaciilus reuteri 121
(Biedendieck et al., 2007) , Pseudomonas syringae (Visnapuu et al., 2011)ve
Zymomonas mobilis (Bekers et al., 2002) gibi birgok mikroorganizma
kullanilmaktadir. Levansukraz enzimini treten bazi mikroorganizmalar
cizelge 2.1’de verilmistir. Bacillus subtilis (Chambert et al.,, 1974),
Acetobacter diazotrophicus (Hernandez et al., 1995), Erwinia amylovora
(Caputi et al., 2013), Pseudomonas syringaepathovar (Hettwer et al., 1995)
ve Zymomonas mobilis (Erdal et al., 2017) levansukrazlari karakterize

edilmistir.



Cizelge 2.1 Levansukraz enzimini sentezleyen mikroorganizmalar.

Mikroorganizma Referans

Acetobacter diazotrophicus (Hernandez et al., 1995)
Acetobacter xylinum NCI 1005 (Tajima et al., 2000)
Actinomyces viscosus (Pabst, 1977)

Bacillus subtilis (Beine et al., 2008)
Bacillus megaterium (Korneli et al., 2013)
Bacillus amyloliquefaciens (Tian et al., 2011)
Bacillus methylotrophicus SK 21.002 (Zhang et al., 2014)
Bacillus licheniformis RN — 01 (Nakapong et al., 2013)
Erwinia amylovora (Caputi et al., 2013)
Gluconacetobacter diazotrophicus (21?)/[61;‘;1nez—Fleltes etal,
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953  (Inthanavong et al., 2013)
Lactobaciilus reuteri 121 (Biedendieck et al., 2007)
Leuconostoc mesenteroids B-512 FMC (Kang et al., 2005)
Pseudomonas syringae (Visnapuu et al., 2011)
Pseudomonas syringaepathovar (Hettwer et al., 1995)
Pantoea agglomerans (= Erwinia herbicola) (Hettwer et al., 1995)
Streptococcus salivarius (SS2). (Simmes et al., 1990)
Zymomonas mobilis (Bekers et al., 2002)

GH68 enzim ailesi icinden ilk iic boyutlu kristal yapis1 ¢oziilen
bakteriyal levansukraz (SacB) Bacillus subtilis (pdb:10YG) levansukrazidir
(Meng and Fiitterer, 2003). Daha sonra Gluconacetobacter diazotrophicus
SRT4 (pdb:1W18) levansukrazi (LdsA) (Martinez-Fleites et al., 2005),
Bacillus megaterium (pdb:30M2) levansukrazi (Strube et al., 2011), Erwinia
amylovora (pdb: 4D47) levansukrazinin (Wuerges et al., 2015) ii¢ boyutlu
atomik yapilari ¢oziilmiistiir. Levansukrazlarin bes bigakli beta pervane (five-
bladed-B-propeller) yapisina sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 2.2). Pervane
motifinde proteinlerin N ve C uglart birbirleri ile hidrojen bagi yaparak
kapanir. Levansukrazlarin yapilarinda ise iki ug¢ diizensiz bir zincir ile
birlesmekte ve protein yapisnin esnek olmasini saglamaktadir. Bu kapanma
sayesinde merkezde agik bir baca olusmakta ve enzimin substrati bu agiklik
sayesinde aktif bolgeye ulasabilmektedir. Yapmin ¢ozilmesi ile aktif
bolgedeki eksi yiikli derin cebin sakkaroz baglayabilen bir bolge oldugu ve
boslugun iist kismina glukoz, alt kismina fruktoz molekiillerinin baglandig:

gorilmiistiir (Meng and Fiitterer, 2003).



Sekil 2.2 Erwinia amylovora (sar1, pdb: 4D47) ve Bacillus subtilis (mavi, pdb: 10YG)

levansukrazinin yapisal hizalamasinin karton gosterimi.
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Sekil 2.3 B. subtilis, Z. mobilis ve E. amylovora levansukrazlarin ¢oklu dizi hizalamasi.

BsLsc: Bacillus subtilis ZmLsc: Zymomonas mobilis ve EaLsc: Erwinia amylovora
levansukrazlaridir. Korunmus bolgeler kutular ile gosterilmistir. Hizalama Clustal Omega ile

yapilmistr.

Levansukraz dizileri filogenetik olarak incelendiginde Z. mobilis ve E.
amylovora levansukrazlarmin evrimsel olarak birbirlerine B. subtilis

levansukrazina gore daha yakin olduklar1 goriilmektedir (Sekil 2.4).



[ EalLsc
L ZmLsc

BsLsc

Sekil 2.4 B. subtilis , Z. mobilis ve E. amylovora levansukrazlarin filogenetik aga¢ analizi.

BsLsc: Bacillus subtilis ZmLsc: Zymomonas mobilis ve EaLsc: Erwinia amylovora
levansukrazlaridir. Korunmus bolgeler kutular ile gosterilmistir. Hizalama Clustal Omega ile

yapilmigtir.

Farkli mikroorganizmalarin iirettigi levansukrazlarin amino asit dizisi
benzerligi yiiksektir ve 5 korunmus bolge 6ne ¢ikmaktadir. Bu bolgelerden
ikisi, RDP ve DE/QXER, aktif bolge amino asitlerini igermektedir. Aktif
bolge amino asitleri korunmus olmasina ragmen, enzimlerin iriin tercihleri,
aktif olduklar1 optimum kosullar gibi kinetik o6zellikleri birbirlerinden

farklidir.

Yapisi ¢oziilen B. subtilis ve G. diazotrophicus levansukraz yapilarinda
aktif bolge amino asitlerinin ayn1 oldugu ancak koordinasyon atomlarinin
farkli oldugu goriilmektedir. B. Subtilis’te kalsiyum, G. diazotrophicus’da ise
disiilfit baglar1 koordinasyon saglamaktadir (Sekil 2.5). Bu iki levansukrazdan
B. subtilis kdkenli olan levan iiretirken, G. diazotrophicus kdkenli olan ise
tercihen FOS sentezlemektedir. Z. mobilis levansukrazin bu iki enzimden en
onemli farki her iki fruktan1 da yiiksek verimde iiretebilmesidir ve protein
yapisinin  ¢oziilmesi bu ikili aktivitenin sebebinin molekiiler diizeyde

anlasilmasina yardimci olacaktir.



(b)

Sekil 2.5 B. subtilis ve G. diazotrophicus levansukrazlarinin aktif bolge amino asit

koordinasyonlari.

(&) B. subtilis (yesil) levsnukrazi ile kalsiyum (sar1) koordinasyonu gosterimi (b) G.

diazotrophicus (yesil) ve di siilfit baglar1 (sar1) koordinasyonu gosterimi.

Z. mobilis levansukrazin bu ikili aktivitesindeki triin Ozgilligiini

incelemek i¢in amino asit mutasyonu yaklasimi kullanilan bir¢ok c¢aligma
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yapilmis ve bu calismalar sonucu kritik amino asitler His296, Cys244,
Glull7, P340 olarak bulunmustur (Li et al., 2008; Senthikumar et al., 2003;
Yanase et al., 2002). Z. mobilis levansukrazinin ti¢ boyutlu atomik yapisi
¢oziilmedigi i¢in bu amino asitlerin yeri bilinmemektedir. Bakar ve Kaplan-
Tiirk6z (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada Z. mobilis levansukrazin
yapist biyoinformatik yontemler kullanilarak modellenmistir. Elde ettikleri
model 3 boyutlu atomik yapisit ¢oziillen diger bakteriyel levansukrazlara
benzer olarak derin, negatif yiiklii bir merkezi cep iceren bes bicakli beta
pervane (five-bladed-B-propeller) yapisindadir. Bu c¢alismayla yiizeyde yer
alan aminoasitlerin transfruktalizasyon aktivitesinde yer alirken, merkezi
cepte bulunan aminoasitlerin hidroliz aktivitesinde rol oynadigi bulunmustur.
Ancak elde edilen model {lizerinde aktif merkezdeki atomik detaylar
goriilemediginden iki aktivitenin sebebinin molekiiler diizeyde anlasilabilmesi

icin 3 boyutlu yapisinin deneysel yontemler ile ¢oziilmesi 6nemlidir.

Levansukraz  iiretiminin  literatirde c¢ogunlukla sivi  kiiltiir
fermantasyonu yontemi ile gerceklestirildigi bildirilmistir (K. S. Belghith et
al., 2012). Enzim tiretimi fermantasyon yoluyla gerceklestirilirken maksimum
irin miktarmin eldesi i¢in sicaklik, pH, fermantasyon siiresi vb.
parametrelerin optimize edilmesi gerekir. Z. mobilis NRRL B-14023 ile
yapilan c¢alismada 159 g/L sakkaroz igeren pH 4.91 besiyerinde 30.3 °C’de 36
saat siireyle gergeklesen fermantasyonda maksimum levansukraz iretimi

gerceklestigi bildirilmistir (Erdal et al., 2017).

Z. mobilis levansukrazinin kismi saflastirilmasi ilk olarak Lyness ve
Doelle (1983) tarafindan gerceklestirilmistir. Levansukraz enzimi hiicre dist
bir enzim olup fermantasyon ortamina salgilanmaktadir. Yapilan bir
calismada Z. mobilis Z6C hiicreleri kullanilmis ve %1 sakkaroz, %10 glukoz
iceren fermantasyon ortaminda 30 °C’de 24 saat biiyiitiilmistiir. pH 7.0 fosfat
tampon kullanilarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi gergeklestirildikten sonra
elde edilen levansukraz enzimi iyon degisim ve jel (filtrasyonu
kromatografileri kullanilarak saflastirilmis ve dimerik formu elde edilmistir
(Yanase et al., 1992). Karakterize edilen enzimin transfruktosilasyon

aktivitesi i¢in optimum calisma kosullar1 5 °C ve 15 °C gibi daha diisiik
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sicakliklarken 30 °C ve 40 °C sicakliklarda hidroliz aktivesinin oldugu
bildirilmis ve 30 °C’de 24 saat siireyle aktivitesini korudugu gosterilmistir.
Yapilan saflastirma sonucu elde elde protein konsantrasyonu 1.8 mg/L olarak
bulunmustur (Yanase et al., 1992). Crittenden ve Doelle (1994) tarafindan
yapilan bir ¢alismada Z. mobilis ATCC 39676 hiicreleri kullanilmis ve pH 5.5
fosfat tamponu ile iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografileri kullanilarak
saflastrilmis ve elde edilen proteinin dimerik yapida oldugu bildirilmistir.
Z.mobilis 113S kullanilarak yapilan bir ¢alismada ise saflastirma Oncesi
fermantasyon ortaminda bulunan levan enzimatik olarak hidroliz edilmis ve
levansukraz 3 M pH 5.0 iire igeren tampon ile saflastirillmistir (Vigants et al.,
2003). Elde edilen enzim yiiksek konsantrasyonda iire igerdiginden gida
endiistrisinde kullanima uygun degildir. Ayrica bu yontem ile saflagtirma
gerceklestirilirken levansukrazin tersiyer (ligiinciil) yapisinin korundugu
gosterilmemistir. Vigants ve ark. (2001) yaptiklart calismada Z. mobilis
ATCC 10988 hiicrelerinin sitoplazmik fraksiyonda kalan levansukrazini
saflastirmiglardir. Hiicreler ultrasonikasyon yontemiyle pargalanmis ve jel
filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan protein yiiksek molekiil agirlikli
agregatlar olarak elde edilmistir. Bacillus subtilis levansukrazi ile yapilan bir
calismada sitoplazmik levansukraz saflastirilmis ve inaktif agregat olarak elde
edilmistir. Hiicre disina salgilanan levansukrazin sitoplazmik levansukrazdan
farkl1 olarak hiicre digina salgilanma sirasinda modifikasyona ugrayarak
kararli {i¢c boyutlu yapisina katlanmasini tamamlayamadigi sonucuna
vartlmistir  (Gonzy-Treboul et al.,, 1975). Yapilan c¢alismalardan sonra
levansukrazin saflastirilarak yiiksek konsantrasyonda elde edilebilmesi igin

rekombinant {iretim ile saflagtirma yontemleri denenmistir.

Z. mobilis ile yapilan calismalarda rekombinant olarak Escherichia
coli hiicrelerinde tiretilip saflastirilmasiyla levansukrazin periplazmik ya da
sitoplazmik olarak {retildigi, hiicre disina salgilanmadigi bildirilmistir
(Goldman et al., 2008; Yanase et al., 1998). Yapilan bir ¢calismada Z. mobilis
ATCC10988 levansukrazi E. coli hiicrelerinde {iretilmis ve inkliizyon
cisimciklerinde toplandigi gorilmiistiir. Saflastirma icin
denatlirasyon/renatiirasyon yontemi denenmis ancak bu islemden sonra

levansukrazin ¢oziiniir olmayan agregatlar olusturdugu bildirilmistir (Sunitha
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et al., 2000). Ayni migroorganizmanin levansukrazi ile yapilan baska bir
calismada levansukraz E. coli’de sitoplazmik olarak ¢6ziiniir fraksiyonda
tiretilmis ve bu rekombinant protein saflagtirilmistir. pH 7.4 fosfat tampon
kullanilarak dimerik formda elde ettikleri proteinin pH azaldik¢a (pH 5-6)
oligomerlere doniistiigiinii ve bu oligomerlerin levan iiretme aktivitesi yiiksek
ve fibril yapida aktif enzim igerdigini bildirmislerdir. pH degeri yiikseldikce
bu oligomer yapmin tekrar dimerlere doniiserek levan iiretme aktivilerini
kaybettiklerini gostermislerdir (Goldman et al., 2008). Yapilan bu ¢alismalar
g6z Oniline alindiginda hiicre disi levansukraz ile sitoplazmik levansukrazin
farkli biyokimyasal ozellikler gosterdigi goriilmektedir. Bu tez caligsmasi
kapsaminda Zymomonas mobilis NRRL B-14023 kullanilarak hiicre dist
levansukraz tretilmis, saflastirilmasi, kristal eldesi ve levan iretimi

denenmistir.

2.1.1 Levansukrazlari Urettikleri Uriinler

2.1.1.1 Fruktooligosakkaritler (FOS)

Diinya genelinde seker tiiketiminin olumsuz yonleri arastirilmakta ve
seker tiketimine karsi olarak tiiketici davranisi  gelismektedir.
Fruktooligosakkaritler (FOS) bazi gidalarin yapisinda bulunan ve sakkaroza
gore 3 kat daha az tath olan seker polimerleridir (Daudé et al., 2012). Bu
ozellikleri nedeniyle FOS’lar iizerine yapilan c¢aligmalar artmistir. FOS’lar
prebiyotik sekerlerdir. Prebiyotikler kolonda bulunan smirli sayidaki
bakterilerin biiylimesini tesvik ederek ya da aktivitesini uyararak konakci
sagligina katkida bulunan ve sindirilemeyen besin bilesenlerdir (Gibson,
1999; Gibson and Roberfroid, 1995). FOS’lar sindirim enzimlerine dayanikl
bilesiklerdir ve Bifidobakterler tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmak
tizere pargalanabilmektedirler (Yun, 1996). Mide-bagirsak hastaliklarina karsi
koruyucu  olduklar1 ve  Bifidobacteria ve  Lactobacillus  gibi
mikroorganizmalar1 desteklerken zararli mikroorganizmlara kars1t da
bagisiklik sistemine destek olduklari bildirilmistir (Ganaie et al., 2014;
Macfarlane and Macfarlane, 2011). FOS’lar FDA (Food and Drug
Administration-Gida ve Ilag Kurumu) tarafinfan GRAS (Generally
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Recognized as Safe) sinifinda yer alan bilesikler olarak tanimlanmaktadir
(FDA, 2016).

FOS’lar suda ¢6ziiniir ve yapidadirlar genis pH araliklarinda (pH 4.0-
7.0) bir yila kadar dayanikli olmalar gibi 6zellikleri ile gida katki maddesi
olarak, dondurma, sakiz, sekerleme ve diyet recellerde tatlandirici olarak

kullanilmaktadir (Ganaie et al., 2014; Sangeetha et al., 2005).

