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OZET

TERMOFILIK BiR AKTINOMISET OLAN Thermobifida fusca
EFTS 7A SUSUNDAN SELULAZ GENININ KLONLANMASI VE
REKOMBINANT PROTEINININ URETILMESI

VAR, Gizem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal

Tez Danismani: Prof. Dr. ismail KARABOZ

Haziran 2019-Temmuz 2019, 142 sayfa

Bu tezde, Izmir Eski Fog¢a’da bulunan, bir mantar ¢iftligi kompostundan
elde edilen bir izolat kullanilmistir. Bu izolatin, ekstraseliiler seliilaz ve ksilanaz
iiretim kapasiteleri, Kongo Red ve Gram Iyodiir gibi tarama metodlar1 ile
modifiye Thermoactinomyces besiyerinde belirlenmistir. Izolatin tanilanmasi, 16S
rRNA gen bolgesine gore yapilmis ve Gen Bankasi’ndaki baz dizisi ¢akismasina
gore Thermobifida fusca EFTS 7A olarak adlandirilmistir. Ekstraseliiler seliilaz,
B-glukosidaz ve ksilanaz aktiviteleri spektrofotometrik yontemle Olgiilmiistiir.
Enzimlerin optimum aktivite gosterdigi kosullar, ¢esitli pH ortamlari, farkli
karbon, organik ve inorganik azot kaynaklar1 denenerek tespit edilmistir.
Optimum sartlar altinda en yiiksek seliilaz aktivitesi avicel varliginda 7.giinde
230,6 U/L ve en yiiksek ksilanaz aktivitesi ise ksilan varliginda 7.giinde 1350,6
U/L olarak ol¢iilmiistiir. En yiiksek B-glukosidaz aktivitesi, gliserol ve sellobiyoz
iceren ortamda 6.giinde 203,3 U/L olarak belirlenmistir. Klonlanmasi diisiiniilen
seliilolitik gen bolgesi, genomu olusturulmus Thermobifida fusca Y X aktinomiseti
baz alinarak belirlenmistir. Segilen bolge, Tfu_0901 (cel5A) olup bir
endoglukanazdir. Klonlama ¢aligmalarinda kullanilacak kit i¢erigine uygun primer
cifti tasarlanmistir. Bu gen bolgesi PZR araciligiyla izole edilmis ve jelden
ekstraksiyonu yapilarak saflagtirilmistir. Saflastirilan bu PZR {riinii dizi analizine
gonderilmis ve diziler veritabanlari ile karsilastirilarak PZR iiriiniiniin ilgilenilen
gen bolgesi oldugu belirlenmistir. Klonlama i¢in, gen bolgesi cel5A ve pKLAC?2

vektori restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir. Kesim tiriinleri saflagtirilip
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ligasyon iglemi gerceklestirilrerek pKLAC2 vektoriine aktarimistir. Plazmit lineer
ekspresyon kaseti olusturmak i¢cin BstXI ile kesilmis ve kompotent
Kluyveromyces lactis GG79 hiicrelerine transforme edilmistir. Petriler 5mM
asetamid iceren YCB agar ortaminda inkiibe edilmis ve zayif koloni gelisimi
gozlenmistir. DNS yontemi ile yapilan rekombinant seliillaz aktivite 6lgiimlersi,

2.glinde 50,4 U/L ve 3.giinde 44,7 U/L olarak 6l¢iilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik aktinomiset, seliilaz, primer, PZR,

restriksiyon enzimi, klonlama



ABSTRACT

CLONING OF CELLULASE GENES FROM Thermobifida fusca
EFTS 7AWHICH IS A THERMOPHYLIC ACTINOMYCES
AND PRODUCTION OF ITS RECOMBINANT PROTEIN

VAR, Gizem

MSc in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Ismail KARABOZ

June 2019-July 2019, 142 pages

In this thesis, an isolate obtained from a mushroom farm compost situated
in Izmir Eski Foca was used. The extracellular cellulase and xylanase production
capacities of these isolates, were determined with methods such as Congo Red
and Gram’s lodine in modified Thermoactinomyces medium. Identification of the
microorganism was done by its 16S rRNA gene sequencing and it was named
Thermobifida fusca EFTS 7A according to the GeneBank sequence comparison
studies. Activities of extracellular cellulase, beta glucocidase and xylanase were
measured spectrophotometrically. The optimum activity conditions of enzymes
were designated by experimenting different carbon, organic, inorganic nitrogen
sources and various pH areas. Under optimum conditions, the highest cellulase
activity within the presence of avicel on 7th day measured as 230,6 U/L and the
highest xylanase activity within the presence of xylan on the 7th day measured as
1350,6 U/L. The highest B-glucosidase activity has been determined as 203,3 U/L,
in an environment that contains glycerol and cellobiose. The cellulolytic gene
region to be cloned is designated based on the Thermobifida fusca YX
actinomycete which its genome was sequenced. The depicted region
tfu_0901(cel5A) is an endoglucanase. A primer couple is designed accordingly to
be used in the kit which was used in cloning processes. This gene region was
isolated via PCR and was purified by extracting from gel. This purified PCR
product was sent to DNA sequence analysis and the sequences were compared to

sequences in databases so that the region was proven the significant region of



PCR. The gene region cel5A and pKLAC2 vector were cut off with restriction
enzymes and both products were purified again. The PCR product was transferred
to pKLAC2 vector, by performing ligation process. In order to form linear
expression cassette, the pKLAC2 vector was cut by BstXl enzyme. The linear
expression cassette was transformed to the compotent Kluyveromyces lactis GG79
cells. The recombinant cellulase activity measurements performed via DNS
methodology were calculated as 50,4 U/L on 2" day and 44,7 U/L on 3' day.

Keywords: Thermophilic actinomyces, cellulase, primers, PCR, restriction

enzymes and cloning
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ONSOZ

Fosil yakitlarn yakin gelecekte tiikenecegi gercegi, yenilenebilir ve
temiz enerji kaynaklarmm gelistirilmesine yonelik calismalar1 ivmelendirmistir.
Biyoyakit {iretimi gibi yenilenebilir enerji kaynaklarinin, gelistirilmesi
asamalarinda ve bir¢ok biyoteknolojik alanda kritik noktalar1 olusturmalari
nedeniyle enzimler Onemlerini her gecen giin arttrmaktadirlar. Bu gibi
potansiyelleri nedeniyle, danisman hocam saym Prof. Dr. Ismail Karaboz ve
degerli hocam Dog¢. Dr Ali Kogyigit tarafindan, bir mantar ¢iftligi kompostundan
izole ettigimiz, tanimladigimiz Thermobifida fusca EFTS 7A aktinomistenin
seliilaz kapasitesinin taranmasi, aktivitelerinin ol¢iilmesi ve ilgili gen bolgesinin

klonlanmasina karar verilmistir.

Tez ¢ahgmam, Ege Universitesi Bilimsel Arastrma Proje
Koordinatorliigii’niin 2012 FEN 002 nolu projeye sagladigi fon tarafindan finanse
edilmigtir. Stire¢ boyunca, malzeme teminininden uygulamalarm bitimine dek
gerceklestirilen tiim asamalar bana, bilimsel ¢aligma temellerinin nasil kurulacag,
ilerleyecegi ve gelistirilecegi hakkinda etkin bir altyap: olusturmustur. Bu temel
sayesinde elde edilen verilerin, katma deger tasiyan siire¢lerin zemini olusturarak

sonraki basamaklar i¢cin degerli katkilar saglayacagini umut ediyorum.

[ZMIR
12/07/2019

Gizem VAR
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1. GIRIiS

Giiniimiizde, enerji tiikketiminin % 80’ninden fazlasinin fosil yakitlara bagl
oldugu kabul edilmektedir (Guo et al., 2010a). Bitki biyomasi, H.O, CO> ve
giines enerjisi araciligiyla fotosentezlenen diinya iizerindeki en Onemli ve
yenilenebilir enerji rezervidir (Tetsuya et al., 1997). Insan popiilasyonunun hizl
artig1, fosil yakit rezervlerinin sinirlt olmasi ve tilkenmeye baslamasi, artan petrol
fiyatlar1 ve kiiresel 1sinma gibi nedenler bu 6nemli enerji rezervinin biyolojik
prosesler araciligiyla etkili kullanimlarimi 6nemli bir kilit noktasi haline

getirmistir.

Yenilenebilir, 6nemli bir kullanim alani bulunmayan ve ucuz hammadde
kaynag1 olan tarmmsal atiklar, lignoseliillozik biyomasin biiyiik bir oranini
olusturur. Bu yenilenebilir kaynaklar; bitkinin misir kogani, piiskiilii gibi sap,
govde ve yaprak kisimlari, seker pancari kiispesi, piring samani, piring dis
kabugu, talag ve orman atig1 gibi rezervler olabilmektedir. Bununla birlikte kagit
hamuru endiistriyel atiklari, belediyeye ait seliillozik atiklar, kagit fabrikalarinin
sulu camur atiklar1 ve biyoyakit {iretimi i¢in tarimi yapilan Miscanthus sp. gibi

enerji bitkileri 6nemli karbon depo kaynaklaridir (Sadhu and Maiti., 2013).

Bitki hiicre duvarmin kompleks yapisi temel olarak, hemiseliiloz ve lignin
ile sikica baglanmig seliiloz fiberlerinden olusmaktadir. Seliiloz, bitki
biyokiitlesinin ana bileseni olup dogada en yiliksek oranda bulunan polimerdir.
Her yi1l, bitkiler yaklasik 10*! ton seliiloz iiretmektedirler. Dogada seliiloz, 20000-
25000 arasinda B-D-glukoz {initesinin, 1,4-B-glukosid bagiyla baglanmasi sonucu
olusan linear bir polimerdir. Selillozun degradasyonu, farkli farkli seliilolitik
enzimler araciligtyla kompleks bir interaksiyon ile gerceklestirilmektedir. Temel
olarak, endoglukanaz (EC 3.2.1.1.4), ekzoglukanaz (EC 3.2.1.91) ve B-glukosidaz
(EC 3.2.1.21)’ i igeren {i¢ enzim tipinin, seliilozu B-glukoz birimlerine ¢evirdigi
kabul edilmistir (Lynd et al., 2002). Aerobik seliilolitik mikroorganizmalardan
elde edilen kapsamli veriler, seliilozun endoglukanaz ve ekzoglukanaz
enzimlerinin araciligiyla, sellobiyoza kadar parcalandigim1 ve ardindan [-
glukosidaz enziminin ise sellobiyozu, glukoz birimlerine parcaladigini
desteklemektedir (Zhang et al., 2004).



Fosil yakitlarmin sinirli depolari, artan teknoloji ile birlikte ciddi tehlike
olusturan bir oranda tiiketilmektedir. Ayrica fosil yakitlarinin kullanimi, kiiresel
iklim degisikligi, petrol fiyatlarinin artisina neden olmakla beraber dengesiz ve
giivenilmez bir seyir izleyen petrol kaynaklarina kars1 bir endise olusturmaktadir.
Bu gibi nedenlerden dolay1 yesil enerji iiretimi igin yenilenebilir kaynaklarin
kullanilmast ve {iretim sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ciddi bir talep
olusturmustur. Kanada yenilenebilir yakit standardi, 2010 yilina kadar benzin
igerisindeki etanol miktarim1 %5’ e, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma
Birimi 2009°a kadar etanol oranmi %10.21° e, Brezilya ise %25’ e kadar

arttrmistir.

