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ÖZET 

 

D398S, I323V, I372Q/V VE V380F MUTASYONLARININ Anoxybacillus gonensis
 

GLUKOZ ĠZOMERAZININ KĠNETĠK PARAMETRELERĠ VE ISIL KARARLILIĞI 

ÜZERĠNE OLAN ETKĠSĠNĠN ARAġTIRILMASI  

 

Merve KIZAKLI 

 

Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Su Ürünleri Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi 

DanıĢmanı: Dr. Öğr. Üyesi Hakan KARAOĞLU 

 

Glukozun fruktoza isomerizasyonunu katalizleyen glukoz izomeraz (D- xylose ketol - isomerase 

E.C 5.3.1.5) birçok mikroorganizmada bulunmaktadır. Günümüze kadar birçok termofilik 

bakteriden GI’ lar karakterize edilerek birçoğu endüstriyel alanlarda kullanılır hale getirilmiĢtir. 

Ayrıca endüstriyel alanlarda kullanılmak üzere birçok GI geni biyomühendislik uygulamaları ile 

mutant hale getirilerek GI’ ın hem kinetik hem de biyokimyasal parametrelerinin geliĢtirilmesi 

üzerine birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Anoxybacillus gonensis G2
T
 glukoz izomerazı rekombinant 

olarak izole edilmiĢtir. Elde edilen veriler sonucunda; Anoxybacillus gonensis G2
T
 glukoz 

izomerazının kinetik parametreler açısından ticari olarak kullanılan birçok GI’ dan üstün 

nitelikler taĢıdığı belirlenmiĢtir. 

Bu çalıĢmada, genetik manipülasyonlarla kinetik özellikleri geliĢtirilmiĢ olan AgoGI’ sının yine 

aynı yöntemler ile biyokimyasal ve kinetik parametrelerinin geliĢtirilmesi amaçlanmaktadır. Bu 

amaçla AgoGI’ sı üzerinde I323V, I372V, I372Q, V380F, D398S, bölge spesifik mutasyonları 

uygulanmıĢtır. Ayrıca, baĢarılı sonuç alınan I373V ve V380F mutasyonları kinetik parametreler 

açısından geliĢtirilmiĢ olan enzimin W137F/ V184S mutantı üzerinde de uygulanmıĢtır.  

W137F/ V184S/I372V’ ye ait kinetik veriler; Km değeri 64,37 ± 1,3 mM, Vmax değeri 99,05 ± 

0,44, kcat değeri 82,62 1/sn ve kcat/ Km değeri 1,283 olarak hesaplanmıĢtır.  W137F/ 

V184S/W380F’ ye ait kinetik veriler ise Km değeri 116,57 ± 4,37 mM, Vmax değeri 37,22 ± 0,39 

µmol/dk/mg protein, kcat değeri 31,05 1/sn ve kcat/ Km değeri 0,266 olarak hesaplandı. 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF D398S, I323V, I372Q / V AND V380F 

MUTATIONS ON THE KINETIC PARAMETERS AND THERMAL STABILITY OF 

GLUCOSE ISOMERASE FROM Anoxybacillus gonensis G2
T 

 

Merve KIZAKLI 

 

Recep Tayyip Erdogan University 

Graduated School of Natural and Applied Sciences 

Department of Fisheries 

Master Thesis 

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hakan KARAOĞLU 

 

Glucose isomerase, known as xylose isomerase (E.C 5.3.1.5), catalyzes isomerization of glucose 

to fructose and found in many microorganisms. Until today, many GI’ s from different 

thermophilic bacteria have been characterized and most of them have been used in industrial 

applications. In addition, a great deal of studies has been performed to improve kinetic and 

biochemical parameters of GI by bioengineering applications such as mutagenesis for using in 

industrial areas. GI of Anoxybacillus gonensis G2
T
 was isolated as recombinant. According to 

the results, the G2
T
 GI of Anoxybacillus gonensis was found to possess superior properties than 

the other GI’ s being used today in terms of kinetic parameters. 

In this study, we aimed to improve biochemical and kinetic parameters of AgoGI with improved 

kinetic properties by genetic manipulations. To this end, I323V, I372V, I372Q, V380F, D398S 

site-specific mutations were created on AgoGI. In addition, successful I373V and V380F 

mutations were applied on GI with W137F/ V184S mutation with improved kinetic parameters. 