Insanlar beslenmelerinde tiikettikleri baz1 bitkiler (Sogan, kuskonmaz,
hindiba vb.) sayesinde FOS almaktadirlar ancak bitkilerin FOS igerikleri
oldukea diisiiktiir. FOS’larin biiylik miktarda iiretimi bitkilerden ekstraksiyon
ile ya da enzimatik sentez yontemi ile gerceklestirilebilmektedir. FOS’lar bazi
bitkilerden elde edilebilirler ancak ekomomik ve verimlilik agisinda daha
uygun oldugu i¢in endiistriyel iiretim genellikle enzimatik sentez yontemi
kullanilmaktadir. Substrat olarak sakkaroz kullanilarak enzimatik sentez ile
FOS iretiminde fruktosiltransferaz grubu enzimler kullanilmaktadir.
Aspergillus oryzae, Penicillium citrinum ve Aureobasidium pullulans
mikroorganizmlarindan elde edilen fruktosiltransferaz (FTaz) enzimleri FOS
sentezi i¢in kullanilmaktadir (Sangeetha et al., 2005). Bacillus spp.,
Lactobacillus spp. ve Z. mobilis gibi baz1 bakterilerin tirettikleri levansukraz
enzimleri de FOS iretiminde kullanilmaktadir.  Levansukraz enzimleri
kullanilarak ~ kestoz ~ (1-kestoz, 6-kestoz, neokestoz), nistoz ve
fruktofuranozilnistoz gibi farkli FOS c¢esitleri {iretildigi bildirilmektedir
(Sangeetha et al., 2005). Bu enzimler sakkaroza p(2—1) baglariyla fruktoz
ekleyerek sirayla 1-kestoz, 1-nistoz ve fruktofuranosil nistoz olusumunu
katalizlemektedirler (Sekil 2.6) (Singh et al., 2016).
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Sekil 2.6 Sakkaroz substratindan fruktosiltransferaz (FTaz) enzimleri kullanilarak

fruktooligosakkarit sentezi.
(Singh, et al., 2016).

Endiistriyel iiretim icin genellikle enzimatik sentez yoOntemi
kullanilmaktadir. Levansukraz ile enzimatik FOS iiretiminde verimin %50-60
civarinda oldugu bildirilmistir (Yun, 1996). Zymomonas mobilis’ten iiretilen
levansukraz ile yapilan bir calismada sakkaroz c¢dozeltisinden %22-32
verimlilikte 1-kestoz, 6-kestoz, nistoz ve fruktofuronozil nistoz gibi FOSlar
iretilmis ve bunlarin dugiik kalorili prebiyotik olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Bekers et al., 2002). Bacillus sp. ile yapilan ¢alismada %20
(w/v) sakkaroz ortaminda levansukraz iretilmis ve bu enzimin FOS {irettigi
bildirilmistir (K. S. Belghith et al., 2012). Gluconacetobacter diazotrophicus
levansukrazi Pichia pastoris’te rekombinant olarak {iretilmis ve %50
sakkarozlu ortamda %43 verimle -kestoz sentezledigi belirtilmistir (Trujillo et
al., 2001). Zymomonas mobilis 113 S levansukrazi ile yapilan bir ¢aligmada
25 °C sicaklik ve %15 sakkaroz konsantrasyonunda enzimin FOS iiretme
aktivitesinin olmadigi ancak %70 sakkaroz konsantrasyonu ve 45 °C
sicaklikta %31 verimlilik ile FOS iirettigi belirtilmistir (Bekers et al., 2003).
Zymomonas mobilis NRRL B-14023 kullanilarak yapilan bir ¢aligmada
levansukraz enzimi iiretilmis ve bu enzim ile FOS iiretimi i¢in optimum

kosullar belirlenmistir. %60 v/v sakkaroz konsantrasyonunda 100 rpm
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karistirma hizinda ve 45 °C sicaklikta 24 saat inkiibasyon sonrasinda FOS

iretimi gergeklestirilmistir (Kurban, 2013).

FOS’larin gidalara eklenmesi konusunda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu
caligmalar sonucu toz formda FOS’lar iiretilmis ve meyve sularina
eklenmesiyle {irtiniin fizikokimyasal ya da organoleptik o6zelliklerinde
olumsuz degisikler yaratmadigi bildirilmistir (Renuka et al., 2009). FOS
iceren irlinler arasinda bebek mamalari, dondurma, sakiz, sekerleme, diyet
regeller, kahvaltilik gevrekler ve unlu mamuller bulunmaktadir (Fonteles and
Rodrigues, 2018).

2.1.1.2 Levan

Levan B-(2—6) baglar1 ile birbirine baglanan fruktoz birimlerinden
olusan dogal bir polimerdir (Sekil 2.7) (Bekers et al., 2005). Levan polimeri
cogunlukla bakteriler ve bazi bitkiler tarafindan sentezlenir (Bekers et al.,
2002). Levan hem suda hem de yag dagéziinebilmektedir, kokusuzdur ve
toksik degillerdir. Sicakliga dayaniklidir ancak yiiksek sicaklikra asitlik
levanin asit hidrolizi yoluyla yapilari bozulmaktadir (Bekers et al., 2005).
Gida endiistrisinde genis kullanim alania sahip olan levan iiretimi igin
genellikle Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F, Lactobacillus reuteri LB121 tercih
edilmektedir (Srikanth et al., 2015). Levanin hidroliz tiriinlerinden biri FOS
oldugu ve Bifidobacteria’nin gelismesini tesvik ettigi i¢in prebiyotik etkisi
oldugu bildirilmistir (Huang et al., 2013). Levan gida endiistrisinde yag
ikamesi olarak, ekmegin raf 6mriiniin arttirllmasinda ve biyobozunur ambalaj
malzemesi olarak kullanilmaktadir (Jakob et al., 2012; Vijayendra and Gupta,
2014; Xiao et al.,, 2014 ). Ayrica levanin anti-irritan, antioksidan ve
antienflamatuar ektileri gosterilmistir (Ki-Hyo et al., 2003; Oner et al., 2016).
Bunlarin disinda levan yiiksek ¢ekme ve yayma gerilimi 6zelligi sayesinde
petrokimyasal yapistiricilara alternatif olmus (Barone and Medynets, 2007),
ciltte yumusatici etkisi bulundugu ve enfeksiyonu oOnledigi bildirilmis
(Rairakhwada et al., 2007), ilag¢ endiistrisinde kapsiile edici ajan ve emiilgator

olarak kullanildigi (Dahech et al., 2011) da yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.
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Tiim bu 6zelliklerinden dolay1 levan pek ¢ok farkli endiistride kullanim alani

bulan bir polimerdir.

L

OH
o © i, g O o
an
OH
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Sekil 2.7 Dogal fruktoz polimeri olan levanin kimyasal yapisi.

Levan bakterilerden mikrobiyal fermantasyon yoluyla firetilir ve
cogunlukla hiicre digina salgilanir. Fermantasyon yoluyla iiretilen levan ile
ilgili yapilmis pek c¢ok calisma mevcuttur. Z. mobilis fermantasyonu
sonrasinda tist fazlarda levan tespit edilmistir. Silbir ve ark. (2014) tarafindan
Z. mobilis subsp. mobilis NRRL B-14023 ile gergeklestirilen ¢alismada 299.1
g/L baslangi¢ sakkaroz konsantrasyonu, 28 °C sicaklik ve 42.3 saat
inkiibasyon siiresi ve baslangi¢ pH degeri 6.0 ile 40.2 g/L levan tretimi
gergeklestirilmistir.  Bacillus subtilis (Natto) Takahashi kullanilan bir
calismada 200 g/L sakkaroz konsantrasyonunda, 37 °C’de pH 7.0 degerinde
21 saat inkiibasyon siiresi sonunda 49.4 g/L levan elde edildigi bildirilmistir
(Shih et al., 2005). Immobilize B. subtilis (Natto) Takahashi kullanilmasiyla
da 72 saat inkiibasyon siiresinde 70.6 g/L levan {iiretimi gerceklestirildigi
bildirilmistir (Shih et al., 2010). Bacillus licheniformis NS032 ile yapilan bir
caligmada 96 saat inkiibasyon sonunda 47.8 g/L levan elde edildigi (Kekez et
al., 2015), Acetobacter xylinum NCIM 2526 kullanilarak da 60 saat sonunda
13.25 g/L levan elde edildigi (Srikanth et al., 2015b) bildirilmistir.

Levan iiretiminde dogrudan saflastirilmis levansukraz enzimleri de
kullanilmaktadir. B. subtilis levansukrazi ile levan sentezinde protein
konsatrasyonu artistyla levan iiretiminin de arttigi gosterilmis ve %84
verimle levan iretimi gerceklestirilmistir (Abdel-Fattah et al., 2005).
Enzimatik sentez yoluyla levan tiretiminin diisiik miktarda yan {irtin olusumu,
istenilen siirede gergeklesmesi ve kontrollii olmasi nedenleriyle avantajlari

bulunmaktadir. S6zgen ve ark. (2018) yaptiklar ¢calismada Z. mobilis NRRL
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B-14023 kullanarak elde edilen ham levansukraz enzimi ile sakkarozu

substrat olarak kullarak ortalama 65.81 + 0.29 g/L levan iiretmislerdir.

2.1.2 Zymomonas mobilis Levansukrazin Yapisinin Modellemesi

Z. mobilis levansukrazin sahip oldugu ikili aktivite mekanizmasini
anlamak Onemlidir. Mekanizmanin anlasilmas1 i¢in  biyoinfrormatik

yontemlerle {i¢ boyutlu modellemesi yapilmistir.

Levansukrazin amino asit sekansi kullanilarak (EK-1) ii¢ boyutlu yapisi
iki farkli yontem ile RaptorX ve I-TASSER; modellenmistir. Modelleme
sonucunda bilinen diger levansukrazlarinkine benzer olarak derin negatif
yiikli bir merkezi cep iceren bes bicakli pervane yapisi elde edilmistir ve
modelin merkezinde fruktoz ve glukoz baglanan bdlgeler bulunmaktadir. I-
TASSER ile elde edilen modelde ligandlarin enzim ile etkilesimi
goriilmektedir (Sekil 2.8).

(@)
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Sekil 2.8 Z. mobilis levansukrazin {i¢ boyutlu yap1 modelleme sonucu.

(a) RaptorX(pembe) ve I-TASSER(Yesil) ile elde edilen Z. mobilis levansukraz yap1
modellerinin karton gosterimi. Glukoz ve fruktoz molekiilleri gosterilmistir. (b) I-
TASSER ile elde edilen Z. mobilis levansukraz yapi1 modelinde glukoz, fruktoz ve
E278 etkilesimi.

Elde edilen i¢ boyutlu modeller ile Z. mobilis levansukrazin
literatiirde bulunan diger bakteriyel levanukrazlara benzer sekilde derin,
negatif yiiklii merkeze cebi bulunan bes bigakli pervane yapisina sahio oldugu
ve merkezinde bulunan glukoz ve fruktoz baglanma bolgeleri gosterilmistir.
Aktif bolge aminoasiti oldugu bilinen E278 yapt modelinde merkezde yer
aldig1 ve fruktoz molekiilii ile hidrojen bag1 yapabilecek bir konumda oldugu

belirlenmistir.

2.2 Kromatografik Saflastirma Yontemleri

Kromatografi elde edilen karisim igerisindeki bilesenlerin birbirinden
ayrilarak 6zelliklerinin incelenip taninmasini ve bu yol ile de nicel ve nitel
analizlerinin yapilmasii saglayan laboratuvar ve endiistriyel dl¢ekli ayirma
islemlerinin genel adidir. Kelime kdkeni Yunanca’da renk olan “chroma” ve
yazmak anlamina gelen “grafein” sdzciiklerinin birlesmesinde olusmus ve ilk

olarak renkli bitksel pigmentleri ayirmada Rus botanik¢i M.S. Tsweet
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tarafindan kullanilmig, daha sonra farkli amaglar i¢in gelistirilerek
yayginlasmustir. Kromatografik sistemlerin hepsinde ortak olarak bir hareketli
bir de sabit faz bulunmaktadir. Bu sistemlerde kromatografinin
isimlendirilmesi sabit ve hareketli fazin durumuna goére olmaktadir. Belli
uzunluktaki kolon sivi emdirilmis bir dolgu maddesi kullanilarak doldurulur
ve bu sabit faz adin1 alir. Ornek sisteme bir tasiyici ile birlikte verilmekte ve
bu tasiyiciya da hareketli faz adin1 verilmektedir. Kromatografik yontemlerin

siniflandirilmasi ¢gizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 Kromatografi mekanizmalari i¢in sabit ve hareketli fazlar.

Kromatografi Hareketli faz ~ Sabit faz Kromatografi

mekanizmasi ]

Partisyon Sivi Siv1 Kolon, Ince tabaka, Kagit,
Jel Filtrasyon, HPLC

Partisyon Gaz Sivi Gaz-sivi kromatografisi

Adsorpsiyon Gaz Kat1 Gaz-kat1 kromatografisi

Adsorpsiyon Sivi Kati Kolon, Ince tabaka, Iyon

degistirme, HPLC

Ayrimi yapilmak istenen maddeler kolon ya da tabakaya verilmekte ve
hareketli faz sabit fazin iizerinde ilerlerken bilesenleri tagimaktadir. Sabit
fazin 6zelligine bagl olarak bilesenlerin fazlar arasi transferi bazi faktorlere
gore degigsmektedir.

Partisyon katsayist

Bu katsayr fazlarin her birindeki madde konsantrasyonunu
belirtmektedir. Deger sicakliga bagl olarak degismektedir. Bilesenin yiiksek
partisyon katsayisi oldugu durumlarda sabit faza ilgisi yliksek demektir ve
kromatografik sistemde uzun siire alikonulmaktadir. Partisyon katsayisi

K=Cs/Cnm
denkligi ile ifade edilmektedir. Cs sabit fazdaki madde konsantrasyonu ve Cp,
hareketli fazdaki madde konsantrasyonunu ifade etmektedir.

Altkonma faktorii

Bilesenin hareketli fazda bulundugu siireyi ifade etmektedir. Bu deger
maddenin yer degistirme hizinin oranidir. Degeri 0.0 ile 1.0 arasinda

degismektedir. 0.0 degeri bilesen sisteme girmemis, hareket etmemis; 1.0.
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degeri ise hareketli faz ile sistemden hemen ¢ikmis anlamina gelmektedir.
Alikonma faktorii

R= tm/tm+ ts
denkligi ile ifade edilmektedir. tm maddenin hareketli fazda gecirdigi zaman
ve ts maddenin sabit fazda ge¢irdigi zaman anlamina gelmektedir. Rs degeri
de kromatografide siklikla kullanilmaktadir.

R~=Maddenin aldig1 yol/ Hareketli fazin aldig1 yol
seklinde ifade edilmektedir. Kagit ve ince tabaka kromatografi sistemlerinde
rutin analitik ¢alismalarda kullanilmaktadir.

Rezoliisyon

Bir kolonun ayirma giicii anlamina gelmektedir. Elde edilen iki pikin
maksimumlar arasindaki alikonma zamanlar1 arasindaki farklilik durumunda
rezoliisyon gerceklesmektedir. Iki pikin alitkonma zamanlar1 farklarmin
ortalama pik tabani genisligine oranidir. Pikler birbiri tizerine ¢akismiyor yani
piklerin ayrimi iyi gergeklestiyse rezoliisyon iyi demektir. Rezoliisyon
hesaplanirken

R= 2(tro- tra)/( Wat W)

esitligi kullanilmaktadir. Rezoliisyonun olgiilmesi i¢in gerekli degerler sekil

2.12°de gosterilmistir (Hisil, 2013).

tRh'tRa

mL

Sekil 2.9 Rezoliisyon degerinin dlgiimii.
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2.2.1 Iyon degisim kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi ilk olarak 1850°de Ingiltere’de H.
Thompson ve J. T. Way isimli bilim insanlar tarafindan ¢ozelti icerisinde
bulunan killeri amonyum siilfat ve karbonat ile muamele etmesi sonucu
amonyum ve kalsiyumun ayrilmasi ile kullanilmis, ilerleyen yillarda anyon
degistirme kromatografisi ve katyon degistirme kromatografisi olarak
smiflandirilmistir (Esen, 2008). Anyon degistirici kolonlarda pozitif yiikli,
katyon degistirici kolonlarda negatif yiiklii matris bulunur. Bu kromatografide
mekanizma olarak iyon degisim mekanizmasi kullanilir ve temeli ¢ozelti
icerisinde bulunan iyonlar ile sabit fazdaki fonksiyonel gruplarin arasindaki

elektrostatik kuvvetlerin sitokiyometrik kimyasal reaksiyonuna dayanr.
R'A+B 2R'B +A™

Verilen kimyasal reaksiyonda R; ¢6ziinmeyen matris (kolon dolgu
maddesi), B~; ¢ozeltideki anyon ve R'A™; A anyon degistiriciyi ifade
etmektedir. Eger yine benzer mekanizma ile kromatografik islem sirasinda
katyon  degisimi  gerceklesiyorsa ~da  katyon  degistirici  olarak
adlandirilmaktadir (Voet and Voet, 2011).