Seliilazlar, diinya genelindeki endiistriyel enzim taleplerinin %8’ ini
olusturmaktadir. Seliilaz piyasasi seliilazlarin 6n-isleme tabi tutulmus seliilozik
hammaddelerin sekerlere hidrolizlenmesi, bunlarin genis capli biyobazli {iriinlere
ve biyoetanole fermente edilebildiginde bu talebin ciddi bir oranda artacagi
diistiniilmektedir. ABD, seliilaz pazarmin her yil yaklagik 400 milyon $ artacagini
ongormistiir (Zhang et al., 2006). 2004-2014 yillar1 arasinda seliilaz kullaniminin
yaklagik olarak %100 artacagi belirtilmistir. Genencor ve Novozyme Biotech gibi
biyoteknoloji kuruluslari, seliilozun etanole prosesi i¢in seliilaz maliyetinin, bir
galon etanol i¢in 5.40%° dan yaklasik olarak 20 sente diistiigiinii agiklamislardir.
Bu azalis miktarmin saglanmasinda iki ana stratejinin: 1) Strain gelistirilmesi
(alternatif indiikleyici sistemler olusturulmasi ve daha ucuz substratlarin temin

edilmesi) ve 2) Seliillaz enzim performansinin iyilestirilmesinin énemli oldugu

belirtilmistir (Sadhu and Maiti., 2013).

Biyoyakit liretimine ek olarak, seliilazlar; sentetik kimya, tekstil, gida, kagit

ve kagit hamuru ve yem endiistrisi gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Seliilazin farkli kullanim alanlarinin bulunmasi, ¢esitli sanayi kuruluslar1
i¢in 6nemini arttirmigtir. Rekombinant itiretimini yapacagimiz seliilaz ve ksilanaz
gibi enzimlerin endiistri kollarinda, o6zellikle seliilozik biyomastan elde edilen
biyoyakitlar alaninda gergeklestirilecek caligmalara katki  saglayacagini

diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1  Lignoseliiloz Yapisi ve Lignoseliilozik Maddeler

Lignoseliilozik materyaller, biyoetanol iretimi i¢in diinyadaki en Onemli
yenilenebilir kaynaktir (Perlack et. al., 2005). Kaynak olarak kullanilan bu
hammeddeler, yapilari, kompozisyonlar1 ve orjinleri bakimindan birka¢ grup
icermektedir. Bu kaynaklar, orman {riinleri materyalleri (yumusak ve sert
odunsular), tarimsal {irin atiklari (ana tarimsal kaynak atiklari, gida olarak
kullanilmayan ekinler, ¢im, enerji bitkileri), sehir ve endiistriyel kaynakli atik

materyallerdir (Hu et. al., 2008; Cardona et. al., 2009).

Lignoseliilozik materyaller temel olarak, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin gibi
i¢ ana polimerden olusmaktadir. Bu ti¢ polimer disinda, farkli yiizdelerde pektin,
nigasta, proteinler, farkli ekstraktlar ve regineli materyalleri de icermektedir.
Lignoseliilozik yapinm bilesiminde; %20-35 hemiseliiloz, %10-15 lignin ve %35-
50 seliilloz bulunmaktadir (Wyman 1994; O’Dwyer, 2005). Seliilloz, glukoz
monomerlerinin, B-1,4-glikosid bag: ile baglanmasi sonucu olusmustur. Ayrica,
lignoseliilozik biyomasin ana bilesenini olusturmaktadir. Seliilloz polimeri, kuru
agirligin % 40-60’mdan sorumludur (Gnansounou, 2008). Hemiseliiloz, heterojen
yapili bir biyopolimerdir. Yapisinda; 5 C’lu pentoz sekerler, 6 C’lu heksoz
sekerler ve seker asitleri bulunmaktadir (Saha, 2003). Secliiloz, hemiseliilozdan
daha yiiksek molekiiler agirligma sahip bir biyopolimerdir. Hemiseliilozda, kisa
yan dallanmalarimin bulunmasi ve diizensiz seker zincirlerinin varligi seliillozdan
farkli olmasinin en dnemli nedenleridir. Amorf yapidaki morfolojisinden dolay1

hemiseliiloz daha kolay hidrolize olabilir ve suda ¢6ziinebilir.

2.1.1 Lignin

Lignin, selilloz ve hemiseliiloz fiberlerini c¢evreleyen dogada en bol
bulunan aromatik polimerlerden biridir. Yiiksek bitkilerin hiicre duvar yapisinda
bol miktarda bulunmaktadir. Ligninin ana yap1 taslari, tirozin ve fenilalanin gibi
aromatik aminoasitlerdir. Bu yapilar ise; kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil
alkol gibi fenilpropen alt birimlerine doniistiiriiliir (Miinir T., 2009). Her ne kadar

seliiloz ve lignin selillozlu maddelerin asil bilesenlerinden olsalar da bunlarin



kimyasal 6zellikleri tamamen farklidir. Bitkilerde lignin, seliiloz liflerini ¢evreler.
Hiicre duvarmi giiglendirir ve bitkilerin patojenlere karsi daha direngli olmasina

yardimci olur (Perez et al., 2002).

Cizelge 2.1 Bazi tarimsal kaynaklarmn ve atiklarin lignoseliiloz icerikleri (Jorgensen et al., 2007)

Lignoseliilozik Seliiloz (%) Hemiseliiloz Lignin (%)
Materyaller (%)
Sert agag sapt 40-55 24-40 18-25
Yumusak agag¢ sap1 45-50 25-35 25-35
Findik kabugu 25-30 25-30 25-35
Misir kogani 45 35 15
Kagit 85-99 0 0-15
Bugday samani 30 50 15
Piring samani 32,1 24 18
Yaprak 15-20 80-85 0
Keten tohumu 80-95 5-20 0
Gazete kagidi 40-55 25-40 18-30
Klmyasal kaglt 60_70 10_20 5_10
hamurundan gelen
On atiksu katilari 8-15 - 24-29
Kiispe 33,4 30 18,9
Domugz atig1 6 28 -
Kat1 sigir giibresi 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7
Ot 25 35,7 6,4
Cimen 45 31,4 12




2.1.2 Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, ¢esitli formlarda bir araya gelen seker asitlerinin yani sira
pentoz ve heksoz sekerlerinden olugsmus bir heteropolimerdir. Hemiseliiloz,
dogada en bol bulunan ikinci polimeridir. Seliilozun aksine, hemiseliiloz, ksilan,
galaktomannan, glukuronoksilan, arabinoksilan, glukomannan ve ksiloglukan
dahil olmak iizere bir¢ok heteropolimerden olusan rastgele ve amorf bir yapiya
sahiptir. En 6nemli bileseni ksilandir. Hemiseliilozik yapilar, igeriklerine gore,
sert odun seliillozu ve yumusak odun seliilozu olarak siniflandirilmaktadirlar.
Temel olarak, yumusak odun hemiseliilozunun igeriginde daha fazla
glukomannan, sert odun hemiseliilozunun kompozisyonunda ise daha fazla ksilan

bulundugu belirlenmistir (Obembe, et, al., 2006).
2.1.3 Seliiloz

Payern, diinya lizerindeki en yaygin organik polimeri seliilloz olarak
adlandirmustir (Payen 1938; Guo et al., 2008). Diinya iizerindeki bu polisakkaritin
toplam miktarinm 7x10'! ton oldugu tahmin edilmektedir (Coughlan, 1985).
Seliiloz, tatsiz, kokusuz, hidrofilik, suda ve bir¢ok organik solventte insoluble,
kiral, genis bir kimyasal kararsizliga sahip insolubl kristalin bir substrattir. Selilloz

homopolimeri ¢ok kararlhidir.

Bitki seliilozlari, lignoseliiloz denilen matriks i¢inde temel olarak
hemiseliiloz, lignin, pektin ve diger bilesenleriyle bir arada bulunur. Mikrobiyal
seliilozlar, bitki seliillozlarma gore daha saf, daha yiiksek su igerigi ve uzun
zincirlere sahiptir. Seliiloz (CsH100s5)n formiiliine sahip bir karbonhidrat
polimeridir. Birka¢ yiizden binden onbine varan 1,4-B-D-glukoz birimlerinin
linear zincirleri, C1 ve C4 karbon atomlarinin ekvatoral -OH gruplar1 arasinda
asetal fonksiyonlari araciligiyla baglanir (Jagtap and Rao, 2005). Bu
konformasyonun yiiksek stabilitesi, polimerin azalan bir esnekligine neden
olmaktadr. B-glukozidik bagm, 25°C’ de yarilanma Omriiniin, 5-8 milyon yil
oldugu bilinmektedir (Wolfenden, 2001). Fakat seliiloz enzimatik bir sekilde ¢ok
daha hizli parcalanmaktadir.



Cizelge 2.2 Cesitli lignoseliilozik bilesiklerin seliiloz igerikleri (O’Dwyer, 2005)

Lignoseliilozik Materyal Seliiloz Igerikleri %
Keten 95-99
Hasir 80-90
Bambu 40-50
Odun 40-50
Agag¢ Kabugu 20-30

Seliiloz yapisinda zincir-arast ve zincir-i¢i baglarm farkl tipleri bulunur ve
zincir-arast  hidrojen  baglarinin,  seliilozun  sertligini  ve  tekli-zincir
konformasyonunu belirledigi diistiniilmiistir (Watanabe and Tokuda, 2001;
Klemm et al., 2002; Klemm et al., 2005). Seliiloz yapilari, demet yapis1 olacak
sekilde bir araya gelmislerdir. Ayn1 yonde uzanan 40 seliilloz molekiilii, en kiigiik
demet olan elementel fibrildir. Elementel fibrillerin bir araya gelmesiyle daha
biiyilk demetler olan mikrofibriller olusur. Mikrofibriller fibrilleri, fibriller
lamelleri olusturur. Zincirler, 1.5 ile 3.5 nm (mikrofibriller) capinda olan temel

fibrillerden olusur ve diger zincirlere parelel olarak diizenlenmektedir.

Seliiloz zincirinin uzunlugu, monomer sayistyla iliskili polimerizasyon (DP)
derecesiyle ifade edilmistir. Polimerizasyon derecesi, polimer molekiillerinde
birbirlerine  baglanmis olan monomer molekiillerinin  sayis1  olarak
adlandirilmaktadir. Monomer glukozdan, polimer seliiloza geciste polimerizasyon
derecesi (PD) 6’nin iizerinde oldugu zaman sudaki ¢oziiniirlik azalmaktadir
(Akmaz, 2001). PD 6’dan kiiciik oldugunda sellodekstrinler ¢oziinebilir.
Molekiiller arasi giiclii hidrojen baglar1 ve entropik sistem etkilerinden dolay1
¢ozlinebilirlikleri PD derecesinin artmasiyla diismektedir (Zhang et al, 2006).
Seliilozdaki kristalinitenin nedeni hidrojen kopriileridir. Bundan dolay: seliiloz
molekiilleri, kolay ¢ozlinmeyen, sert ve lifli bir polimer olarak bitkilerin hiicre
duvarlarinda ideal bir yap1 olustururlar. Kagit hamuru, tipik olarak 300 ile 1,700;
pamuk ve diger bitki fiberlerinde 800-10,000 polimerizasyona sahiptir. Hidrojen

baglar1 miktar1 ve seliiloz molekiilleri arasindaki iliski, bitki hiicre duvarinda iki



durum bir seliiloz yapt modeli olarak Onerilmistir. Bunlar amorf ve Kristalin

yapilardir.