Kinetic parameters for W137F/ V184S/I372V were calculated as 64,37 ± 1,3 mM for Km, 99,05 

± 0,44 for Vmax, 82,62 1/sn for kcat and 1,283 for kcat/ Km. Kinetic parameters for W137F/ 

V184S/V380F were calculated as 116,57 ± 4,37 mM for Km, 37,22 ± 0,39 µmol/dk/mg protein 

for Vmax, 31,05 1/sn for kcat ve 0,266 for kcat/ Km. 
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1. GENEL BĠLGĠLER 

 

1.1. GiriĢ 

 

Kimyasal tepkimelerde katalizör görevini üstlenen bitkiler, hayvanlar ve 

mikroorganizmalar tarafından sentezlenen çoğunlukla protein yapılı moleküllere enzim 

denir. Enzimler; canlılık döngüsüne zarar vermeden, yapısal değiĢim göstermeden 

biyokimyasal olayların hızını arttırabilirler ve biyolojik sistemdeki reaksiyonların 

oluĢmasına imkân sağlarlar. Enzimler protein yapıda olduğu için yüksek sıcaklıklarda 3 

boyutlu yapıları değiĢir ve etkilerini kaybederler (Bhat, 2000). 

 

Enzimlerin tarihçesi çok eskiye dayanmaktadır. Eskiden toplumlar Ģarap, peynir 

ve ekmek gibi birçok fermente ürünü enzimler sayesinde yapabilmiĢtir. 1897 yılında 

Buchner hücreden enzimin ayrıĢtırılabileceğini ilk kez ortaya atmıĢtır. Küf enzimlerinin 

ticari olarak ilk kullanımı 20. yy. baĢlarında, bakteriyel enzimlerin kullanımı ise 1. 

Dünya SavaĢı sırasında olmuĢtur (Casida, 1968). Endüstriyel enzimlerin kullanımı 

yavaĢ bir süreçte gerçekleĢmiĢtir ve artan taleple birlikte hızla yükselmeye 

baĢlamamıĢtır. GeliĢtirilen yeni yöntemler ile birlikte enzimlerin mikrobiyal üretimi 

yakın geçmiĢte önem kazanmıĢtır.  

 

1998 yılında endüstriyel enzim pazarı yaklaĢık 1,6 milyar dolara ulaĢmıĢtır 

(tanısal ve tedavi edici özellikteki enzimler dâhil edilmemiĢtir). 2000 yılında bu miktar 

2 milyar dolara ulaĢırken, günümüze kadar pazar payı her sene %10 - 15 artarak 

büyümeye devam etmektedir (Barredo, 2005). Ticari önemi olan enzimler mikrobiyal 

fermantasyon iĢlemi ile büyük ölçekte üretilebilmektedir. Bunlara örnek olarak 

proteinleri (proteazlar), yağları (lipazlar) ve niĢastayı (amilaz) parçalayan enzimler 

verilebilir. Endüstriyel önemi büyük olan fruktoz üretiminde kullanılan glukoz izomeraz 

ile yarı - sentetik  penisilinlerin endüstriyel olarak yapımında kullanılan penisilin açilaz 

da örnek verilebilir (Crabb ve Shetty, 1999; Van der Maarel vd., 2002). Enzimler 

bunların yanı sıra; süt ürünlerinin üretiminde, biracılıkta, etlerin iĢlenmesinde, deterjan 

endüstrisinde, tekstil ve tıp gibi baĢlıca alanlarda kullanılmaktadır. 

 



2 

  

Enzimlerin genetik manipülasyonlarla hem intraselüler (hücre içi) hem de 

ekstraselüler (hücre dıĢı) ortamlarda üretimi binlerce kat arttırılabilir, aktiviteleri ve 

yapıları değiĢtirilerek yeni ürünlerin yapımında kullanılabilirler (Barredo, 2005). Tablo 

1 ve Tablo 2’ de enzimlerin kullanım alanları ve kaynak organizmaları verilmiĢtir. 

 

Tablo 1. Enzimlerin genel kullanım alanları ve kaynak organizmaları 

 

 

 

 

Endüstri Enzim Kullanım Alanları 

Bira Endüstrisi  

Amilaz, 

Proteaz 

Glukanaz 

β- glukanaz 

NiĢasta, protein, Ģeker ve amino 

asitlerin yıkımı (malt oluĢumu) 

Mayanın berraklaĢtırılması ve 

parçalanması. 

Tekstil Bakteriyel Amilaz 

Dokumadan önce niĢasta 

banyosuna batırılan ipliklerden 

niĢastanın uzaklaĢtırılması. 

Deri Mikrobiyal Tripsin 
Deriden tüy veya kılların 

uzaklaĢtırılması. 

Tıp Tripsin 
Kan pıhtılarının eritilmesi ve 

yaraların temizlenmesi. 

Tarım ve Orman Ligninaz 

Odunsu atıklardaki lignoselülozik 

yapıdaki selülozun hayvanların 

kullanmasını sağlamak ve 

endüstriyel organik substrat olarak 

kullanmak. 

Ekmek ve Pasta 

Endüstrisi 

Proteaz, 

Maya α-amilazı 

Bisküvi üretimi için düĢük 

proteinli un üretimi. Undaki 

niĢastanın Ģekerlere yıkılması ve 

mayanın kullanıma hazır olması. 