Proteinler i¢inde bulunduklari tamponun pH degerine gore pozitif ya da
negatif yiiklii olabilmektedirler. Protein izoelektrik noktasinin iizerindeki pH
degerinde negatif yiiklii olur. Saflastirilmak istenen protein kolona yiiklenir,
bu islem sirasinda 6rnegin igerisinde bulunan recineye gore zit yiiklii iyonlar
elektrostatik kuvvet etkisiyle baglanir ve uzun siire bagl kalirken notr veya
regine ile ayn1 ylikteki iyonlar hareketli faz ile ilerler ve kolonu ilk once terk
ederler. Proteinin kolondan ayrilmasi i¢in kolona regineye baglanmada ilgisi
proteinden daha yiiksek iyonlar igeren eliisyon ¢ozeltisi yiiklenir ve kolon
boyunca iyon degisimi gerceklesir, boylece bu adimda ayrilmak istenen 6rnek
kolonu terk eder. Kolon yikama iglemi boyunca tuz konsantrasyonu ve/veya
pH degistirilerek kolona baglanan farkli proteinlerin farkli piklerde kolondan

cikmasi saglanabilir. En ¢ok kullanilan eliisyon ¢esidi dogrusal eliisyondur;
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eliisyon ¢o6zeltisinin konsantrasyonu kolon igerisinden gegirilen ¢6zeltini

hacmi ile dogrusal olarak degismektedir (GE Healthcare, 2017).

Eliisyon i¢in genellikle anyon degistiricide sitrat, SO, okzalat, I, NO3"
, Br,, CI, asetat, OH", F ; katyon degistiricide Fe*?, Ca*?, Zn*2, Mg*?, Ag*,
Rb*, K*, NHs", Na*, H*, Li* gibi iyonlar kullanilmaktadir. Kuvvetli anyon
degistiriciler dortlii amonyum tuzu, zayif anyon degistiriciler tersiyer amin
esashidir. Kuvvetli katyon degistiriciler siilfonik asit esasli, zayif katyon

degistiriciler karbosiklik asid esashdirlar (Hisil, 2013).

2.2.2. Jel filtrasyon kromatografisi

Molekiiler elek kromatografisi olarak da adlandirilan jel filtrasyon
kromatografisinde, molekiiller boyutlarina ve sekline gore ayrilmaktadirlar.
Bu kromatografide sabit faz belirli boyut araliginda molekiiler boyutlarda
gozenek igeren siinger benzeri bir malzemenin boncuklarindan olusmaktadir.
Farkli boyutlarda molekiiller igeren ¢ozelti bu sekilde olusturulan molekiiler
elekler igeren kolondan geg¢irildiginde, gozeneklerden gegmek i¢in ¢ok biiytlik
olan molekiiller kolondaki bosluklar arasindan gegerek ilk once kolonu terk
etmektedirler. Daha kiiclik molekiiller ise kolon dolgu maddesi arasindaki

bosluklardan dolasarak kolonu daha gec terk etmektedirler (Hisil, 2013).

Bir molekiiliin jel filtrasyon kolonu tizerindeki davranisi karakterize
edilebilmektedir. Vx jel boncuklari hacmi ve Vo bosluk hacmi ise V¢ kolonun

toplam hacminin basit¢e toplamidir;

Vi= Vo +Vx

Belirli bir ¢6ziinen maddenin eliisyon hacmi, Ve, jel ile temas ettikten
sonra kolondan ¢dziinen maddeyi ayirmak igin gereken ¢oziicii hacmidir. Bir
¢oziinenin jel filtrasyondaki davranisi Ve/ Vo oraniyla karakterize edilir. Bir
maddenin goreceli eliisyon hacmi ile molekiiler kiitlesinin logaritmasi

arasinda dogrusal bir iligki vardir (Voet and Voet, 2011).
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Jel filtrasyon kolonlarim1 yapmak i¢in en yaygin kullanilan

malzemeler, dekstran, agaroz ve poliakrilamiddir (Voet and Voet, 2011).

2.3 Kristalizasyon

2.3.1 Tarihten Kristalizasyona Bakis

Ik kristal tanim1 Antik Yunan zamanma kadar dayanmakta ve bu
donemde kristal terimi agik, seffaf ve sert buz anlaminda kullanilmaktadir.
Pisagor mitkemmellik kavrami, uyum, giizellik gibi terimleri tanimlarken de
kristal kelimesini kullanmistir. Kristal giiniimiizde de diizenli sekilde bir
arada duran molekiiller toplulugu olarak tanimlanmaktadir (Sunagawa, 2005).

7 farkl: kristal sistemi vardir ve bunlar EK-2’de verilmistir.

1895 yilinda Wilhelm Rontgen tarafindan X-isinlarinin bulunmasi ile
kristalografi ve kristalizasyon metodlarinin yolu ac¢ilmistir. X-isinlarinin
bulunmas: ve kristal sistemlerinin tanimlanmasinin ardindan Von Laue,
Henry ve Lawrence Bragg X ismlarinin kristaller tarafindan diffrakte
edildigini ve bu bilginin kullanilarak kristal yapiyr olusturan birimlerin
atomik konumlarinin belirlenebilecegini gostermislerdir (Brooks-Barlett and
Garman, 2015).

Miyoglobin (Kendrew et al., 1960) ve hemoglobin (Perutz, 1963) kristal
eldesi ve ardindan yapilarimin ¢6ziilmesiyle protein kristalleri elde
edilebilecegi ve proteinlerin yapilarinin bu yontem ile aydinlatilabilecegi
anlagilmistir. Enzimlerin kristalize olabilecegi ile ilgili ¢alismalari Sumner’a
1946 yilinda kimya dalinda nobel o6dilii getirmistir (IUCr, 2013). 1965
yilinda lizozim enziminin yapisinin ¢dziilmesiyle enzimlerin saflastirilarak
kristalize olabilecegi gosterilmistir (Blake et al., 1965). Kristalografi alaninda
farkli dallarda Nobel 6diilii olan bilim insanlar1 Cizelge 2.3’te listelenmistir

(IUCr, 2013).
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Cizelge 2.3 Kristalografi alaninda Nobel 6diilii alan bilim insanlar.

Yil/Dal Bilim Insam

1901/ Fizik W.C. Rontgen

1914/Fizik M. Von Laue

1915/ Fizik W. H. Bragg, W. L. Bragg
1917/Fizik C.G. Barkla

1929/Fizik L.-V. de Broglie

1936/Kimya P.J. W. Debye

1937/Fizik C. J. Davisson, G. Thompson
1946/Kimya J. B. Sumner

1954/Kimya L. C. Pauling

1962/Kimya J. C. Kendrew, M. Perutz

1962/Tip F. Crick, J. Watson, M. Wilkins
1964/Kimya D. Hodgkin

1972/Kimya C. B. Anfinsen

1976/Kimya W. N. Lipscomb

1982/Kimya A. Klug

1985/Kimya H. Hauptman, J. Karle

1988/Kimya J. Deisenhofer, R. Huber, H. Michel
1991/Fizik P.-G. de Gennes

1992/Fizik G. Charpak

1994/Fizik C. Shull, N. Brockhouse
1996/Kimya R.Curl, H. Kroto, R. Smalley
1997/Kimya P. D. Boyer, J. E. Walker, J. C. Skou
2003/Kimya P. Agre, R. MacKinnon
2006/Kimya R. D. Kornberg

2009/Kimya V. Ramakrishnan, T. A. Steitz, A. E. Yonath
2010/Fizik A. Geim, K. Novoselov
2011/Kimya D. Shechtman

2012/Kimya R. J. Lefkowitz, B. K. Kobilka

2013/Kimya

M. Karplus, M. Levitt, A. Warshel
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Daha sonraki yillarda rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle
birlikte X 1smm1 difraksiyonu ile ¢alisilan proteinlerin eldesi hizlanmustir.
Giliniimiizde yapist X 1sin1 kirinim yontemi ile ¢oziilen proteinlerin biiyiik
kismi rekombinant kaynaklardan elde edilmektedir. Rekombinant DNA
teknolojisinin - X-1s1m1  kristalografisi ile birlikte ¢alismasi sonucunda
molekiiler biyoloji alaninda 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Molekiiler
biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda yap1 tahminleme ile yapilacak ¢aligsmalar
yiiksek hassasiyet gerektirmekte ve bu hassasiyet kristalografi ¢alismalar ile
saglanabilmektedir (McPherson and Gavira, 2014).

Protein veri bankasi igerisinde (PDB) oldukga fazla sayida kullanilabilir
protein yapist depolanmaktadir. Makromolekiiler (protein, niikleik asit,
protein-protein kompleksi veya protein-niikleik asit kompleksi vb.) yapilara
ait verilerin bliylik cogunlugu X-151m1 kristalografisi, niikleer manyetik
rezonans (NMR), elektron mikroskobu olmak iizere {i¢ yontem ile elde
edilmigtir. Bu yontemler igerisinde de en ¢ok kullanilan yontemin X-1g1n1
kristalografisi oldugu Cizelge 2.4’de goriilmektedir (Protein Data Bank,
2019).

Cizelge 2.4 Protein veri bankasinda bulunan makromolekiiller ve elde edilme yontemlerinin

analizi.

Deneysel Yontem Protein Niikleik asit Protein/Niikleik asit
Kompleksleri

X-1g1n1 125241 1997 6484
kristalografisi
Niikleer manyetik 11013 1276 259
rezonans (NMR)
Elektron mikroskobu 2123 31 750
Diger 250 4 6
Birlikte kullanim 127 5 2
Toplam 138754 3313 7501

Bir makromolekiiliin {i¢ boyutlu yapisinin X-i1sin1 kristalografisi ile
coziilmesi icin yeterli boyut ve yiiksek kalitede kristaller elde edilmesi
gerekmektedir (Drenth, 2007; McPherson and Gavira, 2014).
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2.3.2 Kristalizasyon icin Temel Adimlar

Protein kristalizasyonu igin molekiillerin yiliksek saflikta ve homojen
olarak elde edilmesi gerekmektedir. Proteinlerin kristalizasyonu, elde edilen
homojen ve yiikksek safliktaki proteinin bir ¢ozelti icerisinde konsantre
edilirken kristallesmesini saglayan dogru kosullarda gerceklesir. Bu kosullar
protein konsantrasyonu, ¢ozelti iyonik giic, pH ve hidrofobikligi, ortam
sicaklig1 gibi bircok parametreye baglidir. Bu sebeple kristalizasyon aslinda
bir deneme yanilma deneyidir ve temel olarak dort basamaktan olusur

(Drenth, 2007).

I. Protein yiiksek saflikta elde edilmelidir. Eger istenilen saflik
derecesinde degilse, en yiliksek safliga getirilene kadar
saflastirma tizerinde calisiimalidir.

ii. Protein uygun bir ¢oziicii iginde ¢Oziilmelidir. Bu ¢o6zelti
cogunlukla bir su-tampon ¢ozeltisidir. Bazi durumlarda
proteinin 6zelligine gore organik bilesikler ve deterjanlar gibi
bilesenler de kullanilmaktadir.

iii. Cozelti asir1 doygunluk durumuna getirilmelidir. Bu asamada
kristal olusumunun baslangict olan c¢ekirdekleri olusturan
kiigiik yapilar olusmaktadir.

iv. Cekirdek olustugunda gercek kristal biiylimesi baglamaktadir.

Protein kristalizasyonu i¢in uygun kosullar faz diyagram ile gosterlir
(Sekil 2.10) Kristalizasyon teorisi, en iyi kristallerin, siiper doygunlugu daha
diisiik bir seviyeye indirerek biiyiidiiglinii sOyler; genellikle asir1 doygunluk
bolgesinde ¢ok sayida ¢ekirdek ve dolayisiyla ¢ok fazla kiigiik kristal olusur.
Asirt doygunluk bdlgesinin hemen altindaki konsantrasyonda ise daha kaliteli
kristal elde edilebilir. Ayrica kristaller yapilarindaki maksimumum diizene
ulagabilmek i¢in yavas biliytimelidirler. Doygunluk derecesini degistirmek i¢in
en ¢ok kullanilan yontem farkli sicaklik ve ¢dkeltici ajan konsantrasyonlari

denemektir.
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A
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| Asin Doygunluk
i Cokelmenin Oldugu
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c I Cekirdeklenme A?"j. -
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Goziunurluk
| Egrisi
Yan Kararl
F Az Doygunluk Bolge
1 1 1 1 | q -

Degistirilebilir parametre

Sekil 2.10 Protein kristalizasyonu faz diyagrami gosterimi.

Ozetle kristal olusumu makromolekiiliin asir1 doygunlik bdlgesinde
baglayarak ¢okeltici ajanlarin  konsantrasyonu, pH, sicaklik, protein

konsantrasyonu gibi bazi degiskenlerin degistirilmesi ile gerceklesmektedir.

2.3.3 Teknikleri

2.3.3.1 Batch Kristalizasyon

Bilinen en eski ve en basit yontemlerdendir. Protein c¢ozeltisine
eklenen ¢okeltici ajan ile ¢ozelti hemen asir1 doyma noktasina gelmekte ve
kristaller baska bir isleme gerek duymadan yavas yavas olusmaktadirlar.
Mikrobatch  kristalizasyonu  i¢in  olusturulmus otomatik  sistemler
bulunmaktadir. Bu yontemlerde protein-¢cokeltici ajan kompleksi yagda
siispanse edilirler ve yag sistemde buharlasmay1 nleyici gorev alarak kristal

olusumunu saglamaktadir (Drenth, 2007).
2.3.3.2 Sivi-Siv1 Difiizyonu
Kiiciik bir kapilerin igerisine protein ve ¢Oktiirlicii ajan igeren ¢ozelti

iist iiste katman olacak sekilde yerlestirilir. Alt katmanda yogunlugu yiiksek

olan ¢o6zelti bulunmaktadir. Alt katmandan baslanarak ¢ozeltiler kapilerin
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icerisine enjekte edilmekte ve ilk katmandaki hava baloncuklarin1 gidermek
icin kapiler santrfiij edilmektedir. Ardindan diger ¢ozelti enjekte edilmekte ve
iki katman arasinda olusan smirdan c¢ozeltiler birbiri igerine difiize

olmaktadir. Bu sekilde kristal olusumu ger¢eklesmektedir (Drenth, 2007).
2.3.3.3 Buhar Difiizyonu

Sallanan Damla Yontemi (Hanging drop)

Bu yontemde 3-10 pl protein ¢ozeltisi ve 3-10 ul ¢okeltici ajan igeren
damlalar 6zel olarak hazirlanmis silikonize cam fiizerine damlatilir ve 0.1-1
mL c¢oktiiriicli ¢ozelti igeren kuyucuk iizerine damlalar bas asagi sallanir
olacak sekilde yerlestirilir (Sekil 2.14a ve Sekil 2.14b) (McPherson and
Gavira, 2014).

Il 1

damla/protein
cozeltisi

cokturiic cozelti

(a)

Damla/Protein
- gozeltisi

Silikonize cam

(b)
Sekil 2.11 Protein kristalizasyonunda (a) sallanan damla (b) silikonize cam-damla gosterimi.

Oturan Damla Yontemi (Sitting drop)

Bu yontemde olusturulan damlalar sallanan degil oturur durumda
bulunmaktadir (Sekil 2.15). Eger protein ¢ozeltisinin ylizey gerilimi diisiik ve
silikonize cam iizerinde dagiliyorsa bu durumda oturan damla yontemi tercih

edilmektedir (Drenth, 2007).
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damla/protein
) ) S— cozeltisi — )

\

coktirica
+ / cozelti

Sekil 2.12 Protein kristalizasyonunda oturan damla gosterimi.

Kullanilan iki yonremde de damla/protein ¢ozeltisi ile ¢oktiiriicli ¢ozelti
arasinda konsantrasyon farki buhar diflizyonu yoluyla dengeye ulasmaktadir.
Damla/protein  ¢Ozeltisi  igerisindeki  ¢oktiliriici  konsantrasyonu  su
molekiiliiniin sistemden uzaklagmasi yoluyla artar ve asirt doygunluk
seviyesine geldiginde protein kristalleri veya ¢ekirdeklenmesi baslamaktadir.
Bu durumda sistem dengede ya da dengeye ¢ok yakin durumda

bulunmaktadir (Drenth, 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec¢
3.1.1 Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar:

Tez ¢aligmasinda mikroorganizma olarak Zymomonas mobilis subsp.
mobilis NRRL B-14023 kullanilmistir. Bu mikroorganizma Agricultural
Research Service Culture Collection (Peoria, USA)’dan temin edilmistir.
Mikroorganizma stok besiyeri (Cizelge 3.1) ve %50 gliserol igerisinde -86
°C’de saklanmistir. 1 mL mikroorganizma taze hazirlanan 20 mL stok

besiyerine (% 5) ekilmis, 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Cizelge 3.1 Stok besiyeri bilegimi.

