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TEZ BEYANI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallanma uyuldufunu, bagkalarimn eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuglarin baska
bir yerden alinmadiani, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigim, tezin
herhangi bir kisminin bu iiniversite veya bagka bir @iniversitedeki bagka bir tez galismasi

olarak sunulmadigin1 beyan ederim.
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OZET

Doktora Tezi

ENDUSTRIYEL KULLANIM AMACLI KSILANAZ ENZIMININ REKOMBINANT
OLARAK URETILMESI, SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Sema BILGIN SENTURK

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. isa GOKCE

Hemiseliiloz, bitki hiicrelerinin ¢eperlerinde seliiloz ve pektinlerle birlikte bulunan bazi
karmasik karbohidrat ya da polisakaritlerin ortak adidir. Ksilan, hemiseliilozun baslica
bilesenidir. Ksilanin iskelet yapisi, B-1,4-glikozit baglariyla baglanmis ksiloz
rezidiilerinden olusur. Ksilan1 hidroliz eden enzimlerin tamamina ksilanolitik enzim
sistemi adi verilir. Bu gurupta [-1,4-Endoksilanaz, p-Ksilozidaz, B-L-
araninofuranozidaz, -Glukuronidaz, Asetil ksilan esteraz ve Fenolik asit (Ferulik ve p-
Kumarik asit) esteraz yer almaktadir. Ksilanaz, kagit ve kagit hamuru basta olmak iizere
gida ve hayvan yemi endiistrisi gibi alanlarda temel endiistriyel enzim olarak ¢ok biiyiik
Ooneme sahiptir. Bu calismada ksilanaz (endo-1,4-B-ksilanaz) enziminin rekombinant
olarak iiretimi hedeflenmistir. Ksilanaz {iireticisi mikroorganizmalar topraktan izole
edilerek molekiiler tanilamas1 yapilmistir. Asidik ortamda ksilanaz aktivitesi gosteren
Bacillus subtilis susundan izole edilen ksilanaz enzimini kodlayan gen (xyn) , pET28b
vektor sistemine klonlanmis ve ekspresyon amaciyla E.coli BL21(DE3) pLysE
hiicrelerine transfer edilmistir. Boylece ksilanaz enzimi rekombinant olarak iiretilmistir.
Uretilen enzim aktivite gdstermis, optimum sicakligi 60 'C, optimum pH’s1 ise 6,0
olarak bulunmustir.

2013, 91 sayfa

Anahtar kelimeler: Ksilanaz, Ksilan, Rekombinant enzim, E. coli



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

EXPRESSION, PRUFICATION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT
XYLANASE FOR INDUSTRIAL USAGE

Sema BILGIN SENTURK

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. isa GOKCE

Hemicellulose is common name of complicated carbohydrates and polysaccharides exist
with celluloses and pectines in plant cell walls. Xylan is main component of
hemicellulose. Xylan’s backbone comprises xylose residues linked by B-1,4-glycosidic
bonds. All of the enzymes that hydrolise xylan called as xylanolytic enzyme systems. [3-
1,4-endoxylanase, B-xylosidase, B-L-araninofuranosidase, B-glucuronidase, acetyl xylan
esterase and fenolic acid (ferulic ve p-coumaric acid) esterase are in this group.
Xylanase has a big importance as main industrial enzyme in paper manufacturing, food
and animal feed industuries. In this study it is aimed that production of recombinant
xylanase (endo-1,4-B-xylanase). Molecular identification of xylanase producer
microorganisms isolated from soil was made. xyn gene is isolated from Bacillus subtilis
strain wihch has xylanase activity in the acidic medium, it is cloned pET28b vector
system and then transformed to BL21(DE3) pLysE cells for expression of protein. Thus,
xylanase enzyme was produced as a recombinant. The enzyme poduced was active and
it is found that optimum temprature and optimum pH of enzyme are 60 C and 6,0
respectively.

2013, 91 pages

Keywords: Xylanase, Xylan, Recombinant enzyme, E. coli
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1. GIRIS

Hiicrelerde olduk¢a O©nemli metabolik gorevleri olan enzimler, biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalizyen protein yapisinda molekiillerdir ve c¢esitli amaclarla
kullanilmak {izere giindelik ve ekonomik hayata girmislerdir. Endiistrinin hemen her
alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore
daha kararl1 ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir.
Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iiriinlerin kullanim alanlarinin cesitliligi ve
ekonomik degerlerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel
enzimler ile ilgili alaninda yapilan c¢esitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir
(Wiseman, 1987). Stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim iiretimi biiyiik boyutlara ulagsmis ve kullanimi

giderek yayginlagsmistir (Gessese, 1998).

Tiirkiye biiyiik bir biyoteknoloji iiriinleri tiiketicisidir. Tiiketicisi oldugumuz bu pazarin
en onemli alanlarindan birisini “enzimler” olusturmaktadir. Tiirkiye nin yerli enzim arzi
hemen hemen yok gibidir. Enzimler farkli kategorilerde farkli isimler, sektorler ve
kalemler altinda yerli pazara girdikleri ve tiiketildikleri i¢in pazar hacminin biitiiniiniin
tek bir rakam halinde tespiti de miimkiin degildir. Bilinen kadariyla tiiketimimiz milyar
dolarlar seviyesindedir. Enzimlerin endiistriyel kullamim alanlar1 incelendiginde ne
kadar yaygimn, yiikksek hacimli ve ticari firsatlarla dolu bir pazar olusturdugu

goriilmektedir (Ozer, 2002).

S6z konusu pazardaki biiylik bosluk dikkate alinarak c¢alisma grubumuz tarafindan
rekombinant enzim {iretim sistemleri {izerine arastirmalara odaklanilmigtir. Bu tez
kapsaminda endiistride genis kullanim alanina sahip ksilanaz enzimi rekombinant olarak

iretilerek karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERi (KURAMSAL TEMELLER / GENEL BILGILER)
2.1. Enzim Nedir?

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iiriin
olmasina firsat vermeden %100’liikk bir iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu hari¢ olmak iizere, biitiin enzimler
protein yapisindadir. Proteinlerin en biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis gurubunu teskil ederler

(Keha ve Kiifrevioglu,2004).

Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu oldukga eskidir. Insanlar farkinda
olmadan enzimlerden; ekmek, peynir, bira, sarap vb. maddelerin yapiminda ve ayrica

ila¢ olarak yararlanmiglardir (Telefoncu ve Pazarlioglu, 2010).

Cagdas enzim kimyasi calismalari, enzimatik reaksiyonlarla ilgili Michaelis-Menten
denklemi ve Summer tarafindan 1926 yilinda saf kristal bir enzimin (iireaz) izolasyonu
ile baglamistir. Bu alandaki ¢alismalar giin gectikce daha da yogunlagmakta olup yeni
enzimler izole edilip saflagtirllmaktadir. Bu giine kadar binlerce enzimin amino asit
dizisi aydinlatilmig olup bunlardan ¢cogunun ii¢ boyutlu yapisi bilinmektedir (Telefoncu

ve Pazarlioglu, 2010).

Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasina paralel olarak enzim katalizli reaksiyonlarin
kinetik ve termodinamik acidan incelenmesi ¢alismalar1 da hizla ilerlemistir. Enzimlerin
katalitik giicleri gercekten sasirticidir. Enzimler molekiilleri pargalar, birlestirir veya
belirli gruplart bir molekiilden digerine tasirlar. Katalitik fonksiyonlar1 bakimindan

enzimler alt1 ana grupta toplanmistir (Telefoncu ve Pazarlioglu, 2010).

2.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Bilinen enzimlerin sayist 1950’lerin sonuna kadar ¢cok hizli bir sekilde artmis ve bircok
kisinin ayn1 enzime farkli isimler vermelerinden dolay1 adlandirmada karmasa ortaya
cikmistir.  Ayn1  zamanda adlandirilmasit yapilan bircok enzimin katalizledigi

reaksiyonun tabiati hakkinda herhangi bir bilgi icermemesi de bu karmasay1 artirmistir.



Bu karisikligin diizenlenmesi amaci ile 1956 yilinda bir Uluslararasi Enzim Komisyonu
(International Comission on Enzyme) kurulmustur. Bu komisyon tarafindan, enzimlerin
siniflandirilmasi ve isimlendirilmesi i¢in kabul edilen sistem 3 genel prensibi

icermektedir.

Birincisi, -az (-ase) eki ile sonlanan enzim isimleri, tek enzimler i¢in kullanilmalidir. Bu
durum birden fazla sistem iceren enzimler icin kullanilmamahdir. ikincisi, enzimler
katalizledikleri reaksiyonlara gore siniflandirilir ve adlandirilirlar. Son prensip ise
katalizlenen reaksiyonlarin tipine gore adlandirilir ve siniflandirilir. Bu sistem, enzim
komisyonu (E.C.) tarafindan belirlenen kod numaralari1 kullanilarak enzimlerin agik bir
sekilde tanimlanmalarin1 saglar. Bir enzimin genellikle iki ismi mevcuttur. Biri
sistematik ya da tavsiye edilen, digeri ise yaygin olarak kullanilan, daha kisa ve kolayca
uygulanan genel ismidir. Bir enzim, sistematik ismi ve E.C. kod numarasi ile
tanimlandiktan sonra Onerilen isim herhangi bir karigiklik olmaksizin sorunsuzca
kullanilabilir. Bu tiir yaklasimlar literatiirde yaygin olarak uygulanmaktadir (Aehle,
2004).

Enzim komisyonu raporuna gore enzimler katalizledikleri reaksiyona gore 6 ana sinifa
ayrilir ve kod numaralari ile tanimlanirlar. E.C. 6n eki ile baslayan numaralar noktalarla

birbirinden ayrilmis 4 temel 6geyi ifade ederler.

1. 1lk rakam, enzimin alt1 siniftan hangisine ait oldugunu belirtir.

2. Ikincisi, enzimin alt sinifin1 (Subclass) ifade eder.

3. Ugﬁncﬁ rakam, ikinci alt grubu (Sub-Subclass),

4. Dordiincii rakam ise enzimin sub-subclass i¢indeki seri numarasini ifade eder.
Bu sisteme gore ilk rakamin ifade ettigi siniflar kisaca asagidaki gibidir.

1. Oksidorediiktazlar,



2. Transferazlar,

3. Hidrolazlar,

4. Liyazlar,

5. Izomerazlar,

6. Ligazlar. (Aehle, 2004)

Ornegin, E.C. 3.2.1.8 1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz enziminin kod numarasi ile ifade

edilmesidir.

2.3. Enzim Uretiminde Mikroorganizmalar

Tarihsel gelisim agisindan bakildiginda enzimlerin ¢ok farkli kaynaklardan elde edildigi
goriilmektedir. Bunlar bitkisel, hayvansal ya da endiistriyel anlamda ihtiyaci
karsilayabilen mikrobiyal kaynakli enzimlerdir (Gupta ve ark, 2003). Bitkisel ve
hayvansal enzimlerin endiistriyel ihtiyact karsilayamamasi, bu alandaki ilginin giderek
artan bir sekilde mikrobiyal enzimlere yonelmesini saglamistir. Mikroorganizmalar,
biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik manipiilasyonlara uygunlugu gibi sebeplerden
dolayr miikkemmel bir enzim kaynag: olarak degerlendirilmektedir (Rao ve ark, 1998).
Ayrica daha hizli ¢ogalmalari, gelisme kosullarinin kontroliiniin kolay olmasi ve
tretimlerinin mevsimlere bagli olmamasi vb. nedenler de mikroorganizmalari ticari
enzimlerin iiretiminde tercih edilen 6nemli kaynaklar haline getirmistir. Giiniimiizde
endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %90°1 mikroorganizmalarin fermentasyonu ile
tiretilmektedir (Godfrey ve West, 1996). Ekstremofilik mikroorganizmalar; volkanlarin
yiiksek sicakliklarinda, kutuplarin diisiik sicakliklarinda, cok diisiik ve cok yiiksek pH
degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-
30) yasamak icin adapte olmuslardir (Niehaus ve ark., 1999). Bu sekilde farkli ekolojik
kosullarda yasayan mikroorganizmalar termofilik, asidofilik, alkalifilik ve halofilik
bakteriler seklinde simiflandirilmistir (Zeikus, 1979). Buralarda yasayan termoasidofilik

ve alkalifilik bakterilerden elde edilen enzimler ekstrem pH ve sicaklik kosullarina



dayanikli oldugu i¢in endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaya baslanmigtir

(Kindle, 1983).

2.4. Enzim Uretiminde Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA terimi, dogal olarak bir arada bulunmast miimkiin olmayan DNA
molekiillerinin birlestirilerek yeni bir kombinasyonun olusturulmasini ifade eder.
Rekombinant DNA teknolojisi, bakteri ve viriislerle yapilan ¢alismalarda gelistirilen
genetik teknikleri ve niikleik asit biyokimyas: metotlarini birlikte kullanir ( Klug ve
Cummings, 2003). Rekombinant DNA teknolojisinin temelini gen klonlama siireci
olusturur. Bu siirecin temel basamaklarimi Klug ve Cummings asagidaki gibi

aciklamistir:
1. Doku ya da hiicrelerden DNA izole edilir.

2. DNA molekiillerini 6zgiil dizilerden taniyip kesen restriksiyon endoniikleazlar ya da

restriksiyon enzimleri denilen enzimlerle DNA pargalar1 olusturulur.

3. Restriksiyon enzimleri ile olusturulan DNA parcalari, vektor ya da tastyict molekiil
ad1 verilen diger DNA molekiilleri ile birlestirilir. icine bir DNA parcas1 sokulmus olan

vektor, bir rekombinant DNA molekiiliidiir.

4. Kendi DNA’s1 ile birlikte, iizerinde yabanci DNA molekiiliinii tasiyan vektoriin
olusturdugu rekombinant molekiil konak¢1 icgerisinde kendini esler ve klon olarak

bilinen, birbirine 6zdes diizinelerce kopyasini olusturur.

5. Konake¢r hiicre kendini eslerken, rekombinant DNA molekiilleri de yavru hiicrelere
gecer ve her biri klonlanmis DNA dizisinin kopyalarini tasiyan konaker hiicre toplulugu

olusur.

6. Klonlanmis DNA konakg1 hiicrelerden izole edilebilir ve incelenebilir.



7. Potansiyel olarak, klonlanmis DNA transkripsiyona ugrayabilir, mRNA’s1
translasyona yonlendirilebilir, gen iiriinii izole edilebilir ve arastirma icin ya da ticari

amaclarla satilmak icin kullanilabilir.

Bir genin klonlanmasi, protein iiriiniiniin biiyiik miktarlardaki iiretimi gibi cok daha
biiyiik bir tasarimda, sadece ilk basamaktir. Aslinda asil ilgilenilen klonlanmis genin
kendinden ¢ok protein iiriiniidiir. Ozellikle proteinin ticari, tedavi edici ya da arastirma

degeri olan bir iiriin 6zelligi varsa bu ¢ok daha ilgingtir (Nelson ve Cox, 2005).

Bu calismada rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak endiistriyel bir enzim olan
ksilanaz iretilmis ve {Uretilen ksilanaz c¢esitli karakterizasyon calismalarinda

kullanilmistir.

2.5. Endiistriyel Enzimler

Diinya geneli incelendiginde endiistriyel enzimlerin ticari pazar paymin yaklasik 1,6
milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Schallmey ve ark, 2004). Bu enzimlerin
kullanim alanlarina gore dagilimina bakildiginda, %29’unun gida endiistrisinde,
%15’inin hayvan yemi sektoriinde ve %56 sinin ise genel amach teknik alanlarda yer
aldig1 goriilmektedir (Outtrup ve Jorgensen, 2002). Endiistride kullanilan enzimlerin
yaklasik %75’ini hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Proteaz grubundaki enzimler
kullamimda ilk siray1 alirken, karbohidratlar1 parcalayan enzimler ikinci sirada yer
almaktadir (Harwood, 1992; Bhat, 2000). Karbonhidrat parcalayan enzimlerden
amilazlar, enzim piyasasinda yaklasik %25’lik bir paya sahiptir (Sidhu ve ark, 1997;
Rao ve ark, 1998). Son zamanlarda kagit hamurunun beyazlatilmas: i¢in ksilanazlarin
endiistride kullanilmas1 Viikari ve arkadaslarinin (1986) bulusu ile artisa gecmistir.
Hidrolazlardan seliilazlarin ise seliilozik materyallerin sekerlere doniistiiriilerek biyo-
etanol gibi biyolojik temelli iiriinlere doniistiiriillmesi s6z konusu oldugunda enzim
piyasasindaki payimnn ciddi bir sekilde artmasi beklenmektedir (Cherry and Fidantsef,
2003). Selliilazlarin, bitkisel atiklarin hidrolizinde kullanilmasi durumunda Amerika
Birlesik Devletleri’'nde yillik 400 milyon dolarlik bir ticaret hacmine sahip olabilecegi
tahmin edilmektedir. Bu durum, endiistriyel enzim pazarinin %33’liik bir orana

yiikselebilecegini gdstermektedir (Percival Zhang ve ark, 2006).