Süt Ürünleri 

Hayvan türevli renin 

Mikrobiyal renin 

Lipaz 

Peynir imalatı, Penicillum 

roquoferti' den izole edilen hücre 

dıĢı lipaz özel peynir üretiminde. 
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Tablo 2. ÇeĢitli enzimlerin kaynak organizmaları ve kullanımları 

Enzim Kullanım Alanı Mikroorganizma 

α-amilaz 

Maltoz yıkılması 

Leke çıkarıcı 

Glukoz Ģurubu 

Unun zenginleĢtirilmesi 

Bacillus subtilis 

Aspergillus oryzae 

B. licheniformis 

β- glukanaz Biranın berraklaĢtırılması 
Aspegillus oryzae 

Bacillus subtilis 

Glukoz izomeraz Glukoz- fruktoz dönüĢümü 

E. coli 

Streptomycetes spp. 

Aspergillus spp. 

Selülaz 
Deterjan katkı maddesi 

Atıkların değerlendirilmesi 
Penicillum spp. 

Katalaz 
Ġçeceklerin bozulmasını 

önlemede 
Aspergillus niger 

Sukraz (invertaz) ġekerleme endüstrisi Saccharomyces spp. 

Proteaz 
Deterjan katkı maddesi 

Deri endüstrisi 
Bacillus subtilis 

Glukoz oksidaz Biyosensör Aspergillus niger 

Renin Peynir Endüstrisi 
Kluyveromyces lactis 

Mucor spp. 

 

1.2. Glukoz Ġzomerazın Genel Özellikleri ve Önemi 

 

Glukoz izomeraz (GI) (EC 5.3.1.5), ksiloz izomeraz, ketol izomeraz olarak da 

isimlendirilen, yaĢamsal faaliyetleri için ksilozu kullanan, birçok mikroorganizma 

tarafından sentezlenen intraselüler (hücre içi) bir enzimdir. GI, D- ksilozun D- ksiluloza 

ve D- glukozun D- fruktoza dönüĢümlü izomerizasyonunu katalizler (Bhosale vd., 

1996; Chen, 1980). Substratları L- arabinoz, L- ramnoz, D- riboz, D- alloz ve D- 

mannoz olarak sayılabilmektedir (Pastine vd., 1999; Pastinen vd., 1999; Shanchez ve 

Smiley, 1975; Yamanaka, 1968; Santa, H. vd., 2005). Günümüze kadar tatlı sularda, 

toprak ve denizlerde yaĢayan birçok aerobik ve anaerobik mikroorganizmada 

(Lactobacillus reuteri, Thermus thermophilus, Vibrio sp.) ve bazı ökaryotik canlılarda 

(Hordeum vulgare, Kristo vd.,1996) GI’ nın varlığı tespit edilmiĢ ve çalıĢılmıĢtır. 

 

Enzimlerin aktivite göstermesi için optimum koĢulların gerçekleĢmesi 

gerekmektedir. Optimum koĢullar, enzimlerin maksimum performans gösterdikleri 

olaylar bütününü kapsar. GI’ nın optimum sıcaklık çalıĢma aralığı atmosferik basınçta, 
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enzimi üreten mikroorganizmaların büyüme koĢulları ile doğru orantılı olarak 30 - 

95°C, optim pH aralığı ise 2 - 11 arasında değiĢim gösterebilmektedir (Carell,1989). 

 

Glukoz izomerazların neredeyse tümünde benzer yapısal özellikler 

gözlemlenmiĢtir; birbirine benzeyen tetramer veya dimerlerden oluĢan yapılar, ortalama 

173.000 dalton civarında moleküler ağırlıkları (Carell, 1989) ve çok iyi korunmuĢ aktif 

bölgeye sahip olmaları (Mireia vd., 2002) olarak belirtilebilir. Bütün GI’ lar, kararlı 

yapıda olmak ve maksimum aktivite gösterebilmek için Mn
+2

, Cr
+2

, Co
+2 

gibi bivalent 

katyonlara gereksinim duyar. Cu
+2

, Zn
+2

, Ni
+2

, Ca
+2

 gibi iyonlar enzimi inhibe 

etmektedir (Bogumil vd., 1993; Brown vd., 1993; Karaoglu vd., 2013; Yanmis vd., 

2014; Xu vd., 2014).  

 

Glukoz izomerazlar iki tip olarak tanımlanır. Birinci tipteki glukoz izomerazların 

amino ucunda 50 amino asitlik fazladan bir bölge bulunur, tip ikide ise bu bölge 

bulunmamaktadır (Hartley vd., 2000; Xu vd., 2009; Karaoglu vd.,2013; Yanmis vd., 

2014). Enzimin kristal yapısı, Arthrobacter (Henrik ve Collyer, 1989; Xu vd., 2014), 

Actinoplanes missouriensis (Rey vd., 1988), Streptomyces rubiginosus (Whitlow vd., 

1991) ve Streptomyces murinus (Rasmussen vd., 1994) gibi birçok mikroorganizmada 

ve ayrıca bazı mutant enzimlerde (Xu vd., 2009; Xu vd., 2014) açığa çıkartılmıĢtır. 