Bilesen Konsantrasyon (g/L)
Glukoz 20
Bacto-peptone 10
Maya Oziitii 10

3.1.2 Uretim ortam

Zymomonas mobilis subsp. mobilis ‘den levansukraz enzimi {iretimi igin
sakkaroz igeren sentetik sivi besiyeri kullanilmistir. Asi ve {iretim

ortamlarinin igerikleri ¢izelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 As1 ve iiretim ortamlarinin bilesimi.

Bilesen As1 Ortamm (g/L), Uretim Ortam(g/L),
pH 5.0 pH 4.91

Sakkaroz 50 159.1

Maya Oziitii 7 25

KH2PO,4 2.5 2

(N H4)2804 16 2

MgS0..7H,0 1 1
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3.2 Yontemler

3.2.1 Fermantasyon ve Levansukraz Uretimi

Taze stok besiyerinde gelistirilen 2.5 mL Z. mobilis 50 mL as1 kiiltiir
ortamina (%5, v/v) ekilmis ve 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. As1
ortaminda tireyen mikroorganizmalar yine %5 (v/v) oraninda 200 mL iiretim
ortamina ekilmig, 30.3°C’de 36 saat inkiibasyona birakilmistir. Zymomonas
mobilis levansukrazi hiicre dis1 iiretilen bir enzimdir (Bekers et al., 2002).
Fermantasyon ortamindan enzimi izole etmek icin hiicreler 4 °C’de 6500
rpm’de 20 dakika santrifiij (Hettich Universal 320 R ve Velocity 18R
Refrigerated) edilerek ayrilmis ve elde edilen levansukraz igeren iistfazda
istfaz bulaniklik degeri (OD), enzim aktivitesi ve protein miktar

belirlenmistir.
3.2.2 Hiicre Yogunlugu (OD)

Fermantasyon ortaminda bulunan hiicre yogunlugunun saptanmasi
amaciyla kiivetlere 1.5 mL alinan 6rneklerin spektrofotometrede (GENESY'S
10S UV-Vis, ThermoScientific) 600 nm dalga boyunda optik yogunluk
degerleri (OD) okunmustur.

3.2.3 Ust Faz Bulamikhik Degeri

Fermantasyon {istfazinin  bulaniklik degerinin  saptanmasi1 i¢in
spektrofotometrede (GENESYS 10S UV-Vis, ThermoScientific) 400 nm
dalga boyunda optik yogunluk degerleri (OD) okunmustur. Ustfazdaki
bulanikligin levandan kaynakl oldugu literatiirde belirtilmistir (Vigants et al.,
2003).
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3.2.4 Levansukraz Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi indirgen seker tayini DNS (di-nitro salisilik asit)
yontemi ile belirlenmistir (Miller, 1959). DNS ¢6zeltisi hazirlanirken 10.6 g
3,5-dinitrosalisilik asit ve 19.8 g NaOH, saf suda ¢oziindirilmis, ardindan
sirasiyla 306 g potasyum sodyum tartarat, 8.3 g sodyum metabisiilfit ve 50
°C'de eriyik halde 7.6 ml fenol eklendikten sonra hacim 1.5 L’ye tamanlanip
karistinlmistir. 22 mM sitrat fosfat pH 5.4 tampon kullanilarak enzim
absorbans degeri standart egri araliginda olacak sekilde 250 ya da 500 kat
seyreltilmistir. 0.25 mL seyreltilen enzim kor okuma igin 0.75 mL 22 mM
sitrat-fosfat pH 5.4 tampon ve 3 mL DNS ¢ozeltisi eklenerek 100 °C’de 5
dakika bekletilmis ve 1 dakika boyunca sogutularak 540 nm dalga boyunda
absorbans okumasi alinmustir. Orneklerin okumasi igin ise yine 0.25 mL
seyreltilen enzim 0.75 mL %17.1 sakkaroz igeren 22 mM sitrat fosfat pH 5.4
ile 35 °C’de 10 dakika inkiibe edilmis ardindan da 3 mL DNS c¢ozeltisi
eklenerek 100 °C’de 5 dakika bekletilmistir. 1 dakika boyunca sogutulan
ornegin 540 nm dalga boyunda absorbans okumasi almmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan glukoz ile elde edilen absorbans degerleri ile
de standart egri hazirlanmistir (Sekil 3.1). Enzim aktivitesi hesaplamasinda
asagidaki esitlik kullanilmistir. Bir birim levansukraz aktivitesi dakikada 1
pmol indirgen sekeri aciga cikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir

(Hideshi Yanase et al., 1992).

Levansukraz Aktivitesi (mM glukoz/dak ) = ( ) * D %1000

cxt=*180

A: Ortalama 6rnek absorbansi — kor absorbansi
c: standart denklemden gelen katsay1
t: inkiibasyon siiresi (10 dakika)

D: enzim seyreltme oran
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DNS standarti

0,4

035 y = 0,9293x
’ R2=0,9897
0,3

0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

Glukoz Konsantrasyonu mg/mL

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
Absorbans (540 nm)

Sekil 3.1 Indirgen seker tayininde kullamlan DNS ydntemi igin drnek glukoz standart egri

grafigi.

3.2.5 Protein tayini

Protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmistir (Bradford, 1976). Bu
yontem boya baglamaya dayanan bir yontemdir. Boyalarin asidik gruplar ile
proteinlerin igerdigi bazik gruplarin baglanmasi esasina dayanir. Olusan renk
spektrofotometrik olarak Olgiilir. Bradford boyast hazirlanmasi i¢in
Coomassie Brilliant Blue G-250 (100 mg) %95 lik 50 mL etanolde ¢6ziilmiis,
100 mL %85’lik fosforik asit ilave edilmis ve son hacim distile suile 1 L' ye
tamamlanmistir. Boya filtre edilerek +4 °C’de muhafaza edilmistir. Protein
miktar Slglimleri i¢in hazirlanan boya ¢ozeltisi 1:4 oraninda seyreltilmis ve
200 pL seyreltilmis boya ¢ozeltisi tizerine 4 uL 6rnek ilave edilerek Thermo
Scientific Multiscan Go sistemde 96 kuyulu plakalarda 595 nm dalga
boyunda okuma yapilmistir. Sigir serum albiiminin (BSA) 0.2 mg/mL
konsantrasyonda distile su igerisinde hazirlanmis ve seyreltilerek belirli
protein konsantrasyonlarinda standart egri olusturulmustur. BSA ile
olusturulan standart egri denklem kullanilarak protein miktar1 hesaplanmistir.

Sekil 3.2°de standart grafik gdsterilmistir.
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Bradford Standarti

c y =0,523x
R2=10,9901

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.2 Protein tayininde kullanilan Bradford yontemi i¢in 6rnek BSA standart grafigi.

3.2.6 A280 degeri

Saf protein konsantrasyonu 280 nm absorbans degerinin ekstinksiyon
katsayis1 ile c¢arpilmasiyla hesaplanmistir (Layne, 1957). Levansukraz
ekstinksiyon katsayis1 2.262 (mg/mL).cm™) olarak tahmin edilmistir
(http://web.expasy.org/protparam).

3.2.7 On Islem ve Liyofilizasyon

Levan iretiminde kullanilmayacak oOrnekler igin, hiicrelerden ayrilan
tistfazlar 35 °C’de 5 saat galkalamali (50 rpm) inkiibatorde birakilmistir. Elde
edilen ham enzimin konsantre edilmesi i¢in balonlarda -86 °C’de
dondurulmus ve liyofilize edilmistir (ALPHA 1-2 LDPIlus, Christ). Liyofilize
toz haldeki Ornekler saflastirmaya kadar -20 ©°C’de saklanmustir.
Liyofilizasyon kisaca, maddenin dondurulmasi ve ilgilenilen ¢6ziicliniin bir
kisminin  katt fazdan sivi faza wugramadan dogrudan gaz fazinda
uzaklastirilmast yontemidir (Meister, 2009). Bu yontemin prensibi ¢ok diistik
basing altinda donmus haldeki ¢ozeltiden serbest suyun siiblimasyon yolu ile
uzaklasmasidir (Ozenir, 2009). Liyofilizasyon islemi -50 °C’de 0.003

mbar’da gerceklestirilmistir.
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3.2.8 Amonyum Siilfat Coktiirme

Protein saflagtirmada en ¢ok kullanilan Ornek konsantre etme
yontemlerinden biri olan amonyum siilfat ¢oktiirme tekniginde prensip,
protein bulunan ¢ozelti ortamina (NH4)2SOs gibi notral tuzlarin ilavesi ile
proteinlerin yapisinda bulunan hidrofobik gruplarin birbirleri ile bag

yapabilmesi sonucu ¢okmesidir (Tuncer, 2008).

Fermantasyon sonrasi {istfaza %70-90 doygunluga gelene kadar
amonyum siilfat yavas yavas ilave edilip karistiricida 80 rpm’de siirekli
karigtirilmistir. Karisim +4 °C’de gece boyu bekletilmis ve ertesi sabah 16000
g’de +4 °C’de 20 dk ¢oktiriilmiistiir. Olusan ¢okelti tamponda ¢oziildiikten

sonra gece boyu diyaliz edilmistir.

3.2.9 Diyaliz

Diyaliz islemi ¢ozelti icerisinde bulunan kiiciik membran goézenek
genisliginden kii¢iik molekiilleri uzaklagtirmak i¢in kullanilan bir yontemdir.
Yontemin kullanilmasiyla ¢ogunlukla tuzlar ve diger kii¢iik molekiiller
ortamdan uzaklastirilmaktadir. Ayni1 zamanda Ornegin istenilen tampona

gegirilmesi islemi de gergeklestirilmektedir (Tuncer, 2008).

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi ya da liyofilizasyon sonrasi elde edilen
ornek tamponda coziilerek yar1 gecirgen Ozellikli bir membranda (Seliiloz
membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da, 25
mm X 16mm) belirli sicaklikta (+4 °C , +17 °C), belirli siirede (gece boyu
veya 2 giin) karistirici ile karistirilarak proteaz inhibitér igeren farkli
tamponlara (22 mM sitrat-fosfat pH 5.4, 100 mM potasyum fosfat pH 7.0,
100 mM potasyum fosfat pH 8.0, 100 mM Hepes pH 7.4) kars1 diyaliz

edilmistir.
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3.2.10 Iyon Degisim Kromatografisi

Diyaliz sonrasi elde edilen 6rnegin saflastirilma isleminde ilk basamak
olarak iyon degisim kromatografisi kullanilmigtir. Saflastirma giicli veya
zayif iyon degistiriciler (HiTrap DEAE FF ve HiTrap Q HP) ve farkli tampon
¢ozeltiler (22 mM sitrat fosfat pH 5.4, 100 mM potasyum fosfat pH 7.0, 100
mM potasyum fosfat pH 8.0, 100 mM Hepes pH 7.4) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Diyaliz sonrast elde edilen 6rnek kolona 4 mL/dk akis
hizinda ytliklenmis ve bu sirada akinti toplanmistir. Yiikleme islemi bittikten
sonra kolon 5 kolon hacmi tampon ile yikanmis ve ardindan eliisyon i¢in O-
100 %1 M NacCl igeren tampon ile lineer gradyan 20 kolon hacmi boyunca

uygulanmis, 2 mL fraksiyonlar toplanmistir.
3.2.11 Jel Filtrasyon Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE
ile incelenmis ve Ornegin bulundugu fraksiyonlar ultrafiltrasyon niteleri
(AmiconUltra-15, ya da 0.5, 3 kDa) kullanilarak santrifugasyon ile konsantre
edilmistir. 0.5 mL hacimde 6rnek elde edildikten sonra Superdex 200 10/300
GL kolonu kullanarak molekiil agirliklarina gore ayrilmistir. Jel filtrasyon
100 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl tampon kullanilarak yapilmistir.

Molekiil agirliklarinin hesaplanmast igin jel filtrasyon kolonunun
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.3). Standart olarak 2.5 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan konalbumin (75 kDa), ovalbumin (44 kDa),
karbonik anhidraz (29 kDa) ve riboniikleaz A (13.7 kDa) proteinleri
kullanilmigtir. Kolon bosluk hacmi 1 mg/mL mavi dekstran ile 7.313 mL

olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3 Superdex-200 jel filtrasyon kolon kalibrasyon egrisi.

Tampon 100 mM HEPES pH 7.4,150 mM NaCl ,1 mM DTT (Kav : (Ve-V0)/(Vc-Vo)).

3.2.12 Elektroforez

SDS-poliakrilamit  (SDS-PAGE) poliakrilamid jel elektroforezi
Laemmli 1970 tarafindan Onerilen yonteme gore yapilmustir. Saflastirma
isleminin her basamaginda kontrol amacl olarak gerceklestirilmistir. SDS-
PAGE islemi uygulanacak ornekler hazirlanirken 4X 6rnek yilikleme boyasi
(10 pL) ile 6rnek (30 pL) kanstirihip 100 °C’de 10 dakika kaynatilmustir.
Hazirlanan %12 Tris-Glisin jelin kuyucuklarmma 10 pL protein markori
(unstained, Thermo Scientific LSG-26614) ve 20 pL 6rnek yiiklenmis, jelin
%S5’lik kisminda 80 V ve %12’°lik kisminda 120 V akim uygulanarak yiirliitme
islemi  gerceklestirilmistir.  Elektroforez isleminin sonrasinda jellerin
boyanmasinda Coomassie-Brilliant Blue boya ¢6zeltisi kullanilmigtir
(Lawrence and Besir, 2009). Jeller boya ile birlikte yatay karistiricida bantlar

belirginlesene kadar karistirilarak boyanmustir.

Zimogram analizi ile jel iizerinde levansukrazin levan aktivitesi
belirlenmistir (P. O’Mullan et al., 1991). 40 puL, 100 pg protein igeren
levansukraz denatiire edici olmayan %10’luk poliakrilamid jelde 80 V akim
uygulanarak yiiritiilmiistiir. Yiriitme islemi sonrasinda jel %5 sakkaroz
iceren tampon 1 (sitrat-fosfat, pH 5.4) ile gece boyu inkiibasyona

birakilmistir.
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3.2.13 Kristalizasyon

Saflastirma sonrasi elde edilen yiiksek safliktaki levansukraz enzimi
Amicon 500 NMWCO 10 kDa konsantrasyon iiniteleri kullanilarak yiiksek
konsantrasyona getirilmistir. Farkli tarama c¢ozeltileri ile sallanan damla
(hanging drop) buhar difiizyon yontemiyle damlada 3-5 uL protein ile 3-5 pL
cozelti ve rezervuarda 0.5-1.0 mL c¢ozelti olacak sekilde 48 kuyulu kristal
tabaklarda kristalizasyon denemeleri yapilmistir. Tabaklar sicaklik kontrollii
inkiibatorde (FRIOCELL 222 Cooling Incubatér) 16 °C’de depolanmustir.
Kristal olusumu igin ilk hafta her giin, daha sonra haftada bir kez mikroskop
ile incelenmistir. Kristalizasyon denemeleri i¢in PACT Premier 1 ve II
(katalog no: 036-1-29/038-1-37 ve 036-1-29/038-1-37) ve elde hazirlanan
tarama ¢ozeltileri (Ek -3) kullanilmistir. EMBL Hamburg SPC
laboratuvarinda Mosquito-LCP (ttplabtech) robot kullanilarak oturan damla
(sitting drop) buhar difiizyon yontemiyle QIAGEN_Classics-1 ve Il
MD_Morpheus | ve Il, QIAGEN_JCSG-Plus ¢ozeltileriyle 50 nL protein ile
50 nL ¢ozelti ile plakalar hazirlanmis, The Rocklmager-1000 (Formulatrix)
sistemde 19 °C’de depolanmis ve Crims sistemi {izerinden kristal olusumu

gozlenmistir.