2.6. Ksilan

Hemiseliiloz, bitki hiicrelerinin ¢eperlerinde seliiloz ve pektinlerle birlikte bulunan bazi
karmagik karbonhidrat ya da polisakaritlerin ortak adidir. Hemiseluloz, tek ve ¢ok yillik
bitkilerin hiicre duvarinda seliiloz ve ligninle beraber bulunur ve bunlar toplu olarak
lignoseliilozik maddeler olarak adlandirilir. Farkli seker {iinitelerinin farkli sekillerde
birlesmesi ile olusmus dalli bir heteropolisakkarittir. Seliillozda 7000-15000 glukoz
molekiilii diiz zincir seklinde birlesmisken hemiseliilozda yaklagik 200 farkli seker
birimi kisa zincirler seklinde birlesmistir. Hemiseliilozlar dogada toplam

biyokiitlenin %30-35’ini olusturmaktadir (Kulkarni ve ark., 1999).

Hemiseliiloz, 5 C’lu pentoz sekerler (ksiloz, arabinoz gibi) ile 6 C’lu heksoz sekerler
(mannoz, glukoz, galaktoz gibi) ve seker asitlerinden olugsmus heterojen polimerdir.
Hemiseliilozlarin ~ siniflandirilmasi, icerdikleri seker birimlerine gore yapilir.
Hemiseliilozlarin ¢ogunda bulunan temel monomerler, D-ksiloz, D-mannoz, D-galaktoz
ve D-arabinozdur. Hemiseliilozlar topluca ksilanlar, glikomannanlar, arabinogalaktanlar

olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilir (Beg ve ark., 2001).

Hemiseliiloz, seliillozun aksine kimyasal bakimdan homojen yap1 gostermez. Sert odun
hemiseliilozu daha c¢ok ksilan igerirken yumusak odun hemiseliilozu daha cok
glukomannan igermektedir. Dallanma tekrar1 ve kompozisyonu ksilanin kaynagina
baghdir. Degisik kaynaklardaki ksilanlarin kompozisyonlar1 farklilik gosterir 6rnegin;
Hus agaci ksilant: % 89,3 ksiloz, % 1 arabinoz, % 1,4 glukoz, % 8,3 anhidrouronik asit
icerir. Piring kepegi ksilani: % 46 ksiloz, % 44,9 arabinoz, % 6,1 galaktoz, % 1,9
glukoz, % 1,1 anhidrouronik asit icerir. Bugday arabinoksilani: % 65,8 ksiloz, % 33,5
arabinoz, % 0,1 mannoz, % 0,1 galaktoz, % 0,3 glukoz igerir. Misir lifi ksilam B-1,4
bagi ile bagli ksiloz iinitelerinden olugsmus kompleks heteroksilanlardan biridir. % 48-54

ksiloz, % 33-35 arabinoz, % 5-11 galaktoz, % 3-6 glukouronik asit icerir.

Ksilan, hemiseliillozun baglica bilesenidir. Ksilan iskelet yapis1 B-1,4-glikozit baglariyla
baglanmis ksiloz rezidiilerinden ve yaklasik % 80’1 ksiloz iinitelerine C-2 ve/veya C-3
ile bagli arabinoz veya glukotironik asitten olugan monomerik yan zincirlerden olusur.

Yumusak odun heteroksilaninda arabinofuranosil birimleri p-kumarik asit ve ferulik



asitle esterlesmistir. Sert odun ksilaninda ksiloz birimlerinin % 60-70’1 asetillenmistir.
Sert odun ksilaninin polimerizasyon derecesi (150-200) yumusak odun ksilaninkinden

(70-130) yiiksektir (Obembe ve ark., 2006).

2.7. Mikrobiyal Ksilanolitik Sistemde Ksilanmin Enzimatik Hidrolizi

Ksilanin temel bileseni, en ucuz “kimyasal fabrikalar” olan mikrobiyal hiicreler
tarafindan kimyasal yakita doniistiiriilebilen 5 karbonlu seker D-ksilozdur (Biely, 1985).
Bitki ksilanlarinin heterojenitesi ve kompleks kimyasal yapisindan dolayr tamamen
parcalanmasi birka¢ hidrolitik enzimin birlikte ¢alismasini gerektirir. Bu nedenle ksilan
parcalayici hiicreler i¢in polimer parcalayici bir cok enzimi liretmesi sasirtict degildir.
Ksilan hidrolizini gerceklestiren ksilanolitik enzim sistemi genellikle ¢esitli hidrolitik
enzimlerden olusur: B-1,4-endoksilanaz, [-ksilozidaz, a-L-arabinofuranozidaz, o-
glukoronidaz, asetil ksilan esteraz ve fenolik asit (ferulik ve p-kumarik asit) esteraz
(Sekil 2.3). Bu enzimlerin tiimii ksilan1 seker bilesenlerine ¢evirmek igin birlikte gérev
yapmaktadir. Boyle bir multifonksiyonel ksilanolitik enzim sistemi funguslar (Belancic
ve ark., 1995; Biely ve ark., 1985), aktinomisetler (Elegir ve ark., 1995) ve bakteriler
(Dey ve ark., 1992) arasinda olduk¢a yaygindir.

2.8. Ksilanolitik Enzimler

Ksilanin kompleks yapisi nedeniyle molekiiliin tamamen hidrolizi i¢in farkli enzimlere
gereksinim duyulmaktadir. Ksilam1 hidroliz eden enzimlerin tamamina ksilanolitik
enzim sistemi adi verilir. Bu gurupta B-1,4-Endoksilanaz, B-Ksilozidaz, f-L-
araninofuranozidaz, B-Glukuronidaz, Asetil Ksilan Esteraz ve Fenolik asit (Ferulik ve p-

Kumarik asit) esteraz yer almaktadir.

Endo-1,4-B-ksilanaz

Endo-1,4-B-ksilanaz (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz; E.C. 3.2.1.8) ksilan iskeletinde
glikozidik baglart pargalar. Baslangigta hidroliz iiriinleri  B-D-ksilopiranozil
oligomerleridir fakat daha sonraki asamada [-D-ksilopiranozilin mono-, di-, ve

trisakkaritleri gibi kiiciik molekiillerdir (Polizeli ve ark., 2005).



B-D-Ksilozidazlar

B-D-Ksilozidazlar (1,4-B-D-ksilan ksilohidrolaz; E.C. 3.2.1.37) ksilobioz ve daha biiyiik
ksilooligosakkaritlere karsi relatif afinitesine gore siniflandirililabilir. B-Ksilozidazlar
genellikle ksilan1 hidroliz etmezler; onlarin en 1yl substratt ksilobiozdur ve
ksilooligosakkaritlere karsi afinitesi ksilooligosakkaritlerin polimerizasyon derecesiyle
ters orantilidir. Ksilozidazlar p-nitrofenil- ve o-nitrofenil- 3-D-ksilopiranozid gibi yapay
substratlar1 parcalayabilirler. B-Ksilozidazlar, ksilan ksilanaz tarafindan ardi ardina
hidroliz edildiginde 6nemli bir rol oynarlar. Ksilanin ksilanaz tarafindan ardi ardina
hidrolizi, B-D-ksilopranozil oligomerlerinin birikimine neden olur ki bu endoksilanazi
inhibe edebilir. B-Ksilozidaz, bu iiriinleri hidroliz ederek inhibisyon nedenini ortadan
kaldirir ve ksilan hidrolizinin etkinligini artirir (Andrade ve ark. 2004; Zanoelo ve ark.

2004).

Asetilksilan esteraz

Asetilksilan esteraz (E.C. 3.1.1.6) asetil ksilanin B-D-ksilopiranosil rezidiileri iizerinde
2. velveya 3. pozisyonlardaki O-asetil gruplarini uzaklastirirlar. Asetilksilan esteraz
ksilanin hidrolizinde onemli bir rol oynar. Ciinkii, sterik engel olusturdugu i¢in ksilan
iskeletini parcalayan enzimlerin iskelete yaklagsmasini engelleyen asetil yan gruplarim
uzaklastirarak endoksilanazlarin etkinlik gostermesine olanak saglar (Polizeli ve ark.

2005).
Arabinaz

Arabinaz B-D-ksilopranozilin 2. ve 3. pozisyonlarinda yer alan L-arabinoz rezidiilerini
uzaklagtirir. Ikiye ayrilir: p-nitrofenil-a-L-arabinofuranozitleri ve dallanmis arabinanlari
parcalayan ekzo- a-L-arabinofuranozidaz (E.C. 3.2.1.55) ve yalmzca lineer
arabinanklar1 hidroliz eden endo-1,5- a-L-arabinaz (E.C. 3.2.1.99) (Kaneko ve ark.
1993; de Vries ve ark. 2000).



o-Glukuronidaz

10

a-Glukuronidaz 3.2.1 glukuronoksilanda bulunan glukuronik asit rezidiileri ve B-D-

ksilopranosil iiniteleri arasindaki a-1,2 glikozidik baglarin1 hidrolizler (Polizeli ve ark.,

2005).

Ferulik asit esteraz (EC 3.1.1) ve p-kumarik asit esteraz (EC 3.1.1)

Ferulik asit esteraz (E.C. 3.1.1.-) ve p-kumarik asit esteraz (E.C. 3.1.1.-), ksilan

tizerindeki ester baglarin1 parcalar Ferulik asit esteraz arabinoz ve ferulik asit arasindaki

bag1 parcalarken p-kumarik asit esteraz da arabinoz ve p-kumarik asit arasindaki bagi

parcalar (Christov ve Prior, 1993; Williamson ve ark., 1998; Crepin ve ark., 2004).

3-1,4-D-Ksilopiranosil Baglanmasi

H
—O
i H
N 0
O \oAc H
D-Ksilopiranoz

Halkasi H OH

ENDO KSILANAZ

H

H;C-0
a-O-methyl-D-
Glukuronik Asit
Halkasi

B-Ksilozidaz

H H H H
—0, —0 o} — O
H H H
H H H
0] 0 O 6]
OH H OH H H OH H \
H O H OH OH H
OAc
Asetil Ksilan
<«—— 0-1,2-4-O-methyl-D- Esteraz
glucuronic Asit Baglanmasi
COOH
O H 0 - g— 1 ,3—L—arabjn0—
H - uranoz Baglanmasi
OH H H
— HC-0 1 earABINO.
FURANOZIDAZ,
H OH H OH

Ac: Acetyl group
R--H: p-coumeric acid
R--OCHj: ferrulic acid

FERORYL and

p-COUMAROYL
ESTERASES

OH

Sekil 2.1 Ksilanin tam hidrolizinde gerekli enzimler ve etki bolgeleri (Beg ve ark, 2001)
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Sekil 2.2 Bacillus subtilis glikozil hidrolaz aile-11 ksilanazinin kristal yapisi (Anonim,
2013)

2.9. Ksilanazlarin Baz1 Uygulama Alanlari

Mikroorganizmalardan elde edilen ksilanolitik enzimler, bircok endiistriyel islemlerde
biyoteknolojik potansiyellerinden dolay: biiyiik bir ilgi odag olmustur. Ozellikle kagit
ve kagit hamuru basta olmak iizere gida ve hayvan yemi endiistrisi gibi alanlarda temel

endiistriyel enzim olma yolunda ¢ok biiyiik dneme sahiptir (Beg ve ark., 2001).

Ksilanaz enziminin kullanim alanlari;

a) Ksilanazlarin en iimit verici uygulamalarindan birisi, kagit hamuru hazirlamada
beyazlastirma ajani olarak klor kullanimininin azaltilmasi ve kagit hamurundan lignini
ayirma Ozelligidir. Enzim uygulamasi kagit hamurunun fibrilasyonunu ve su tutusunu
artirir, islenmemis kagit hamurunda dévme sayisint diisiiriir, hurda kagit hamurunda

baglar1 onarir, ¢coziinen hamurdan ksilanlarin selektif giderimini saglar. Ksilanazlardan



12

ayrica odun hamurunda biobeyazlatma, sentetik ipek iiretiminde ise hamurdan seliiloz

eldesinde faydalanilir (Viikari ve ark., 1986; Beg ve ark., 2001).

b) Cavdardan elde edilen yemler ile beslenen et tavuklarinda yemden geri doniisiim
orani ve kilo kaybi intestinal viskozite ile iligkilendirilmistir. Et tavuk¢ulugunda cavdar
temelli yemlere ksilanaz uygulamalar1 intestinal viskoziteyi diisiirmiis ve bdylece
yemden etkin yararlanma, dolayisiyla kilo artisi saglanmistir. Ksilanazlarin etkinligi
ekmek kalitesi artisinda da ekmek hacmini artirarak gozlenmistir. Bu durum

ksilanazlarla birlikte amilazlarin kullanilmasiyla daha da artmistir (Maat ve ark, 1992).

c) Ksilan tarim ve gida endiistrisi atiklarinda bol miktarda bulunmaktadir. Ksilanaz

uygulamalari ile atik sulardaki ksilan ksiloza doniistiiriiliir (Rani ve Nand,1996).

d) Meyve ve sebzelerin suyunun c¢ikarilmasi ve meyve sularinin berraklastirilmasi
amaciyla pektinaz ve seliilaz ile birlikte kullanilir. Ayrica ruminantlarin beslenmesinde
sindirimi artirmak amaciyla yem bitkilerinin 6n isleminde kullamilmaktadir (Gilbert ve

Hazlewood, 1993).

e) Bazi ksilanazlar bitki hiicrelerinden protoplast iiretimi icin hiicre duvarinin

yumusatilmasinda da kullanilir (Wong ve ark., 1988).

g) Mannanaz, ligninaz, ksilozidaz, glukanaz, glukozidaz gibi ¢esitli enzimlerle birlikte
ksilanazlar, lignoseliilozik biyokiitleden etanol ve ksilitol gibi biyolojik yakit tiretimi
icin kullanilabilir (Dominguez, 1998; Kuhad ve Sing, 1993; Olsson and Hahn-Hagerdal,
1996).

h) Ksilanolitik enzim sistemlerinin pektinolitik enzim sistemleri ile birlikte onemli
uygulamalarindan biri de, keten ve kenevir gibi lif bitkilerinin regine benzeri
maddelerden arindirilmasidir (Puchart ve ark., 1999; Sharma, 1987). Ksilanaz-pektinaz
kombinasyonu odun islemede ilk basamak olan kabuktan arindirma islemlerinde de

kullanilabilmektedir (Bajpai, 1999; Wong ve Saddler, 1992).
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2.10. Ksilanaz iceren Organizmalar ve Yapilan Cahsmalar

Ksilanazlar, baslica bakterilerden, funguslardan, aktinomisetlerden ve mayalardan izole
edilmektedir. Ksilanazlarin izole edildigi farkli mikroorganizmalar ve {irettikleri

ksilanazlarin bazi temel 6zellikleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Farkli mikroorganizmalardan izole edilen ksilanazlara ait genler Pichia pastoris,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae gibi ¢esitli protein {iretim sistemleri
kullanilarak rekombinant olarak iretilmistir. Rekombinant ksilanaz iiretiminde

kullanilan sistemler ve iiretilen ksilazlara ait temel ozellikler Cizelge 2.2°de verilmistir.



Cizelge 2.1 Ksilanazlarin izole edildigi mikroorganizmalar ve iirettikleri ksilanazlarin temel 6zellikleri

Mikroorganizma Molakiiler Optimum Stabilite Km Vmax
agirhk H Sicaklik H Sicaklik pl (mg/ml) (nM/mine Referans
(kDa) P (°C) P (°C) per mg)

Bakteri
Acidobacterium .

41 5 65 3-8 20-50 7.3 3,5 403 Inagaki ve ark.,1998
capsulatum
Bacillus sp. W-1 21,5 6 65 4-10 40 8,5 4,5 - Okazakive ark., 1985
Bacillus circulans
WL_12 15 5,5-7 - - - 9,1 4 - Esteban ve ark.,1982
Bacillus
stearothermophilus T— 43 6,5 55 6,5-10 70 7,9 1,63 288 Khasin ve ark.,1993
6
gg‘””“s sp. strain BP- 32 5,5 50 9,5-11 55 9,3 - - | Blanco ve ark.,1995
f“””“s sp-strain BP-1 ) 120 6 55 8-9 65 79 - - | Lopez ve ark.,1998
Bacillus polymyxa
CECT 153 61 6,5 50 - - 4,7 17,1 112 Morales ve ark., 1995

. . Ratannakanokchai
Bacillus sp. strain K-1 23 5,5 60 5-12 50-60 - - - ve ark..1999
Bacillus sp. NG-27 - 7-8,4 70 6-11 40-90 - - - Gupta ve ark.,1992
Bacillus sp. SPS-0 - 6 75 6-9 85 - - - Bataillonve ark., 1998
Dacillus sp- SwAn AR 9348 | 910 | 60-75 89 6065 | - : - | Gessesse 1998
. 0,0017-

Bacillus sp. NCIM 59 15,8-35 6 50-60 7 50 4,8 1,58-3,50 0.742 Dey ve ark., 1992

14!