ġekil 1’ de GI’ nın izomerizasyon dönüĢümü verilmiĢtir.  

 

 
ġekil 1.  GI’ nın katalizlediği D- glukoz D- fruktoz izomerizasyonu 

  

GI, glukozu fruktoza izomerize etmesi sebebiyle endüstriyel alanda, özellikle 

HFCS (High Fructose Corn Syrup) üretiminde ticari bir öneme sahiptir. Fruktoz Ģurubu, 

%42 veya 55 fruktoz içeren tatlı, besleyici sakkarit karıĢımı olup, mısır niĢastasındaki 

D-Glukoz D-Fruktoz 
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glukozun GI kullanılarak fruktoza dönüĢtürülmesi ile elde edilen bir üründür (Antrim 

vd., 1979; Knorr, 1987; Bandlish vd., 2002; Mu vd., 2012). Bu enzimin ticari 

kullanımının olmadığı yıllarda yiyeceklerde tatlandırıcı olarak sakkaroz (sukroz) tercih 

edilmekteydi. Fakat Küba Devriminde Küba’ ya konulan ambargolar gıda endüstrisinde 

yeterli sukroz bulunamaması ile sonuçlandı. Bu sebeple 1960’ lı yıllarda zaten 

keĢfedilmiĢ olan GI’ nın değerlendirilmesi ile fruktoz Ģuruplarının kullanımı gündeme 

gelmiĢtir (Bhosale, 1996). GI hala tercih edilen bir enzimdir. Bunun nedeni enzimin 

artan talebi karĢılaması, yüksek tonajlarda üretilmesi, kolay çalıĢılması ve endüstriyel 

alanda geliĢtirilebilmesi olarak sayılabilir (Karaoglu vd., 2013; Yanmis vd., 2014). 

 

Marshall ve Kooi’ nin Pseudomonas hydrophyla’ dan elde etmiĢ oldukları glukoz 

izomeraz, Ģeker kamıĢının yerine geçmiĢ ve HFCS kullanımında bu enzimin ilk 

çalıĢmalarının önünü açmıĢtır. Böylelikle bir dönemin baĢlangıcını oluĢturmuĢlardır. 

Ġlerleyen yıllarda Escherichia intermedia’ da ksiloz izomeraz aktivitesi bulunmuĢtur 

(Natake ve Yoshimura, 1964). Glukoz izomeraz, günümüzde en çok ihtiyaç duyulan 

proteaz ve amilaz gibi yüksek tonajlı 3 enzimden biridir. 

 

Endüstriyel alanda ilk olarak 1957 yılında Amerika’ da Clinton Corn Proccessing 

Co. tarafından enzimatik olarak glukozun izomerizasyonu gerçekleĢtirildi, 1974 yılında 

immobilize edilmiĢ glukoz izomeraz ticari olarak elde edilebilir hale geldi. Yiyecek 

endüstrisinde HFCS’ ye olan talebin artmasıyla birlikte batıda Ģekerlerle uğraĢan büyük 

ölçekli Ģirketler glukoz izomeraz yeniliğine baĢvurdu (Bhosale vd., 1996). Ġçerdiği 

endüstriyel öneminden ötürü bugüne kadar birçok organizmanın glukoz izomerazı 

incelenmiĢ (Brown vd.,1993; Chen,1980; 1989; Lee vd., 1993; Suekane, 1978) ve 

birçok bakterinin xyla geni gen bankasına aktarılmıĢtır (Amore ve Hollenberg, 1989; 

Drocourt vd., 1988; Bor vd., 1992; Briggs vd., 1984; Collyer ve Blow, 1990; Dekker 

vd., 1991; Lee vd., 1990; Wilhelm ve Hollenberg, 1985; Maedeu vd., 1994; Saari vd., 

1987).  

 

GI endüstriyel alanda yoğun bir Ģekilde çalıĢılmasının yanı sıra, akademik 

çalıĢmalar arasında da en fazla çalıĢılan konulardan biri olmaktadır. Wiseman’ a göre, 

GI gelecekteki bütün endüstriyel enzimlerin arasında en önemlisi olabilir. Takasaki ve 

Tanabe, Bacillius megaterium’ den NAD+ bağımlı ve glukoza özgü bir glukoz 
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izomerazı (EC 5.3.1.18) izole etmiĢlerdir (Takasaki ve Tanabe,1962; Takasaki ve 

Tanabe. 1963). Bunlara benzer bir glukoz izomeraz olan, glukoz ve mannozun fruktoza 

izomerizasyonunu gerçekleĢtiren Paracolobacterium aerogenoides’ den elde edilen 

glukoz izomerazdır (Takasaki ve Tanabe, 1962; Takasaki ve Tanabe, 1964; Takasaki ve 

Tanabe.1966). Aktivite gösteren glukoz izomerazlardan EC (5.3.1.5) numaralı enzimler, 

ticari uygulamalarda en çok tercih edilen enzimdir. 