Selilloz yapismnin %85’1 kristalin bdlgeden olugmaktadir. Amorf bolge
olarak adlandirilan ve daha az diizenli olan bolge ise seliillozun %15’ini olusturur
(Ulbrik, 1991). Seliilozun kristalin yapisina hidrojen baglar1 sebep olmaktadir.
Kristalinite selilloza suda c¢o6ziinememe, gerilme kuvveti ve reaksiyonlara
direnglilik  Ozellikleri kazandmrir. Kristalin - bolge, selillozun enzimatik
kullaniminda en biiylik dezavantajdir (Ryu and Mandels, 1980; Ulbrik, 1991).
Amorf bolge daha kolay hidrolize olmaktadir (Tsao, 1978; Ulbrik, 1991).

Kristal ve amorf bolgeler haricinde de degisik diizensizlikler mevcuttur ve
diizensizlikler yiizey alanini genisleterek kismen de olsa suda ¢Oziinmeyi
kolaylastirir. Saf seliilozla ¢alisildiginda, seliillozun amorf bdlgesinin Kristalin
bolgesine kiyasla mantarlar tarafindan 5-10 kat daha hizli pargalandigi

goriilmiistiir (Klyosov, 1990; Gama et al, 1994; Lynd et al, 2002).

2.2 Lignoseliilozu Degrade Eden Enzimler

2.2.1 Ksilanazlar

Ksilanazlar, ksilanlarin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bu enzimler,
temel olarak mikroorganizmalar tarafindan diretilirler. Bitki hiicre duvarlarinin
parcalanmasinda, bazi tohumlarin ¢imlenmesi sirasinda (6rnegin arpa tanesinin
maltlanmasi sirasinda) gorev yapmaktadirlar. Ksilanazlar, ayrica deniz yosunlari,
protozoanlar, kabuklular, bocekler, salyangoz ve kara bitkilerinin tohumlarinda da
bulunabilmektedir. Ksinolitik enzim gruplari; Endo-1,4,-B-ksilanaz, o -
Arabinofuranosidaz, B-Ksilosidaz, asetilksilan esteraz, a — glukuronidaz’dir.

Endo-1,4,-B-Ksilanaz (EC. 3.2.1.8), ksilan yapisindaki glikosidik baglari
parcalayarak substratin polimerizasyon derecesini azaltirlar. Ksilani rastgele
parcalamazlar. Hidroliz i¢in segilen baglar, substrat molekiiliiniin yapisina, zincir
uzunluguna, dallanma derecesine ve siibstitiientlerin varligina baghdir.
Endoksilanazlar, ksilanin hidrolizi (6rnegin ksiloz, ksilobiyoz ve ksilotrioz ve
arabinoz) sonucu olusan son iirtinlere gore farklilagmstir. Bu nedenle, ksilanazlar,

dallandirma yapmayan (arabinoz serbestlestirici olmayan) veya dallandirma yapan



(arabinoz serbest birakan) olarak siniflandirilabilir. Bircok organizma, her iki tiir
ksilanaz: da tiretebilmektedir. Bu durum, ksilan hidrolizinden maksimum verim
alinmasini saglamaktadir.

B-ksilosidaz (EC.3.2.1.37), ksilobiyoz ve daha biiyiik ksilooligosakaritlere
olan afinitelerine gore siniflandirilabilirler. Molekiiler agirliklari, 26 ile 360 kDa
arasinda degisen monomerik, dimerik veya tetrameric yapida bulunabilirler.
Olusan kisa oligosakkarit yapilarini hidrolizlerler. Saflastirilmis B-ksilosidazlar,
genellikle ksilant hidrolize etmez, en 1yi substratlar1 ksilobiyozdur ve
ksilooligosakaritler i¢in afiniteleri polimerizasyon derecesi ile ters orantilidir. P-
nitrofenil-  ve  o-nitrofenil-B-D-ksilopiranosid  gibi  yapay  substratlari
parcgalayabilmektedirler. B -ksilosidazlarin 6nemli bir 6zelligi, ksilan, ksilanaz
tarafindan birkag¢ ardisik hidrolize maruz kaldiktan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Bu
reaksiyon,  endoksilanazi  inhibe edebilen B-D-ksilopiranosil'in  kisa
oligomerlerinin birikmesine yol agmaktadir. B — Ksilosidaz, biriken firtinleri
hidrolize ederek inhibisyon nedenini ortadan kaldirir ve ksilan hidrolizinin
etkinligini arttirmis olur.

a-Arabinofuranosidaz, p-D-ksilopiranosilin 2. ve 3. pozisyonlarmda
bulunan L-arabinoz kalintilarmi uzaklastirir.

Asetilksilan esteraz (EC 3.1.1.6), asetillenmis ksilanlardaki ksiloz
kalintilarinin 2. ve 3. pozisyonlarindaki O-asetil kisimlarini uzaklastirir.

a-Glukuronidaz (EC 3.2.1.131), glukuronoksilan i¢inde bulunan glukuronik
asit kalintilar1 ve B-D-ksilopiranosil omurga birimleri arasindaki a-1,2 baglarini
hidrolize etmektedir. a-Glukuronidazlarin substrati, enzim kaynaklarma gore
farklilik gostermektedir. Bununla birlikte, substrat spesifikligi mikrobiyal kaynaga
gore degismekte ve bazi glukuronidazlar bozulmamis yapida bulunan polimerleri

hidrolizleyebilmektedirler (Ramalingam and Harris., 2010)



2.2.2 Kompleks seliilaz sistemleri (Seliillozom)

Seliilozik yap1 kompleksleri, farkli sayida seliilolitik mikroorganizma
tarafindan dretilen karmasik c¢oklu enzimleri igeren makineler olarak
tanimlanabilir. Bitki hiicresi duvarinda bulunan polisakkaritlerin, 06zellikle
diinyadaki en bol bulunan organik polimer olan selillozun verimli bir sekilde
parcalanmasinda gorev almaktadir. Selillozom, cesitli seliilolitik alt birimlerin
kompleks yap1 igersinde organize edilmesinden sorumlu olan ¢ok fonksiyonlu bir
alt birimden (scaffoldin) olusmaktadir. Bir selilozomda, ¢oklu endoglukanlar,
sellobiyohidrolazlar, ksilanazlar ve diger enzimler, heterojen yapili, ¢dziinmeyen
seliiloz substratlarin1  pargalamak igin sinerjitik olarak ¢aligmaktadirlar.
Seliilozomlar temel olarak, enzimatik yapisi bulunmayan, scaffoldin adi1 verilen
proteinik bir yap1 ve bu yapiya bagl olan enzimatik alt birimlerden olusmaktadir.
Ayrica bu yapi iskeleti, cok sayida kohezin adi verilen birimlerden ve seliiloz
baglayan bolgelerden (Cellulose Binding Domain) olusmaktadir. Glgli bir
kohezin-dokerin etkilesimi, selillozom yapismi tanimlamaktadir. Seliilozun
subsurata tuttunmasi, seliiloz baglama modiilii (CBM) tarafindan gergeklestirilir.
Katalitik bilesenleri, yap1 iskeleti, bakteri hiicre yapisina ve seliiloza baglanma
mekanizmalarina iliskin verilerin ¢ogu, Clostridium thermocellum'a ait seliilozom

yapilarinin ¢alisilmasiyla elde edilmistir.

Bakteriyel seliilozomal sistemler, genel olarak iki sekilde smiflandirilabilir.
Tek bir iskelet iceren basit seliilozomal sistemler ve birden fazla etkilesimli
iskelet tiirii igeren karmasik seliilozomal sistemlerdir. Seliilozomun genel yapisini,
modiillerin scaffoldin alt {initesindeki diizeni, modiiler karsiliginda bulunan
kohezin(ler)in ve / veya dockerinin 6zgiilliigli belirlemektedir. Birka¢ farkli yap1
tirtt bulunmaktadir. Birincil yapi tiirleri, gesitli dokerinleri tasiyip alt birimleri
dogrudan selilloz kompleksi igerisine dahil eder, adaptor iskelet parcalar:
bilesenleri veya komponent igerisindeki yap1 sayisini arttirir ve baglayici iskelet

kompleksinin bakteriyel hiicre yiizeyine tutunmasini saglamaktadir (Doi ve ark,
2003).



10

2.2.3 Seliillazlarin simflandirilmasi

Enzimatik yapilar, subsurat1 baglayan bir birim ya da bu olusuma yardimci1

bir yapi ile katalitik bir kisimdan olusmaktadirlar (Gilkes et al., 1991).

Seliilazlar bir ¢ok hemiseliilaz ve diger polissakkaritlerle birlikte O-glikosid
hidrolazlar olarak tanimlanmaktadir. Katalitik birimleri, glikozil hidrolazlar

olusturmaktadir.

Enzimler Uluslararas1 Molekiiler Biyoloji ve Biyokimya Birligi (IUBMB,
UMBBB) esaslar1 temel alinarak substrat spesifitelerine gore tanimlanmaktadirlar.
Substrata spesifik smiflandirma bazen az bilgi vermektedir. Cilinkii tiim substrat
cesitliligi her bir enzim i¢in nadiren tamimlanmaktadir. Aminoasit sekans
benzerligi temel alinarak glikosid hidrolazlarin (GH) aileler i¢ine dahil edilerek
alternatif smiflandirilmas: onerilmistir (Henrissat, 1991; Henrissat and Bairoch,

1993; Henrissat and Bairoch, 1996).

Bununla birlikte (Henrissat et al., 1998) glikosid hidrolazlar igin bir
nomenklatiir 6nerilmistir. Bu tanimlamaya gore ilk ii¢ biiyiik harfle gosterilen
kisim tercih edilen substrati, say1 ise hidrolaz familyasini ve bunu takip eden
biiyiik harf ise enzimlerin ilk rapor edildikleri diizeni belirtmektedir. Ornegin
Trichoderma reesei ‘nin CBHI, CBHII ve EGI enzimleri Cel7A (CBHI), Cel6A
(CBHII) ve Cel6B (EGI) olarak tanimlanmaktadir. Tanimlanmis glikosid
hidrolazlarin artis1 nedeniyle, Coutinho ve Henrissat, stirekli giincellenen birlesik

bir veritaban1 (http://www.cazy.org/) gelistirmislerdir(Coutinho and Henrissat,

1999). Yapilan en son giincellemeye gore (28 Agustos 2013), glikosid hidrolazlar
132 aile igersinde gruplandirilmaktadir. Buna ek olarak, 1712 glikosid hidrolaz ise

herhangi bir ailede tanimlanmamustur.

Son yillarda seliilazlarin atomik yapis1 ve katalitik merkezlerinin yapilarmin
aydinlatilmas1 ile ilgili ¢ok sayida c¢aligma yapilmaktadir. Hidrolizlenemeyen
oligosakkarit tlirevlerinin gelistirilmesi ve enzimin aktif bolgesini kapatan substrat
analoglarinin tasarimmu ile aktif bdlgenin yap1 analizleri saglanmaktadir (Driguez,

1997; Notenboom, 1998; Klarskov, 1997). Ek olarak biflurojenik substratlarin


http://www.cazy.org/
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tasarimi seliilazlarin  kinetik Ozelliklerinin  incelenmesinde kullanilmaktadir

(Armand, 1997).