Cizelge 2.1 devam

Cellulomonas sp. Chaudhary and
N.C.ILM. 2353 22-33-53 6,5 > i i 8 L7-1,5 380-690 Deobagkar 1997
Micrococcussp. AR- Gessesse and
135 56 7,5-9 55 6,5-10 40 - - - Mamo 1998
gtgl’g lococeus sp. 60 7,59,2 50 7,59,5 50 - 4 90 | Gupta ve ark., 2000
Thermoanaerobacteriu
m sp. IW/SL-YS 485 24-180 6,2 80 - - 4,37 3 - Shao ve ark., 1995
Thermotoga maritima Winterhalter and
MSBS 40-120 5,4-6,2 92-105 - - 5,6 1,1-0,29 | 374-4760 Liebel 1995
Fungus
Acrophialophora 0,731- Ximenes ve ark.,
nainiana 17 6 >0 > >0 ) 0,343 i 1999
. . Frederick ve ark.,
Aspergillus niger 13,5-14,0 5,5 45 5-6 60 9 - - 1985
Aspergillus kawachii
IFO 4308 26-35 2-5,5 50-60 1-10 30-60 3,5-6,7 - - Ito ve ark., 1992
. . Fernandez-Epsinar

Aspergillus nidulans 22-34 5,4 55 5,4 24-40 - - - ve ark., 1992
Aspergillus fischeri 31 6 60 5.9.5 55 i 4.88 5.88 Raj and Chandra
Fxnl 1996
Aspergillus sof 327355 | 555 | 60-50 | 5859 | 5035 | 32 Kimura ve ark,

spergillus sojae ,1-35, -5, - -0,9- , 3,75 ) ) 1995
Aspergillus sydowii Ghosh and Nanda
MG 49 30 53 60 ' ) ) ' "~ 1994

Sl



Cizelge 2.1 devam

Cephalosporium sp.

Bansod ve ark.,

30-70 8 40 8-10 - - 0,15 - 1993
. 9,5- Christako- polous
Fusarium oxysporum 20,8-23,5 6 60-55 7-10 30 - 8.45.8.7 0,41-0,37 ve ark.. 1996
. . Radionova
Geotrichum candidum 60-67 4 50 3-4,5 45 3,4 - - ve ark., 2000
Paecilomyces varioti 20 4 50 - - 5,2 49,5 - Il(geélgy ve ark.,
Penicillium 33-23 735 60-50 6.7.5 40 8.6-5.9 i i Belancic ve ark.,
purpurogenum 1995
Thermomyces
lanuginosus DSM 25,5 7 60-70 5-9 60 4,1 73 ; Cesar and Mrsa
1996
5826
Thermomyces 23,6 6,5 70-75 5-12 60 3,8 3,26 6300 | Lin ve ark., 1999
lanuginosus—SSBP
Trlcﬁoderma 20 5 50 i 40 0.58 0.106 Tan ve ark.,
harzianum 1985
Yeast
Aureobasidium 25 4.4 54 4,5 55 94 7,6 2650 | Li ve ark., 1993
pullulans Y-2311-1 ’ ’ ’ ’ "
] Morosoli

Cryptococcus albidus 48 5 25 - - - 5,7 - ve ark.. 1986
Trichosporon i 6,5 50 45-8,5 50 i i i Liu ve ark.,1998

cutaneum SL.409

91



Cizelge 2.1 devam

Actinomycete
Strevt EC Lumba and
X 0’”61’ Omyces Sp- 32 7-8 60 ; - 6,8 3 : Pennickx
1992
sepromyees sp-B- | 238405 | 67 | 5560 : - | 4883 | 0858 | 162470 | Elegir ve ark., 1994
Streptomyces T7 20 4,5-5,5 60 5 37-50 7,8 10 7610 Kesker 1992
Streptomyces .
thermoviolaceus OPC— | 33-54 7 60-70 - - 4,2-8 - - Tsujibo ve ark.,
1992
520
Streptomyces
chattanoogensis CECT 48 6 50 5.3 40-60 9 403 | 782-19,1 |Llopez-Femandez
ve ark., 1998
3336
Streptomyces 10,2- Magnuson and
viridisporus TTA 59 78 65-70 59 70 10,5 ) ) Crawford 1997
streptomyces sp- QG- . 8,6 60 5492 | 5075 . 1,2 158,85 | Beg ve ark., 2000a
Thermomonospora 15-36 6.87.8 75 i i 4284 | 1425 i Stut;enberger and
curvata Bodine 1992

L1



Cizelge 2.2 Farkli sistemler kullanilarak farkli ksilanaz genlerinin klonlanmasi ve karakterizasyonu

Rekombinant
ksilanaz icin Rekombina
Kaynak organizma Gen Vektor Host Secicilik optimum aktivite | nt ksilanaz Referans
sartlari aktivitesi
pH Sicakhik

Chaetomium . . .. o Ghaffar ve ark.,
thermophilum xynllA pPIC9K | Pichia pastoris GS115 | Genetisin 6.5 70°C 15,6U/ml 2010
Bispora sp.MEY-1 xylD pPIC9 Pichia pastoris GS115 His™ 3.0 60°C 500 U/ml | Luo ve ark., 2009
Bispora sp.MEY-1 xyl10C pPIC9 Pichia pastoris GS115 His™ 4.5-5.0 85°C 73,4U/ml | Luo ve ark., 2009
Penicillium sp. xynl1F6 I . . 4q o .
CGMCC 1669 3 pPIC9 Pichia pastoris GS115 His 4.5 40°C 516U/ml | Liu ve ark., 2009

. . pPICO9K -y . .+ o .
Aspergillus niger Anx Pichia pastoris GS115 His 5.0 50°C 175U/mg | Liu ve ark., 2006

. . xynB . . . 5.0 o 34U/ml Korona ve ark.,
Aspergillus niger xyn6 pPICZoaA | Pichia pastoris GS115 Zeosin 35 50°C 27U/ml 2005
Thermomyces I . . + « o Damaso ve ark.,
lanuginosus XynA pPIC9 Pichia pastoris GS115 His 75°C 272 U/mg 2003
Trichoderma reesei Xyn2 pPICZoA Pichia pastoris X-33 Zeosin 6.0 60°C nift?r(r)ll He ve ark., 2009
Aspergillus xynB | pGAPzoA | Pichia pastoris X-33 |  Zeosin 5.0 50°C 105U/ml | Li ve ark., 2009
sulphureus
Aspergillus o . . o
fumigatus MKUT xynflla pPICZB Pichia pastoris X-33 Zeosin 6.0 60°C 14U/ml Jeya ve ark., 2009

81



Cizelge 2.2 devam

Aspergillus niger . . . o 2265,3

CGMCC1067 xynB pGAPzaA | Pichia pastoris X-33 Zeosin 5.0 50°C [U/mg Deng ve ark., 2006
Rhodothermus Pichia pastoris . " " Ramchuran ve ark.,
marinus xynl0A | pPICZaB SMD1168H Zeosin 3130 U 2005

Trichoderma pVT-103-U Saccharomyces Ura3 o .

harzianum C4 xynll YEp-IPT cerevisiae Trpl 5.5 50°C 430 U/mg | Min ve ark., 2009
flf’gﬁl‘:lom’”us XynA4 | pET-22b(+) |  Escherichia coli | Ampisillin | 7.0 55°C | 420.2U/mg | Bai ve ark., 2009
i‘l’\f[’xllf‘: subtilis xylA pUC19 Escherichia coli Ampisillin | 6.0-7.0 | 50-55°C * Ki-Hong, 2009
Paenibacillus . . .. o Rattiya ve ark.,
curdlanolyticus B-6 Xynl0A pET-28a Escherichia coli Kanamisin 7.0 60°C 97,6 U/mg 2008

Bacillus subtilis x pT7-7 Escherichia coli | Ampisillin | 60 | 40-50°C | 9 | ya1a1 ve ark., 2008
strain RS nkat/l

Bacillus sp. BP-7 XynA pXA30 Escherichia coli Ampisillin 6.0 60°C * S(;l(l)gardo ve ark.,
Bacillus subtilis * pUCI18 Escherichia coli Ampisillin 6.0 50°C * Huang ve ark.,

strain B10

2005

*Enzime ait bu 0zellik, ¢alismada mevcut degildir ya da tanimlanmamastir.

61
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Firma-Model
Mikrodalga firin Arcelik- MDs

PCR cihazi Biorad- DNA Engine
Giic kaynag1 (SDS ve agaroz jel Biorad

elektroforezi icin)

Termostatli blok 1s1tic1 Biorad-Bio TDB-100
Spin cihazi Biosan-Combi Spin FVL 2400N
Calkalayici inkiibator Biosan-ES 20
Agaroz jel fotograf makinesi Gel logic 200

Mikro 22R santrifiij Hettich

Dondurucu (-80°C) Hettich

Otoklav HMC-Hirayama
UV/VIS Spektrofotometresi Varian carry 50,

Etiiv Memmert

Tarayici Optic-Pro 4830P
Sonikator Sonics (VCX130)
UV Gosterici Syngene- SYTC/1422
Yiiksek hizli santrifiij Vision-VS 30 000i
Isitici-Magnetik karistirict Velp Scientifica ARE
Buzdolab1 Vestel-GTP 455A
Kar makinesi Vision

Calkalayici inkiibator Zhicheng-ZHWY-111C




3.1.2. Kullanmilan Kimyasallar
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Calismada kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan kitler ve kimyasal malzemeler

Kimyasal malzeme-Kit

Firma

LB Broth Base
Agar

Maya ekstrakti
Malt ekstrakti
Dekstroz
Pepton
Tripton
D-Glukoz monohidrat
Gliserol
KCH;COO
KCl

NaCl

MgCl,
MgS0,4.7H,0
CaCl,.2H,0
Kanamisin
Kloramfenikol
IPTG

DMSO
Agaroz
Etidyum bromiir
Akrilamid
SDS

APS

TEMED
PIPES

Invitrogen- lennox L Broth Base

BD Bacto™ Agar
Difco

Difco

Merck

BD

BD- Bacto™
Alfa Aesar

Euromedex

Merck

Sigma

Carlo Erba
Riedel de Haén
Riedel de Haén
Carlo Erba
Sigma Aldrich
Sigma
Amresco
Merck

Bioron

ICN

Amresco

Serva

Biorad

Biorad

Alfa Aesar




Cizelge 3.2 devam
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Trisma baz

HCI

PMSF

Bezamidin

Imidazol

Etanol

Metanol

CesHs5Naz0

Q solution

Tampon D

Tampon K

Tampon E

T4 DNA ligaz tamponu

Pfu DNA Polimeraz Tamponu
Triton X100

BSA

Congo red

DNS

Na-K-tartarat

Ksilan

Genomik DNA saflastirma Kiti
Plazmid DNA saflastirma Kkiti

PCR iirtinleri temizleme kiti

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Qiagen
Promega
Takara
Promega

Promega

Laboratuarimiz tarafinan iiretilen

Takara
Promega /Takara
Amresco
Alfa Aesar
Carlo Erba
TClI
Fermantes
Promega

Bio Basic
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3.1.3. Kullanilan Enzimler

Calismada kullanilan enzimler Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Kullanilan enzimler

Enzim Firma

Pfu DNA Polimeraz Laboratuarimiz tarafinan tiretilen
Taq DNA Polimeraz Fermentas/Promega

DNA Poimeraz Qiagen

BamHI Promega

Ncol Takara

Xhol Promega

T, DNA ligaz Promega/Takara

3.1.4. Primerler

Calismada kullanilan primerler Cizelge 3.4, 3.5, 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.4 PCR ile 16s rDNA bolgesinin ¢cogaltilmasinda kullanilan primerler

Primer Primer dizisi ;l‘m S.entezleyen
C firma

Unv-Bac-27F 5’-agagtttgatcmtggctcag-3’ 49 IDT
Unv-Bac-1525R  5’-aaggaggtgwtccarcc-3’ 45 IDT
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Cizelge 3.5 xyn genini elde etmek amaciyla kullanilan primerler

Primer Primer dizisi ;l‘(rjn zilgzzleyen
xynl Fwd  5’-ttttccgcggaatgtttaagtttaaaaagaa-3’ 55 Metabion
xyn 1 Rev  5’-tttttctctagaccacactgttacgttagaa-3’ 58 Metabion
xyn2 Fwd 5’-ttttccgcggaatgaagattatcaatccagt-3’ 59 Metabion
xyn2 Rev  5’-tttttctctagatttttctttatagcgaaaa-3’ 52 Metabion
xyn 3 Fwd 5’-ttttccgcggaatgattccacgcataaaaaa-3’ 59 Metabion
xyn 3 Rev 5’-ttttcccgeggacgatttacaacaaatgttg-3’ 60 Metabion
xyn 4 Fwd 5’-ttttccgcggaatgaggaaaaagtgtagegt-3’ 62 Metabion
xyn4 Rev  5’-tttttctctagatctttgegtaaactgecag-3’ 59 Metabion
xyn 5 Fwd 5’-tttttctagattaacgatttgcgacaaatg-3’ 55 Metabion
xyn 5 Rev 5 -tttttctctagaacgatttgcgacaaatgt-3’ 56 Metabion
xyn 6 Fwd 5’-ttttccgcggaatgaaacaaaaaagaatgaagtttttgttagcag-3’ 64 Metabion
xyn 6 Rev  5’-tttttctagattatttacttttccctccaatagtcagtacattag-3’ 62 Metabion

Cizelge 3.6 Ksilanaz genini ¢ogaltmak amaciyla PCR’de kullanilan primerler

Primer Primer dizisi ;l‘m S.entezleyen
C firma

pET28xyn1 BamHIFwd  5’-ttttggatccgatgtttaagtttaaaaag-3’ 53 Metabion

pET28xyn1XholRev 5’-ttttctcgagttaccacactgttacgtt-3’ 57 Metabion

3.1.5. Klonlama ve Ekspresyon Islemlerinde Kullamlan Mikroorganizmalar

Klonlama ve ekspresyon islemlerini  gerceklestirmek amaciyla kullanilan

mikroorganizmalar Cizelge 3.7’de verilmistir.
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Cizelge 3.7 Klonlama ve ekspresyon islemlerinde kullanilan mikroorganizmalar

Tiir Sus Kullanim amaci
Escherichia coli DH5a Klonlama
Escherichia coli BL21(DE3)pLysE Ekspresyon

3.1.6. Klonlama ve Ekspresyon Islemlerinde Kullanilan Plazmitler

Klonlama ve ekspresyon islemlerini gerceklestirmek amaciyla kullanilan plazmitler

Cizelge 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8 Klonlamada ve ekspresyonda kullanilan plazmitler

Plazmit Firma Kullanim amaci

pET28b(+) Novagen Klonlama ve ekspresyon vektorii
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Xho 1(158)
Not I(166)
Eag 1(1686)
Hind 11(173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)

Bpu1102 I(80) Nhe 1(231)
/ Nde I(238)
Nco 1(296)
Xba 1(335)
Byl li401)
SgrA [(442)
Sph 1(598)

Dra llI(5127)

Pvu [(4426)
Sdf 1(4426)

Sma 1(4300) Milu [(1123)

Bel 1(1137)
Cla [(4117)

Nru 1(4083) BstE [1(1304)

peL.ataty)

Apa 1(1334)

(zeg1-g11) V&

BssH [1(1534)
EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)

Eco57 [(3772)

AlwN 1(3640)

BssS 1(3397) PshA 1(1968)
BspLU11 1(3224)
Sap [(3108)

Bst1107 [(2995)

Tth111 1(2969)

Bgl [(2187)
Fsp [(2205)
Psp5 11(2230)

T7 promoter primer #69348-3
: —_—
pET upstream primer #69214-3

i i g T7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo | His+Tag Nde| Nhel T7-Tag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlyLeuValProArgGlySerHisMetAlaSerMetThrGlyGlyGInGIn
L o —
Eagl thrombin
BamH | EcoR| Sacl _Sall Hindll _ Notl  Xhol HissTag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28a(+)
MetGlyArgGlySerGluPheGlulLeuArgArgGlinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleuArgSerGlyCysEnd

GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC PET-28b (+)
GlyArgAspProAsnSerSerSerVal AspLyslLeuAlaAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pPET-28c (+)
..GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuLeuThrLysPro.

Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

prnadbeinidiilbinidiie
T7 terminator primer #69337-3
PET-28a-c(+) cloning/expression region

Sekil 3.1 pET-28a(+) vektoriiniin dairesel haritast ve poli-linker bolgesinin detayli

restriksiyon enzimleri ile birlikte verilen DNA dizisi (Novagen).
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3.1.7. Kullanilan Cozeltiler

3.1.7.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislar

FSB cozeltisi: 7,4 g KCl, 7,5 g CaCl,.2H,0, 100g gliserol, 10 ml 1M (pH=7,5)

KCH;COQO alinarak pH=6,2’ye ayarlandi ve hacim 1 1’ye tamamlandi. Otoklavlandi.