3.2.14 Kisith Proteoliz

Levansukraz enzimi 2 ve 10 pg tripsin ile buzda inkiibe edilmis ve
inkiibasyon boyunca farkli zamanlarda 6rnekler alinmistir. Alinan &rnekler
hemen kaynatilmis ve SDS-PAGE ile incelenmistir. Enzim iizerine etkilerinin
incelenmesi i¢in sakkaroz (1 mM), fruktoz (1 mM), glukoz (1 mM), ¢inko (10
mM) veya DTT (10 mM) ilave edilmis 6rnekler 30 dakika yatay karistiricida
karigtirildiktan sonra 10 pg tripsin eklenerek reaksiyon baslatilmig, belirli

zamanlarda o6rnekler alinmig ve SDS-PAGE ile incelenmistir.
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3.2.15 Ham levansukraz ile levan iiretimi

Levan {iretimi i¢in fermantasyon sonrasi elde edilen ham enzim
kullanilmigtir. Ham enzim eldesi hiicrelerin proteinlerden ayrilmasi ile
gerceklesmis bu da iki sekilde yapilmistir. Ik yontem olan santrifugasyonda
fermantasyon bitiminde elde edilen tiretim ortamlar1 4 °C’de 6500 rpm’de 20
dakika santrifiij edilmis ve iistfaz ham enzim olarak ayrilmistir. Ikinci olarak
filtrasyon yontemi kullanilmis ve fermantasyon ortami 0.22 um seliiloz asetat
filtreden gecirilmis, altfaz ham enzim olarak ayrilmigtir. Toplam 15 mL
hacimde reaksiyon 30 birim enzim, 0.2 M sakkaroz igeren 22 mM sitrat fosfat
pH 5.4 tampon ile birlikte 15 °C ve 25 °C olmak tizere 2 farkli sicakliktaki su
banyosunda gergeklestirilmis, belirli zaman araliklarinda 6rnek alinmustir.
Elde edilen levan miktar1 hesabinda dogrudan miktar belirlenmesi icin
reaksiyonlarin 400 nm’deki bulaniklik degerlerinin degisimi takip edilmistir
(Vigants et al., 2001). Standart olarak da ticari levan ile olusturulan egriler
kullanilmis ve levan miktar1 g/L olarak hesaplanmistir. Kullanilan levan

standart egrisi sekil 3.4’te verilmistir.

Levansukrazin levan iiretiminde iyonik yiikiin etkisini belirlemek i¢in
farkli konsantrasyonlarda NaCl kullanilarak reaksiyonlar gerceklestirilmistir.
Ayrica yine levansukrazin levan iiretimine etkisinin belirlenmesi igin EDTA
ve 10 mM MgClz, KCI, (NH4)2SOs, CaCl, ve ZnSO4.7H20 iyonlar varliginda

da levan reaksiyonlar: gergeklestirilmistir (S6zgen vd., 2018).
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Levan Standarti

S y = 2,2593x
g 06 R? = 0,996

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Absorbans (400 nm)

Sekil 3.4 Ticari levan ile olusturulan levan standart grafigi.

3.2.16 pH ol¢iimii

Bu tez calismasinda biitiin pH ayarlama ve okuma iglemleri WTW pH
Meter inolab pH7110 marka pHmetre kullanilarak gerceklestirilmistir. pH

metre kalibrasyonu diizenli olarak pH tamponlari ile gerceklestirilmistir.
3.2.17 Yapisal modelleme ve modellerin grafik gosterimi

Z.mobilis levansukrazin {i¢ boyutlu yapisi RaptorX (Kéillberg et al.,
2012) ve I-TASSER (Roy et al., 2010; Yang et al., 2014) programlar ile
modellenmistir. Modeller ve atomik yapilar PyMOL Molecular grafik sistem

ile gosterilmistir.

I-TASSER programi, amino asit dizisinden protein yap1 ve
fonksiyonunu tahminleyen g¢evrimigi kullanilan bir programdir. Elde edilen
model yapist bilinen proteinlerin hizalanarak ve hizanlanamayan boélgelerin
de burada bulunan aminoasitlerin fizikokimyasal durumlarina gore
konumlarimin belirlenmesi yontemiyle olusturulmustur (Roy et al., 2010;
Yang et al., 2014). Bu program modelleme sonuglarini birkag baslik altinda
vermektedir. ikinci yapi tahmininde Sarmal yap1 bélgeleri (H) ve B yaprak
bolgeleri ¢ogunlukla 9 puan almistir giiven araliginda yer almaktadir.

Baslangi¢ ve bitis bolgelerindeki puanlama daha diisiiktiir ve bu bdélgelerin
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tahminlenmesinin zor oldugu sdylenebilir. Normalize B degeri (B-faktor)
proteinde bulunan aminoasitlerin ve atomlarin termal hareketliliginin
gostergesidir. B-Faktor [-2,5] arasinda degerler alir. Negatif degerler daha az
termal hareketliligi belirtmekte ve yapidaki nispeten daha kararli bolgeleri
gostermektedir. Elde edilen modelde B yaprak boélgelerinin en kararli bolgeler
oldugu goriilmektedir. Modelin olusturulmasi sonucu model kalite gdstergesi
olarak “C-score” ile degerlendirilmektedir. Bu deger [-5,2] araligindadir ve
deger ne kadar yiiksekse giivenlirlik o kadar yliksektir. Elde edilen modelde
“C-score” degeri 1.07°dir ve 1,5’ten biiylikk olmasi model i¢in kabul
edilebilirdir.

RaptorX, iigilinciil yap1 tahmininde homoloji modelleme yaklasimini
kullanan ¢evrimigi bir programdir. Bu yaklasim, hedef diziye en benzer olan
ve yapisi bilinen bir proteini kalip olarak kullanarak, hedef modeli bu kaliba
uydurmaya c¢alisir. Bu programda Z. mobilis levansukraz yapisi igin E.
amylovora (pdb: 4DA47) levansukrazi kalip olarak kullanilmistir. Bunu
yaparken, uygunluk durumuna goére bazi kalite degerleri ile modelin kalitesi
hakkinda bilgi verir (Kéllberg et al., 2012). “p-value” degeri modelin
kalitesini belirten bir gostergedir. Bu deger ile kalite arasinda ters bir iligki
vardir. Deger ne kadar diigsiilkse model o kadar kalitelidir. Modelimizde elde
edilen deger 9.86e-23 oldugundan kalitelidir denilebilir. uGDT (GDT) degeri
kesin model kalitesiyle ilgilidir. Amino asit sayis1 100’den yiiksek olan
protein dizilerinde uGDT degerinin 50 ‘den yiiksek olmasi modelin kaliteli
oldugu anlamina gelmektedir. Amino asit sayisinin 100 ‘den kiiciik oldugu
durumlardaysa uGDT degerinin 50 ‘den yiiksek olmasi modelin kaliteli
oldugunu gostermektedir. Modelde bu deger 338 (80) oldugundan model

kalitedir. Modellenebilen aminoasit sayist %100 olarak verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Levansukrazin Uretimi

Levansukraz enziminin tiretimi Z. mobilis levansukraz: i¢in daha Once
optimize edilmis kosullarda (159 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonunda
30.3 °C’de pH 4.91°de 36 saat siireyle) gerceklestirilmistir. Bir birim
levansukraz aktivitesi dakikada 1 pmol indirgen sekeri agiga ¢ikaran enzim
miktart olarak tanimlanmistir (Hideshi Yanase et al., 1992). 36 saat
sonucunda ortalama olarak 382 mL {ist faz elde edilmis ve ortalama 40 birim
aktivitede levansukraz elde edilmistir. Elde edilen iist fazda ortalama 13.6 mg
protein oldugu tespit edilmistir. Ust faz 4 kez konsantre edilerek %12 SDS-
PAGE jele yiiklenmis ve jel incelendiginde iist fazda belirgin tek bir bandin
bulundugu goriilmistiir (Sekil 4.1). Levansukraz enziminin tahmini molekiil
agirhigr Expasy, ProtParam Tool kullanilarak 47.3 kDa olarak hesaplanmustir.
Jelde yaklasik 47 kDa olarak goziiken belirgin bant sekanslanmis ve Z.
mobilis NRRL B-14023 tarafindan {iretilen levansukraz enzimin sekansina

sahip oldugu gosterilmistir (Erdal et al., 2017).

50 kDa
40 kDa

Sekil 4.1 Z. mobilis fermantasyon sonrasi uist fazin %12 SDS PAGE jelde incelenmesi L:
Protein ladder, 1: 4 kat seyreltilmis 6rnek. Levansukraz bandi yildiz ile isaretlenmistir.
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4.2 Levansukrazin Saflastiriimasi

Levansukraz enzimi i¢in uygulanan saflastirma stratejisi Sekil 4.2°de
verilmistir. Farkli basamaklardan elde edilen proteinler o basamagin numarasi

ile (Ornegin 3.2) isimlendirilecektir.
/ \
/ \

| 1.0VH,),50, Coktirme | [ 2 Liyofilizasyon I
[ /’ \ \\\
/ / \ _
/ T~
v v v \ .
1.1 Diyaliz (Tampon 1) | 2.1 Diyaliz 2.2 Diyaliz 2.3 Diyaliz 2.4 Diyaliz
J (Tampon 1) (Tampon 2) (Tampon 3) (Tampon 4)
L.1.1Iyon 1.2 Diyaliz l v v v
Degisimi (Tampon 2) 2.1.1Iyon 22.11yon 23.11yon 2.4.11yon
Degisimi Degisimi Degisimi Degisimi
2.4.2Jel
filtrasyon

Sekil 4.2 Saflagtirma Stratejisi Semas.

4.2.1 Amonyum Siilfat Coktiirme

Uretim sonras1 yaklasik 400 mL iiretim {istfazi elde edildiginden

saflagirmanin ~ ilk  adim1  olarak  G6rnegin  konsantre  edilmesi
gerceklestirilmistir. Bunun icin oncelikle amonyum siilfat ile ¢oktiirme islemi
denenmistir. Sekil 4.3’de amonyum siilfat sonras1 SDS-PAGE incelendiginde
47 kDa civarinda belirgin bant oldugu, bu banttan farkli molekiil agirligindaki
diger proteinlerin ¢ok az miktarda oldugu goriilmistiir. Bu sonug
levansukrazin Z. mobilis sakkaroz fermantasyonu sonucunda salgilanan en
onemli protein oldugunu gostermistir. Amonyum stilfat ¢oktiirme tampon 1
(22 mM sitrat-fosfat pH 5.4) ve tampon 2 (100 mM KH2PO4-K>HPO4 pH 7.0)

ile gergeklestirilmistir.
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50kDa 50 kDa
40kDa 40 kDa
(a) (b)

Sekil 4.3 Z. mobilis levansukrazin amonyum siilfat ¢oktiirme sonrast %12 SDS-PAGE ile

incelenmesi.

(a) L: protein markorii 1: amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi pellet 2: amonyum siilfat
coktiirme sonrast ist faz (b) 1: amonyum siilfat ¢oktiirme 6ncesi 6rnek 2: amonyum siilfat

coktiirme sonrasi pellet. Levansukraz bandi yildiz ile gosterilmistir.

Yapilan denemeler sonucu Tampon 1 ile %80 amonyum siilfat
doygunlugunda levansukraz enzimi hem pellet kisismda hem de iist fazda
goriilmustir (Sekil 4.3a kuyu 1 ve 2). Tampon 2 ile amonyum siilfat
denemesinde ise levansukraz enziminin ¢okmedigi gozlenmistir (Sekil 4.3b
kuyu 2). Tampon 1 ile elde edilen amonyum siilfat pelletleri ayn1 tamponda
coziilerek gece boyu diyalize birakilmis ve ertesi giin anyon degisim kolonu
(DEAE, ImL) kullanilarak saflagtirma denemeleri yapilmistir. Anyon degisim
saflastirma asamasi i¢cin AKTA Prime Plus sistemde 1 mL DEAE —FF kolonu
kullanilmigtir (Sekil 4.4).
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Amonyum siilfat ¢oktiirme sonras: tampon 1 ile elde edilen kromatogram
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(a)

50 kD:
40 kDa

(b)

Sekil 4.4 Levansukraz 22 mM sitrat-fosfat pH 5.4 tamponda anyon degisim saflastirma

sonucu, amonyum siilfat ¢coktiirme DEAE, 1mL kolon.

(a) kromatogrami (b) %12 SDS-PAGE jel sonucu. L: protein markorii, 1: Amonyum siilfat
pellet 2-9: Akint1 ve gradyan fraksiyonlari. Levansukraz band1 y1ldiz ile gésterilmistir.

Iyon degisim kolonuna levansukrazin baglanmadigi gériilmiistiir
(Sekil 4.4a ve Sekil 4.4b). Sonug olarak amonyum siilfat ¢oktiirme yontemi
ile devam edilmemesine karar verilmistir. Yiiksek hacim iistfazlarin konsantre

edilmesi i¢in liyofilizasyon yapilmistir.
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4.2.2 Levansukraz Enziminin Tampon 1 Kullanilarak

Saflastiriimasi

Aktif formda enzim eldesi i¢in enzimin aktif oldugu bilinen Tampon 1
(22 mM sitrat fosfat pH 5.4) ile saflastirma denemelerine baslanmustir.
Saflastirma basamag 2.1 ile elde edilen 6rnek Tampon 1 ile 17 °C’de gece
boyu diyaliz edilmis ve diyaliz sonras1 6rnegin hidroliz aktivitesi 11.664+1.86
mM glukoz/dakika olarak hesaplanmistir ve bu deger toplam baslangic
aktiviteye gore 4 kat daha azdir. Liyofilizasyon oncesi ortalama 382 mL
ornegin aktivitesi 11.354+1.004 iken, diyaliz sonrasi ortalama 102.5 mL
ornekte 10.642+1.86 aktivite elde edilmistir. Diyaliz sonras1 elde edilen 100
mL 6rnek anyon degisim kolonuna 4 mL/dakika hizda yiiklenmis, bu sirada
akint1 fraksiyonlari toplanmistir. Eliisyon i¢in lineer gradyan (0-1 M NaCl)
100 mL boyunca 4 mlL/dakika akis hizinda uygulanmis ve fraksiyonlar
toplanmistir. Deney sonucunda levansukrazin kolona tutunamadigi, akinti ve
yikama fraksiyonlarinda kolondan ayrildig goriilmiistiir (Sekil 4.5a ve Sekil
4.5b).

Tampon 1 ile elde edilen kromatogram
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Sekil 4.5 Levansukraz anyon degisim saflastirma sonucu, tampon 22 mM sitrat-fosfat pH 5.4,
HiTrap Q HP 5 mL.

(a) Kromatogram sonucu. Akinti fraksiyonu yildiz ile isaretlenmistir. (b) %12 SDS-Page jel
sonucu. L: protein markori, 3 ve 4: Akint1 fraksiyonlar1 5-9: Gradyan fraksiyonlari.

Levansukraz bandi yildiz ve ok isareti ile gosterilmistir.

Denemeler sonucunda levansukrazin kolona tutunamadigi, akinti ile

geldigi tespit edilmis ve saflastirmalara tampon 1 ile devam edilmemistir.

4.2.3 Levansukraz Enziminin Tampon 2 Kullamilarak

Saflastirilmasi

Farkli tamponlarda saflagtirmalara devam edilmistir. Tampon 2 (100
mM KH2POs-K:HPOs pH 7.0) ile saflastirma denenmistir. Saflastirma
basamag: 2.2 ile elde edilen 6rnek Tampon 2 ile 17 °C’de gece boyu diyaliz
edilmis ve diyaliz sonrast Ornegin hidroliz aktivitesi 3.958 +1.83 mM
glukoz/dakika olarak hesaplanmistir ve bu deger toplam baslangi¢ aktiviteye
gore yaklasik 10 kat daha azdir. Diyaliz sonrasi elde edilen 100 mL o6rnek
anyon degisim kolonuna 4 mL/dakika akis hizinda yiiklenmis, bu sirada akinti
fraksiyonlar1 toplanmistir. Eliisyon i¢in lineer gradyan (0-1 M NaCl) 100 mL
boyunca 4 mL/dakika akis hizinda uygulanmis ve fraksiyonlar toplanmistir
(Sekil 4.6a ve Sekil 4.6b).
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Tampon 2 ile elde edilen kromatogram
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Sekil 4.6 Levansukraz anyon degisim saflastirma sonucu, tampon 100 mM potasyum fosfat
pH 7.0, HiTrap Q HP 5 mL.

(a) Kromatogram sonucu.Levansukraz i¢eren pik yildiz ile isaretlenmistir. (b) %12 SDS-
PAGE jel sonucu. L: protein markorii, 6-9: Gradyan fraksiyonlar1. Levansukraz bandi yildiz

ve ok isareti ile gdsterilmistir.

pH 7.0 fosfat tampon ile yapilan denemeler sonunda levansukrazin
aktivitesinin biiyiik 6l¢lide kaybedildigi ve saflastirilan protein miktarinin da
olduk¢a disiik oldugu goriilmiis ve saflastirmaya bu tampon ile devam

edilmemistir.
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4.2.4 Levansukraz Enziminin Tampon 3 Kullanilarak

Saflastiriimasi

Tampon 3 (100 mM KH2POs-KoHPOs pH 8.0) ile saflastirma
denenmigtir. Saflastirma basamagi 2.3 ile elde edilen 6rnek Tampon 3 ile
17°C’de gece boyu diyaliz edilmis ve diyaliz sonrast 6rnegin hidroliz
aktivitesi 4.295 +1.99mM glukoz/dakika olarak hesaplanmistir ve bu deger
toplam baslangi¢ aktiveye gore yaklasik 10 kat daha azdir. Diyaliz sonrasi
elde edilen 100 mL 6rnek anyon degisim kolonuna 4 mL/dakika akis hizinda
yiiklenmis, bu sirada akinti fraksiyonlari toplanmistir. Eliisyon igin lineer
gradyan (0-1 M NaCl) 100 mL boyunca 4 mL/dakika akis hizinda uygulanmis
ve fraksiyonlar toplanmustir (Sekil 4.7a ve Sekil 4.7Db).