2.2.4 Seliilazlar

Seliilazlar, seliilozik biyopolimerleri enzimatik bir sekilde hidrolizleyip,
monomerik fermente edilebilir sekerlerin salinmasida kilit rol oynayan enzim
grubudur. Mikroorganizmalar, verimli seliilaz iireticileri olarak bilinmektedirler.
Bununla birlikte, hayvanlar ve bitkiler de seliilaz ireticisidirler. Bakterilerin
(6rnegin aerobik ve anaerobik bakteriler) yani sira mantarlar(6r. yumusak
clirlik¢iil mantarlar, beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar ve kahverengi ¢liriikglil mantarlar)
seliilaz {iretimi i¢in potansiyel kaynaklar olarak kabul edilir. Seliilazlar, O-glikozit
oksidazlar (EC 3.2.1.) olarak adlandirilan biiyiik bir enzim sistemi grubuna aittir.
Seliilazlar, seliilozda bulunan B-1,4-d-glukan baglarmi hidrolize ederek glikoz,
sellobiyoz ve oligosakaritler elde ederler. Selillazlar, farkli enzim
smiflandirmalarinda substrat spesifikligine ve yapilarma gore tanimlamislardir.
Bununla birlikte, seliilozun hidrolizinde iic temel enzimatik aktivite yapisi
bulunmaktadir. Bu yapilar:

Endoglukanazlar (EC 3.2.1.4): Seliiloz molekiillerini, molekiil boyunca
rastgele yerlerden hidroliz ederler. Indirgen olmayan zincir sonlar1 olusturmak
icin B-1,4 glukozidik baglar iizerinde aktivite gosterirler. Ilk harekette bulunan
bilesenin, kristalin seliiloz iizerine atak yapma ve i¢ glikozid baglarmi rastgele
bolme Ozelliklerine sahip endogukanazlardan biri oldugu diisiiniilmektedir.
Endoglukanazlar daha ¢ok selilozun amorf kisimlarinda aktiftirler. C.
thermocellum’un en az yedi endoglukanaz enzimine sahip oldugu biyokimyasal
ve genetik c¢alismalarda kanitlanmustir. Birincil hidroliz, endoglukonaz ve
ekzoglukonazin kati substrat ylizeyine yapismasiyla baslamaktadir. Enzimatik
depolimerizasyonda endoglukonaz ve ekzoglukonaz hiz kisitlayici basamaktir.
Ikincil hidroliz, sivi fazda birincil hidrolizden agiga g¢ikan sellobiyozun f-
glukosidaz tarafindan glukoza doniistiiriilmesini  igermektedir. Baz1 f-
glukosidazlar biiyiik sellodekstrinlerin hidrolizinde de gérev almaktadirlar (Zhang
and Lynd, 2004).

Ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91): Seliilaz bilesenleri arasinda en az kararliliga

sahip sellobiyohidrolazdir. Bu enzim grubu seliilloz lifinin sonundaki indirgen



12

olmayan seker zincirinden sellobiyozun kurtarilmasini katalizlemektedir. Genel
olarak ilk hiicum bileseni olmasalar da sellobiyohidrolazlarin kristalin seliiloz
hidrolizi i¢in gerekli oldugu kabul edilmektedir. Endoglukanazlarla
ekzoglukanazlarin sinerjistik etkisinin olduguna dair literatiirde bir¢ok calisma

mevcuttur.

B-glukosidaz (EC3.2.1.21): B bagh glukoz oligomerlerini parcalayarak
sellotetroz ve sellobiyozu agiga ¢ikarirlar ve sellobiyozu glukoza hidrolize ederler.
Glukosidazlar ile reaksiyon baslamadan oOnce endoglukanazlar ve

sellobiyohidrolazlar seliiloz yiizeyine tutunmaktadirlar (Akmaz, 2001).

Enzimlerin biyosentezi indiiksiyon mekanizmast ve katabolit bask1
tarafindan kontrol edilmektedir. Seliilaz enzimi indiiklenebilen bir enzimdir ve
substrati ortamda mevcut ise yeterli miktarda enzim iretilmektedir (Mandels,

1975; Ates, 1990).

2.2.4.1 Termofilik orjinli seliilazlar

Sicakliga-direncgli ‘ekstremofiller’, spesifik enzimleri ve biyokimyasal yol
izleri sayesinde ekstrem ¢evre kosullarinda (sicak su kaynaklari, volkanik ve
jeotermal bdlgeler, derin deniz ve okyanuslar) yasayabilme kabiliyetine sahiptirler

(Barnard et al., 2010; Zambare et al., 2011).

(Hipen)termofilik mikroorganizmalar, 100° C* yi dahi asan sicakliklarda
geligebilen benzersiz bir gruptur. Daha belirli bir ifade ile termofiller genel olarak
tlhmli termofiller (optimum biiyiime sicakligi 50-60°C arasinda olanlar), ekstrem
termofiller (optimum biliyime sicakligi 60-80° C arasinda olanlar) ve
hipertermofiller (optimum biiylime sicakligi 80-121° C arasinda olanlar)
siniflandirilabilirler (Kashefi and Lovely, 2003). Hipertermofiller, arkea domaini
ve bazi bakterileri ig¢ine alan bir grup mikroorganizma 100° C civarinda
sicakliklar tolere edebilmektedirler. Siradis1 sicak-tolerant bir hipertermofil olan
Methanopyrus kandleri, California korfezinin 2000m derinliginde 84-110°C olan
sicak su bacalarindan izole edilmistir. Bu organizma, 122° C’de dahi hayatta
kalabilmekte ve iireyebilmektedir (Takai et al, 2008). Termofilik

mikroorganizmalarin ekstrem sicaklik degerlerinde yasamsal faaliyetlerini
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siirdiirmeleri bazi yapisal farkliliklarina baglidir. Bunlar; membran lipitlerinin
erime noktasinin mezofillere gore yiiksek olmasi, DNA’larindaki G-C igeriginin
dolayistyla hidrojen baglarinin sayilarmin fazlaligi, diisiik su aktivitesine sahip
olmalari, i¢erdikleri proteinlerin ¢ok sayida alt birimden olusmasi, daha az polar
aminoasit ve daha fazla sayida yiikli aminoasit ihtiva etmeleri seklinde
siralanabilir (Tolner et al, 1997; Haney et al, 1999; Spink and Chaires, 1999;
Diilger, 2003).

Cizelge 2.3 Termofilik seliilaz iireten mikroorganizmalar (Morana et al., 2011)

Mikroorganiz | Domain | Gram Ureme Ureme Referanslar
ma Reaksi | Sicakligi Kosullar1
yonu (°C)
Acidothermus Bakteri + 55 Aerobik Mohagheghi
cellulolyticus et al., 1986
Darland and
Brock. 1971
Alicyclobacillus Bakteri + 60 Aerobik Wisotzkey et
acidocaldarius al., 1992
Anaerocellum Bakteri + 75 Anaerobik Svetlichnyi at
thermophilum al., 1990
Aquifex aeolicus Bakteri - 85-95 Aerobik Deckert et al.,
1998
Caldibacillus Bakteri + 68 Aerobik Bergquist et
cellulovorans al., 1999
Caldicellulosirupt | Bakteri - 70 Anaerobik Rainey et al.,
or saccharolyticus 1994
Clostridium Bakteri + 65 Anaerobik Madden. 1983

stercorarium

Clostridium Bakteri + 60 Anaerobik Sarawathy et
thermocellum al., 1993
Dictyoglomus Bakteri - 73 Anaerobik Saiki et al.,
thermophilus

1985
Dictyoglomus Bakteri - 72 Anaerobik Svetlichny and
turgidus Svetlichnya,

1988
Pyrococcus abyssi | Arke - 96 Anaerobik Cohen et al.,

2003
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Pyrococcus Arke 98 Anaerobik Fiala and
furiosus Stetter, 1986
Pyrococcus Arke 98 Anaerobik Gonzalez et
horikoshii al., 1998
Pyrodictium Arke 98 Anaerobik Stetter et al.,
abyssi 1983
Rhodothermus Bakteri 65 Aerobik Alfredsson et
marinus al., 1988
Spirochaeta Bakteri 70 Anaerobik Aksenova et
thermophila al., 1992
Sulfolobus Arke 85 Aerobik She et al.,
solfatariccus 2001
Thermoanaerobac | Bakteri 75 Anaerobik Taya et al.,
ter cellulolyticus 1988
Thermobifida Bakteri 50-55 Aerobik Zhang et al.,
fusca 1998
(Thermomonospor

a fusca)

Thermococcus Arke 85 Anaerobik Fukui et al.,
kodakaraensis 2005
Thermotoga Bakteri 80 Anaerobik Huber et al.,
maritima 1986
Thermotoga Bakteri 80 Anaerobik Jannasch et
neapolitana al., 1988
Thermotoga Bakteri 80 Anaerobik Takahata.,
petrophila 2001
Thermotoga Bakteri 7 Anaerobik Windberger
thermarum etal., 1989
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2.2.4.2. Bakterival ve arkeal seliilazlar

Termostabil seliilazlar dikkate deger bir biyoteknolojik ilgiye sahiptir
(Hongpattarakere, 2002). Bir¢ok seliilolitik termofilik bakteri izole edilmis, ¢ok
sayida seliiloz-degrade edici enzim idendifiye ve karakterize edilip, klonlanmis ve
ekspresyonu saglanmistir (Bergquist et al., 1999). Diger taraftan, seliiloz-
pargaliyici enzimler i¢in aragtirmalar, bu enzimlerin varliginin bu grup i¢inde daha
nadir oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Buna ek olarak, arkealar arasinda sadece isleme
tabi tutmak igin Pyrococcus ve Sulfolobus’ a ait termoaktif seliilazlar bulunmustur
(Kim and Ishikawa, 2010). Termofilik aerobik bir bakteri olan Rhodothermus
marinus, izlanda Reykjanes’de denizdibi sicak su kaynaklarindan izole edilmistir
(Alfredsson et al., 1988) ve 100° C’ de 3-5 h sonrasinda bile %50 oraninda
aktiviteye sahip, yiiksek termostabil bir seliillaza (Cell2A) sahip oldugu
goriilmiistiir (Hreggvidsson et al., 1996).

Termofilik, aerobik, toprakta bulunan ana seliiloz pargalayici filament6z bir
bakteri olan Thermobifida fusca (eski adi Thermomonospora fusca), oldukca
kapsamli ¢alisilmis seliiloz degrade edici bakterilerden biridir. Bu aktinomiset {i¢
endoglukanaz Cel9B, Cel5A, Cel6A ( eski adlandirilmalar1 E1,E2 ve ES), iki
ekzoglukanazi Cel6B ve Cel48A (eski adlandmrilmast E3 ve E6) ve bir
endo/ekzoglukanazi Cel9A (eski adlandurlmasi E4) salgilamaktadir (Ghangas and
Wilson, 1988; Lao et al., 1991; Irwin et al., 1993; Irwin et al., 2000).