PIPES’li tampon cézeltisi: 0,5 M, 50 ml PIPES ¢oOzeltisi hazirlandi. KOH ile pH 6,7°e
getirildi. Ardindan 6,92 g MnCl,, 1,66 g CaCl, ve 18,64 g KCI 980 ml suda ¢oziildii.
Uzerine 20 ml PIPES ¢ozeltisi eklendi ve hacim 1 I'ye tamamlandi. 0,45 pum’lik

filtreden gecirildi ve steril siselere boliinerek, -20°C’de sakland.

Sitrik asit-Na,HPO4 (Mcllvaine) tamponu (pH 4): 61,45 ml 0,1 M sitrik asit ve 38,55 ml
0,2 M Na,HPO, ¢ozeltisi karistirilarak hazirlandi.

Sitrik asit-Na,HPO4 (Mcllvaine) tamponu (pH 5): 48,50 ml 0,1 M sitrik asit ve 51,50 ml
0,2 M Na,HPOy, ¢ozeltisi karistirilarak hazirlandi.

Sitrik asit-Na,HPO4 (Mcllvaine) tamponu (pH 6): 39,85 ml 0,1 M sitrik asit ve 63,15 ml
0,2 M Na,HPOy, ¢ozeltisi karistirilarak hazirlandi.

Sitrik asit-Na,HPO4 (Mcllvaine) tamponu (pH 7): 17,65 ml 0,1 M sitrik asit ve 82,35 ml
0,2 M Na,HPO, ¢ozeltisi karistirilarak hazirlandi.

Tris-HCI tamponu (100 mM pH 8): 1,21 g Tris yaklasik 90 ml saf suda ¢oziildiikten

sonra pH’s1 IM HCl ile 8’e ayarlanarak toplam hacmi saf suyla 100 ml’ye tamamlandi.

Glisin-NaOH tamponu (100 mM pH 9): 0,75 g glisin yaklagitk 90 ml saf suda

coziildiikten sonra pH’s1 1M NaOH ile 9’a ayarlanarak toplam hacmi saf suyla 100

ml’ye tamamlandi.

Glisin-NaOH tamponu (100 mM pH 10): 0,75 g glisin yaklagitk 90 ml saf suda

coziildiikten sonra pH’s1 1M NaOH ile 10’a ayarlanarak toplam hacmi saf suyla 100

ml’ye tamamlandi.
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3.1.7.2. Siv1 ve Kati1 Besiyerleri

LB Agar: 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base (10 g pepton, 5 g maya o6ziitii, 5 g NaCl)1
1 suda ¢oziildii. Hazirlanan 1 I’lik ¢ozelti 400’er ml olacak sekilde 2 tane stok sisesine

alind1 ve tizerlerine 6’sar g agar ilave edilip karistirildi, otoklavlanda.

Artan LB ¢ozeltisi yaklasik 5’er ml olacak sekilde deney tiiplerine konuldu ve agiz

kisimlar1 aliiminyum folyo ile kapatildi, otoklavlandi.

(LB: 10 g yeast ekstrakt, 10 ¢ tripton, 5 ¢ NaCl)

SOB: (Super Optimal Broth) 20 g tripton, 5 g maya oziitii, 2 ml 5 M NaCl, 2,5 ml 1 M
KCl, 10 ml 1 M MgCl, ve 10 ml 1 M MgSO4.7H,0 biiyiik bir behere alinarak iizeri

deiyonize su ile 1 I’ye tamamlandi, iyice karistirildi ve otoklavlandi.

Kati PCA (Plate Count Agar): 5,0 g pepton, 2,5 g maya oziitii, 1,0 g D(+) glukoz, 20,0

g agar 990 ml saf suda ¢oziildiikten sonra ortam pH’st derisik HCI ile 4,8 ve 5,5°e
ayarlandiktan sonra 121°C’de 20 dk otoklavlandi.

Swvi PCA: 5,0 g pepton, 2,5 g maya oziiti, 1,0 g D(+) glukoz 990 ml saf suda
coziildiikten sonra ortam pH’s1 derisik HCI ile 4,8 ve 5,5’e ayarlandiktan sonra

121°C’de 20 dk otoklavlandu.

Kati ISP2: 4,0 g maya oziitii, 10,0 g malt oziiti, 4,0 g, dekstroz, 20,0 g agar 990 ml saf
suda coziildiikten sonra ortam pH’s1 derisik HCI ile 4,8 ve 5,5’e ayarlandiktan sonra

121°C’de 20 dk otoklavlanda.

Ksilanli ksilanaz aktivite tarama ortami: 1,0 g ksilan yaklasik 80 ml saf suda magnetik

karistiriciyla karnistirilarak 1sitildi. 2-3 dk kaynatildiktan sonra oda sicakliginda 1 gece
boyunca magnetik karistiriciyla karistirilarak ¢oziinmesi saglandi. Uzerine 0,5 g pepton,
0,25 g maya oziitii ve 2,0 g agar konuldu. pH derisik HCl ile 4,8’e ayarlanarak toplam
hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dk otoklavlandi. Bu besiyeri izole

edilen organizmalarin ksilanaz aktivitelerinin taranmasi amaciyla kullanildi.
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3.1.7.3. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Poliakrilamid Jel Elektroforezinde
Kullamlan Cozeltiler

Ayirma jeli tamponu: 18,2 g Tris (1,5 M) ve 0,4 g SDS (%0,4 w/v) yaklasik 90 ml saf

suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 1 M HCl ile 8,8’e ayarlanip toplam hacmi saf suyla 100

ml’ye tamamlandi.

Yiikleme jeli tamponu (4xTris-HCI/SDS): 6,05 g Tris (0,5 M) yaklasik 90 ml saf suda

coziildiikten sonra pH’s1 1 M HCl ile 6,8 ayarlanip toplam hacmi saf suyla 100 ml’ye
tamamlandi. 0,4 g SDS (%0.,4 w/v) ilave edildi. +4°C’de muhafaza edildi.

Numune tamponu (2x): 25 ml 4x Tris-HCI/SDS (pH6,8), 20 ml gliserol (%20 w/v), 4 g

SDS (%4 w/v), 2 ml B-merkaptoetanol, 1 mg bromfenol mavisi ve 53 ml suyun

karistirllmasiyla hazirlandi. Kiiciik kisimlara ayrilarak -20°C’de muhafaza edildi.

Amonyum persiilfat (APS) cozeltisi (%10w/v): 0,1 g APS 1 ml saf suda ¢oziildii.

SDS-PAGE yiiriitme tamponu (5X): 15 g Tris, 72 g glisin ve 5 g SDS yaklasik 900 ml

suda ¢oziildiikten sonra toplam hacmi saf suyla 1000 ml’ye tamamlandi.

Jel boyama cozeltisi: 0,5 g Coomassie brillant blue 250 ml metanol, 50 ml glasiyel

asetik asitte ¢coziildiikten sonra toplam hacim saf suyla 500 ml’ye tamamlandi.

Boya uzaklastirma ¢ozeltisi: 250 ml metanol ve 50 ml glasiyel asatik asit karistirilarak

toplam hacim saf suyla 500 ml’ye tamamland.

3.1.7.4. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Etilendiamin tetra asetik asit (0,5 M pH 8 EDTA): 186,1 g Na,EDTA.2H,0 700 ml saf

suda c¢oziildiikten sonra pH’s1 1 M NaOH ile 8,0’e ayarlanarak toplam hacim saf suyla

1000 ml’ye tamamlandi.
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Tris Asetat EDTA (50xTAE) tamponu: 242 gr Tris, 57,1 ml glasiyel asetik asit, 100 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) bir miktar suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 glasiyel asetik asitle

8,5’e ayarlanarak toplam hacim saf suyla 1000 ml’ye tamamlandi.

Ornek viikleme boyasi (6x): 25 mg bromfenol mavisi ve 3 ml gliserol saf su ile iyice

karigtirilarak toplam hacmi 10 ml’ye tamamlandi.

3.1.7.5. Enzim Saflastirmada Kullanilan Cozeltiler:

NaH>P0O4-Na;HPO, tamponu (100 mM pH 7,6): 65 ml 0,2 M NaH,PO4 ve 0,2 M 435

ml Na,HPO, karistirildiktan sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Yiikleme tamponu (Loading Buffer)(100 mM NaCl-100 mM NaH;PO4Na,HPO, pH
7,6): 2,92 g NaCl 500 ml NaH,PO4-Na,HPO, tamponunda (100 mM pH 7,6) coziildii.

Yikama tamponu (Wash Buffer)(25 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH>PO4-
Na,HPO, pH 7.6): 0,85 g imidazol, 2,92 g NaCl 500 ml NaH;POs-Na,HPO4
tamponunda (100 mM pH 7,6) ¢oziildii.

Eliisyon tamponu (Elution Buffer)(300 mM imidazol 100 mM NaCl-100 mM NaH>PO4-
Na,HPO, pH 7.6): 10,21 g imidazol, 2,92 g NaCl 500 ml NaH,PO;-Na,HPO,
tamponunda (100 mM pH 7,6) ¢oziildii.

3.1.7.6. Enzim Aktivite Tayininde Kullanmilan Cozeltiler

Dinitrosalisilik_asit (DNS): 1 g DNS 50 ml saf suda ¢oziildii, iizerine 30 g K-Na-

Tartarat ve 20 ml 2N NaOH ilave edilerek toplam hacim saf suyla 100 ml’ye

tamamlandi. +4°C’de muhafaza edildi.

Kongo Kirnuzist (%1 w/v): 1 g kongo kirmizisi 100 ml saf suda ¢oziildii.

Ksilan substrati (%1 ’lik(w/v)): Cozelti konsantrasyonu %1’lik (w/v) olacak sekilde

beechwood xylan tartild1 ve {izerine ¢alisilacak tampon ¢ozeltiden ilave edildi. Birkag

dakika kaynatildiktan sonra bir gece boyunca magnetik karistiricida karigtirildi.
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Ksiloz standart ¢ozelti: Konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde, hesaplanan miktarda

ksiloz saf suda c¢oziilerek ana stok ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan bu stok c¢ozeltiden saf
suyla seyreltmeler yapilarak calisilacak farkli konsantrasyonlarda strandart c¢ozeltiler

hazirlandi.

3.1.7.7. Diger Cozeltiler

IPTG: 1 g IPTG, 10 ml steril suda ¢oziildii ve nitro seliilloz membrandan siiziildii. 1’er

ml olacak sekilde ependorflara boliindii ve dondurucuya (-20 °C) kaldirildi.

PMSF cozeltisi: 200 pg PMSF %99’luk 1 ml etanol ile ¢oziildii. -20°C’de muhafaza
edildi.

Benzamidine ¢ozeltisi: 15,66 mg benzamidin hidrokloriir 1 ml suda ¢oziildii. -20°C’de

muhafaza edildi.

Imidazol ¢ézeltisi: (300 mM) 2,045 g imidazol, bir miktar tris tamponunda ¢6ziildii. Son

hacim tris tamponuyla 100 ml’ye getirildi.

Kloramfenikol Cozeltisi: Kloramfeikol 34 mg/ml olacak sekilde mutlak etanolde

coziildii ve 0,2 um’lik filtreden gecirilerek steril edildi. -20°C’de saklandi.

Kanamisin ¢ozeltisi: 0,25 g kanamisin 5 ml otoklavlanmis ultra saf suda ¢oziildii ve 0,2
pm’lik filtreden gecirilerek steril edildi. Ardindan kii¢iik hacimler halinde steril
ependorf tiiplerine dagitilarak -20°C’de muhafaza edildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Ksilanaz Ureticisi Mikroorganizmalarin izolasyonu

Ksilanaz iireticisi mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in 6rnekleme yapilacak en uygun
ortamlarin, tomruk depolari, kiiciikbas, biiylik bas hayvancilik ve kanathh hayvan

besiciligi yapilan besi ciftlikleri oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle bu yerlerden toplam
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9 toprak Ornegi steril kaplara alinarak laboratuara getirilmis, ksilanaz iireticisi

mikroorganizmalarin izolasyonunda kaynak olarak kullanilmistir.

Icinde 90 ml steril saf su bulunan steril erlenlerin darasi alindiktan sonra 10 g toprak
ilave edildi. Manuel olarak karistirilarak bir siire oda sicakliginda inkiibe edildi. icinde
9’ar ml steril saf su bulunan falkon tiiplerine 10" uk derisime kadar seyreltmeler
yapildi. 107, 10, 10™lik derisimlerdeki numunelerden petrilere 1’er ml konuldu.
Ardindan 1’er ml numune bulunan bu petrilere pH’s1 4,8 ve 5,5 olan PCA ve ISP2 besi
yerleri ilave edildi. Her tiip icin ii¢ paralelli ekim yapildi. PCA besi yerine ekilenler
37°C’de, ISP2 besi yerine ekilenler 30°C’de 24-48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi liremenin oldugu kiiltiirlerden birka¢ kez tek koloni ekimi yapilarak saf kiiltiirler
elde edildi. Koloni safligi, basit boyama yontemi ile boyanan preparatlar mikroskop

altinda incelenerek tespit edildi.

lransrat 1mi
trnnal‘er lfﬂﬂﬂ'ﬂ transTar lranshet transfes

1380

02 -3 -4 3 ]
& 10 '"}‘m, "}% 1 mid transfar

90 ml steril saf su+10 g toprak

pH s148ve 55 olan PCA be51 yeri

Sekil 3.2 Ksilanaz iireticisi mikroorganizmalarin se¢cimi

3.2.2. Ksilanaz Ureticisi Mikroorganizmalarm Taranmasi

Ksilanaz iireticisi mikroorganizmalar nitel olarak belirlendi. Nitel l¢iimler, ksilanaz
substrati olan birchwood xylan kullanilarak gerceklestirildi. pH’s1 4,8 olan PCA ve ISP2
besi yerlerinde iireyen organizmalar pH’s1 4,8 olan 500’er pl’lik sivi PCA besi yerine
inokiile edilerek 250 rpm’de, 37°C’de yaklasik 30 saat 6n inkiibasyon ile aktive edildi.
Yaklasik 30 saat boyunca aktive edilmis kiiltiirler, 9000 rpm’de 1 dk santrifiijlenerek
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dstteki sivi kismin 200 pl’si uzaklastirildi. Peletin ¢oziinmesi saglandiktan sonra
derisiklestirilmis mikroorganizmalardan 15’er pl, ksilanli ksilanaz aktivite tarama
ortamina spotland1 ve 37°C’de iireme gozleninceye kadar inkiibe edildi. inkiibasyondan

sonra zon olusturan koloniler ksilanaz {iretici mikroorganizma olarak belirlendi.

3.2.3. Ksilanaz Ureticisi Mikroorganizmalarin Molekiiler Tamlanmasi

Ksilanaz iireticisi mikroorganizmalar hem MALDI-TOF yontemiyle hem de 16s tDNA

dizi analiziyle tanilanmustir.

3.2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Ksilanaz iireticisi oldugu tespit edilen 6, 10, 11A, 11B, 12, 66, 68 kodlu
mikroorganizmalar, pH’s1 5,5 olan 5 ml’lik PCA besiyerine inokiile edildi ve 1 gece
37°C’de 250 rpm ¢alkalama hizinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 gecelik kiiltiirden
genomik DNA izolasyonu, “Fermantes Genomik DNA purification” kiti kullanilarak

tiretici firmanin Onerisine uygun olarak yapilmistir.

3.2.3.2. PCR ile 16s rDNA Bolgesinin Cogaltilmasi

PCR (polimeraz zincir reksiyonu) islemleri i¢in satin alinan Unv-Bac-27F (5’-AGA
GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) ve Unv-Bac-1525R (5’-AAG GAG GTG WTC
CAR CC-3’) primerleri 5 uM olacak sekilde, yiiksek safliktaki oligoniikleotidler ise
PCR islemlerinde kullanilacak konsantrasyonda hazirlanarak asagida icerigi ve kosullar

verilen PCR gerceklestirildi.

50 ul’lik PCR karigimi:

ddH,O 21,5 ul
Q-solution (Qiagen 5x) 10 ul
Tampon (Qiagen 10x) Sul

MgCl, (Qiagen 25 mM) 3 ul
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dNTPmix (10 mM) 3ul
Unv-Bac-27F (5§ uM) 3ul

Unv-Bac-1525R (5 uM) 3 pl

DNA 1wl

Taq DNA polimeraz 0,5 ul
PCR protokolii:

4°C 10 dk

95°C 2 dk

94°C 1 dk

50°C 1 dk 35 dongii
72°C 1 dk

72°C 5dk

4°C o0

PCR islemleri gerceklestirildikten sonra her bir PCR karisimindan alinarak %1’°lik

agaroz jelde yiiriitiildii ve jeller jel goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiilendi.

3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR islemi gerceklestirildikten sonra, eger sadece tek bir iirlin meydana gelmis ise
DNA PCR karisim ¢ozeltisinden, birden fazla iiriin meydana gelmis ise de agaroz jelden

“Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up” kiti kullanilarak saflastirildi.