  

HFCS üretiminde fruktoz - glukoz dengesinin oluĢması sıcaklıkla iliĢkilidir. 

Mezofilik organizmalardan elde edilen glukoz izomerazlar yaklaĢık olarak %40 - 45 

oranında fruktoz üretebilmektedir. Endüstriyel uygulamalarda kullanılan HFCS’ de %50 

fruktoz içeriği istenmektedir. Kromatografik yöntemler kullanılarak bu oranın %50’ lere 

çıkması sağlanır fakat bu yöntemlerin uygulanması yüksek maliyet gerektirmektedir. Bu 

yüzden bu tip uygulamalarda termofilik organizmalardan elde edilen glukoz izomerazlar 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Sıcaklığın artması ile birlikte fruktoz - glukoz dengesi 

fruktoz tarafına doğru geçer ve böylelikle pahalı kromatografik yöntemlerin 

kullanılmasına gerek kalmaz (Karaoglu vd., 2013; Xu vd., 2014; Yanmis vd.,2014). 

 

Yüksek sıcaklıklarda çalıĢan enzimin avantajlı olmasının yanı sıra, yüksek pH 

değerlerinde yüksek sıcaklık uygulanması, ortaya istenmeyen asidik yan ürünlerin 

oluĢmasını sağlar (mannoz, psikoz) ve bu durum yapılacak olan uygulama için 

dezavantaj olarak görülmektedir. Bu sebeple düĢük pH değerlerinde çalıĢacak enzime 

ihtiyaç duyulmaktadır (Karaoglu vd., 2013; Xu vd., 2014).  

 

HFCS’ ler tatlı (Pomerans, 1985), daha az kristalleĢme ve düĢük viskositeye sahip 

olması sebebiyle kullanıcılar için taĢıma, depolama sırasında avantaj bulunduran geniĢ 

fonksiyonlu ürünlerdir.  En önemli iĢlevsel özellikleri; fermente edilebilir Ģekerler 

açısından zengin olmaları (Henry, 1976), ozmotik basınçlarının yüksek olması (Hobbs, 

1986), lezzeti geliĢtirici özellikleri (CRA., 1994) ve nemi tutarak kurumayı 

önlemeleridir (Pomeranz 1985). Bu gibi özelliklerinin olması sebebiyle HFCS 

yoğunlukla fırın ürünleri, gazlı ve gazsız içecekler, çeĢitli süt mamulleri, hububat 

ürünleri ve iĢlenmiĢ gıdalar gibi geniĢ kapsamlı alanlarda kullanılabilmektedir (Wulff 

ve Helgeson, 1987). Su aktivitesini azaltıcı özelliğinden yararlanılmasıyla salamura 

ürünlerinde de kullanılmaktadır (Hobbs, 1986). HFCS; ekmek, kek, bisküvi, kurabiye, 
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tart dolguları ve jölelerde de tercih edilmektedir (Pomeranz,1985). Tatlı tat vermelerinin 

yanı sıra gıdalarda lezzetin geliĢmesini de sağlamaktadır. Fruktozun dil üzerindeki 

hücreler tarafından algılanma yoğunluğu sakkoroza göre çok daha yüksektir ve 

hissedilme süresi daha kısadır. Bu sebeple fruktoz Ģurupları gıdalarda belirli lezzet 

özelliklerinin algılanmasında ve geliĢtirilmesinde etkilidir (Howling, 1992).  

 

HFCS, glukozdan 1,7 kat ve sakarozdan 1,3 kat daha fazla tatlılık veren bir 

üründür. Tatlı olmayan bir ürün olan niĢastadan üretildiği göz önünde 

bulundurulduğunda ve tatlandırma kapasitesine bakıldığında, sakarozdan %10 - 20 kat 

daha fazla ucuzdur. Ayrıca D- fruktoz diyabetik bir tatlandırıcı olarak kullanılmaktadır. 

Bunun sebebi fruktozun midede çok yavaĢ emilim göstermesi ve kandaki glukoz 

seviyesini etkilememesidir (Bhosale vd., 1996).  

 

1.3.  Glukoz Ġzomerazın Yapısal Özellikleri 

     

Farklı mikroorganizmalardan izole edilmiĢ GI’ ların biyokimyasal ve enzimatik 

özellikleri detaylı Ģekilde çalıĢılmıĢtır. Enzimin ticari olarak kullanılabilmesi için; 

yapısı, optimum sıcaklık, optimum pH, pH kararlılığı, ısıl kararlılığı, katalizör ve 

inhibitör özelliği, substrat seçimi ve immobilizasyonu gibi spesifik özelliklerinin 

bilinmesi ve bunların geliĢtirilmesi enzimin ticari olarak kullanılmasında büyük önem 

taĢımaktadır. 