Tampon 3 ile elde edilen kromatogram

1050,00
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50 kDa
40 kDa

(b)

Sekil 4.7 Levansukraz anyon degisim saflastirma sonucu, tampon 100 mM potasyum fosfat
pH 8.0, HiTrap Q HP 5 mL.

(a) Kromatogram sonucu. Levansukraz igeren pik yildiz ile isaretlenmistir. (b) %12 SDS-
PAGE jel sonucu. L: protein markorii, 5-9: Gradyan fraksiyonlari. Levansukraz bandi yildiz

ile gosterilmistir.

Denemeler sonucunda levansukrazin aktivitesinin ciddi oranda azaldig:
goriilmustiir. Ayrica fosfat iceren tamponlar ile protein kristalizasyon
sirasinda tuz kristalleri olusma olasilig1 yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu

nedenlerle saflagtirmalara fosfat tampon ile devam edilmemistir.

4.2.5 Levansukraz Enziminin Tampon 4 Kullamlarak

Saflastirilmasi

Saflastirmalara kristalizasyon i¢in daha uygun bir tampon olan HEPES
tampon ile devam edilmistir. Tampon 4 (100 mM HEPES pH 7.4, 150 mM
NaCl, ImM DTT) ile saflastirma denenmistir. Saflagtirma basamagi 2.4 ile
elde edilen 6rnek Tampon 4 ile soguk odada 48 saat boyunca 3 kez degisim
ile diyaliz edilmistir ve diyaliz sonras1 6rnegin hidroliz aktivitesi 0.031+0.044
mM glukoz/dakika olarak hesaplanmigtir, bu kosullarda enzimin aktivitesi
kaybolmustur. Diyaliz sonrasi elde edilen 100 mL o6rnek anyon degisim
kolonuna 4 mL/dakika akis hizinda yiikklenmis, bu sirada akinti fraksiyonlari
toplanmustir. Eliisyon igin lineer gradyan (150 mM-1 M NaCl) 100 mL
boyunca 4 mL/dakika akis hizinda uygulanmis ve fraksiyonlar toplanmistir
(Sekil 4.8a ve Sekil 4.8b).
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Tampon 4 ile elde edilen kromatogram
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Sekil 4.8 Levansukraz anyon degisim saflastirma sonucu, tampon 100 mM HEPES pH 7.4,
150 mM NaCl, ImM DTT, HiTrap Q HP 5 mL.

(a) Kromatogram sonucu. Levansukraz igeren pik yildiz ile isaretlenmistir. (b) %12 SDS-
PAGE jel sonucu. L: protein markdéru 1: Diyaliz sonrasi, 6-9: Gradyan fraksiyonlari.

Levansukraz band yildiz ile gosterilmistir.

Elde edilen iyi saflikta levansukraz fraksiyonlar1 yaklasik 1.6 mg/mL’ye
konsantre edildikten sonra Superdex 200 kolona yiiklenmistir. Superdex 200
kolon ile jel filtrasyon sonrasi dort adet pik elde edilmis ve levansukrazin
kolondan ayrilan ikinci ve tigiincii pikte oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9a ve
Sekil 4.9b).
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Sekil 4.9 Levansukraz jel filtrasyon saflagtirma sonucu, tampon 100 mM HEPES pH 7.4, 150
mM NaCl, ImM DTT, Superdex 200 kolon akis hiz1 0.3 mL/dak.

(a) Kromatogram sonucu. Levansukraz fraksiyonlar1 yildizlar ile isaretlenmistir. (b) %12
SDS-PAGE jel sonucu. L: protein markori 1: Kolona verilen, 2-5: Gradyan fraksiyonlari. Pik
fraksiyonlar1 sekil a’daki gibi isaretlenmistir.

Levansukraz eliisyon hacimleri kolon kalibrasyon egrisinden elde edilen
denkleme yerlestirilerek molekiil agirliklilar1 hesaplanmistir. Kromatogramda
gortilen ikinci pikin eliisyon hacminden (14 mL) molekiil agirhigi 83 kDa;
dgtinci pikin elisyon hacminden (15.24 mL) molekil agirligi 46 kDa olarak
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hesaplanmistir. Levansukrazin tahmini molekiil agirligi 47.3 kDa oldugu i¢in,
jel filtrasyon sonucunda levansukraz dimerik ve monomerik formlar halinde

ayr1 ayr1 elde edilmistir.

Bu saflagtirma sonucunda levansukrazin monomerik formu yeterli
miktarda elde edilememis ve daha yiiksek konsantrasyonda eldesi igin
levansukrazin sekansi incelenmis (Ek-1) sekansta ii¢ adet sistein amino asidi
bulundugu goriilmiistiir. Sistein amino asitlerinin birbirleri ile disiilfit baglar
yaptig1 bilindiginden bu bagin dimerik form olusumuna sebep olabilecegi
diisiiniilmiis, bu baga engel olmak i¢in daha yiiksek konsantrasyonda DTT
kullanilmasina karar verilmistir. Deneyler 10 mM DTT varliginda
gerceklestirilmis, jel filtrasyon sonucunda dort pik elde edilmis ve
levansukrazin kolondan ayrilan ikinci ve tigiincii pikte oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.10a ve Sekil 4.10b).

0,00 1,50 3,00 4,50 6,00 7,50 9,00 10,50 12,00 13,50 15,00 16,50 18,00 19,50 21,00 22,50 24,00 25,50 27,00
mL

(@)



50 kD
40 kD

(b)

Sekil 4.10 Levansukraz jel filtrasyon saflagtirma sonucu, tampon 100 mM HEPES pH 7.4,
150 mM NaCl ,20 mM DTT.

(a): Superdex 200 kolon kromatogrami, akis hizi 0.3 mL/dak. (b): %12 SDS-PAGE jel

sonucu. Pik fraksiyonlar1 kendi sekilleri ile isaretlenmistir.

Kromatografilerde rezoliisyonu arttirip ayrimi daha iyi gergeklestirmek
icin kolona verilen protein miktar1 arttirilabilmektedir. Anyon degistirme
sonras1 protein konsantrasyonu yaklasik 2 mg/mL’ye c¢ikarilmis ve jel
filtrasyon saflastirma bu oOrnekle yapilmigtir. Aymi saflastirma protokolii
uygulanmig ve saflastirma sonucunda benzer kromatogram elde edilmistir

(Sekil 4.11a ve Sekil 4.11b).
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Sekil 4.11 Levansukraz jel filtrasyon saflagtirma sonucu, tampon 100 mM HEPES pH 7.4,
150 mM NaCl ,10 mM DTT.

(a): Superdex 200 kolon kromatogrami, akis hizi 0.3 mL/dak. (b): %12 SDS-PAGE jel

sonucu. Pik fraksiyonlar1 kendi sekilleri ile isaretlenmistir.

Bu sekilde monomerik formda elde edilen saf levansukraz azotta
dondurularak kalite, stabilite ve kristalizasyon kosullarinin incelenmesi i¢in
Instruct destegi ile Hollanda Kanser Enstitiisiine (NKI) gonderilmistir
(Instruct proje numarasi: 3982 - Understanding the product specifity of Z.

mobilis levansucrase through structural biology). Sonuglar beklenmektedir.
4.2.6 Levansukrazin Depolama Kosullarinin incelenmesi

Saflastirma  asamasindaki levansukrazin depolama sicakliginin
belirlenmesi i¢in saflagtirma basamagi 2.3.1°den elde edilen levansukraz 4 °C,
-20 °C ve -86 °C’de gece boyu bekletilmis, bu 6rneklerle protein miktar tayini
yapilmig ve %12 SDS-PAGE jel yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.12). A280 (Sekil
4.13) yontemi ve Bradford yontemiyle yapilan protein miktar tayini sonuglari

Cizelge 4.1°de verilmistir.
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50 kDa
40 kDa

Sekil 4.12 Depolama kosullarinin belirlenmesi i¢in hazirlanan 6rneklerle yiiriitiilen %12

SDS-Page jel.

L: protein markorii 1: Saflastirma asamasi 2.3.1 ile elde edilen 6rnek 2: 4 °C’de bekletilen

ornek 3: -20 °C’de bekletilen 6rnek 4: -86 °C’de bekletilen 6rnek.
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Sekil 4.13 Levansukraz UV bolge absorpsiyon spektrasi.
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Cizelge 4.1 Depolama analizleri igin hazirlanan drneklerin protein miktarlari.

Ornek A280 Bradford
Saflagtirma
basamagi 1.25 0.033
2.3.1
4°C 1.96 0.036
-20 °C 1.22 0.031
-86 °C 1.23 0.032

Yapilan deney sonucunda levansukrazin hem A280 degeri hem de
Bradford ile elde edilen protein degerlerinin -20 °C ya da -86 °C depolanan
ornekler icin baslangi¢ degerine daha yakin oldugu ve elde edilen spektrada
+4 °C’de depolanan 6rnekte 260 nm dalga boyunda girisim yapan bir bilesik
olustugu gozlemlenmistir. Bu nedenlerden dolay1 Z. mobilis levansukrazinin
dondurularak (-20 °C ya da -86 °C) depolanmasinin daha uygun oldugu
goriilmistlir. Literatiirde levansukrazin levan/fruktooligosakkarit {iretmesi
icin optimum sicaklik arastirmasi yapilmis ancak saf levansukrazin

saklanmasi i¢in gerekli optimum kosullarin arastirilmasina rastlanmamastir.

Bradford ve 280 nm ile elde edilen protein konsantrasyonlari
karsilastirildiginda aralarinda 6nemli Ol¢lide fark oldugu goriilmiistiir. Bu
farkin sebebinin Bradford yontemi icin saflastirma ilerledik¢e hassasiyetin
disinda kalinmasi ve A280 degeri incelenirken maksimum dalga boyunun 280
nm dalga boyunda degil de 260 nm dalga boyunda goriilmesi oldugu
diistiniilmektedir. Layne (1957) proteinlerin maksimum absorpsiyon degerinin
280 nm dalga boyunda oldugunu bildirmistir ancak incelenen 6rnekte 260 nm

dalga boyunda oldugu goriilmektedir.
4.2.7 Saflastirma Ozeti

Saflastirma asamasi 2.4.1’den elde edilen levansukraz enzimi
ultrafiltrasyon dniteleri (Amicon 500, NMWCO 10 kDa) kullanilarak
santrifugasyon ile yiiksek konsantrasyona getirilmistir. Protein konsantrasyon
belirlemede yasanan problemden dolayr hangi yontemin daha tutarl

oldugunun belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlardaki 6rnekler ile dlgiim
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yapilmistir. Konsantre edilerek elde edilmis ornekten ve tampon 4
kullanilarak sirasiyla 2 kat seyreltmis, 5 kat seyreltilmis ve 10 kat seyreltmis
ornekten %12 SDS-PAGE jel 6rnegi alinmis, A280 degerleri ve Bradford
yontemi ile protein konsantrasyonlari okunmustur. Bradford yontemi ve A280
ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmis ve drneklerin jel goriintiileri

ve absorpsiyon spektrasi Sekil 4.14’te incelenmistir.

Cizelge 4.2 Verilen oOrneklerin protein miktarlarinin A280 ve Bradford yontemi ile

karsilastirilmasi.
Ornek A280 Bradford
mg/mL mg/mL
Konsantre 1.60 0.1995
ornek
2 kat 0.687 0.124
seyreltilmis
5 kat 0.293 0.0994
seyreltilmig
10 kat
seyreltilmig 0.178 0.0293

Cizelge 4.2°de goriildiigli gibi Bradford yontemi ile yapilan okumalar
ile tutarsiz sonuclar elde edilmistir. 280 nm absorbans degerlerinin ise tutarl
oldugu ve protein miktar1 belirlemek i¢in kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir

(Sekil 4.13).

50 kDa
40 kDa
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270

Sekil 4.14 Levansukraz ile konsantrasyon taramasi.

(a) %12 SDS Page sonucu; L: protein markorii 1: Konsantre 6rnek 2: 2 kat seyreltilmis 6rnek
3: 5 kat seyreltilmis 6rnek 4: 10 kat seyreltmis 6rnek (b) Konsantre ve seyreltmis 6rneklerin

UV bolgesinde elde edilen spektrasi. Mavi konsantre, yesil 2 kat seyreltilmis, kirmizi 5 kat

seyreltilmis ve sart 10 kat seyreltilmis 6rnek.

levansukraz enziminin protein konsantrasyonlari ¢izelge 4.3’de verilmistir.

Yapilan

saflastirma

deneylerinin

Cizelge 4.3 Verilen asamalardaki protein miktarlari.

basamaklarinda

elde

Ornek mg/mL mL Toplam Yontem
Protein
] (mg)
Uretim 0.0356+0.0031 382 13.60 Bradford
1.1 0.0415+0.0075 6.15 0.26 Bradford
1.1.1 0.064+0.0114 46 2.94 Bradford
2.1 0.038+0.041 102.5 3.90 Bradford
21.1 0.0791+0.0021 50 3.96 Bradford
2.2 0.0383+0.0014 7.16 0.27 Bradford
2.3 0.0484+0.0042 101.7 4,92 Bradford
2.3.1 0.0397+0.0063 8 0.32 Bradford
2.4 0.0544-+0.0093 101.43 5.52 Bradford
24.1 1.746+0.78 0.695 1.21 A280
24.2 1.474+0.88 0.188 0.28 A280
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Yapilan denemeler sonucunda saflastirmalarda bir Ozet tablo
cikaramayacagimiz anlasilmistir. Kullandigimiz Bradford yoOnteminde
saflagtirma ilerledikce hassasiyetin disinda kalindig1 ve analiz i¢in gereken 12
puL miktarin elde edilen saf enzim i¢in ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ayrica fermantasyon sonrasi iist fazda besiyerinde bulunan bilesenlerin
girisim  yapacagindan  dolay1r  A280  degerinin  kullanilamayacagi

diisiiniilmiistiir. Bu bilgilerin 1s18inda sonuglar degerlendirilmistir.

Toplam protein degerleri karsilastirildiginda baslangi¢ protein miktarina
en yakin miktarda proteinin tampon 4 (100 mM HEPES pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1ImM DTT) ile diyaliz sonrasi elde edildigi goriilmiistiir. ileri
saflastirma asamalarinda da bu tampon ile iyi sonu¢ alindigindan ve ayrica
kristalizasyon i¢in de kullanimi uygun bir tampon oldugundan optimum

saflastirma tamponu olarak tampon 4 kullanilmistir.

Yapilan saflastirma deneylerinin basamaklarinda elde edilen
levansukraz enziminin indirgen seker DNS yontemine goére hesaplanan

aktvite degerleri ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 Verilen asamalardaki ortalama aktivite miktarlar1.

Ornek mM Glukoz Hacim (mL) Toplam Aktivite
/dakika (mM Glukoz
/dakika)
Uretim 11.354+1.004 382 4337.23
11 4.998+0.144 6.15 30.74
2.1 10.642+1.86 102.5 1090.81
2.2 3.958 £1.83 101.1 400.15
2.2.1 4.029+0.295 7.16 28.85
2.3 3.624+1.395 101.7 368.57
2.4 0.646+0.041 101.43 65.52
2.4.1 0.266:0.006 0.695 0.18

Aktivite degerleri karsilastirildiginda en  yiliksek aktivitenin
11.354+1.004 mM glukoz /dakika ile liretim sonrast oldugu ve bu degere en
yakin degerin saflagtirma asamasi 2.1 ile elde edilen levansukrazda oldugu
goriilmiistiir. Tampon 4 (2.4 ve 2.4.1) ile yapilan saflastirma sonrasi aktivite
tamamen kaybedilmistir. Aktivitenin yliksek oldugu kosullarda (tampon 1,

2.1) ise ileri saflastirma asamalarinda sonu¢ alinamamistir. Tezin ana hedefi



61

levansukraz enzimini en yiikksek saflik ve homojenlikte elde edip kristal
kosulunun arastirilmast oldugundan saflastirma aktivitenin olmadigir ancak
ileri saflagtirma basamaklarinda en iyi sonug¢ veren kosullarda (tampon 4)

gergeklestirilmistir.