Alicyclobacillus genusu, ilk kez (Wisotzkey et al., 1992) tarafindan
bulunmus ve membran lipidlerinin ana bileseni olan alisiklik yag asitlerinin
varhigi ile karakterize edilmislerdir. Tiim Alicyclobacillus tiirleri, yiiksek derecede
termoasidofilik olup (tanimlanan optimum biiyiime kosullar1 45-50° C ve pH 2,0-
5,0) asidik glukanazlarin iyi bir kaynagi olmaktadir. Alicyclobacillus
acidocaldarius ‘a ait bilinen dort seliilaz bulunmaktadir. Bunlar: CelA, CelB, CelG
ve CelA’ dir. Bu bolgeleri kodlayan gen bolgeleri klonlanmis, rekombinant

proteini E. coli’ de eksprese edilip karakterize edilmistir (Eckert et al., 2002).

Aquifex aeolicus, Sicilya’ nin kuzeyindeki Aeolic Adalar’ nin sualti
volkanik bacalardan izole edilmis hipertermofilik bir mikroorganizmadir.

Bakteriyal filogenide, koklere en yakim kollarda yer almakta ve 95° C’ye varan
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sicakliklarda gelisebilme kapasitesine sahiptir (Pitulle et al., 1994). Bugiine kadar
sadece bir tane termostabil seliilaz iirettigi rapor edilmistir. Ilgili gen (cel8Y)
klonlanmis ve E. coli’ de ekspresse edilmistir (Kim et al., 2000). Gen iiriinii
(Cel8Y) saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Enzim CMC’deki -1,4 baglarini
hidrolizleyebilmektedir. Fakat bu 6zellik avicel substratinda gézlenmemektedir.
Optimal aktivitesinin, 80° C sicaklikta ve pH 7,0’ de oldugu belirlenmis ve
molekiiler agirliginin 36.7 kDa oldugu tespit edilmistir.

Yiiksek aktivite gosteren seliilolitik Thermotoga (Liebl, 2001),
Caldicellulosiruptor (Rainey et al., 1994) ve Pyrococcus (Bauer et al., 1999)

organizmalar1 anaerobik (hiper) termofiller arasinda bulunmaktadir.

2.2.5 Seliilazlarin biyoteknolojik uygulamalan

2.2.5.1 Bira mayalama prosesinde seliillazlarin rolii

Bugday, misir ve piring olduk¢a yaygin olarak bira yapiminda kullaniliyor
olsa da; arpa bira yapiminda en fazla kullanilan tahildir. Bira {iretimine dahil olan
adimlar1 sirasiyla sayacak olursak; karbonhidrat miktarin1 arttirmak iizere kuru
maltin degirmenden gecirilerek boyutlarinin ufaltilmasi, iizerine su eklenerek lapa
haline getirilmesi, arpa mayasindan tohumlarin ayrilmasi, bu mayanin serbet¢iotu
ile kaynatilarak aromalandirilmasi, maya likoriiniin fermente olmasi,
olgunlasmasi, kosullandirilmasi, filtre edilmesi ve son iirliniin paketlenmesdir.
Uygun olmayan mayalanma kosullar1 veya diisiik kaliteli arpa kullanim1 kaynakli
islem swrasinda beta glukanin yiiksek konsantrasyonda olmasi; viskozitesi yiiksek
bira iiretimine, jelatinimsi ¢okeltinin olusumuna, ortaya ¢ikan {iriiniin azalmasina

ve slizme sonucu ortaya ¢ikan {irliniin miktarmin diismesine yol agmaktadir

(Bamforth, 1994; Guo et al., 2010b; Bhat, 2000).

Seliilazlarm, mayalanma siirecinde, lapa haline getirme sirasinda fazla beta
glukanin hidrolizinde ve viskoziteyi azaltmakta dolayisiyla arpa mayasmin
tohumlardan ayrilmasmi artwrmakta kullanildigi  bilinmektedir (Oksanen et
al.,1985). Trichoderma reesei’ ninselillaz sisteminden endoglukaz ve

sellobiohidrolazin beta glukanlarin polimerizasyonununda ve maya viskozitesinde
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biiyiik 6l¢iide azalma gozlemlenmemistir. Dahasi, kullanilan enzimlerin eklenme

miktarinin artirilmasi filtrelenmeyi de gelistirmistir.

Genellikle gida iiretim siireglerinde goriilen mikroorganizmalar olan A.
niger, T. reesei, and P. funiculosum lapa haline getirme siirecindeki en biiyiik
seliilaz kaynagi olarak bira tiretiminde oldukg¢a biiylik bir teknolojik fayda
saglamaktadirlar (Castro et al., 2010; Karboune et al., 2008).

Seliilotik enzimlerin {iiretimi, polisakkaridik fraksiyonlarin enzimatik
hidrolizleri ve agiga ¢ikan sekerlerin fermantasyonunun hepsinin tek bir adimda
birlesmesi alternatif bir ¢6ziim olarak gosterilebilir. S. cerevisiae gerek genetik
olarak kolayca manipiile ediliyor olmasi, GRAS olarak kabul edilmesi ve yliksek
konsantrasyonlarda etanol iiretiyor olmasi itibariyle umut verici bir aday olarak

kabul edilmektedir.

Maalesef, S. cerevisiae scliilaz degrade edici enzimlerden tamamiyla yoksun
olmakla beraber endiistriyel olarak heterolog seliilaz genlerin ekspresyonunda
konak olarak kullanilabilmektedir. Buna 6rnek olarak, T.fusca’nin endoglukanaz’1
olan Cel9A’nin yakin zamanda S. cerevisiae’de iiretilmis olmasi1 gosterilebilir.
Buna ek olarak, rekombinant konaklar tarafindan iiretilmis seliilazlarin kendi
icerisindeki sinerjiyi belirleyebilmek ve mayanin seliilotik kapasitesini artirmak
amaciyla cel9A geni T. reesei’nin cel5A(egll) ve cel7B genleriyle birlikte ekspres
edilmistir (Van Wyk et al., 2010). Arpa beta glukanlarini degrade etme ve siilfit
akiimiile etme Ozellikleri kazandirilmis maya tiirleri, biranin kalitesini
artirabilmektedir. Aslinda, antioksidan icermesi ve antimikrobiyal aktiviteler
barindiyor olmasi itibariyle siilfit dnemli bir bira bilesenidir ve biranin tadini

stabilze eden aldehit katkilar1 da olusturabilmektedir.

2.2.5.2 Sarap iiretiminde seliilazlarin rolii

Seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlarin sarap tiretiminde kullanilmasi
daha iyi bir yiizey maserasyonuna izin vererek iyi bir renk 6ziitlemesine yardimci1
olmaktadirlar. Kirmiz1 sarap iiretiminde hatir1 sayilir bigimde onemli olan bu

durum, durulma, filtrelemeyi artirip sarabin genel kalite ve stabilitesini
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yiikseltmektedir (Galante et al., 1998). Fakat enzimlerin, sarap lizerindeki etkisi
hakkindaki ¢aligmalar ve antosiyanin i¢eriginin zit yondeki etkileri de gz oniinde

bulundurulmalidir (Sacchi et al., 2005).

Saraplarin polisakkaridik kisimlari, iiziim tanelerinin pekto-seliillozik hiicre
duvar1 yapisindan gelmektedir (Pellerin et al., 1996; Vidal et al., 2003; Ducasse et
al., 2010) Sarap yapimindaki birlesim ve miktarlar, degisik enzimlerin kullanimi
ile farklilik gosterebilmektedir. (Ayestaran et al., 2004; Guadalupe et al., 2007).
Son zamanlarda sarap yapiminda kullanilan pektinaz preparasyonlar: seliilaz ve az
miktarda hemiseliilaz eklenerek nispeten daha kisa bir zamanda daha biitiin yapida
bir hiicre yikimi gergeklestirerek meyve sivilagsmasi saglanmistir (Plank and Zent,
1993). Masere edici enzim karigimlarinin kullaniminin, yalnizca pektinazlarin

kullanimindan daha iyi ise yaradigi bilinmektedir (Haight and Gump, 1994).

1980°den beri Botrytis cinerea tarafindan, enfekte olmus iiziimlerden
yapilan saraplarda Trichoderma sp.’den elde edilen beta glukanazin kullanimi
onerilmektedir (Dubordieu et al., 1981; Villetaz et al.,1984). Bu organizma, 1,6--
glukosid baglar araciligiyla, bagl kisa zincirlerle yliksek molekiiler agirlikli
¢oziiniir 1,3-B-glukanlar iiretmektedir. Bunun sonucunda, sarabin filtrelenmesi ve
durulmas1 zorlasmaktadir. B. cineria’nin, agiga ¢ikardigi istenmeyen etkileri
ortadan kaldirmak i¢in T. harzianum’dan bir beta glukanaz glukanlar1 hidrolize

etmek tizere tanimlanmis ve patentlenmistir.

2.2.5.3 Hayvan vemi bivoteknolojisinde seliilazlarin rolii

Seliilazlar, birgok hayvan tiirii i¢in ana besin kaynadi olmasma karsin,
bircok omnivor ve herbivor kendi seliilazini iiretmekten yoksundur. Buna karsm,
gevis getiren hayvanlar seliilotik mikroorganizmalarla (sindirim sistemlerine
yerlesmis yiiksek Ozellikli bakteriler ve protozoa) simbiyotik bir yasam
kurmustur. Bunlar seliilaz1 oksijensiz  kosullarda degrade etmektedirler
(Kobayashi et al., 2008).

Gevis getirenleri de kapsayan bazi hayvanlarda diisiik besin sindirme
ozellikleri nedeniyle varolan enerji alinimi kisitlanmig olabilir. Buna ek olarak,

digkilamay1 da tesvik edip diisiik kaliteli besin kaynaklariin kullanim olasiligini
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da engellemektedirler. Bitkisel polisakkaritler, diger besin bilesenlerine nazaran
daha yavas ve eksik degrade edildiginden dolay1 diisiik kaliteli lifli yesilliklerin
kullanimini artirmak igin biitlin bir enzimatik hidrolizi i¢eren verimli bir sistem
gerekmektedir (Graham and Inborr, 1992; Chesson and Forsberg, 1997; Ozkose et
al., 2009).

Degisik tiirlerdeki tarim endistrisi atiklardan, hayvan yemi gelistirmeye
yonelik arastirmalar siirmektedir. Bu amagla, bazi Pleurotus tiirlerini de igeren
cesitli funguslar, Dbitki kalintilarmi1 pargalayarak hayvan yemi olarak
degerlendirilmelerini saglamaktadirlar. Pleurotus tiirleri, degisik tiirlerdeki sitrik
kiispesi ve piring kamiginin da dahil oldugu bazi lignoseliilozik kalintilarda
gelisebildikleri gibi bu hammaddelerin besin degerlerini ve sindirilebilirliklerini
de ckstraseliiler, seliilolitik ve hemiseliilolitik enzimleri  sayesinde

artirmaktadirlar.

Hayvanlarin beslenmelerinde lignoseliilotik enzimlerin katilmasit son
zamanlarda yaygmlasmistir. Bu durum, sadece gevis getiren hayvanlarda degil
(Bowman et al, 2002), gevis getirmeyen c¢iftlik hayvanlar1 ve kiimes

hayvanlarinda da yayginlagsmaktadir (Woyengo et al., 2008).

Bu baglamda seliilazlarin, hayvan besi endiistrisinde genis capli potansiyel
uygulamalar1 s6z konusudur. Bu hidrolitik enzimler, besinin hiicre duvari
sindiriminin ve besin kullanimmin veriminin giiglendirilmesiyle besleyici

Ozelliklerini artirmaktadir.