3.2.3.4. DNA Dizileme

Saflagtirilan DNA’lardan 70’er pl ve beraberinde 90’ar ul 5 uM’lik Unv-Bac-27F, Unv-
Bac-1525R primerler “Refgen” firmasina DNA dizilemeye gonderildi.
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3.2.4. xyn Geninin pET28b(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Protein Ekspresyonu

3.2.4.1. xyn Genini Elde Etmek Amaciyla Primer Tasarlanmasi

DNA kiitiiphanelerinden farkli ksilanaz enzimlerine ait DNA dizilerine ulasildi. Bu

DNA dizilerinden yararlanilarak bir dizi primer tasarlandu.

BamHI xyn R
pET28xyn1BamHIFwd 5 —TTTTGGATCCGATGTTTAAGTTTAAA'AAGS ’
Met
Xhol xyn R
pET28xynl1XholRev 5 —TTTTCTCGAGTTACCACACTGTTAC'GTT—3 ’
Dur

Sekil 3.3.3 Ksilanaz genini ¢ogaltmak amaciyla kullanilan ileri ve geri primerlerin
niikleotit siralart. Koyu yazilan niikleotitler xyn geninin baslangi¢c ve bitis bolgelerini

ifade etmektedir. G cerceve kaymasi mutasyonunu dnlemek i¢in kullanilmigtir.

3.2.4.2. PCR ile Genomik DNA’dan xyrn Geninin Cogaltilmasi

PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) islemleri icin satin alinan primerler 5 uM olacak
sekilde, yiiksek safliktaki oligoniikleotidler ise PCR islemlerinde kullanilacak

konsantrasyonda hazirlanarak asagida icerigi ve kosullar verilen PCR gerceklestirildi.

50 ul’lik PCR karigimi:

ddH,O 21,5l
Q-solution (Qiagen 5x) 10 i
Tampon (Qiagen 10x) Sul
MgCl, (Qiagen 25 mM) 3ul
dNTPmix (10 mM) 3ul

Primer “forward” (5 uM) 3ul
Primer “reverse” (5 uM) 3ul

DNA 1ul
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Taq DNA polimeraz 0,5 ul
PCR kosulu:

4°C 10 dk

95°C 2 dk

94°C 1 dk

50°C 1 dk 35 dOng
72°C 1 dk

72°C 5dk

4°C 00

PCR islemleri gerceklestirildikten sonra her bir PCR karisimindan belirli miktarda
alinarak %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jeller, jel goriintiileme sistemi kullanilarak

goriintiilendi.

3.2.4.3. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR islemi gerceklestirildikten sonra, eger sadece tek bir iiriin meydana gelmis ise
DNA, PCR karisim ¢ozeltisinden, birden fazla iiriin meydana gelmis ise de agaroz

jelden “Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up” kiti kullanilarak saflastirildi.
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3.2.4.4. Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Kesimin birinci asamasi:

Cizelge 3.9 Kesimin birinci asamas1 i¢in gereken madde miktarlar

xyn pET28b(+)

20 pl saf xyn (PCR iirtinii) 15 pl saf pET28b(+)

4,1 pl 10xTampon D 3,1 ul 10xTampon D
4,1 pl 10x BSA 3,1 ul 10x BSA

2 ul Xhol 2 ul Xhol

9,8 ul H,O 6,8 ul H,O

» Cizelge 3.9’daki gibi olmak iizere, PCR iiriinii i¢cin toplam hacmi 40 pl, vektor icin
30 pl olan tiipler hazirland1 ve vortekslendi. Ardindan mikrosantrifiijle 3-5 saniye

hizlica dondiiriilerek 37°C’de inkiibasyona birakildu.

» 4 saat boyunca her saat basi tiipler mikrosantrifiijde hizlica dondiiriildii ve 37°C’de

inkiibasyona devam edildi.

» 3 saat sonra tiipler alinarak; sadece vektoriin kesildigi tiiplere 1’er pul Xhol eklendi.

Ardindan tiim tiipler hizlica dondiiriilerek tekrar 37°C’de inkiibasyona birakildi.
» 4. saatin sonunda tiipler hizlica dondiiriilerek kesim islemi sonlandirildi

» Plazmid DNA ve PCR iiriinleri ayr1 ayn kesildikten sonra “Promega Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up” kiti kullanilarak saflastirildi. Ardindan kesimin ikinci

asamasina gecildi.
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Kesimin ikinci asamasi:

Cizelge 3.10 Kesimin ikinci agamasi i¢in gereken madde miktarlari

xyn pET28b(+)

29,8 ul saf xyn 21,8 ul saf pET28b(+)
4,1 pl 10xTampon E 3,1 ul 10xTampon E
4,1 ul 10x BSA 3,1 ul 10x BSA

2 pl BamH]1 2 pl BamH]1

» Cizelge 3.10.’daki gibi olmak iizere, PCR iiriinii i¢in toplam hacmi 40 pl, vektor icin
30 pl olan tiipler hazirland1 ve vortekslendi. Ardindan mikrosantrifiijle 3-5 saniye

hizlica dondiiriilerek 37°C’de inkiibasyona birakildi.

» 4 saat boyunca her saat basi tiipler mikrosantrifiijde hizlica dondiiriildii ve 37°C’de

inkiibasyona devam edildi.

» 3 saat sonra tiipler alinarak; sadece vektoriin kesildigi tiiplere 1’er ul BamHI eklendi.

Ardindan tiim tiipler hizlica dondiiriilerek tekrar 37°C’de inkiibasyona birakildi.

» 4. saatin sonunda tiipler hizlica dondiiriilerek kesim islemi sonlandirildi

» Plazmid DNA ve PCR iiriinleri ayr1 ayn kesildikten sonra ‘“Promega Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up” kiti kullanilarak saflastirildi.
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3.2.4.5. DNA Ligasyonu

BamHI ve Xhol ile kesilen plazmid DNA’lar ve PCR fiiriinleri Promega T4 DNA Ligaz
kullanilarak birlestirildi.

Ligasyon karisimi i¢in pipetlemeler, Cizelge 3.11°de verildigi sekilde yapildi.

Cizelge 3.11 Ligasyon icin gereken madde miktarlar

1 2

16,5 ul kesilmis xyn geni 14,5 pl kesilmis xyn geni

0,5 pl kesilmis pET28b plazmiti 2,5 ul kesilmis pET28b plazmiti

2 ul T4 DNA ligaz tamponu (10x) 2 ul T4 DNA ligaz tamponu (10X)
1 ul T4 DNA ligaz 1 ul T4 DNA ligaz

Cizelge 3.11°de verilen miktarlarda yapilan pipetlemenin ardindan, hazirlanan ligasyon
karigimi mikrosantrifiijde hizlica dondiiriildii ve +16 °C’de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan transformasyon islemlerinde kullanilincaya kadar +4

°C’de muhafaza edildi.

3.24.6. E. coli DHS50 Hiicresinin Rekombinant pET-28(+) Plazmidi ile
Transformasyonu

3.2.4.6.1. PIPES’li Kompotent Hiicre Hazirlanmasi
» Petriye DH5a ekildi ve 16 saat inkiibe edildi.

» 16 saatlik inkiibasyonun petriden 1 koloni alindi, i¢inde 25 ml SOB bulunan 250
ml’lik erlene inokiile edilerek, 250 rpm ve 37°C de 6 saat inkiibe edildi.

» 6 saatlik inkiibasyonun ardindan 250 ml SOB bulunan 3 tane erlene kiiltiirden 10 ml,
4 ml ve 2 ml inokiile edildi. Hazirlanan erlenler 18-22°C arasi 14 saat boyunca 150

rpm’de inkiibe edildi.
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» Kiiltiirlerin 600 nm’deki OD’leri her 45 dakikada bir okundu ve deger 0,55°e

ulastiginda kiiltiir calkalayicidan alindi.

» 10 dakika buzlu-su banyosunda bekletildi.

» Ardindan hiicreler +4 C’de 2500 g (3900 rpm)’de 10 dakika santrifiijlendi.
» Besiyeri bosaltild1 ve santrifiij sisesinin i¢inde kalan besiyeri temizlendi.

» Hiicrelere 0°'C’deki 80 ml PIPES’li tampon ilave edilerek, hassas olarak yeniden

stispansiyon haline getirildi.

» Hiicreler, +4 C 2500 g (3900 rpm)’de 10 dakika santrifiijlendi. Tiipiin i¢indeki

tampon bosaltild1 ve temizlendi.

» Hiicrelere 0C’de 20 ml PIPES’li tampon ilave edildi ve hassas¢a yeniden

siispansiyon hale getirildi.

» 1,5 ml DMSO eklendi, hafifce karistirildi. Buz banyosuna alindi ve 10 dakika
bekletildi.

» Hizli bir sekilde hiicreler steril ependorf tiiplerine boliindii ve hizlica donmasi icin

s1v1 azota atildi. Ardindan hiicreler -80°C’de saklandi (Inoue ve ark., 1990).

3.2.4.6.2. Transformasyon

» Buzda bulunan kompotent hiicrelerden 200 pl’lik kisimlar alindi. Gerekli sayida
ependorfa pipetleme yapildi. Uzerine 3,3 pl ligasyon karisimindan ilave edildi ve 1 saat

buz banyosunda inkiibasyona birakildi.
» 1 saatin ardindan buzdan ¢ikarildi ve 2 dakika 42°C’de 1s1 sokuna maruz birakilda.

» Tekrar buza gomiilerek 5 dakika inkiibe edildi.
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» Buzdan alinarak iizerine 330 pl LB eklendi ve yarim saat 37°C ve 250 rpm’de
inkiibasyona birakildi.

» Yarim saatlik inkiibasyonun ardindan her bir ependorf icerigi secici besiyerine
(kanamisin igeren LB-Agar) dokiildii ve yayma yontemi ile ekildi. 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi.

3.2.4.6.3. Plazmid DNA Saflastirilmasi

Petri tabaklarindan elde edilen koloniler 4 ml’lik kanamisin ihtiva eden s1vi LB igerisine
tek koloni olarak inokiile edildikten sonra 37 °C de gece boyu inkiibe edilerek
yetistirildiler. Santrifiijlenerek ependorf tiiplerinde toplanan hiicrelerden “Promega
Wizard® Plus SV minipreps” kiti kullamilarak plazmid DNA’lar asagida verilen

protokole gore saflastirildi.

» Peletlerin iizerine 250 pl “hiicreleri yeniden siispansiyon haline getirme c¢ozeltisi”

eklendi ve vortekslenerek peletin tamaminin ¢oziinmesi saglandi.

» Uzerine 250 pl “hiicre parcalama cozeltisi” eklendi. Birkag sefer manuel olarak alt

iist edilerek karistirildi.

» 10 ul “alkalin proteaz” eklendi ve birkac sefer alt-iist edilerek karistirildi. 5 dakika
inkiibe edildi.

» 350 pul “notralizasyon ¢ozeltisi” eklendi ve birkag sefer alt-iist edilerek karistirildi.

» Ependorf tiipleri maksimum hizda (15000 rpm) 10 dakika santrifiijlendi. Ardindan

siipernatant kisim pipetle alind1 (peletin gelmemesine 6zen gosterildi).

» Kolon toplama tiipiine yerlestirildi. Siipernatant, mini kolona verildi. 15000 rpm’de 1

dakika santrifiijlendi ve eliiat atildi.

» 750 pl kolon yikama ¢6zeltisi kolona verildi ve 15000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi

ve eluat atildi.
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» 250 pl kolon yikama ¢ozeltisi kolona verildi ve 15000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi

ve eluat atildi.

» Kolon bos olarak 15000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi ve eliiat atildi.

» Kolon steril ependorf tiiplerine yerlestirildi.100 pl “niikleaz bulunmayan su” kolona

verildi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

» Ardindan 15000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek, plazmid DNA’lar saflastirildi.
Klonlama sonrasi plazmid DNA’larin PCR ile analizinde ve restiriksiyon enzim

analizinde kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.4.6.4. Klonlama Sonrasi Plazmid DNA’larin PCR ile Analizi

PCR (polimeraz zincir reksiyonu) islemleri i¢in satin alinan primerler 5 pM olacak
sekilde, yiiksek safliktaki oligoniikleotidler ise PCR islemlerinde kullanilacak
konsantrasyonda hazirlanarak asagida igerigi ve kosullar1 verilen PCR gerceklestirildi.

PCR’da kalip olarak rekombinant plazmit pET28b-xyn kullanildi.

25 ul’lik PCR karigimi:

ddH,O 15,75 pl
Tampon (10x) 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 1,5l
dNTPmix (10 mM) 1,5l
Primer “forward”(5 uM) 1,5 ul
Primer “reverse” (5 uM) 1,5 ul
DNA 0,5 ul

Taq DNA polimeraz 0,25 pl
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PCR protokolii

4°C 10 dk

95°C 2 dk

94°C 1 dk

50°C 1 dk 35 dongii
72°C 1 dk

72°C 5dk

4°C o0

PCR islemleri gerceklestirildikten sonra her bir PCR karisimindan belirli miktarda
almarak %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve jeller jel goriintiilleme sistemi kullanilarak

goriintiilendi.

3.2.4.6.5. Klonlama Sonrasi Plazmid DNA’larin Restriksiyon Enzimleri ile Analizi

Saflastirilan plazmid DNA (pET28b-xyn), Ncol ile kesildikten sonra bu plazmidlerin
istenilen uzunlukta DNA pargalarimi (insertleri) (5326 b¢ ve 651 bg) ihtiva edip

etmedikleri %1’lik agaroz jel {izerinde analiz edildi.

pET28b-xyn icin kesme;

5 ul H,O (DNAz & RNAz free)
2 pl 10x Tampon K

2 ul 10x BSA

10 pul plazmid DNA

1 ul Neol

» Olmak iizere tiipler hazirlandi, vortekslendi. Mikrosantrifiijle 3-5 saniye hizlica
dondiiriildii ve 37°C’ye ayarlanmis bir 1sitict blok iizerinde 4 saatlik inkiibasyona

birakildu.

P4 saatlik inkiibasyon siiresince her saat basi tiipler alinarak hizlica dondiiriildii ve

inkiibasyona devam edildi.
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» 3 saat sonra tiiplere 1 pl Ncol eklendi, hizlica dondiiriildii ve tekrar inkiibasyona

birakildu.

» 4 saat sonra tiipler alinarak hizlica dondiiriildii. Aliman belirli miktardaki
numunelerin iizerine DNA boyasi eklenerek agaroz jele yaklasik olarak 25 pl yiikleme

yapildi. Yiiriitme tamamlandiktan sonra jelin fotografi alindi.

Restriksiyon enzim analizi sonucu pozitif sonu¢ veren 12,13 ve 15 nolu plazmid

DNA’lar dizi analizine gonderildi.

3.24.7. E. coli BL21(DE3) pLysE Hiicresinin pET28b(+)-xyrn Plazmidi ile
Transformasyonu ve Ksilanaz’in Ekspresyonu

3.2.4.7.1 FSB’li Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

» Protein ekspresyon ¢alismalart icin E. coli BL21 pLysE susu kullanildi. -80°C derin
dondurucudan ¢ikarilan stok hiicreler 4 ul kloramfenikol iceren 4 ml’lik LB besiyerine

inokiile edilerek bir gece 37 C’de 250 rpm calkalama hizinda yetistirildi.

» 50 mI'lik LB’ye, gecelik kiiltiirden 1 ml ve 0,5 ml aliarak inokiile edildi. Uzerine 50
ml LB (Luria Bertani) eklenerek; 37 C ve 250 rpm’de inkiibasyona birakildi.

» Optik dansite, 600 nm’de absorbans yaklasik olarak 0,7 oldugunda erlenler
inkiibatérden alindi ve +4 C 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.

» Siipernatant atildi. Pelet iizerine 50 ml soguk FSB (dondurulmus saklama tamponu)

cozeltisi eklendi ¢ok iyi vortekslendi. Ardindan 1 saat buz banyosunda inkiibe edildi.

» 1 saatin ardindan; +4 C, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atildi.

Pelet iizerine 8 ml soguk FSB ¢ozeltisi eklendi ve tiipe vurarak ¢oziinme saglandi.
» Peletin tamami ¢oziiniince {izerine 560 ul DMSO eklendi ve 3 saat buza gomiildii.

» 3 saatin ardindan kompotent hiicre hazir hale geldi (Hanahan, 1983).
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3.24.7.2. E. coli BL21(DE3) pLysE Hiicresinin pET28b(+)-xyn Plazmidi ile
Transformasyonu

» Buzda bulunan kompotent hiicrelerden 200 pl’lik kisimlar alindi. Gerekli sayida
ependorfa pipetleme yapildi. Uzerine 3,3 ul ligasyon karisimindan ilave edildi ve 1 saat

buz banyosunda inkiibasyona birakildi.

» 1 saatin ardindan buzdan ¢ikarildi ve 2 dakika 42°C’de 1s1 sokuna maruz birakildi.

» Tekrar buza gomiilerek 5 dakika inkiibe edildi.

» Buzdan alinarak iizerine 330 pl LB eklendi ve yarim saat 37°C ve 250 rpm’de

inkiibasyona birakildi.