4.3 Levansukraz Kristalizasyon Denemeleri

Makromolekiiler yapilar1 ¢ozmek ic¢in kullanilan deneysel tekniklerin
basinda Kkristalizasyon gelmektedir. Z. mobilis levansukrazinin kristalizasyonu
icin daha Once yapilan bir calisma olmadigindan kristalizasyon calismasi
deneme yanilma yontemiyle gerceklestirilmistir. Deneyler kristal yap1 elde
edebilmek icin farkli kristalizasyon plakalari (kosullar1), farkli saflastirma
asamalar1 ve sicaklik gibi parametreler degistirilerek tekrarlanmigtir.
Kristalizasyon denemelerinin bir kism1 EMBL- Hamburg’da bulunan SPC
(Sample Preparation and Characterisation) laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. EMBL-Hamburg SPC laboratuvarinda yapilan denemeler
Mosquito-LCP (ttplabtech) robotta (Sekil 4.15a) gergeklestirilmis ve The
RockImager-1000 (Formulatrix) sisteminde 19 °C’de depolanmus, O, 1, 3, 7,
14, 28, 56 ve 84. ginlerde goriintilenmistir. EMBL-Hamburg SPC

laboratuvarinda elde edilen damla gériintiilerden bazilar1 Ek-3’de verilmistir.

Sekil 4.15 (a) Mosquito-LCP (ttplabtech) kristal robotu. (b) Oturan damla plaka gorseli.
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Yapilan ilk deneme icin 2.4.1 saflasgtirma basamagindan g¢ikan
levansukraz kullanilmistir. Protein konsantrasyonu ultrafiltrasyon {initeleri
(Amicon 500, NMWCO 10 kDa) kullanilarak santrifugasyon ile 4.350 mg/mL
konsantrasyona getirilmis ve HH_QIAGEN_Classics-1l, HH_MD_Morpheus
HT-96, HH_QIAGEN Classics-l ve HH_QIAGEN _JCSG-Plus Kitleri
kullanilarak oturan damla (sitting drop) plakalar olusturulmustur.
Kristalizasyonun hangi kosulda basladigi, hangi fazda oldugu, kristal olusup
olusmadigt ya da c¢okelti goriliip gorilmedigi sonraki kristalizasyon
asamalar1 i¢in Onemlidir. Bu deneyde kristal olusumu gozlenmemis ancak

bazi damlalarda ¢okelti olusumu gozlenmistir (Ek-3).

Yapilan diger denemede saflagtirma basamagi 2.4.2’den ¢ikan
monomerik levansukraz kullanilmistir. Protein ultrafiltrasyon iiniteleri
(Amicon 500, NMWCO 10 kDa) kullanilarak santrifugasyon ile 10.684
mg/mL  konsantrasyona  getirilmis ve  HH_QIAGEN_Classics-II,
HH_MD_Morpheus Il_HT, HH_MD_Morpheus HT-96,
HH_QIAGEN_Classics-l ve HH_QIAGEN_JCSG-Plus Kitleri kullanilarak
oturan damla (sitting drop) plakalar olusturulmustur. Yapilan deneyde kristal
olusumu gozlenmemis ancak bazi damlalarda ¢okelti olusumu gozlenmistir (

Ek-3).

Bu sonuglar elde edildikten sonra yiiksek hacimde proteinle ve sallanan
damla yontemiyle kristalizasyon denemeleri yapilmistir. Saflagtirma basamagi
2.4.1 ile elde edilen levansukraz ultrafiltrasyon diniteleri (Amicon 500,
NMWCO 10 kDa) kullanilarak santrifugasyon ile 2.240 mg/mL
konsantrasyona getirilmis, laboratuvarda hazirlanan ¢ozeltiler rezervuar
cozeltisi olarak kullanilmig ve sallanan damla olacak sekilde plakalar
hazirlanmistir (Ek-4). Plakalar sicaklik kontrollii inkiibatorde (FRIOCELL
222 Cooling Incubatér) 16 °C’de bekletilmistir ve ilk hafta her giin daha
sonra haftada bir kez Euromex Nexius Zoom stereo mikroskop ile

g6zlenmistir (Sekil 4.16a).
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Saflastirma basamagi 2.4.2°den elde edilen levansukraz ile elde edilen
ultrafiltrasyon finiteleri (Amicon 500, NMWCO 10 kDa) kullanilarak
santrifugasyon ile 2.465 mg/mL konsantrasyona getirilmis, laboratuvarda
hazirlanan ¢ozeltiler rezervuar ¢ozeltisi olarak kullanilmig ve sallanan damla
olacak sekilde plakalar hazirlanmistir. Yine ayni basamaktan elde edilen
levansukraz ultrafiltrasyon {initeleri (Amicon 500, NMWCO 10 kDa)
kullanilarak santrifugasyon ile 2.118 mg/mL konsantrasyona getirilmis, hazir
alinan PACT Premier kristalizasyon kitinden segilen kosullar ile sallanan

damla olacak sekilde plakalar hazirlanmistir (Ek-4).

Saflagtirma 2.4.1 basamagindan elde edilen protein ultrafiltrasyon
initeleri (Amicon 500, NMWCO 10 kDa) kullanilarak santrifugasyon ile
2.430 mg/mL konsantrasyona getirilmis, daha Onceki plakalardan gozlenen
cekirdeklenme ile “streak seeding” yapilarak yeni plaka olusturulmustur (4 pl
¢ozelti + 4 ul protein) (EK-4).

(a) (b)

Sekil 4.16 (a) Laboratuvarda kullanilan Euromex Nexius Zoom stereo mikroskobu. (b)
Oturan damla plaka gorseli.

Yapilan denemeler sonrasinda  kristal elde edilememistir.
Kristalizasyona engel olan sebeplerden biri proteinlerin damla iginde

yapisinin bozulmasidir. Kisitli proteoliz deneyi ile proteinlerin esnek bolgeleri
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tespit edilebilir ve bu bolgeler ayrildiktan sonra kristal elde etmek miimkiin
olabilmektedir. Levansukraz enziminin kristalize olabilecek bdlgesini elde

etmek i¢in kisitli proteoliz denemesi yapilmasina karar verilmistir.

4.3.1 Levansukrazin Kisith Proteolizi

Globiiler proteinlerin diizensiz/esnek proteinlere gore daha kolay
kristalize oldugu bilinmektedir. Kisitli proteoliz proteinlerin esnek/diizensiz
bolgelerinin tespit edilmesi ve bu bdlgelerin elde edilmesi igin siklikla
kullanilan bir yontemdir (Kaplan-Turkoz et al., 2012). Saflastirma asamasi
2.4.1’den elde edilen levansukraz enzimi ultrafiltrasyon tiniteleri (Amicon
500, NMWCO 10 kDa) kullanilarak santrifugasyon ile yiiksek
konsantrasyona getirilmistir. Levansukraz Kiigiik miktarlarda tripsin ile ayri
ayr1 inkiibe edilmis ve degisik zaman araliklarinda alinan 6rnekler SDS-

PAGE jel elektroforez ile incelenmistir (Sekil 4.17).

50 kDa
40 kDa

(a)

50 kDa
40 kDa

(b)

Sekil 4.17 Tripsin proteolizi sonrasi drneklerin sds-page ile incelenmesi.

(a): 2 pg (b): 10 g tripsin, L: protein markorti 1: Tripsin eklenmeden 2: 0. saat 3: 10. Dk 4:
20.dk 5: 30.dk 6: 1.saat 7: 2.saat 8: gece boyu 9: bos.
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Sekil 4.18 Lsc yap1 modeli {izerinde tripsin proteolizi tahmini.

Proteoliz ile kesilecek bolgeler pembe, yapida kalacak bdlgeler mavi (beta yaprak) ile

gosterilmigtir.

Tripsin ile kesim sonrasi proteolize olmayan kararli en yiiksek molekiil
agirhiga sahip bolgeye bakildiginda molekiil agirliginin yaklasik 25 kDa
oldugu gortlmistiir (Sekil 4.17). Tripsin ile kesim sonrasi kararli bir bolge
elde edilmesi ve bu bdlgenin kristalize edilmesi distintilmiistiir. Tripsin
substrat spesifik bir enzimdir; arjinin ve lisin amino asitlerini takip eden peptit
baglarini keser (Olsen, et al., 2004). Bu bilginin 1s18inda ve elde edilen kararli
boélgenin molekiil agirligi da goz Oniine alinarak levansukraz yapr modeli
tizerinde tripsinin kestigi tahmin edilen bolgeler isaretlenmistir. Tripsin kesim
sonras1 yapinin ¢evre sarmallarinin ¢ogunun parcalanacagi ve geriye merkez
beta yapraklarin kalacagi ongorilmistiir (Sekil 4.18). Bakar ve Kaplan
Tiirk6z (2017) Z. mobilis levansukrazinin transfruktozilasyon aktivitesi i¢in
cevre sarmallarin kritik oldugunu 6nermislerdir. Sekil 4.18’de goriildiigii gibi
tripsin ile kesim sonucunda biiyiik ihtimalle ¢evre sarmallari i¢cermeyen

yapisal kararli bir parga olustugu ve bu boélgenin yapi ¢éziimiiniin enzimin
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fonksiyonu hakkinda bilgi saglamayacagi distniilmistir. Bu sebeple

calismalara devam edilmemistir.

Bu denemelerden sonra proteini koruyan ligandlar olup olmadiginin
tespit edilmesi igin fruktoz, sakkaroz, glukoz varliginda kisitli proteoliz
denmesi yapilmistir. Levansukrazin saflastirilmasinda monomer ve dimer
formunu ayirmaya etkisi goézlemlenen DTT varliginda da kisitli proteoliz
deneyleri yapilmistir. Metal iyonu varliginda kisith proteoliz deneyi igin
metal iyonun belirlenmesinde diyaliz sonrasi elde edilen 6rnek ile atomik
absorbsiyon steptroskopisi deneyi yapilmis ve ¢inko metali i¢in absorbans
farki gozlenmistir (veriler gosterilmiyor). Bu sonuca gore ¢inko varliginda
kisith proteoliz deneyi yapilmistir. %12 SDS-PAGE jel goriintiileri Sekil
4.19°da verilmistir.

1 mM Fruktoz

50 kDa
40 kDa

(a)

10 mM Sakkaroz

50 kDa
40 kDa

(b)



1 mM Glukoz
50 kDa
40 kDa
(c)
10 mM Cinko
50 kDa
40 kDa
10 mM Cinko
Kontrol
50 kD
40 kD

(d)



50 kDa
40 kDa

10 mM DTT

10 mM DTT

50 kD Kontrol

40 kD

(€)

Sekil 4.19 Farkli ligandlar varliginda tripsin proteolizi sonras1 rneklerin %12 SDS-PAGE ile
incelenmesi.

(@): 1 mM Fruktoz (b): 10 mM sakkaroz (c): 1 mM Glukoz (d): 10 mM ¢inko (e): 10 mM
DTT L: protein markori 1: Tripsin eklenmeden 2: 0. saat 3: 10. dk 4: 20.dk 5: 30.dk 6: 1.saat
7: 2.saat 8: gece boyu 9: bos. Kontrol deneyinde drneklere tripsin eklenmemistir.

Kisith proteoliz deneyinde, levansukraz enziminin reaksiyonlarinda
kullandig1 bilinen sakkaroz, fruktoz ve glukoz ligand olarak kullanilmistir.

Ancak bu ligandlar levansukrazi tripsin ile kesimden korumamistir (Sekil
4.19).

DTT varliginda gergeklestirilen kisith  proteoliz denemesinde
levansukrazin tripsin ile kesimine DTT nin herhangi bir etkisi gézlenmemistir
(Sekil 4.19¢).

Bu deneyin sonucunda 10 mM ¢inko varliginda levansukrazin tripsin ile
kesimden korundugunun tespit edilmistir. Cinkonun tripsinin inhibitori
oldugu bilinmektedir (Paul et al., 2006). Bu etkinin en aza indirilmesi i¢in
levansukraz ve ¢inko 30 dk karistiricida inkube edildikten sonra tripsin
eklenmis ve 10 dakika araliklarla 6rnekler alinarak incelenmistir. 10 mM

¢inko varliginda levansukrazin tripsin ile kesimden korundugu goriilmiis ve



69

icinde ¢inko ve diger metal iyonlar1 bulunan kristal tarama c¢ozeltileri ile

kristalizasyon denemeleri yapilmistir (Sekil 4.20). Ancak ¢inko igeren biitiin

kosullarda levansukrazin ¢okelti olusturdugu gézlenmistir (Sekil 4.21).

Magnezyum klorit
hekzahidrat, 0,1 M
HEPES pH 7.0

Kalsiyum klorit
hekzahidrat, 0,1 M
HEPES pH 7.0

0,01 M Cinko klorit,
0,1 M HEPES pH
7.0

Sodyum klorit, 0,1 M Tris
pH 8.0

M Amonyum klorit,
0,1 M Tris pH 8.0

%20 PEG 6000,2M |%20 PEG 6000, 0,2 M| %20 PEG 6000,0,2| %20 PEG 6000,0,2 M %I;CIJ(:IE: friol?l'o?;tz %20 PEG 6000, 0,01
Sodyum klorit, 0,1 M | Amonyum klorit, 0,1 |M Lityum klorit, 0,1 Magnezyum klorit dihidr:t 01M Cinko klorit, 0,1 M
Sodyum asetat pH | M Sodyum asetat pH | M Sodyum asetat |hekzahidrat, 0,1 M Sodyum Sodyum a'se’tat H Sodyum asetat pH
5.0 5.0 pH 5.0 asetat pH 5.0 v 50 P 5.0
%20 PEG 6000,0,2 M %2?(::;6 usr(r]\OIS:)(rJi'tz M %20 PEG 6000, %20 PEG 6000,0,2 M %20 PEG 6000,0,2 | %20 PEG 6000, 0,2
Amonyum klorit, 0,1 hekzah“irdrat 01M 0,01 M Cinko klorit, Sodyum klorit, 0,1 M M Amonyum klorit, [ M Lityum klorit, 0,1
M MESpH 6.0 MES pH'G 0 0,1 M MES pH 6.0 HEPES pH 7.0 0,1MHEPESpH 7.0 M HEPES pH 7.0
%20 PEG 6000, 0,2 M (%20 PEG 6000, 0,2M) _ %20 PEG 6000, %20 PEG 6000,0,2 M %20 PEG 6000, 0,2 | %20 PEG 6000, 0,2

M Lityum klorit, 0,1
M Tris pH 8.0

%20 PEG 6000,0,1M
Magnezyum klorit
hekzahidrat, 0,1 M

Tris pH 8.0

%20 PEG 6000, 0,2 M
Kalsiyum klorit
hekzahidrat, 0,1 M
Tris pH 8.0

%20 PEG 6000,
0,01 M Cinko klorit,
0,1 M Tris pH 8.0

%20 PEG 3350,0,2M
Sodyum nitrat

%20 PEG 3350, 0,2
M Sodyum asetat
trihidrat

%20 PEG 3350,0,2
M Sodyum siilfat

Sekil 4.20 Cinko ve diger metal iyonlari igeren kristalizasyon plakasi.

%20 PEG 6000,
0.01 M Cinkoklorit,

0.1 M HEPES pH 7.0

3. giin

%20 PEG 6000,
0.01 Cinko klorit,

0.1 M Sodyumasetat pH 5.0
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%20 PEG 6000,
0.01 M Cinko klorit,

0.1 M Tris pH 8.0

Sekil 4.21 Levansukraz kristalizasyon damlalari 0. ve 3. giin mikroskop goriintiileri. Damla

ve reservuar icerikleri verilmistir.

Yapilan denemeler sonrasinda ¢inko varliginda levansukrazin g¢ékelti
olusturdugu gdézlemlenmistir. Bu cokelti igerisinde molekiillerin yiizeyleri
birbiri iizerine gelerek tripsinin ulagsmasini engellemis ve bu sebeple de ¢inko
varliginda molekiil tripsin ile kesimden korunmus olabilir. Ancak g¢okelti
yapilardan kristal elde etmek beklenmediginden ¢inko kosullart ile

denemelere devam edilmemistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak ¢inkonun proteinlerin bir arada durmasini
saglayan mekanizmaya etki ederek proteinleri bir araya getirdigi ve agregat
olusumuna sebep oldugu diisiiniilmektedir. Goldman ve ark. (2008) yaptiklari
calismada levansukrazin pH azaldik¢a (pH 6.0’dan diisiik degerler) yiiksek
molekiler agirlikli  oligomerlere doniistigiini  bildirmiglerdir.  Cinko
varligiminda pH degerine bagli olarak c¢okelmeye benzer sekilde yiiksek

molekiil agirlikli oligomer olusumunun gerceklestigi diistiniilmektedir.