Seliilazlar, ayrica hayvan yemine ilk adimlarda eklenebilmektedirler (Zhu et
al., 1999). Ayrica silaj amacgh gelistirilmis bazi fibrolitik enzim {iriinleri,
giiniimiizde gevis getiren hayvan diyetlerinde de kullanilmaktadir (Lewis et al.,
1996). Besin endiistrisinde siklikla kullanilan ticari enzimler, mikrobiyal
fermentasyondan {retilmis olup, hayvan diyetlerinin enzimatik {riinleri de
funguslar (genellikle T. longibrachiatum, A. niger, A. oryzae) ve bakteriler
(genellikle Bacillus spp.)’ den elde edilmektedir (Pendleton, 2000; Bhat and
Hazlewood, 2001).
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Son zamanlarda, termoasidofilik bir bakteri olan Alicyclobacillus sp.’a ait
yeni bir seliillaz olan A4 saflastirilip karakterize edilmistir (Bai et al., 2010). Bu
enzim, yiksek derecede aside stabil ve proteaza direnglidir. Arpa B-glukanini,
verimli bir sekilde hidrolizleme kapasitesine sahip olup gastrik kosullar altinda
arpa-soya fasulyesi viskositesini iyi bir sekilde azaltmislardir. Bu ozellikleri
nedeniyle Cel4A, hayvan beslemesinde nutrientlerin biyoyararlanimimi arttirarak

yeni bir ticari glukanaz aday1 haline gelmektedir.

2.2.5.4 Bivomekanik olarak kagit vapiminda seliilazlarin roli

Mekanik olarak kagit yapimi elektrik enerjisi gerektirmekte ve diisiik kagit
dayaniklilig1 ile sonu¢lanmaktadir. Biyomekanik olarak kagit hamuru olusturma,
mekanik olarak kagit hamuru olusturma asamasindan oOnce lignoseliilozik
materyalin enzimatik On-islemesi ile gerceklestirilmektedir. Bu sayede, elektrik
kullanimindan %30 oraninda tasarruf saglanmasiyla birlikte kagit dayanikliligi

arttirilmis olmaktadir.

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde, seliilaz eldesi i¢in Chrysosporium
lucknowense kullanilmaktadir. Son zamanlarda, bu organizmaya alternatif olarak
Aspergillus sp. ve T. reesei’ nin seliilazlar1 ticari olgekte kullanilmaktadir
(Bukhtojarov et al., 2004; Hinz et al., 2009).

2.2.5.5 Fiberlerin bivomodifikasyonunda seliilazlarin rolii

Son yillarda fiberlerin biyomodifikasyonu g¢evre dostu olmalari, az enerji
tilketmeleri, geleneksel proseslere oranla fiberlere daha az zarar veriyor olmasi

nedeniyle giin gectikce Onem kazanmaktadir (Pellinen et al., 1989; Henriksson

and Gatenholm, 2002; Yang et al., 2008).

Seliilazlar, fiber biyomodifikasyonunda seliiloz fiberlerinin i¢ ve yiizey
tabakalarmi1 etkimesi nedeniyle tercih edilmektedirler. Bu nedenle etki
mekanizmasi lizerine ciddi ¢aligmalar yapilmaktadir (Suurnakki et al., 2003).
Ozellikle, (Cadena et al., 2010) Paenibacillus barcinonensis’ in endoglukanaz
cel9B iizerinde calismig ve multi-domain enzim kapasiteleri nedeniyle iiretim

maliyetlerini azaltmis, kagit dayanikliligini arttrmigtir.
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2.2.5.6 Miirekkepten arindirma isleminde seliilazlarin rolii

Enzimatik miirekkepten arindirma prensibinde, mirekkep ile fiber
baglantisinin azaltilmasi ve fiberlerin miirekkep partikiillerinden ayrilmasi

prensibine dayanmaktadir (Yingjuan et al., 2005; Shufang et al., 2005).

A. niger, T. reesei, Humicola insolens, Myceliophtora fergusii,
Chrysosporium lucknowense, Fusarium sp. gibi farkli mikroorganizmalardan

seliilazlar bu amag i¢in kullanilmaktadir (Marques et al., 2003)

2.2.5.7 Gida teknolojisinde seliillazlarin rolii

Meyve suyu endiistrisinde, islem performansini artirmak, ekstraksiyon
yontemlerine yardimci olmak, meyve sularmin berraklastirilmasini saglamak i¢in
diger yumusatict enzimlerle birlikte uygulanmaktadir. Kayisi, mango, erik,
papaya, armut ve seftali gibi meyvelerden elde edilen piire ve nektarin
viskozitesini azaltarak flavonoidlerin gigeklerden ve tohumlardan ekstraksiyonu
icin kullanilir. Selillaz aracili ekstraksiyonlar, gelencksel yontemlere gore daha
yiiksek verim, daha az 1s1 hasar1 ve kisa islem siiresi saglamaktadirlar. Seliilazlar,
fenolik bilesiklerin {izim posasindan ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadirlar. (-
Glukozidazlar, pektinaz ile meyve ve sebzelerin yapisini, tadini ve aromasini
degistirmektedirler. Ayrica turunggil meyvesinin aciligini azalttigi, aromay1 ve
tadr iyilestirdigi bildirilmistir. Seliilazlar, verimli zeytinyagi ekstraksiyonu i¢in

diger enzimlerle birlikte kullanilabilmektedir (Raveendran et al., 2018).

2.2.5.8 Tekstil endiistrisinde seliilazlarin rolii

Tekstil endiistrisinde karsilasilan bir diger sorun, pamuk ve pamuk olmayan
materyallerin karistirilmasi swrasinda uygulanan islemler ve sonrasinda yapilan
yikamalarla kumaslarda olusan parlaklik kaybi ve eski goriiniimdiir. Seliilazin
tekstil endistrisindeki ana kullanim alani, taglama (eskitme) ve kumas tizerindeki
liflerin uzaklastirilmasi islemleridir. Kumas tizerindeki lifler, seliilazin kumaslarla
birlikte calkalanmasi sayesinde uzaklastirilmaktadir. Kumas, islem sayesinde
parlak goriinim kazanmaktadir. Bu miidahaleler, kumasm sertlesmesine yol

acabilmektedir. Bu deformasyonun olusmamasi i¢in katyonik yumusaticilar
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kullanilmaktadir. Molekiiler biyolojik yaklasimlarla, selilazin kumasin
dayanikliligima olumsuz etkileninin azaltilmas: hedeflenmektedir (Hakamada,
2001).

Termofilik seliilazlar tekstil endiistrisinde biyoparlatma ve biyotaglama
uygulamalarinda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Termofilik fungus olan T.
emersonii ‘nin seliilazlar1 biyoparlatma etkilerini test etmek igin elyaf-pamuk
farbrikalarinda katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Gomes et al., 2007).
Enzimler muamele edildigi materyali beyazlastirmakta, parlaklik kazandirmakta
ve yumusatmaktadir. 2007°de alkalotermofilik bakteri olan Thermomonospora
sp.” dan bir endoglukanaz izole edilmistir. Bu enzim alkalin kosullar altinda kot

biyosonlandirmasi i¢in kullanilmaktadir (Anish, 2006).

2.2.5.9 Bivyoetanol iiretimde seliilazlarin rolii

Artan CO; oranmin sebep oldugu iklim degisikligi, fosil enerji rezervlerinin
azalmasi nedeniyle yakit fiyatlarinin yiikselisi, ¢evrenin korunmasima yonelik
yaklagimlarm artis1 gibi sebeplerden otiirii, yenilenebilir kaynaklardan biyoetanol
iiretimi arastiricilar arasinda olduk¢a onemli bir ¢alisma konusu haline gelmistir
(Li et al., 2009). Yillik, diinya genelinde fotosentez iirlinii kuru bitki materyali
10! tondan fazladir ve bu biyokiitlenin neredeyse yarismi seliiloz polimeri

olusturmaktadir (Leschine, 1995)

Etanol renksiz, biyo¢oziiniir, az miktarda gevresel kirletici olusturan tahil
alkolii de denilen bir sividir. Biyoetanol araglarda petrol yerine kullanilan ana
yakittir  ve lignoseliillozik biyomas gibi yenilenebilir = materyallerden
iiretilebilmektedir (Hamelinck et al., 2005; Hill et al., 2006). Fosil yakitlara kars1
sera gazi emisyonunu ve eski ara¢ motorlarindan ¢ikan karbonmonoksit gazini
azaltabilme olasilig1 nedeniyle 6nem kazanmaktadir. Bununla birlikte yakit i¢inde
biyoetanolun %35 oranma kadar kullanimi varolan araglarm motor sisteminde

degisiklik yapilmasimi gerektirmemesi bakimindan 6nemlidir.

Baslangicta biyoenerji endiistrisi, gida i¢in kullanilan iirlinlerden

glukozun fermentasyonunu temel alan geleneksel teknolojileri icermekteydi.
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Fakat dirlinlerinin aynt zamanda gida olarak kullanilmasi bu iiriinlerin
fiyatin1 arttirmis gerekli talebi kargilayamamistir. Bu nedenle gida i¢in kullanilan
substratlara gereksinim duyulmadan agag, kentsel atik sular, atik kagitlar, tarimsal
ve endiistriyel atiklar gibi ucuz kaynaklardan yararlanarak iiretilen biyoyakitlarin
iretimi llkeler tarafindan tesvik edilmektedir (Kim and Dale, 2004; Lin and
Tanaka, 2006).

Lignoseliilozik biyomas seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden olugmaktadir. Bu
tip bir biyomas i¢inde seliiloz ve hemiseliilloz zincirleri lignin matriksi igine
gomiilii olup verimli bir degredasyonu engellemektedir. Seliiloz ve hemiseliiloz
kimyasal metodlarla ya da ilgili enzimlerle sekerlere hidrolizlenip iyi bilinen
fermentasyon teknolojileri ile biyoetanole doniistiiriilebilmektedirler. Genellikle,

lignoseliilozik biyomastan etanoliin iiretimi lic 6nemli basamaktan olugsmaktadir.

1) On-isleme: Seliloz ve hemiseliilozun verimli bir  sekilde
hidrolizlenebilmesi i¢in  Oncelikle ligninin  On-isleme  teknolojileri ile

uzaklastirilmasi gerekmektedir (Mosier et al., 2005; Alvira et al., 2010)

2) Sakkarifikasyon: Polisakkaritlerin fermente edilebilir sekerlere
dontstiiriilmesidir. Biyomasin enzimatik olarak degredasyonu kapsamli bir
sekilde calisiliyor olup endoglukanaz, B-glukosidaz, ksilanaz, a-arabinosidaz, -

ksilosidaz gibi birlikte birka¢ enzimin etki etmesini gerektirmektedir.

3) Fermentasyon: Mayalar ve diger uygun mikroorganizmalar araciligiyla
hekzos ve pentoz seker karigimindan etanol elde edilmektedir. Seliilazlar
lignoseliilolitik biyomasin basarili bir ¢evrimi i¢in zorunludur. Ciinkii son yillarda
bakteriyel ve fungal orjinli seliilolitik enzimlerle ilgili yapilan ¢aligmalar
seliilolitik ~ substratlarm  glukoz monomerlerine degradasyon yetenegini

arttrmaktadir (Kumar et al., 2008).

T. reesei RutC30 miikemmel bir seliilaz tireticisi olarak bilinmektedir. Fakat
seliilozun glukoza hidrolizi i¢in gerekli B-glukosidazin diisiik oranda hidrolizi bir

dezavantaj olusturmaktadir (Kim et al., 2003).