 

1.3.1. Enzimin Alt Ünite Yapısı 

 

Amino asit ve alt ünite yapılarına bakıldığında GI’ lar birbirine benzer veya aynı 2 

ya da 4 alt üniteden oluĢmaktadır. Bu alt üniteler birbirine kovalent bağ içermeyen 

etkileĢimler ile bağlı olduğu belirlenmiĢtir. GI’ nın çökme katsayısı 7,55 - 11,45 

moleküler ağırlıkları ise 52.000 - 191.000 dalton arasında değiĢiklik gösterir (Chen, 

1980).  

 

Yapılan çalıĢmalara göre enzimin biyolojik aktivitesinde rol oynayan birimlerinin 

dimer ya da tetramer yapıda olduğu, monomerik yapıda olan ünitelerin tek baĢlarına 

biyolojik aktivite göstermedikleri belirlenmiĢtir (Gaikwad vd., 1992; Rangarajan vd., 
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1992). Bu enzimin alt ünitelerin birbirinin aynısı olabileceği gibi birbirinden farklı alt 

ünitelerinde olabileceği de tespit edilmiĢtir. Tablo 3’ te bazı organizmalara ait GI’ ların 

alt ünite yapıları verilmektedir. 

 

Tablo 3. Bazı organizmalara ait GI’ ların alt ünite yapıları 

Organizma 
Moleküler 

ağırlığı 

Alt Ünite 

sayısı 
Referans 

Geobacillus stearothermophilus 130000 1 (Suekane, M vd., 1978) 

Opuntia vulgaris 66000 1 (Ravikumar, S vd., 2011) 

Opuntia ficus-indica 66000 1 (Ravikumar, S vd., 2011) 

Bacillus sp. 58000 2 (Kwon, H.J vd., 1987) 

Escherichia coli 44000 2 (Tucker, M.Y. vd., 1988) 

Thermotoga neapolitana 50000 2 (Hess, J. M. vd., 1998) 

Bacillus sp. (in: Bacteria) 50000 3 (Chauthaiwale, J. vd., 1994) 

Bifidobacterium adolescentis 53000 3 (Kawai, Y. vd., 1994) 

Arthrobacter sp. 47000 4 (Smith, C.A. vd., 1991) 

Thermus aquaticus 50000 4 (Lehmbacher, A. vd., 1990) 

Streptomyces albus 43000 4 
(Hogue-Angeletti, R. A. 

1975) 

Anoxybacillus gonensis 50047 4 (Karaoglu, H. vd., 2013) 

 

Chauthawale’ nin çalıĢmıĢ olduğu Bacillus sp’ den izole edilmiĢ hücre dıĢı GI üç 

alt birimden oluĢmakta (Chauthaiwale ve Rao, 1994), Basuki ve arkadaĢlarının varlığını 

tespit etmiĢ oldukları Streptomyces phaechromogenes’ de bulunan GI birbirininden 

farklı 4 alt üniteden oluĢmaktadır (Bhosale vd., 1996). 

 

Karaoglu ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada Anoxybacillus gonensis’ de bulunan 

GI’ nın birbirinin aynı (homotetramer) 4 alt üniteden oluĢtuğunu bulmuĢlardır 

(Karaoglu, H. vd., 2013). ġekil 2’ de Anoxybacillus gonensis G2
T 

ve Geobacillus 

stearothermophilus glukoz izomerazının 3 boyutlu yapısı verilmektedir. 
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ġekil 2.  GI’nın tek alt ünite yapısı [A) Anoxybacillus gonensis G2

T
 B) Geobacillus 

stearothermophilus glukoz izomerazı] 

 

1.3.2. Enzimin Optimum Sıcaklık ve pH Özellikleri 

 

Glukoz izomerazın optimum sıcaklık aralığı, enzimin aktivite gösterdiği 

organizmanın bulunduğu ortama göre 30°C ile 95°C arasında değiĢim göstermektedir. 

Thermotoga neapolitana’ ya ait glukoz izomeraz 95°C’ de (Hess, J.M vd., 1998), 

Escherichia coli’ ye ait GI 30°C’ de (Meijnen, J.P vd., 2008) ve Anoxybacillus 

gonensis’ e ait GI 85°C’ de (Karaoglu H. vd., 2013) maksimum aktivite göstermektedir.  

 

Streptomyces spp., Bacillus spp., Actinoplanes missouriensis ve Thermus 

thermosulfurogenes’ e ait GI’ lar yüksek sıcaklıklarda kararlı enzimler oldukları halde 

Lactobacillus ve Escherichia spp.’ ye ait GI’ ların yüksek sıcaklıklarda kararlı halde 

kalma sürelerinin az olduğu bulunmuĢtur (Bhosale vd., 1996). Co
+2

’ nin, GI’ nın yüksek 

sıcaklıklarda kararlı yapıda kalmasını sağladığı tespit edilmiĢtir. Tablo 4’ te bazı 

organizmaların optimum sıcaklık değerleri verilmektedir. 