» Yarim saatlik inkiibasyonun ardindan her bir ependorf icerigi secici besiyerine
(kanamisin ve kloramfenikol i¢eren LB-Agar) dokiildii ve sprader ile yayildi. 37°C’de 1
gece inkiibasyona birakildi.

3.2.4.7.3. Ksilanaz’n E.coli BL21(DE3) pLysE’de Ekspresyonu

» Transformasyon sonrasi secici besiyerinde iireyen hiicrelerden birer koloni alinarak 4
ul kloramfenikol (34 mg/ml) ve 2 pl kanamisin (50mg/ml) iceren 4 ml’lik LB
besiyerine inokiile edildi. Hiicreler bir gece 37°C’de 250 rpm calkalama hizinda
yetistirildi.

» Yetisen hiicreler, 500 ml segici besiyeri (kanamicin ve kloramfenikol iceren LB)
bulunan 2 I'lik steril erlenlere inokiile edildi. Hiicreler, belirli araliklarla 600 nm’deki

absorbanslar1 okunarak yetistirildi.

» ODg yaklasik 0,6-0,7 oldugunda 500 pl 1 M IPTG ilave edilerek indiiksiyon islemi
gerceklestirildi.
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» IPTG’li 37°C’de 250 rpm calkalama hizinda 3 saatlik inkiibasyonun ardindan
erlenler alinarak; 250 ml’lik santrifiij kaplarinda, +4°C’de 8000 rpm’de 5 dakika

santrifiijlendi.

» Siipernatant tamamen uzaklastirilarak, toplanan E. coli BL21 pLysE hiicreleri

parcalama islemi yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (Guda ve ark., 1995).

3.2.4.7.4. E. coli BL21 pLysE Hiicrelerinin Parcalanmasi

» Indiiklemenin ardindan -20°C’de saklanan hiicreler cikarilarak buza gomiildii.
Uzerine 100 mM NaCl iceren 100mM NaH,POs-Na,HPO, tamponundan (pH = 7,6) 30

ml eklenerek siispansiyon haline getirildi.

» Siispansiyona 50 pl 100 mM benzamidin ve 50 pul 100 mM PMSF ilave edildi ve buz
tizerine alindi. Buz tizerindeki hiicreler 3 mm ucu olan sonikatorle 1 saat siiresince

parcalandi.

» +4'C ve 6000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Peletin renginden (kahverengi)

parcalama isleminin istenen diizeyde gerceklestigi sonucuna varildi.

» Siipernatantlar ayr1 bir tiipe alindi, +4°C’de 30000 rpm 2 saat santrifiijlenerek,

karisimdaki hidrofobik proteinler ve diger hidrofobik hiicre materyalleri ¢oktiiriildii.

3.2.5. E.coli BL21(DE3) pLysE’de Ekspres Edilen Ksilanaz Enziminin Afinite
Kromatografisi ile Saflastirilmasi

» Once kiiciik bir polikarbonat kolon icerisine Ni-NTA agaroz (Qiagen) 3 ml kadar
konulduktan sonra, kolon 100 mM NaCl i¢ceren 100mM NaH,PO4-Na,HPO, (pH = 7,6)

tamponuyla yikandi.

» Santrifiij sonrasinda alinan siipernatant (protein karisimi) kolona tatbik edildi ve

kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplandi.
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» Protein yiiklenmis kolon, oncelikle 30 ml 100 mM NaCl iceren 100mM NaH,POy-
Na,HPO, (pH = 7,6) tamponuyla ardindan sirasiyla 20 ml 10 mM imidazol 100 mM
NaCl iceren 100mM NaH,PO4;-Na,HPO, (pH = 7,6) tamponuyla, 10 ml 25 mM
imidazol 100 mM NaCl iceren 100mM NaH,PO;-Na,HPOs (pH = 7,6) tamponuyla

yikanarak safsizliklarin ayrilmasi saglandi.

» Son olarak 300 mM imidazol 100 mM NaCl iceren 100mM NaH,PO4-Na,HPO,

(pH = 7,6) tamponuyla kolona tutunmus olan protein eliie edildi.

3.2.6. Ksilanaz Enziminin Karakterizasyonu

3.2.6.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrillamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE Sambrook ve arkadaslarma (1989) gore %4’liikk yiikleme jeli ve %12’lik
ayirma jeli kullanilarak gerceklestirildi (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari

Bilesenler Yiikleme Jeli (ml) Ayirma Jeli (ml)
Saf su 2,55 4

%40 akrilamid 0,35 2,7
Ayirma jeli tamponu - 2,25
Yiikleme jeli tamponu 1 -

%10 Amonyum persiilfat 0,05 0,05
TEMED 0,01 0,02

Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka yerlestirildi ve tank
SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Saflagtirma asamasinda toplanan her
fraksiyondan almman 200 pl’lik numuneler 200 pl numune tamponuyla karistirilip,
100'C’de 2 dakika denatiire edilerek SDS-PAGE jelinin kuyucuklarma 10’ar pl
yiiklendi. Proteinler, boya ayirma jelinden uzaklasincaya kadar 46 mA’de yiiriitiildii.
Yiiriitme islemi tamamlaninca tanktan c¢ikarilan jel iizerine jel boyama c¢ozeltisi ilave
edildi ve yavas bir sekilde 15 dk calkalanarak bekletildi. Boyanan jel, boyanin fazlasini

uzaklagtirarak protein bantlarimi goriiniir hale getirmek amaciyla boya uzaklastirma



48

cozeltisi ile yikandi. Jel goriintiisii, protein bantlar1 goriiniir hale geldikten sonra jel bir

tarayici ile taranarak dijital ortama alindi.

3.2.6.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
3.2.6.2.1. DNS Yontemi

Ksilanaz aktivitesi, enzim substrat etkilesimi sonucu ag¢iga cikan indirgen seker
miktarinin  belirlenmesi esasina dayanan 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu
kullanilarak belirlendi (Miller, 1951). Bir numunedeki indirgeyici seker miktarini
belirlemek i¢cin DNS metodu G. Miller tarafindan onerilmistir. DNS bazik sartlar altinda
indirgeyici sekerin serbest karbonil grubu ile reaksiyona girer. Reaksiyon sonucu 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) 3-amino-5-nitrosalisilik asite doniisiir. Aromatik bir bilesik
olan 3-amino-5-nitrosalisilik asit olusumu 540 nm dalga boyunda absorblanan i1sik
miktarinda degisiklige yol acar. Spektrofotometre kullanilarak 6l¢giilen absorbans degeri,

indirgeyici seker miktariyla dogru orantilidir (Negrulescu ve ark., 2012).

pH’s1 6 olan mcllvaine tamponunda c¢oziinen beech-wood xylan (kayin kerestesi ksilani)
ve saflastirllmis enzimden olusan reaksiyon karisimi 60°C’de 10 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 1:1 oraninda DNS ilave edilip 5 dk kaynatildi, rengin
stabilizasyonu i¢in sogutulup 540 nm’de absorbans ol¢iildii. Ksilanaz aktivitesi, standart
olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan xylose (ksiloz) ¢ozeltisi kullanilarak cizilen

kalibrasyon grafiginden hesaplandi.

3.2.6.2.2. Plate Analizi

Rekombinant plazmit pET28b-xyn’yi tasiyan E.coli BL21(DE3) ve kontrol olarak
kullanilmak iizere pET28b’yi tasiyan E.coli BL21(DE3) %1 (w/v) beech-wood xylan,
100mg/ml IPTG ve 50mg/ml kanamisin, 34mg/ml kloramfenikol iceren LB-agar
(glukoz icermeyen) besiyerine 15’er ul’lik hacimler halinde spotlandi. 37°C’de 1 gece
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerine %1°lik kongo red cozeltisi dokiilerek
30 dk boyama islemi gerceklestirildi. Boyama siiresinin sonunda besiyerine once 1 M

NaCl sonra 0,1 N NaOH cozeltisi dokiilerek boyanin fazlas1 ortamdan uzaklastirildi.
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Koloni cevresinde acik renk hidroliz zonu bulunanlar ksilanaz pozitif olarak

degerlendirildi (Jalal ve ark., 2008).

Saflastirllmig enzim 5 pl’lik,10 pl’lik ve 15 pl’lik hacimler halinde %1 (w/v) beech-
wood xylan (kayin kerestesi ksilani) iceren LB-agar (glukoz icermeyen) besiyerine
spotlandi. 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besiyerine %1’lik
kongo red cozeltisi dokiilerek 30 dk boyama islemi gerceklestirildi. Boyama siiresinin
sonunda besiyerine once 1 M NaCl sonra 0,1 N NaOH c¢ozeltisi dokiilerek boyanin
fazlas1 ortamdan uzaklastirildi. Ksilanaz aktivitesi, koloni ¢evresinde olusan acik renk

hidroliz zonunun ¢ap1 dikkate alinarak degerlendirildi.

3.2.6.3. Bazi Parametrelerin Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
3.2.6.3.1. pH’nmin Etkisi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in, pH 4-7 arasinda
Mcllvaine tamponu, pH 8’de Tris-HCI tamponu ve pH 9-10’da Glisin-NaOH tamponlar1
kullanilarak farkli pH degerlerine sahip (pH 4-10) %1’lik ksilan iceren substrat

cozeltileri hazirlandi.

Aktivite tayini icin, enzim ve substrat karisrmi 37°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi karisima esit hacimde DNS ilave edilerek 5 dk kaynatildi, sogutma isleminden
sonra 540 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri kaydedildi. Kor, esit

hacimde substrat ve DNS ¢6zeltisi kullanilarak hazirlandi.

En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak % bagil enzim

aktivitesi bulundu.

3.2.6.3.2. Sicakh@in Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla, 30, 40, 50, 60,
70°C’lik sicaklik degerlerinde Sl¢iimler yapildi. Enzim ve substrat karisimi belirlenen
optimum pH degerinde, belirtilen sicaklik araliginda 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrasi karisima esit hacimde DNS ilave edilerek 5 dk kaynatildi, sogutma isleminden
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sonra 540 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri kaydedildi. Kor, esit

hacimde substrat ve DNS ¢o6zeltisi kullanilarak hazirlandi.

En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak % bagil enzim

aktivitesi bulundu.

3.2.6.3.3. Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi icin enzimler 50, 55, 60°C’lik sicakliklarda 30
dakikalik araliklarla 180 dk boyunca inkiibe edildi. On inkiibasyon uygulamasindan

sonra optimum sartlarda aktivite tayini yapildi.

3.2.6.3.4. Substrat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla,
optimum sartlarda enzim aktivitesi degisen substrat miktarina (1-10 mg/ml) karsi

belirlendi.



4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalarin izolasyonu

Ksilanaz iireten mikroorganizmalar, Ordu ili’nin Akkus Ilge’sindeki kayin ormanindan
ve kayin agaclariin bulundugu tomruk deposundan alinan toprak orneklerinden izole
edilip pH’s1 4,8 olan besiyerinde cogaldigi tespit edilen 16 mikroorganizmanin

taranmasi sonucu tespit edilmistir.

4.2. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalarin Taranmasi

Elde edilen 16 izolattan 6, 10, 11, 12, 66, 68 olmak iizere 6 tanesi hidroliz zonu

vermistir.

Sekil 4.1 Ksilanaz iireten mikroorganizmalara ait hidroliz zonlar1
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4.3. Ksilanaz Ureten Mikroorganizmalarin Molekiiler Tanilanmasi

16s rDNA analizi i¢in kiiltiirden genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra Unv-Bac-
27F, Unv-Bac-1525R primerleri kullanilarak PCR ile c¢ogaltildi. Elde edilen PCR
iriinleri %1°lik agaroz jelde 100 mA’de yiiriitiildiigiinde 1499 bp’lik DNA parcalari
elde edildi.

1A 1B 12 66 68

2500
2000

1500
1000

750
500

250

Sekil 4.2 Organizmalarin PCR ile c¢ogaltilmis 16s rDNA bolgesinin agaroz jel
goriintiisii. 1. DNA standardi, 2-8. sirasiyla 6 nolu genomik DNA, 10 nolu genomik
DNA, 11A nolu genomik DNA, 11B nolu genomik DNA 12 nolu genomik DNA, 66
nolu genomik DNA, 68 nolu genomik DNA ve Unv-Bac-27F, Unv-Bac-1525R
primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR sonucu elde edilen 1499 bc¢’lik DNA

parcalari.

Dizi analizi sonucu elde edilen kromatogramlar sekil 4.3-4.8”de verilmistir.
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GGCCCAGACTCCTACGOOAGGCAGLAGTAGGOAATCTTCCOCAAT GALAGTCT GACGGAGCAACGCCGCGTBAGTGATGALGGT TTTCGGATC GTALS
310 320 330 340 360 370 380 390 400

JMﬂmllmlmnnthNhnmhmhnu“tuluulAum:hummmtuhh.

A - e - L e s L e e e e e I

[l
GCTCTGT TGTTAGGGAAGAACALGTACCGT TCGAATAGGGC GGTACCT TGACGGTACCTAACCAGALALAGCCACGGC TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

I=

410 420 430 440 450 460 470 4a0 440 a00

Amm“lm“lh&m“u“‘&Mlm;“l!m“mm“WUuhlUlW:‘N“h“ﬂuluﬂuho

AL - e R e e - L
L TACGTAGGT GGCALGC GT TGTCCGGALTTAT TGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT I TCTTALGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGLTCARCC GEGG AGG
510 520 530 540 560 560 570 580 530 E00

fi il i

mnummmn‘uu.u1mummmmumm.hnm.mmumm.lmuu.muumu.m .

Sekil 4.3 6 kodlu numuneye ait DNA dizi analiz kromotogrami
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I- FEH LD L ll- SENNT
LGGGGEA GG ALY C GACCTCG AALGAGE GGeG
130 150 160 170 180 190 200

A e

CHEEFHE e e e e A e R e L
CAGATGGOATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACC TAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTOAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACAC GO TCCA
210 220 230 240 250 260 270 2a0 2a0 300

CTCACGCCATCGGA TGCC

EEEHE e e s L L)
GACTCC TACGGGAGGCAGCAGTGGGOAATAT T GCACAATGGGCGUCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGALGAAGGCC T TAGGGT TGTAAAGCACTT
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

A R e e e e s e e e e s e S N e e e N AR s N R
TCAGCGAGGAGGAAGGCATCACAC TTAATACGTGTGGTGATTGACGT TACTC GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC GGAC
410 420 430 440 430 480 47 480 4490 a00

P £y
HE RN RN N N N R N N N N N N N N R N ey NNl
GGTGCAAGC GTTALTCGGAAT TACT GGGC GTAALGCBCACGCAGGCG GTTTGTTAAGTCAGATGT GAALTCCCCGCBCTTAACGTBGGAACT GCAT TT GA
510 520 530 540 550 560 570 580 530 600

-+ -I- ISNEENINEENIE (I}-I—I-I-I-IH AFRNNNERNNNEN,

_ .uhhu.ummmldhhmlnnunhmluhLmnxﬂmm.l_unuuummlmumnumu |

Sekil 4.4 10 kodlu numuneye ait DNA dizi analiz kromotogrami
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AR R e D IHlH I l A IllI—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I—Irl—l— -|—II—|—|—I—I—|—I—|— —I—I—II l H
TGGTGTG GCGGTGTGTACALAGGCCCGGG ALCGTAT TCACCGCGGCATGCTGATCCBCGATTACTA GCGATTCCAGCTTCACGCAGTC
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

ﬂhb L Il

e ll L

GACTGC TCCGAACTGA
210 220

h&l&mmAmﬂmmdtﬂhluluhmLuﬂnhmmﬂmmluhhu uhmmhlmmadnu

-| -------- |-|-|—|-|-|-|-|-|- +HHHL
TTAA CTCGCGGTT TC TT TGTAGCCCAGG TCATA

230 2?0

G
300

T
m—|h

-h—!

e e o vy )

- R e L e R e e - e R e R
GCTCGTTGCGGGACT TAACCCAACAT CTCACGACACGAGC T GACGACALCCA T GCACCACC TG TCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGAT
420 430 440 430 460 470 480 430 500 510

\ . ¥ [ 0 X . [ /) A

AT RERTE P IR AR E TN PR RN R R R RN RN RN SN S E RN I AR TU R AR RN RS AR IR R RN TR AN FTRANURSRRRRRRAN]

TGTCAGAGGAT GTCAAL GACCTGGTAAGGTTCTTCGC GTTGC T TCGAAT TALAACCACATGC TCCACCGCTTGIGCGGGCCCCCGTCALTTCCTTTGAGTTT
520 530 540 550 S60 a70 530 530 [={u ] E10

it a! Ll

- e s
A GGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT TICCTCCGGT TTGTCACCG GCAGTCACC T TAGAGT BCCCAAC TGAATGCTGBCALCTAAGATCALGGGT T GC
310 320 330 340 380 360 370 380 390 400 4

Sekil 4.5 11A kodlu numuneye ait DNA dizi analiz kromotogrami
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Ha i1 —l—l|—llll—lll—4l—l—|-l—|— e b s - e e -I—I—|—|—|—I—|—|—|-
CoCCh G TETGACGGGCGGETGETGTACAL GG C GG AL GTATTCACCGCGACATTCT GATTC G GATTAZ TAGCGAT T TCC GACT TCACGCAG G A TG
100 110 120 1 U 140 150 160 170 180 130 20
hlt ALY i AL“ hﬂh lm ‘ V) “ml WY lu““
et il e 1 e N ll lll-|—|—|-|-|—|—|—|-|— I -|—|— I -|Illl—|—|-|—|—llll llll—l—l-l—l—l—l—l—l-l- J L L
CAGACTG GATCCGGEACT CGATCGGTTTTGTGAG TTAGC TCCACCTCGCG TTGG ACCCT TACCGACCATTGTAGCACGTG TGTAGCCCAGGCC
210 220 230 240 240 270 2a0 290 300

uJAﬂuhmduh.humulnhlmummnnhdﬂ.muuAﬂmuAmnLmuhhnmtm

R b e R e

310 320 330 340 a0 360 370 380 340 400

_nh_Ah_mmtﬂuﬂ1.mMMAuumhum_hhuhnmmm.h_:_lmtmA.hndu_hmuumm

L R e e e R
GTTGC GC TCGTTAC GG GACTTTAACCCASCATC TCACZGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACC TG TGTCAGAGTTCCC GAAGGCACCALTCCATCTCT
410 420 430 440 450 460 470 480 4490 s00

-4 R N S N N e e N e N
G CTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAMLGGT TCTTCGCGTTGCT TCGAAT TAMACCACATBCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT TCATT T A
510 520 530 540 580 560 570 580 590 E00

GTAAGGGCLCATGATGACTTGACGTCATCCCCACC TTCCTCCGGTITTGTCACCGGCAGTCTCC TTAGAGTGCCCAC CATAACGTGCTGGTAACTALGGACAAGG

Sekil 4.6 11B kodlu numuneye ait DNA dizi analiz kromotogrami
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Sekil 4.8 66 kodlu numuneye ait DNA dizi analiz kromotogrami
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Kromatogramlar Finch TV programi kullanilarak okundu. ileri ve geri olmak iizere 2
primer kullanilarak analiz edilen dizilerin ¢akisma noktalari belirlendi. Boylece 6 nolu
numune i¢in 1444, 10 nolu numune i¢in 1434, 11A nolu numune i¢in 1436, 11B nolu

numune i¢in 1429, 12 nolu numune icin 1449 bazdan olusan diziler elde edildi.