24

Diger bir agidan, A. niger strainleri yiiksek seviyede -glukosidaz tiretmeleri
acisindan calisilmis  olsalarda endoaktitif enzimler bakimindan yetersiz
kalmaktadirlar. Istenen oranda scliilaz sekresyonu igin karisik kiiltiirler
kullanilmistir fakat farkli gruplarin seliilazlar1 arasindaki sinerjitik etkinin saf
kiiltiirlerdeki verimden daha yiiksek olmadigr goriilmistir. Lignoselillozik
biyomasin degradasyonu i¢in yeni mikroorganizma ve seliilazlarin kullanimina
iliskin ¢aligmalar siirekli devam etmektedir. Gana’daki Ejura ciftliklerinden izole
edilen bir A. niger susu musir koganmi hidrolize edebilmistir. Misirin temel
tarimsal artig1 olan misir kogani, es zamanl sakkarifikasyon ve fermentasyon ile
basit sekerlere doniistiiriilmiistiir. Bunun sonucunda litrede, 24 saatte 0,64 g en

yiiksek etanol konsantrasyonu rapor edilmistir (Zakpaa et al., 2009).

Bakteriler genelde daha yiiksek biiylime oranina sahip olup funguslardan
rekombinant enzimleri tiretmeleri bakimindan daha avantajlidir. Bununla birlikte
bakteriyal glikosid hidrolazlar seliilozom ad1 verilen daha 1yi yiiksek aktivite ve
sinerjiye sahip multi-enzim kompleksini eksprese etmektedirler (Bayer et al.,
2007).

2.3 Thermobifida fusca YX Genomu

Thermobifida fusca (eski adiyla Thermomonospora fusca), Actinobacteria
filumuna ait, Gr+, ¢ubuk sekilli, acrobik, 1limli termofilik, filament6z, bir toprak
bakterisidir (Bachmann et al., 1991; Lykidis et al., 2007). Thermobifida fusca,
mantar bliylime ortami, giibre, ¢liriimiis samanlarda ve kompost yiginlar1 gibi
kendiliginden 1smabilen organik materyallerde artan sicaklikla birlikte 55-60° C’
de gelisen bitki hiicre duvarlarmin ana pargalayicisi bir aktinomisettir. Bu nedenle
termostabil seliilazlar ve salgilama mekanizmalar1 igin model organizma olarak
kullanilmaktadirlar. Thermobifida fusca’nin, toplam genom sekansinin, %85
kodlama siklig1 ile 65 RNA tiirii ve 3.117 proteini kodladig1 dngoriilen 3.642.249
bp’lik tekli dairesel kromozoma sahip oldugu gdosterilmistir. Genom analizleri,
onceden tanimlanmis seliilaz ve ksilanazlara ek olarak kabul edilen 29 glikosid
hidrolazlarm varhigini agiga ¢ikarmustir. Glikosid hidrolazlarm, temel olarak
dekstran/nigasta ve ksilan-degrade edici fonksiyonlar1 sergiledigi kabul edilen

enzimleri icerdigi belirlenmistir. T.fusca, ¢oklu seliilaz salgis1 ve karbonhidrat-
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degrade edici diger enzimlerin ¢alisilmasi ve izole edilmesi igin iyi bir kaynaktir.
Klasik biyokimyasal metodlarin kullanilmasiyla 4 endoglukanaz geni, 2
ekzoglukanaz geni olmak iizere 6 selillaz saptanmistir. Buna ek olarak sellobiyozu
glukoza degrade eden intraseliilar bir beta-glukosidaz, ekstraseliiler bir
ksiloglukanaz ve bir beta-1,3-glukanaz klonlanmig ve karakterize edilmistir.
Salgilanan seliilazlar tarmmsal {irtinlerin degradasyonunun kullanimi i¢in olduk¢a
biiyiik biyoteknolojik avantaja ve atiklar1 sekere doniistliriip etanole g¢evirme
Ozelligine sahiptirler.  Actinobacteria filumundan bazi mikroorganizmalarin
genomuna ulasilabilmektedir. Actinobacteria filumuna ait bu toplam genomik
sekanslarma erisim avantaji sekans karsilastirilmasini  saglamaktadir. Bu
ozellikler, bu mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalar1 i¢in 6nemli

bilgiler saglayabilme potansiyeline sahiptir (LyKidis et al., 2007).

2.3.1 Genom ozellikleri ve actinobacteria genomiksi ile
karsilastirilmasi

T. fusca genomu, 3,642,249 b¢’ lik tekli dairesel bir kromozomdan
olusmaktadir. Genomda tahmini kodlama yapan sekanslar (Predicted coding
sequences (CDSs)) 3.117 ve G-C igerigi %67’ dir.
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Sekil 2.1 T.fusca genomunun dairsel temsili

Genom yapist:

Toplam baz: 3,642,249 Protein kodlayan genler: 3117 DNA kodlayan baz: 3,122,831
Psodogenler: 7 %G-C %67,5 tRNA 53

Tahmini genlerden %68’ nin fonksiyonu belirlenmistir. Genlerinin %26’ s1
(830 gen) veritabanindaki diger organizmalarla, fonksiyonu bilinmeyenlerle
birlikte sekans benzerigine sahiptir. Ayrica 106 geni (%3.3) ise sadece T.fusca’ ya

aittir. Dort rrn loci(bdlge) 5S-23S-16S operonlarinda diizenlenmistir.

Suhre ve Claverie ’ye gore, termofilik proteomlar polar koklere karsi (Asn,
GIn, Ser ve Arg) artmus igerikli yiikli koklere (Asp, Glu, Lys ve Arg) sahiptirler.
Bu egilim T.fusca gibi 55 °C’ den daha yiiksek sicakliklarda optimum
biiyiiyebilme kapasitesine sahip organizmalar igin yaygin bir 6zelliktir ve T.fusca
Lys koklerinin dikkat ¢eken istisnasiyla benzer egilimi sergilemektedir. Bu
durum Birlestirilmis Mikrobiyal Genomlar (Integrated Microbial Genomes

(IMG)’ daki bakteriler igin minimum bir yakinlik oldugunu gostermektedir.

Bir¢ok termofil, daha az Ala kokiine sahip olmasmma ragmen, T. fusca’ da
Ala kok miktarinin fazla oldugu gézlemlenmistir. T. fusca, IMG’de bulunan 32
Actinobacteria genomuyla karsilastirildiginda 6zgiin 412 (%13) gene sahip
oldugu belirlenmistir. Bu 412 genden, yalnizca 83 CDSs’ i InterPro hitlere
sahiptir. Geriye kalan genler fonksiyonel 6zelligi olmayan hipotetik (varsayima
dayali) proteinlerdir. Streptomyces coelicolor, Thermobifida fusca, Nocardia
farcinica, Mycobacterium tuberculosis ve Corynebacterium diphtheriae gibi bes

temel Actinobacteria genusu arasindaki karsilastirma, bu bes organizma arasinda
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1.101 genin (%30) ortak oldugunu (paylasildigi) gostermistir. T. fusca diger bes
genomla karsilagtirildigimda 660 (%20) 6zgiin gene sahiptir. Genel olarak, gen
benzerligi ve ayni gen sirasinda olmasi acisindan bu bes genom arasinda yapilan
karsilagtirmalar sonucu T. fusca’nin, S. coelicolor ve N. farcinica’ya daha yakin
iliskili oldugu belirtilmistir (Lykidis et al., 2007).

2.3.2 Seliilaz ve glikosid hidrolazlar:

T.fusca, CAZy ModO veritaban1 (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/) (Tablo

2) araciligiyla tanimlanan polisakkarit ya da oligosakkaritler iizerine etki ettigi
ongoriilen 45 hidrolitik enzimi kodlamaktadir. Bu enzimler, 36 glikosid hidrolaz,
9 karbonhidrat esteraz, 2 polisakkarit lizaz igermektedir. Glikosid hidrolazlar,
genomda 22 GH familyasi ile GH 13 familyasina ait en ¢ok bulunan alt1 liyeye
yayilmiglardir. Sinyal peptidlerin bilgisayar analizleri, T. fusca’ nin 16 glikosid
hidrolaza sahip oldugunu ve salgiladigin1 belirtmistir. Bu salgilanmis proteinlerin
cogunlugunun, N ucunda twin-arjinin translokasyon sinyaline (TAT) benzer bir

sinyal sekansina sahip oldugu belirtilmistir.

T. fusca’dan on dort enzim tlizerinde ¢aligilmistir. Bu enzimlere ek olarak,
bitki hiicre duvarinin degradasyonu ile iligkili potansiyel enzimler ve kabul edilen
28 glikosidil hidrolazdan daha fazlas1 genomda saptanmistir (temel olarak ksilan
ve dekstran/nisasta degrade edici fonksiyonlar). iki enzimin, ekzokitinaz ve
endokitinaza benzer oldugu belirlenmistir (Tfu0868 ve Tfu0580). N-asetil-
hekzominidaz’ in yoklugu, kitin degradasyonunun alternatif bir yol iziyle ya da
ekzokitinolitik bir enzim aracilifiyla substratin kademeli degradasyonunu devam
ettirdigi anlamma gelmektedir. N-asetil-glukozamin, ksilan ve Kkitinin
deasetilazlar1 identifiye edilmistir. Organizmanin enerji liretimi igin bu substratlari
kullanabildigi farz edilmistir. T. fusca, ksilanin degradasyonu i¢in birka¢ enzim
icermektedir. Bu enzimler; endo-p-1,4-ksilanaz (Tfu2791, Tful213 ve Tfu2923),
ksilosidaz (Tful613), B-L-arabinofuranosidaz (Tful616) ve varsayilan asetilksilan
aktivitesi ile birka¢ CDSs’ dir. Yukarida bahsedilen karbonhidrazlara ek olarak, T.
fusca, iki CDSs ile pektat liyaza dnemli derecede benzer Tfu0153 ve Tfu2168’e
sahiptir. Bu iki gen, TAT sistemi ile etkilesebilen bir sinyal peptide sahip

proteinleri kodlamaktadir.


http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/
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CelR (Tfu_0938), bundan o6nce birkag seliilaz geninin regiilatorii olarak
tanimlanmis olan, laktoz baskilayici bir ailenin iiyesidir. ilk olarak, CelR’nin bazi
seliilaz genlerinin yukar1 yoniinde (upstream) bulunan 14-bp’lik inverted
repeatlere (ters tekrarlara): 5°-(T)GGGAGCGCTCCC(A) baglandig1 ve sadece bir
represor gibi davrandigi disiiniilmiistiir. Bununla birlikte, sellobiyozun
(selillazlarin temel son iriinil) fizyolojik konsantrasyonunun CelR-DNA
kompleksinin ayrilmasina neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Wilson, daha sonraki
calismalarda CelR’ nin yalnizca bir represor olmadigini ayn1 zamanda zorunlu bir

aktivator oldugunu ongérmistiir (Lykidis et al., 2007).

2.3.3 Transkripsiyon ve translasyon

Ribozom igin 29 tane biiyiik, 17 tane kiigiik ribozomal altbirim proteini ve
tipik prokaryotik translasyon baslatma faktori (IF1, IF2 ve IF3) ve uzama
faktorleri (Tu ve G) bulunmaktadir.