 

GI’ ların optimum pH değerleri 5,0 - 9,0 arasında değiĢim gösterir. Bu durum yine 

elde edilen organizmadaki enzimin çalıĢma pH’ sına göre değiĢmektedir. Endüstriyel 

alanda özellikle düĢük pH özelliğine sahip enzimler tercih edilmektedir.  

 

 

A B 
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Tablo 4. Bazı organizmaların optimum sıcaklık değerleri 

Organizma Optimum Sıcaklık Referans 

Escherichia coli 30° (Meijnen, J.P. vd., 2008) 

Orpinomyces sp. 37° (Madhavan, A. vd., 2008) 

Escherichia coli K-12 45° (Rozanov, A. vd., 2009) 

Bacillus sp.  60° (Kwon, H.J. vd., 1983-1989 -1987) 

Thermus thermophilus 60° (Xu, W. vd., 2009) 

Lactobacillus ruteri 65° (Staudigl, P. vd., 2014) 

Streptomyces flavogriseus 70° (Chen, W.P. vd., 1979) 

Ciona intestinalis 75° (Ding, M. vd., 2009) 

Streptomyces albus 70 - 80° (Sanchez, S. vd., 1975) 

G. stearothermophilus 80° (Suekane, M. vd., 1978) 

T. saccharolyticum 80 - 85° (Liu, S.Y.vd., 1996) 

Anoxybacillus gonensis 85° (Karaoglu, H.  vd., 2013) 

Streptomyces corchorusii 85° (Joo, G.J. vd., 2001) 

Thermus caldophilus 90° (Chang, C. vd., 1999) 

Thermotoga neapolitana 95° (Hess, J.M. vd., 1998) 

 

Örneğin; Lactobacillus ruteri’ den elde edilen GI pH 5’ te (Staudigl vd., 2014), 

Bacillus sp.’ den elde edilen GI pH 7’ de (Kwon, H.J vd., 1987), Anoxybacillus 

gonensis’ ten elde edilen GI ise pH 6,5’ te aktivite göstermektedir (Karaoglu H. vd., 

2013). Tablo 5’ te farklı organizmalardaki GI’ ların optimum pH aralıkları 

verilmektedir.  

 

Tablo 5. Bazı organizmalara ait GI’ ların optimum pH değerleri 

Organizma pH Referans 

Lactobacillus ruteri 5 (Staudigl, P. vd., 2014) 

Thermus aquaticus 5.5 - 8.5 (Lehmbacher, A. vd., 1990) 

Lctobacillus brevis 6 - 7 (Yamanaka, K.; vd., 1975) 

Opuntia vulgaris 6 - 8 (Ravikumar, S. vd., 2011) 

Actinoplanes missouriensis 6.25 (Van Tillbeurgh, H. vd., 1992) 

T. saccharolyticum 6.4 (Liu, S.Y. vd., 1996) 

Anoxybacillus gonensis 6.5 (Karaoglu, H. vd., 2013) 

Escherichia coli K-12 6.8 (Rozanov, A. vd., 2009) 

Bacillus coagulans 7 (Danno, G. vd., 1970) 

Bacillus sp. (in: Bacteria) 7- 10 (Kwon, H.J.; vd., 1987) 

Vibrio sp. 7.5 (Umemoto, Y. vd., 2012) 

Pectobacterium atrosepticum 8 (Sapunova, L.I. vd., 2006) 

Streptomyces sp. 9 (Khire, J.M.vd., 1990) 
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1.3.3. Enzimin Metal Ġyonu Gereksinimi ve Ġnhibitörleri 

 

Glukoz izomerazın maksimum aktivite göstermek için Co
+2

, Mg 
+2

, Mn
+2

 gibi 

bivalent katyonlara ya da bu katyonların kombinasyonlarına gereksinim duyar (Bhosale 

vd., 1996). Mn
+2

 ve Co
+2

 enzim aktivitesi için gerekli olmasına rağmen farklı görevleri 

üstlenirler.  

 

Tablo 6. Farklı organizmaların kullandığı metal ve iyonlar 

Metal ve Ġyonlar Organizma 

Co
+2

 Bacillus licheniformis 

Escherichia coli 

Anoxybacillus gonensis 

Fe
+2

 Streptomyces rubiginosus 

Mg
+2

 Escherichia coli 

Mn
+2

 Opuntia vulgaris
 

Anoxybacillus gonensis
 

Zn
+2 

       Thermus aquaticus 

 

Co
+2

, quarterner yapının sağlanmasından sorumludur (Enzimin istenilen 

konformasyona gelmesini sağlar), Mn
+2

 ise etkin bir aktivatör görevindedir (Callens vd., 

1988; Gaikwad vd., 1992). Tablo 6’ da farklı organizmaların kullandığı metal ve 

iyonları göstermektedir. 