Z. mobilis levansukraz enzimi izerine yapilan g¢ok¢a c¢alisma
bulunmasina ragmen yalnizca (Yanase et al., 1992) amonyum siilfat iceren
kosulda igne seklinde kristal goriildiigiinii bildirmis ancak giinlimiizde hala Z.
mobilis levansukraz enziminin yapisi ¢oziilememistir. Bu sonug¢ difraksiyon
denemelerinde kullanmak i¢in uygun kristali elde etmenin zorlugunu
kanitlamaktadir. Kristal eldesi yiizey gerilimi, tampon kosullari, stabilite,

protein yapist, saflik-homojenlik degeri gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir.
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Ayrica literatiirde yapisi globiiler olmasina karsilik kristalizasyona direncli

proteinler oldugu da belirtilmektedir (Dale et al., 2003).

4.4 Ham Levansukraz ile Levan Uretimi

Levansukraz enziminin levan iretim aktivitesinin incelenmesi igin

iiretim sonrasi elde edilen ham levansukraz kullanilmistir.

44,1 Levansukrazin Elde Edilmesi

Enzimin elde edilmesi i¢in hem santrifugasyon hem de filtrasyon
yontemleri denenmistir. Bu yoOntemlerle elde edilen levansukraz levan
tiretiminde kullanilmis ve 400 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
filtrasyon sonrasi alt fazda 1.76 ve santrifugasyon sonrasi iist fazda 1.66
olarak bulunmustur. Bu degerler birbirine olduk¢a yakindir ve santrifugasyon
filtrasyona gore daha kolay ve hizli yontem oldugu icin santrifugasyon ile

elde edilen levansukraz ile deneylere devam edilmistir (Sekil 4.22).

Levan Uretimi

o o
SN e W
NG W @

0,15 M Santrifugasyon

, Filtrasyon
o [ iHH
L 4
0

30 45 60 90 120 150 180 210 240
Siire (dakika)

Absorbans (400 nm)
=]
=

Sekil 4.22 Santrifugasyon ve filtrasyonla elde edilen ham levansukrazin 25 °C’de levan

iretimi.
4.4.2 Levan Uretim Siiresi ve Sicakhig

Levansukrazin levan iiretme aktivitesi i¢in farkli siire ve sicaklik
denemeleri gergeklestirilmistir. Yapilan zimogram deneyi ile Z. mobilis

levansukrazinin levan aktivitesinin oldugu gorilmustir (Sekil 4.23a).
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Levansukrazin {irettigi levanin artan siire ile levan tiretiminin arttigi ve 25
°C’de 15 °C’ye gore daha yiiksek levan tirettigi bulunmustur (Sekil 4.23b ve
Sekil 4.23c).

72 kDa
55 kDa

36 kDa .

~—
&

Levan Uretimi

0,45 -
04
0,35
03
0,25 -
0,2 -

0,15 -
01 |
0,05
N |

0 90 120 240
Siire (dakika)

Absorbans degeri (400nm)

(b)

Levan Uretimi

-

m15°C
" 25°C

Absorbans (400nm)
oooo

-

onN >0 ®

0 30 45 60 90 120 150 180 210 240 1200 1440
Siire (dakika)

(©)

Sekil 4.23 Ham levansukraz ile zimogram analizi ve levan tiretimi.

(a) zimogram analizi L: Protein Ladder 1: 6rnek. Levansukraz bandi yildiz ile isaretlenmistir.

(b) farkli zamanlarda (c) farkli sicakliklarda levan tiretimi.



73

4.4.3 Levan Uretimine Iyonik Yiik, EDTA ve Metal iyon Etkisi

Levansukrazin levan {iiretme aktivitesi igin uygun siire ve sicaklik
belirlenmis ve diger denemeler bu siire ve sicaklikta gerceklestirilmistir. Tlk
olarak farkli konsantrasyonlarda NaCl varlifinda reaksiyonlar gerceklesmis
ve artan NaCl konsantrasyonunda levan {retiminin azaldig goriilmiistiir
(Sekil 4.24). 500 mM NacCl igeren kosulda levan tiretimini gosteren bulaniklik
degerinde %18.5’luk bir azalma tespit edilmistir. FElde edilen bu sonug
literatiirde yapilan ¢alismalar ile farklilik gostermektedir. Gluconacetobacter
diazotrophicus SRT4 levansukraziyla 30 °C’de 0.1 M sakkaroz varliginda
gergeklestirilen bir ¢alismada artan NaCl konsantrasyonu ile (0-1.2 M) levan
tiretiminin arttig1 bildirilmistir (Trujillo Toledo et al., 2004). Z. mobilis 113 S
levansukrazi kullanilarak yapilan bir bagka c¢alismada 0.4 M NaCl
konsantrasyonun levan iiretimini 1.2 kat arttig1 gosterilmistir (Vigants et al.,
1998). Literatiir ile karsilastirildiginda goriilen bu farkliligin sebebi, enzim
dretimi i¢in kullanilan mikroorganizma tiirlerinin farkliligi ve levan iiretimi

gerceklestirilen diger parametrelerin farklilig1 olarak agiklanabilir.

Levan Uretimi

0 100 200 300 400 500

NaCl konsantrasyonu (mM)

Absorbans (400nm)
e o o o Lt ol
N = o 00 - ~N E (<))

o

Sekil 4.24 25 °C’de 24 saat boyunca gerceklestirilen levan reaksiyonlarimin farkli NaCl

konsantrasyonlarinda 400 nm absorbans degeri.

Farkli konsantrasyonlarda EDTA varliginda reaksiyonlar yapilmis ve
levan aktivitesinin ImM ve 10 mM EDTA varliginda sirasiyla %7 ve %18.5
azaldig1 gorilmiistiir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 25 °C’de 24 saat boyunca gerceklestirilen levan reaksiyonlarinin farkli EDTA

konsantrasyonlarinda 400 nm absorbans degeri.

EDTA varliginda gergeklestirilen denemede 10 mM EDTA varliginda
goriilen azalma Z. mobilis levansukrazinin levan iiretmesi i¢in metal
iyonlarina ihtiya¢ duyabilecegini gostermektedir. Buna gore levan iiretim
deneyi farkli metal iyonlar1 varliginda tekrarlanmis ve 10 mM MgCl,, KClI,
(NH4)2S04, CaClz ve ZnS04.7H20 iyonlart varliginda levan iretiminde bir
diistis goriilmiis ancak MgCl> varligindaki aktivitedeki diisiis digerlerine gore
daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.26).

Levan Uretimi

1,4
1,2

1
08 -
0,6
0,4
0,2

Kontrol 1 MgCl2 Kcl (NH4)2504  CaCl2 Kontrol 2 ZnS04.7H20
Metal iyonlan (10 mm)

Absorbans (400 nm)

Sekil 4.26 25 °C’de 24 saat boyunca gerceklestirilen levan reaksiyonlarinin farkli metal

iyonlar1 varliginda 400 nm absorbans degeri.

Metal iyonlar1 ile gergeklestirilen denemelerde kontrol iiretimine gére
MgCl> igeren reaksiyon %68.2, KCI iceren reaksiyon %93.52, (NH4)2SO4
iceren kosul %85.05, CaCl. ile hazirlanan reaksiyon %79.44 ve ZnSO4.7H,0
iceren kosulun %94.77 verimle gerceklestigi goriilmiistiir.
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4.4.4 Ham Levansukraz ile Levan Uretim Verimi

Levansukrazin levan iiretme verimi 400 nm’deki absorbans ile levan
standart egrisi kullanilarak 62.42 +0.28 g/L levan hesaplanmistir. Elde edilen
bu deger literatiirde yapilan ¢alismalar ile karsilastirildiginda yiiksektir. Z.
mobilis ile yapilan bir ¢alismada 100 mM sodyum asetat pH 5.0 tamponda 0.5
M sakkoz ile gerceklestirilen reaksiyon 15 °C’de 9 saat inkiibe edilmis ve
sonug olarak 53 g/L levan elde edildigi bildirilmistir (Chiang et al., 2009). Z.
mobilis kullanilarak gerceklestirilen baska bir ¢alismada 50 mM asetat pH 5.0
tamponda %20 sakkaroz ile 0 °C’de 70 saat inkiibasyon gergeklestirilmis ve
sonug olarak 50 g/L levan elde edildigi bildirilmistir (Belghith, 1996).

Levan tretim denemelerinin sonucu olarak Z. mobilis NRRL B-14023
hicrelerinden iretilen levansukraz enziminin levan tUretim aktivitesi
gosterilmistir ve belirlenen tretim siiresi ve sicaklikta ortalama 62.42+0.28

g/L levan tiretimi gergeklestirilmistir. (S6zgen vd., 2018).
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5. SONUC

Bu ¢alismada Z. mobilis NRRL B-14023 hiicreleri kullanilarak hiicre
dis1 salgilanan levansukraz enziminin iretimi gergeklestirilmis, tretilen
enzimin kullanilarak saflastirma kosullar1 ¢alisilmis ve saf enzimin farkli
formlar1 elde edilerek kristalizasyon kosullart aragtirilmistir. Yine ayni enzim
kullanilarak levan {retim deneyleri gerceklestirilmis, iretime etki eden

faktorler incelenmistir.

Z. mobilis NRRL B-14023 hiicreleri ile yapilan fermantasyon
sonrasinda levansukraz enziminin hiicre disina salgilanan temel protein
oldugu belirlenmis ve bu proteini saflastirma c¢aligmalar1 yapilmistir.
Saflagtirma i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme, farkli tampon ve pH degerleri ile
anyon degisim kromatografisi gibi yontemler denenmis, enzimin farkl
kosullarda davranisinin degistigi tespit edilmistir. Aktivitesinin en yiiksek
goriildiigii tampon olan 22 mM sitrat-fosfat pH 5.4 gibi diisiik pH degerine
sahip tamponlarda iyon degisim kolonlarina baglanmadig1 goriilmiis ve bunun
sebebinin enzinim oligomerik formda bulunmasi oldugu diistiniilmiisiir.
Bunun {izerine enzimin monomerik formunun eldesi i¢in farkli tampon ve pH
degerleri denenmis en uygun kosul olarak 100 mM Hepes pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1 mM DTT tamponu bulunmus ancak bu kosulda da enzim aktivitesi
kaybolmustur. Bulunan optimum kosulda enzimin monomerik formu elde
edilmis ve bu proteinin kristalizasyonu denenmistir. Yapilan kisitli proteoliz
deneylerinde levansukrazin ¢inko varliginda tripsin ile proteolize direncli
oldugu goriilmiis ve ¢inko igeren reservuar c¢ozeltileri ile de Kristalizasyon
denemeleri yapilmistir. Laboratuvar kosullarinda el ile hazirlanan tarama
cozeltileri ya da EMBL Hamburg’da robot ile hazirlanan tarama
¢ozeltilerinde ¢ok sayida kristalizasyon kosulu denenmesine karsilik enzim
kristalize edilememistir. Tez ¢alismasinda kristal elde edilememis olmasina
ragmen Z. mobilis NRRL B-14023 hiicreleriyle elde edilen levansukraz
enziminin iiretimi, saflastirma stratejisi, depolama kosullari, monomerik veya
dimerik form eldesi, proteolize direngli olan kosullarin bulunmasi gibi

enzimin birgok biyokimyasal 6zelligi tespit edilmistir.
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Tezin diger bir boliimiinde Z. mobilis NRRL B-14023 hiicrelerinden
iretilen levansukraz enziminin levan aktivitesi tizerine deneyler yapilmistir.
Z. mobilis NRRL B-14023 hiicrelerinden iiretilen levansukraz enziminin
levan iiretim aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Yapilan deneylerde
levansukrazin levan aktivitesi i¢in optimum sicaklik ve siire 25 °C ve 24 saat
olarak bulunmustur. Levan iiretimi gerceklestirildikten sonra iiretime etki
eden faktorler arastirlmig ve NaCl konsantrasyonun artmasi ile levan
tiretiminde azalma oldugu, 10 mM EDTA ve MgCl; varliginda da levan

iiretim aktivitesinin azaldig1 gorilmiistir.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Z. mobilis NRRL B-14023 levansukrazi
kullanilarak sentetik ortamda FOS iiretilebilecegi gosterilmistir (Erdal, et al.,
2017). Yine Z. mobilis NRRL B-14023 levansukrazi ile yapilan ¢alismada in
situ olarak meyve sularinda FOS iiretilebilecegi gosterilmistir (Tastan, et al.,
hakem degerlendirmesinde). Yapilan tez caligmasinda da Z. mobilis NRRL B-
14023 levansukrazi kullanilarak levan tiretimi gerceklestigi gosterilmistir. Bu
sonuglar ile birlikte bu tez calismasinda kristalize edilip li¢ boyutlu atomik
yapist tahminlenmek istenen Z. mobilis NRRL B-14023 hiicrelerinden
tiretilen levansukraz enziminin diger levansukraz enzimlerinden farkli olarak
ikili aktivite gosterdigi kanitlanmistir. Atomik yapisinin ¢dziilmesi ile bu ikili
aktivitenin molekiiler diizeyde mekanizmast anlasilacagindan ve protein
miihendisligi yontemleri ile aktiviteleri gelistirebileceginden 6nemi biiyiiktiir.
Ilerleyen galigmalarda bu tezde tespit edilen biyokimyasal 6zellikler 1s1ginda

levansukrazin kristalizasyonu i¢in denemeler yapilmasi onerilmektedir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitim siirecimde bilgi birikimini paylagmay1
esirgemeyen, akademik konularda destegini, sabrin1 ve yol gostericiligini
stirekli hissettigim, her soruma ve sorunuma sabirla cevap veren; bilimsel
olarak bu kadar farkli ve iilkemizde calismasi zor konuda ulusal ve
uluslararas1 imkanlar1 benimle her firsatta paylasan ¢ok degerli danigsman
hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi Burcu KAPLAN TURKOZ’e sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimi incelemeye zaman ayirdiklart ve yaptiklart katkilar i¢in tez
savunma sinavi jiiri tiyelerim Saym Prof. Dr. Zehra SAYERS ve Prof. Dr.
Yekta GOKSUNGURa tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismamin bir pargasi oldugu TUBITAK 2140174 numarali
projede yer alan Saym Prof. Dr. Yekta GOKSUNGUR ve Sayin Prof. Dr.
Taner BAYSAL’a tesekkiir ediyorum.

Bu tez swrasinda beni Almanya-Hamburg’da bulunan EMBL
laboratuvarina kabul edip, bilgi birikimini benimle paylasarak tezime yaptigi
katkilardan dolayr Rob MEWNERS’e; calismamiza deger verip INext
programlarina kabul eden Instruct’a ve 2140174 numarali projemize
desteklerinden dolay1 TUBITAK ’a tesekkiir ediyorum.

Her zaman yanimda olarak bu zorlu yiiksek lisans siirecinde arkamda
yaslanacak bir dag olustuklari, beni bu giinlere getirdikleri ve desteklerini
higbir konuda higbir zaman esirgemedikleri icin annem Fetanet SOZGEN ve
babam Metin SOZGEN’e minnetlerimi sunuyorum. Ve bana Izmir’deki ailem
olan her zaman destegini en igten hissettigim, bu zorlu siirecte her kosulda

yanimda olan Mehmet Ata ERCETIN e cokea tesekkiir ediyorum.
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Bilimde var olmamizi saglayan, yaptiklar1 ve gosterdigi yol ile bu tezi
yazabilmeme olanak veren, {ilkemizin kurucusu Sayin Gazi Mustafa Kemal

ATATURK ’e sevgi, minnet, saygi ve siikranlarimi sunuyorum.

Her ihtiyacim oldugunda yardim eden, bilmediklerimi 6grendigim ve
birlikte deneyerek yeni yollar buldugumuz Biyotek Lab ekibine; Berna
ERDOGAN, Dicle Dilara AKPINAR, Bahar BAKAR, Ceren OZER ve Ozge
Tastan’a tesekkiirlerimi sunuyorum. Yine bu tezin bir kismini bitirme tezinde

birlikte ilerlettigimiz Gok¢enaz OZDOGAN’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans stirecinde desteklerini her zaman yanimda hissettigim,
her derdimde, zorlugumda yanimda olan canim arkadaslarim Merve CAKIR

ve Sinem CAKIR’a sonsuz tesekkiir ederim.
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