T. fusca’ nin alt1 seliillaz geninin (Tfu0620, Tfu0901, Tful074, Tful627,
Tful959, ve Tfu2176) transkripsiyonel regiilasyonu, 5’ upstream (yukari
yoniinde) bolgesindeki 14bp’lik ters tekrarlara (5 -TGGGAGCGCTCCCA)
baglanan CelR gen iirlinleriyle gerceklestirilir. CelR bir represor gibi hareket eder
ve sellobiyozun (seliilazin temel olarak son {iriinii) fizyolojik konsantrasyonlar1
CelR-DNA kompleksinin ayrilmasma neden olur. Yukarida bahsedilen 14-bp’lik

tekrarlayan diziler T. fusca genomunda bes lokasyonda daha bulunmaktadir.

Tfu0934, Tfu935 ve Tfu936 ile birlikte disakkarit bir ABC transport
kasedini olusturmakta ve yukari kisminda (upstreamlerinde) bulunmaktadir. Bu
kasetlerin kromozomal lokasyonu, CelR kodlayan genin (Tfu0938) ve intraseliiler
B-glukosidaz olan bglC’nin upstreaminde bulunmaktadir. Spiridonov ve g¢aligma
grubu, Tfu935-Tfu938 operonunu tanimlamistir. Ayrica Tfu935 ‘in upstreaminde
bulunan eksik palindromlarm 6yle oldugu kabul edilen CelR baglanmasini
gerceklestirdigi kabul edilmis olup CelR araciligiyla transkripsiyonel olarak ortak
diizenlenebildikleri Onerilmistir. 5° bdlgelerinde miikemmel CelR baglanma
bolgeleriyle ekstra dort gen bulunmaktadir. Bu bolgeler; Tfull35, Tful508,
Tful665 ve Tfu2844°dir. Tfull35, T. fusca da diger organizmalardaki benzer

genler ya da belli homologlar1 olmayan benzer bir proteindir. Tful508 ana



29

kolaylastirict aileye ait bir membran proteinidir ve selilloz hidroliz tirlinlerinin
hiicre icine transportuyla iliski oldugu diisiiniilmektedir. Tful665 {i¢ tane
karbonhidrat baglama domaini igeren bir proteindir. Bu yap1 diger karbonhidrat-
hidrolizleyen enzimler vasitasiyla scaffold proteini olarak etki edebilmekle
birlikte bir TAT sinyali igermemektedir. Muhtemelen sec yolizi araciligiyla
salgilanmaktadir. Son olarak, spesifitesi bilinmeyen Tfu2844 ise bir

oksidorediiktazdir.

Ayrica yukarida bahsedilen genler, mikemmel CelR baglanma
palindromlar1 icermektedir. Buna ek olarak, salgilanan ksilanaz (Tfu2923) yukar1
bolgesinde (5 -TGGGAGCGCTCCCG) kusurlu bir palindrom igermektedir.
Ilging bir sekilde bu kusurlu palindrom Tfu0621 ve Tf1959 un upstream regiilator
bolgesindeki kusursuz olanmna komsudur. Bu durum, bu seliilazlarin
ekspresyonunun regiilasyonunda goérev aldigini desteklemektedir. Ayn1 kusursuz
palindrom Streptomyces avermitilis’ in genomundaki dort lokasyonda ve S.

Coelicolor’ un genomundaki on lokasyonda bulunmaktadir.

Laktoz represor familyasma (lac) ait, CelR ye benzer alt1 tane ek geni
(Tfu2790, Tful620, Tful710, Tfu0834, Tful922 ve Tfu0909) bulunmaktadir. Bu
genler karbonhidrat-indiikleyen transkripsiyonel regiilasyon ile iliskilendirilebilir.
Bu genler CelR’den ayni etkiye sahip farkli yanit verebilir. CelR’nin glukoz ve
ksilan Tlzerinde gelistiZi zaman miktarinin azalmasi nedeniyle muhtemelen
universal bir transkripsiyonel regiilator olmadig: diistiniilmektedir (LyKidis et al.,
2007).

2.4 Seliillaz Geninin Klonlanmasi ve Ekspresyonu

Rekombinant DNA teknikleri, kompleks seliilolitik mikrobiyal sistemlerin
calisilmasinda ve ticari uygulamalar icin verimli seliillaz {reticilerinin
gelistirilmesi sirasinda karsilasilan cesitli problemlerin ¢éziimii icin énemli bir
ara¢ olmaktadir. Ornegin, Clostridium thermocellum’un seliilozomu gibi
kompleks bir yapida yeralan seliilaz geninin seliilolitik olmayan bir konaga
klonlanmast ve ekspresyonu, sistemin diger tiim bilesenlerinden seliilazin
ayrilmasina ve katalitik zelliklerinin incelenmesine olanak tanimaktadir (Gilkes

et al., 1991). Bununla birlikte, seliilolitik bir konakta eksprese edildiginde uygun
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bir etiket ile birlestirilmis protein ifadesi sayesinde 6zelliklerin ayrilmasina olanak

vermektedir.

Seliilaz genleri, farkli mikrobiyal kaynaklardan cesitli uygun konaklara
klonlanmistir. Selillaz kodlayan genler bakteri ve mantarlarda kromozomaldir.
Funguslarda seliilaz genleri genomda rastgele dagilmistir ve her gen kendi
transkripsiyon regulator elementlerine sahiptir. Bununla birlikte, Phanerochaete
chrysosphorium ve Trichoderma reseei’ de genler bir arada lokalize olmuslardir.
P. chrysosphorium’ da iig¢ sellobiyohidrolaz gen kiimesi, kozmit klon kiitiiphanesi

sekans analizleri ve restriksiyon haritalama ile kesfedilmistir (Covert et al., 1992).

Sonraki ¢alismalar, T. reseei’ de de seliiloz ve hemiseliiloz degradasyonu ile
iligkili cok sayida genin genomda rastgele dagilmadigi fakat bazi bolgelerde
kiimelenmis oldugu belirlenmistir. Genlerin bir arada bulunmasi, koordineli bir
gen regiilasyonu anlamima gelmektedir ve diger fungal tiirlere gore daha az bir
seliilolitik enzim miktarina sahip olsalar dahi Trichoderma’ nin seliilolitik
subsuratlarin degradasyonunda daha basarili oldugu sonucuna isaret etmektedir
(Ouyang et al., 2006). Bakterilerde, seliillaz genleri genomda kiimelenmis ya da
kromozom iizerinde dagilmistir. Clostridium genusuna ait tiirlerde, seliilozomal
kompleksleri olusturan proteinleri kodlayan genler siklikla kiime halinde
bulunmaktadir. C.thermocellum’ da bir ¢ok selillaz ve ksilanazlar rastgele
dagilmis olsa dahi baz1 kiimelesmeler bulunmustur (Miettinen-Oinonen, 2004).
C.cellulolyticum’ un seliillozomal gen kiimesi, 14 ve 12 kb’ lik iki biiyiik
polisistronik mRNA’ y1 trankripleyen 12 genden olusmaktadir (Abdou et al.,
2008). Bu diizenlemeye benzer sekilde C. cellulovorans’un selillozomal gen
kiimesi, 8 ve 12 kb’ lik polisistronik mRNA” y1 transkripleyen, cbpA selillozomal

kiimesini olusturan 9 geni igermektedir (Han et al., 2003).

2.5  Seliilazlarin farkh mikrobiyal konaklara heterolog klonlanmasi
ve ekspresyonu

Farkli mikrobiyal genuslardan elde edilen seliilaz genleri ilk olarak
E.coli’de klonlanmistir (Beguin et al., 1987). E.coli’de seliilazlarin ekspresyonu,
rekombinant enzimlerin intraseliiler birikimi ve glikosilasyon gibi post-

transkripsiyonel modifikasyonlarin yoklugu nedeniyle genellikle diisiik seviyede
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gozlenmistir. Birgok seliilaz, E.coli ekspresyon sistemi tarafindan iyi bir sekilde
tanimlanmayan bir sinyal peptid tasimaktadir. Bu durum rekombinant
proteinlerinin liretim seviyesini azaltmakta hatta ekspresyonlarina negatif etki

etmektedir.

Rhodothermus marinus’ un, yiiksek hidrofobik sinyal peptid sekans1 igeren
termostabil Cel12A seliilazi, E.coli’ye klonlandiginda diisiik seviyede tiretilmis ve
hiicre lizisine yol agmustir. Basarili bir ekspresyona, hidrofobik sinyal peptid
bolgesi icermeyen seliilaz geninin bir delesyon mutanti ile ulagilmistir (Wicher et
al., 2001). Benzer bir yaklasim serin ve terionince zengin sekanslar1 araciligiyla
katalitik domaine bagli bir N terminal sinyal peptid tasiyan Sulfolobus
solfataricus’da bulunan yiiksek asit stabil ve termostabil p-endoglukanazi
kodlayan sso 1949 geni i¢in kullanilmistir. Enzimin ekspresyonu, yalnizca 24
aminoasitlik sinyal peptid ¢karildiginda elde edilmistir. Bununla birlikte serin ve
treonince zengin bolgenin olmadigr N-terminal delesyon mutantinin kullanimini
iceren bu yaklasim over-ekspresyonu arttirmak i¢in kullanildiginda basarisizlikla

sonuc¢lanmistir (Huang et al., 2005).

Daha once bahsedildigi gibi rekombinant seliilazlar siklikla sitoplazmada
birikmektedirler. Bu durum inkliizyon cisimcikleri olarak bilinen insoliibl
agregatlarin olusumuna, hatali protein katlanmalarina yol agmaktadir (Villaverde
ve Carrio, 2003). C.cellulovorans’ m PT-baglayicis1 ve Clostridium’ un farkli
proteinlerinin CBD’leri ile ilgili yapilan ¢alismalarda, N ve C-terminal uglar1 ile
birlestirilen ¢esitli rekombinant selillozomal proteinlerin  ¢oziiniirliligiini
arttrmak i¢in caligilmistir. En iyi sonuglar rekombinant kohesin domaini
Coh6’nin, C-ucuna birlestirilen EngD PT-baglayicisi ile elde edilmistir (Xu and
Foong, 2008).

Bacillus subtilis Celll5 straininden, yeni bir termostabil 1,4-p-
endoglukanaz E.coli BL21(DE3)’ de eksprese edilmistir. Bunun sonucunda yabani
tip straininden li¢ kat daha fazla iiretim gerceklesmistir ve tiimii ekstraseliiler
ortamda bulunmustur (Yang et al., 2010). Bu nedenle, Bacillus subtilis Cell15’a
ait ekstraseliiler sinyal peptitin heterolog konaklarda fonksiyonel olabilecegi

diistiniilmektedir.
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E.coli, bakteriyal genlerin ekspresyonu ve izolasyonu igin genellikle
kullanilan bir konaktir. Alternatif konaklarin se¢imi igin, ekstraseliiler ortama
proteinlerin salgilanma yetenegi, daha verimli ekspresyona izin veren yakin
evrimsel iliskiler ve glikosilasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlarin

varlig1 6nem kazanmaktadir (Beguin, 1990).

Yiiksek oranda seliilaz iiretimi ve salgilanmasi i¢in birkag Bacillus genusu
konak hiicre olarak kullanmilmistr (Zhang et al. 2010). Clostridium
phytofermentans’a ait selillozomal olmayan, aile 48 seliilazinin ekspresyonu
E.coli ve B.subtilis’ de ¢alisilmistir. Clostridium phytofermentans’ a ait Cel 48,
B.subtilis’de aktif o