6 nolu koloniden elde edilen bolgenin dizi analizi asagida verilmistir.

5’ CTATACTGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAA
CCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTICGGATCGTAAAGCTCTGTTIGTTAGGGAAGAACAAGTACCGT
TCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACCAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAG
GACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTICGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAG
TTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GAGGTAACCATTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGAT 3'

10 nolu koloniden elde edilen bolgenin dizi analizi asagida verilmistir.

5" AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGACCTC
GAAAGAGCAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT
GAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATCACACTTAA
TACGTGTGGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTG
AAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA
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TTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACGGAATTCGCCAGAGATGGCTTAGTG
CCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTGATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTT
AACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGG 37

11A nolu koloniden elde edilen bolgenin dizi analizi asagida verilmistir.

5’ TGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCAT
GGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAAT
AGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTIGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTIGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCC
CCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGAT
CGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
CCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGAC 3’

11B nolu koloniden elde edilen bolgenin dizi analizi asagida verilmistir.

5’ TGCAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCC
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TAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAT
GGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGC
TGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGAC
ACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCA
ACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACG
AGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGT
CGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGT
CTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCG
GGAGGGACGGTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGG 3

12 nolu koloniden elde edilen bolgenin dizi analizi asagida verilmistir.

5’ AATACATGCAGTCGAGCGAACTGATGAAGAGCTTIGCTTTTGATCAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTAGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACTGGATAACTTTTCT
CTCCGCATGGAGAGAGATTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTATC
GTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAG
AGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTICTGACCTCCCTAGAGAT
AGGGCCTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCATAAAACCATTC
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TCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGC
CGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATGGG 3’

66 nolu koloniden elde edilen bolgenin dizi analizi asagida verilmistir.

5’ GGCGGAACTGGGGCGGCGTGCTATACATGCAGTCGAACGCTTCTTTCCTCCCGAGTGCTTGCACTCAA
TTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTIG
GAAACAGGTGCTAATACCGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTC
GCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCATAG
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAACTCTGTITGTITAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTAACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGAGACTTGATGCAGAAAAGGAAGGGAATTCCAGTGTAAAAAATGCTAAATTATGGAGGAAACC
GIGG 3’

Elde edilen dizilerin, NCBI veri bankasindaki BLAST programi kullanilarak benzerlik
gosterdigi tiirler belirlendi. Benzerlik gosterdikleri tiirler ile uzakliklaru MEGA 4

programu kullanilarak clustalW programina gore siralandi ve soy agaclar cizildi.

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain

Bacillus amyloliquefaciens strain M16

Bacillus licheniformis strain W-2

Bacillus subtilis strain W-3

Bacillus licheniformis strain KIBGE-IB1
Bacillus subtilis strain CICC 10023

Bacillus subtilis strain CD-6
kaab

Sekil 4.9 6 kodlu mikroorganizmaya ait soy agaci

Bacillus mojavensis strain WSE-KSU305



_|: Rahnella sp. BIHB 783
Rahnella sp. Pc201

Rahnella sp. HX2

Endophyte bacterium SS10

R.aquatilis (ATCC33989)

Rahnella sp. N2-2

Rahnella sp. CDC 2987-79
—|: kaa10
Rahnella aquatilis
—|: Rahnella aquatilis strain DSM 4594
— Rahnella aquatilis strain TW4
L Rahnella aquatilis strain TW5

Ewingella americana strain LPPA 1498

_|: Ewingella americana strain LPPA 1509
Ewingella americana strain: GTC 1277

Sekil 4.10 10 kodlu mikroorganizmaya ait soy agaci

—

Sekil 4.11 11-A kodlu mikroorganizmaya ait soy agaci

Yersinia sp. ABF6a-c
Yersinia enterocolitica (type 0:9)

Yersinia enterocolitica subsp. enterocol

_|: Yersinia rohdei strain CCUG 38333

Yersinia intermedia ATCC 29909

Bacillus subtilis subsp.subtilis strainE
kaal1A

Bacillus subtilis subsp.subtilis strainR
Bacillus licheniformis strain W-2
Bacillus subtilis strain 13

Bacillus sp. GC-1

Bacillus subtilis strain W-3

Bacillus sp. RFO41

Bacillus sp. C2-1

Bacillus subtilis strain Amp1

Bacillus mojavensis strain WSE-KSU305
Bacillus licheniformis strain KIBGE-IB1
Bacillus amyloliquefaciens strain: A1-1

Bacterium 8-gw1-10
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{ Pseudomonas monteilii strain BF-1-3
Pseudomonas monteilii strain CIP 104883

Marine bacterium B22

Pseudomonas putida gene
Pseudomonas sp. ONBA-17

Brevibacterium frigoritolerans strain C
—|: Arthrobacter sp. LF-Tou2
Pseudomonas sp. LQ26
Pseudomonas monteilii strain SB 3091
{ Pseudomonas sp. PCWCW2

Pseudomonas putida strain AS01

Pseudomonas monteilii strain SB 3067

Pseudomonas putida strain ISSDS-590
{ Pseudomonas sp. HR 13
Pseudomonas plecoglossicida strain FPC95

kaal11B

Pseudomonas sp. Pseudo-EJB4

Sekil 4.12 11-B kodlu mikroorganizmaya ait soy agaci

_|: Bacillus Sp. IPso2
Bacillus ginsengihumi strain BS-2

Bacillus ginsengihumi strain AceR-1

Bacillus ginsengihumi strain BBN1R2-01

Bacillus sp. IPso1

Bacillus ginsengihumi strain Gsoil 114

Bacillus ginsengihumi strain LC-8
kaa12

Bacillus sp. YX
Bacillus shackletonii strain LMG 18435

Bacillus acidicola strain 105-2
_|: Bacillus sporothermodurans
Bacillus oleronius strain ATCC 700005

Bacillus vietnamensis strain CCMM B658

Sekil 4.13 12 kodlu mikroorganizmaya ait soy agaci
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{ Enterococcus sp. SE-7
Swine manure bacterium

Enterococcus faecalis strain E66

Enterococcus faecalis strain Probio-36

Enterococcus faecalis strain Probio-53

Enterococcus sp. SE-1

Enterococcus sp. 33C
kaa66(27FT)

Sekil 4.14 66 kodlu mikroorganizmaya ait soy agaci

Ksilanaz iireticisi mikroorganizmalar, hem MALDI-TOF yontemiyle hem de 16s rDNA

dizi analiziyle tanilanmis olup elde edilen sonuclar asagidaki ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 4.1 Izole edeilen ksilanaz iireticisi mikroorganizmalarin tanilanmasi

Koloni Kodu MALDI-TOF 16s rDNA

6. PCA Bacillus subtilis Bacillus subtilis

10. PCA Rahnella aquatilis Rahnella aquatilis
11-A. PCA Bacillus subtilis Bacillus subtilis

11-B. PCA Pseudumonas monteilii Pseudumonas sp.

12. PCA Bacillus koreensis Bacillus ginsengihumi
66. PCA Enterococcus faecalis Enterococcus sp.

68. PCA Candida lambica Maya




66

4.4. xyn Geninin pET28b(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Protein Ekspresyonu

4.4.1. PCR ile Genomik DNA’dan xyr Geninin Cogaltilmasi

Sekil 4.15 PCR ile genomik DNA’dan xyn geninin ¢ogaltilmasi ile elde edilen agaroz
jel goriintiisii. A’da 11A kodlu mikroorganizmaya ait genomik DNA ve xyn 1, xyn 2,
xyn 3, xyn 4, xyn 5, xyn 6 kodlu primerlerle yapilan PCR sonrasi elde edilen iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi sonras1 UV transiliiminatdrden elde edilen goriintiisii verilmistir
1. DNA standard: (A / EcoR 1+Hind 1II), 2. xyn 1, 3. xyn 2, 4. xyn 3, 5. xyn 4, 6. xyn 5,
7. xyn 6. B’de 6 kodlu mikroorganizmaya ait genomik DNA ve xynl, xyn2, xyn 3, xyn 4,
xyn 5, xyn 6 kodlu primerlerle yapilan PCR sonrasi elde edilen iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi sonrast UV transiliiminatorden elde edilen goriintiisii verilmigstir. 1. DNA

standardi (A / EcoR 1+Hind 1), 2. xynl, 3. xyn 2, 4. xyn 3, 5. xyn 4, 6. xyn 5, 7. xyn 6

Agaroz jel goriintiileri incelendiginde, 11A kodlu mikroorganizmadan sirasiyla 642 bp,
1289 bp, 1562 bp, 1020 bp, 6 kodlu mikroorganizmadan 642 bp, 1622 bp, 1289 bp,
1562 bp, 1020 bp olmak iizere farkli biiyiikliiklerde xyn genleri elde edildigi goriildii.
Bunlardan 11A kodlu mikrooarganizmadan elde edilen 622 bp biiyiikliigiine sahip xynl

geniyle calisilmasina karar verildi.

4.4.2. Klonlama Sonrasi Plazmid DNA’larin PCR ile Analizi

Klonlamanin gerceklesip gerceklesmedigini belirleyebilmek amaciyla saflastirilmis

rekombinant plazmit (pET28b-xyn) ve xyn genine ait primerler kullamilarak
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gerceklestirilen dogrulama PCR’1 sonrasi asagida verilen agaroz jel goriintiileri elde
edildi. Agaroz jel goriintiileri incelendiginde c¢alisilan 10 numunenin 8’inin pozitif
sonu¢ verdigi goriildii. Pozitif sonu¢ veren 8 plazmid DNA restriksiyon enzim

analizinde kullanildi.

Sekil 4.16 Klonlama sonrasi pET28b-xyn rekombinant plazmitinin kalip olarak
kullanilmasiyla yapilan dogrulama PCR’1 sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiisii.

1-5. PCR iiriinii, 6. DNA standardi (A / EcoR 1+Hind 1II), 7-11. PCR iiriinii.

4.4.3. Klonlama Sonrasi Plazmid DNA’larin Restriksiyon Enzimleri ile Analizi

Klonlama sonrasi yapilan PCR ile dogrulama analizinde pozitif sonu¢ veren 8§ numune
(pET28b-xyn) Ncol ile kesilip agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra asagida
verilen jel goriintiisii elde edildi. Jel goriintiisii incelendiginde, 8 numunenin kesim
sonrast beklenildigi gibi 5326 bp ve 651 bp olmak iizere iki farkli uzunlukta DNA’ya
parcalandig goriildii.

5148 bp

651 bp

Sekil 4.17 Saflastirilan plazmid DNA’nin (pET28b-xyn), Ncol ile kesildikten sonra
agaroz jeldeki goriintiisii. 1. DNA standardi (A / EcoR 1+Hind III), 2-9. Kesim sonrasi
elde edilen 5326 bp ve 651 bp uzunluklarindaki DNA parcalari.
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Sekil 4.18 NEBcutter V2.0 programi kullanilarak elde edilen pET28b klonlama bolgesi-

xyn genine ait restriksiyon enzim haritas1 (Anonim, 2013)

4.4.4. DNA Dizileme

Dizi analizi sonucu elde edilen ktomotogramlar sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19 pET28b-xyn plazmidinin DNA dizi analiz kromotogrami
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Kromotogramlar FinchTV programi kullanilarak okunmustur. Sekilde de goriildiigii
tizere elde edilen pikler oldukca temizdir. Analiz sonucu elde edilen DNA dizisi,
klonlama isleminin basariyla gergeklestirildigini gostermektedir. Analiz sonucu elde
edilen DNA dizisi, biyoinformatik araclardan Expasy kullanilarak amino asit dizisine
cevrilerek asagida verilmistir.

5'3' Frame 1
atgggcagcagccatcatcatcatcatcacagcagcggecctggtgeccgecgcggcagecat
M G S S H H H H H H S S G L VvV P R G S H
atggctagcatgactggtggacagcaaatgggtcgggatccgatgtttaagtttaaaaag
M A S M T G G Q 0 M G R D P M F K F K K
aatttcttagttggattatcggcagctttaatgagtattagcttgttttcggcaaccgec
N F L VGG L S A A L M S I s L F S A T A
tctgcagctagcacagactactggcaaaattggactgatgggggcggtatagtaaacgcect
s A A S T D Y W Q N W T D G G G I V N A
gtcaatgggtctggcgggaattacagtgttaattggtctaataccggaaattttgttgtt
v N G S G G N Y S V N W S N T G N F V V
ggtaaaggttggactacaggttcgccatttaggacgataaactataatgccggagtttgg
G K G w T T G s P F R T I N Y N A G V W
gcgccgaatggcaatggatatttaactttatatggttggacgagatcacctctcatagaa
AP N G N G Y L T L Y G W T R S P L I E
tattatgtagtggattcatggggtacttatagacctactggaacgtataaaggtactgta
Yy vy vv D S W G T Y R P T G T Y K G T V
aaaagtgatgggggtacatatgacatatatacaactacacgttataacgcaccttccatt
K s b 6 6 T vy D I Y T T T R Y N A P S I
gatggcgatcgcactacttttacgcagtactggagtgttcgccagacgaagagaccaact
bp ¢ b RrR T T F T Q Y W S V R Q T K R P T
ggaagcaacgctacaatcactttcagcaatcatgtgaacgcatggaagagccatggaatyg
G s N A T I T F S N H V N A W K S H G M
aatctgggcagtaattgggcttaccaagtcatggcgacagaaggatatcaaagtagtgga
N L G S N W A Y Q V M A T E G Y Q S S G
agttccaacgtaacagtgtggtaactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggcet

s s N Vv T v w - L E H H H H H H - D P A
gctaacaaagccc
A N K A

xyn geninin tamam1 PCR ile ¢cogaltildiktan sonar 5’-ucundan BamHI ve 3’-ucundan ise
Xhol ile kesilip yine aymi enzimlerle kesilen pET-28b(+) vektoriine klonlandiginda
olusan rekombinant vektor xyn geninin baslama kodonundan 6nce 6 tane histidin
kodlayan kodon igermektedir (Sekil 20). Bu durumda xyn N-ucunda 6 tane histidin

amino asidi iceren bir kuyruga sahip olacak sekilde hiicre tarafindan ekspres edilmistir.
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BamHl F¥hol
pET-28b(+) l Xy geni l pET-28b(+)
"> G GATCCGATG B TAAC TCGAGL >
ths HisTag Met *

Sekil 4.20 xyn geninin pET-28b(+) vektoriine aktarildigi bolgenin sematik olarak
gosterimi. Sari ile gosterilen bolge ribozom baglanma bolgesini (rbs), yesil ile gosterilen
bolge 6 tane histidin birimini, yildizla gosterilen kodon ise “DUR” sinyalini

gostermektedir.

DNA dizileme sonucu elde edilen DNA dizisinin, biyoinformatik araglardan expasy
translate kullanilarak amino asit dizisine doniistiiriildiikten sonra NCBI BLAST
programinda (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) incelenmesi ile, elde edilen genin
amino asit dizisinin Bacillus’un farkli strainlarinden izole edilen endo-1,4-beta-xylanase
enziminin amino asit dizine ¢esitli oranlarda benzedigi goriildii (Cizelge 4.2). Benzerlik
gosteren protein dizilerinin ¢oklu (multiple alignment) ClustalW2 programi

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2) kullanilarak yapildi.

Cizelge 4.2 Bacillus’dan izole edilerek klonlama ve ekspresyon calismalarinda
kullanilan ksilanaz enziminin amino asit dizisinin Bacillus’un farkli strainlerine ait

ksilanaz enziminin amino asit dizisine benzerligi

Bakteri Adi Protein Benzerlik(%)
Bacillus pumilus endo-1,4-beta-xylanase 100
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168  endo-1,4-beta-xylanase 99
Bacillus subtilis BSn5 endo-1,4-beta-xylanase 99
Bacillus amyloliquefaciens endo-1,4-beta-xylanase 99
Bacillus megaterium endo-1,4-beta-xylanase 98
Bacillus licheniformis endo-1,4-beta-xylanase 98

Bacillus circulans endo-1,4-beta-xylanase 98
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B.subtilislab MFEFEFNFLVGLIAAL AT ALFSATAS AAS TD Y WCN T TD GGG IV AVINGIAGEN TIVNTAN 60
B.licheniformis MFEFEFNFLVGLSAALMIISLFSATAS ARS TDYWONWTD GGG IVNAVNGS GCHYSVNTSH 60
B.subtilisE3nsS MFEFEFNFLVGLIAALNSIISLFSATASAAS TDYWCNWTD GGG INMAVHNGIGENYSVNTSN 60
B.subtilis* MFEFEFNFLVGLIAALNAISLFSATAS AAS TDYWCNWTD GGG INHMAVNGIGGENTIVNTIN 0
B.pumilus MFEFEFNFLYGLIAAL AT ALFSATAS AAS TD Y WCN T TD GGG IV AVIGIAGGEN TIVNTAN 60
B.amyloligquefaciens MFKFEFENFLVGLSAALMIISLFSATASVASTD YWONWTD GGG IVNAVNGS GCHYIVINWSH 60
B.circulans MFEFEFNFLVGLIAALMRIILFSATASAAS TD Y WCNWTD GGG INMAVNGIGGENYSVNTSN 60
B.megaterium NFEFEFNFLVGLTAAF A IS NFSATAS ARMGTD Y WCNWTD GGG TV AVHNGIGGENYIVNTIN 60
EEEEEGER BT TR s &K % & s WFEERE K FAKETTETNETS SE TG ARG T O AT TG TS
B.subtilislag TENFVWVGKGHTTGSPFRTINYNAGVWAPNGNGYLTLYSUTRSPLIEYYWVVDSWGTYRPTG 120
B.licheniformis TGNFVVGEGU T TGS PFRTINYNAGYWAPNGNGYLTLYGUWTRSPLIEYYWVDEWGTYRPTG 120
B.subtilisE3nS TGNFVWVGKGU T TGS PFRTINYNAGYVWAPNGNGYLTLYSUTRSPLIEYYWVDEWGCTYRFTG 120
B.subhtilis® TENFVWVGKGU T TGS PFRTINYNAGVWAPNGNGYLTLYGUTRSPLIEYYWVDSWGTYRPTG 120
B.pumilus TENFVWVGKGUT TGS PFRTINYNAGVWAPNGNGYLTLYSUTRSPLIEYYWVDEWGTYRPTG 120
B.amyloligquefaciens TENFVWVGEGHTTGSPFRTINYNAGYWAPNGNGYLTLYGUTRESPLIEYYWVDSUGCTYRPTG 120
B.circulans TGHNFVWVGKGU T TGS PFRTINYNAGYWAPNGNGYLTLYSUPRSPLIEYYWVVDEWGTYRPTG 120
B.megaterium TENFVWVGKGUTTGSPFRTINYNAGVWAPNGNGYLTLYSUTRSPLIEYYWVDEWGTYRPFTG 120
L o o e o R e R
B.subtilislad TYTREGTVESDGGTYD ITTTTRYNAPSIDGDRTTF TOYWSVREOSKRP TGSNATITFSMNIIVIIL 150
B.licheniformis TYREGTVESDGGTYD ITTTTRYNARPSIDGDHNTTF TOYWSVEOSKEP TGANALT TR SMNIVIIL 150
B.subtilisESnS TYEGTVESDGGTYD ITTTTRYNAPSIDGDRTTF TQYWSVROTERF TGINATITFSNHVIA 150
B.subtilis® TYRGTVESDGGTYD ITTTTRYNAPSIDGLRTTF TOYWSVEOTKRP TG3INATITFSHNHEVIA 150
B.pumilus TYEGTVESDGGTYD ITTTTRYNAPSIDGDRTTF TOYWSVREOTKRP TGSNATITF SMIIVIIL 150
B.amyloligquefaciens TYEGTVESDGGTYD ITTTTRYNARPSIDGDRTTF TOYWSVEATERP TGANATI TR SMNIVIIL 150
B.circulans TYEGTVESDGGTYD ITTTTRYNAPSIDGDRTTF TQYWSVROTERF TGINATITFSNHVIA 150
B.megaterium TYEGTVESDGGTYD I TTTRYNAPSIDGDRTTF TQVWSVROTERP TGINATITFSNHVIA 150

B.suhtilis1la8
E.licheniformis
BE.subhtilisBESnsS
B.pumilus
B.amyloligquefaciens
B.circulans
E.megater ium

L e R

WESHGMNLGSHNWATOWHATEGYQISSGESNVTVI- 213
WESHGMNLGSNWAYOWVLATEGYESSGESNVTVI- 215
WESHGHMNLGSHNWAYOVLATEGYQIIGESNVTVIN- 213
WESHGMNLGSHWATOWHATEGYOSSGESNVTVI- 213
TESHGMNLGSHWATOWVHATEGYQISGESNVTVI- 213
WESHGMNLGSNWAYIWHATEGYQISGESNVTVI- 215
WESHGHMNLGSNWAYOVHATGGYOIIGESNVTVIN- 213
WESHGMNLGSHWATOWHATEGYOSSGESIVTVI- 213

FEFEFFFTFEFFFIFENFT 8 FH & FFFFETETH

Sekil 4.21 ClustalW2 programi kullanilarak, Bacillus’un farkl tiirlerine ait ksilanaz
enziminin amino asit dizileriyle Bacillus’dan izole edilerek klonlama ve ekspresyon
calismalarinda kullanilan ksilanaz enziminin amino asit dizisinin ¢oklu hizalanmasi

(multiple alignment)

4.5. Ksilanaz Enziminin Karakterizasyonu

4.5.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrillamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Saflagtirma sonrasinda SDS-PAGE yapildi. Elektroforez jelinin Coomassie Brilliant
Blue ile boyanip fazla boyanin uzaklastirilmasi sonucunda xyn geninin E.coli’de

tiretildigi goriildi (Sekil 4.22).
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Sadece amino asit sirasindan faydalanarak yapilan teorik hesaplamada (Expasy
Protparam kullanilarak) ksilanazin molekiil agirlig1 23,359 kDa olarak bulundu. Fakat
rekombinant enzimin molekiil agirhig belirlenirken, xyn geni pET28b(+) vektoriinde
tiretildigi i¢in xyn geninin baslama sinyalinden 6nce var olan polihistidin kuyrugunun ve
diger amino asitlerin de dikkate alinmasi gerekmektedir. Bunlar dikkate alinarak yapilan
hesaplama sonucunda pET-28b(+) vektoriinde iiretilen ksilanazin molekiiler agirlig
yaklasik olarak 26,971 kDa olmaktadir. Jel incelendiginde iiretilen ksilanazin molekiil

agirhiginin teorik olarak hesaplanan degere oldukga yakin oldugu goriilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7

1y

Sekil 4.22 SDS PAGE elektroforezi. Kuyucuklara yiiklenen numuneler sirasiyla
sunlardir: 1. pET28b plazmitini iceren indiiklenmis E. Coli BL21 pLysE hiicre lizati, 2.
pET28b-xyn rekombinant plazmiti i¢eren indiiklenmis E. Coli BL21 pLysE hiicre lizati,
3. Load (Santrifiij sonrasinda alinan siipernatantin kolona tatbik edilmesi sonrasinda
kolondan alinan fraksiyonlar ), 4. Marker, 5. Protein yiiklii kolonun 10 mM imidazol
100 mM NaCl iceren 100mM NaH,PO4-Na,HPO, tamponuyla yikanmasi sonucu
kolondan alinan fraksiyon, 6. 25 mM imidazol 100 mM NaCl i¢ceren 100mM NaH,PO,-
Na,HPO, tamponuyla yikanmasi sonucu kolondan alinan fraksiyon, 7. Eliiat (300 mM
imidazol 100 mM NaCl iceren 100mM NaH,PO4-Na,HPO, tamponuyla kolona

tutunmus olan proteinin eliie edilmesiyle elde edilen fraksiyon)
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4.5.2. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi.

4.5.2.1. Plate Analizi

Rekombinant plazmiti tasiyan ve tasimayan (kontrol) E.coli BL21(DE3)
mikroorganizmasinin %1 (w/v) beech-wood xylan (kayin kerestesi ksilan1), 100mg/ml
IPTG ve 50 mg/ml kanamisin, 34 mg/ml kloramfenikol iceren LLB-agar besiyerine
spotlanmasiyla gerceklestirilen plate analizi sonucu, pET28b’yi tastyan E.coli BL21
(DE3) mikroorganizmasinin kayda deger bir ksilanaz aktivitesi gostermedigi ancak
rekombinant plazmit pET28b-xyn’yi tasiyan E.coli BL21(DE3) mikroorganizmasinin

belirgin bir ksilanaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.23, plate analizi 1).

Saflastirilmig enzimin 5 pl’lik,10 pl’lik ve 15 pl’lik hacimler halinde %1 (w/v) beech-
wood xylan iceren LB-agar besiyerine spotlanmasiyla gerceklestirilen plate analizi
sonucu, enzim miktarindaki artigla beraber enzim aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (Sekil

4.24, plate analizi 2).

Sekil 4.23 Plate analizi 1 Sekil 4.24 Plate analizi 2
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4.5.3. Baz1 Parametrelerin Ksilanaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.5.3.1. pH’min Etkisi

Ksilanaz enziminin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi pH degerini belirleyebilmek
amaciyla, beech-wood ksilan substrati varliginda farkli pH degerlerindeki tamponlar
kullanilarak enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen aktivite degerleri kullanilarak
pH-%bagil aktivite egrisi cizildi (Sekil 4.25). Cizilen egriye gore, optimum pH’nin 6,0

oldugu goriilmektedir.

120 -
— 100 -
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=2 60
<
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0 2 4 6 8 10 12
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Sekil 4.25 Ksilanaz enziminin pH bagimlik egrisi

4.5.3.2. Sicakhgmn Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla, 30, 40, 50, 60,
70°C’lik sicaklik degerlerinde oOlctimler yapildi. Elde edilen aktivite degerleri
kullanilarak sicaklik-%bagil aktivite egrisi c¢izildi (Sekil 4.26). Cizilen egriye gore,

optimum sicaklik 60°C olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.26 Ksilanaz enziminin sicaklik bagimlik egrisi

4.5.3.3. Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi icin enzimler 50, 55, 60°C’lik sicakliklarda 30
dakikalik araliklarla 180 dk boyunca inkiibe edildi. On inkiibasyon uygulamasindan
sonra optimum sartlarda aktivite tayini yapildi. Elde edilen aktivite degerleri
kullanilarak zaman-kalan aktivite (%) egrisi cizildi (Sekil 4.26). Enzimin 60°C’de 30 dk
sonunda, 55°C’de 60 dk sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi belirlendi. 50°C’de ise

180 dk sonunda aktivitesini yaklasik %70 oraninda kaybettigi belirlendi.
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Sekil 4.27 Ksilanaz enziminin 1s1l kararlilik egrisi

4.5.3.4.Substrat Konsantrasyonunun Enzim Aktiviesi Uzerine Etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek amaciyla,
enzim konsantrasyonu sabit tutularak optimum sartlarda degisen substrat miktarlarinda
(1-10 mg/ml) enzim aktivite tayinleri gerceklestirildi. Elde edilen veriler kullanilarak

Linewear-Burk egrisi ¢izildi. Km degeri, 3,33 mg/ml olarak belirlendi.
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Sekil 4.28 Ksilanaz enzimi i¢in Linewear-Burk egrisi



5. SONUC

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, uriinlerin kullamim alanlarinin cesitliligi ve
ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmas1 nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimler
ile ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Ozellikle son
yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak enzim iiretimi biiyilkk boyutlara ulasmis ve kullanimi giderek

yaygilasmistir (Gessese, 1998).

Bu calismada rekombinant olarak iiretilen ksilanazin substrati olan ksilan,
hemiseliilozun baslica bilesenidir ve hemiseliilozlar dogada toplam biyokiitlenin % 30-
35’ini olusturmaktadir (Kulkarni ve ark.,1994). Yenilenebilen bu kaynaktan bugiin gida
ve yem sanayi c¢esitli sekillerde yararlanirken (Biely,1985; Berovic ve ark., 1995), kagit
sanayi (Haarhoff ve ark., 1999) ve ayrica atik aritim ve degerlendirme proseslerinde de
(Biely, 1985; Carmona ve ark., 1997; Duarte ve ark., 1994) ksilana yonelik uygulamalar
bulunmaktadir. Ksilanin tiim bu sanayilerdeki isleme ve degerlendirme basamaklarinda
enzimatik hidrolizi 6n plana ¢ikmaktadir. Ksilanin enzimatik hidrolizinde yer alan
baslica enzim ise B-1,4 baglar ile baglanmis ksiloz birimlerinden olusan iskeleti
hidrolizleyen endo-1,4-B-ksilanazlar (1,4-B-D-ksilan ksilanohidrolaz) (EC 3.2.1.8) dir
(Singh ve ark., 2003). Ksilanaz enzimi, ililkemizde yararlanilabilecegi cesitli alanlar

icinde Ozellikle kanatli yemi katkis1 olarak kullanilmaktadir.

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan
elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari,
istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde
edilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim {iiretme
yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de
secilmistir. Bugiin endiistride kullanilan bir¢cok enzim mikrobiyal kdkenli oldugu igin,

endiistriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain ve

Solomon, 1981).



79

Bu ¢alismada mikroorganizma kaynakli ksilanaz rekombinant olarak iiretilmistir. Bunun
icin 9 farkli yerden alinan toprak orneklerinden toplam 71 mikroorganizma izole
edilmistir. Elde edilen 16 izolattan 6 tanesi hidroliz zonu vermistir. Ksilanaz {ireticisi
mikroorganizmalarin molekiiler tanmilanmast 16s rDNA analizi ve MALDI-TOF
yontemleriyle yapilmistir. Tanis1 yapilan ksilanaz iireticisi mikroorganizmalardan
ksilanaz aktivitesi en yiiksek olan Bacillus subtilis susundan ksilanaz geni izole edilmis,
izole edilen gen pET28b vektoriine klonlanarak, E.coli BL21(DE3)pLysE hiicresinde
ekspresyon islemi basariyla gerceklestirilmistir. Uretilen enzim, afinite kromatografisi
ile saflastirilarak karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Yapilan karakterizasyon
caligsmalar1 sonucu enzimin optimum pH’s1 6,0, optimum sicakligi 60°C, Km degeri,

3,33 mg/ml olarak belirlenmistir.

Bu calismada yem endiistrisi hedef alinarak ksilanaz enzimi iretilmistir. Literatiir
incelendiginde yem endiistrisinde kullanilan ksilanaz enziminin optimum pH’smin 4,8
oldugu goriilmiistiir. Bacillus subtilis tarafindan iiretilen ksilanaz, ekstraseliiler bir
enzimdir. pH 4,8’de ¢ogalan mikroorganizmalarin iirettigi enzimin bu pH’da aktivite
gostermesi beklendigi igin ksilanaz iireten mikroorganizmalar, pH’st 4,8 olan
besiyerinde cogalan mikroorganizmalar arasindan secilmistir. Ancak iiretilen enzimin
beklenildigi gibi yem endiistrisinde kullanima uygun olmadigi, aktivite gosterdigi
sicaklik ve pH profili acisindan degerlendirildiginde kagit ve kagit hamuru
endiistrisinde kullanilabilir nitelikte oldugu belirlenmistir. . Ancak iiretilen enzim,
miktar ve saflik acisidan degerlendirildiginde endiistriyel kullanim i¢in yeterince uygun
degildir. Bu nedenle P. pastoris, K. lactis gibi sekresyon yapabilen okaryotik sistemler

kullanilarak enzim iiretim calismalarina devam edilmektedir.
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