 

GI’ nın aktivitesinde rol oynayan; Hg
+2

, Zn
+2

, Ni
+2

, Ag
+2

, Ba
+2

’ nın yanı sıra, 

sorbitol, mannitol, arabitol, EDTA, xylitol, lyxose ve TRĠS gibi inhibitörler de 

bulunmaktadır (Bucke, 1983; Smith vd., 1991, Danno, G 1970, Henrick K.1989). Tablo 

7’ de bazı organizmaların inhibitörlerini göstermektedir.  
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Tablo 7. Bazı organizmaların inhibitörleri 

Ġnhibitörler Organizma 

2-O-Methyl-D-xylose
 Thermus aquaticus 

Anoxybacillus gonensis 

Arsenate
 

Streptomyces rubiginosus 

Co
+2 

Thermus thermophilus 

D-Threonohydroxamic acid
 

Streptomyces rubiginosus 

EDTA
 

Bacillus coagulans 

NAD+
 

Streptomyces sp. 

Hg
+2 

Streptomyces flavogriseus
 

 

1.3.4. Enzimin Substrat Seçiciliği 

 

 Glukoz izomerazın yaygın kullandığı substratları D - glukoz ve D - ksilozdur. 

Bunların yanı sıra substrat olarak; D - mannoz, D - arabinoz, L - ramnoz,  L - riboz gibi 

Ģekerleri de kullanmaktadır.  Farklı organizmalardan elde edilmiĢ enzimlerin substrat 

seçiciliği tamamen organizmaya özgüdür (Kevin, L.vd., 2005). 

 

Tablo 8. Bazı organizmaların kullandığı substratlar 

Substrat Ürün Organizma 

Alfa - D-glukoz Alfa - D - fruktoz Streptomyces rubiginosus 

D - fruktoz D - glukoz Escherichia coli 

D - mannoz D - fruktoz Thermus thermophilus 

D - ksiloz D - ksiluloz 
Bacillus coagulans 

Anoxybacillus gonensis 

Glukoz Fruktoz 

T. thermosulfurigenes
 

Anoxybacillus gonensis
 

D - riboz L - arabinoz Actinoplanes missouriensis 

D - liksoz D - ksiluloz Thermus thermophilus 
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Yapılan çalıĢmalarda glukoz izomerazın Ģeker alkolleri, heksoz, pentoz ve Ģeker 

fosfatları gibi geniĢ aralıklardaki substratların izomerizasyonu gerçekleĢtirdiği 

belirtilmiĢtir. Tablo 8 ve 9’ da organizmaların kullandığı substratları gösterilmektedir. 

 

Tablo 9. Bazı GI’ ların doğal substratları 

Doğal Substrat Doğal Ürün Organizma 

D - Glukoz D - Fruktoz Bacteroides thetaiotaomicron 

Anoxybacillus gonensis 

D - ksiloz D - ksiluloz                                    Escherichia coli 

Anoxybacillus gonensis 

L - Arabinoz L - Ribuloz Escherichia coli  

 

1.3.5. GI’ ların DNA Dizi Benzerliği ve Reaksiyon Mekanizması 

 

ÇeĢitli organizmalardan elde edilen GI (xyla) genleri amino asit dizilimlerine göre 

karĢılaĢtırılmıĢ ve glukoz izomerazlar arasındaki yapısal ve iĢlevsel farklılıkları ortaya 

çıkartılmıĢtır. Yapılan karĢılaĢtırmalar sonucunda enzimin N - terminal ucunda bulunan 

40 - 50 amino asitten oluĢan fazlalık olmasına göre 2 tip olarak sınıflandırılmıĢlardır. 

Tip 1 GI’ lar 390 amino asit içermektedir. Bu gruba örnek olarak Thermus 

thermophilus, Arthrobacter spp. gibi türler örnek verilebilir. E. coli, Lactobacillus spp., 

Bacillus spp. ve Anoxybacillus gonensis türlerine ait glukoz izomerazlar ise 440 amino 

asitten meydana gelmektedir ve Tip 2 GI’ lar olarak sınıflandırmaları yapılmıĢtır (Hess 

vd., 1998., Karaoglu H. vd., 2003).  ġekil 4’ te bazı Tip 2 GI’ ların amino asit benzerliği 

verilmektedir. Tip 1 ve Tip 2 glukoz izomerazlar arasında amino asit dizilim farkı 

vardır.  Her iki tipte de substrat iliĢkisinde H100, E231, K233, T140, D338 bölgelerinin 

korunduğu görülmektedir. Metal iyonunun bağlanmasında H270, D306, D338, E231, 

D308 ve E267 bölgesinin korunduğu görülmektedir. Katalitik olaylarda ise D103, D338 

ve H100 bölgesinin büyük oranda korunduğu belirlenmiĢtir. Yapılan karĢılaĢtırmalarda 

uzak türler arasında bile enzimin aktif bölgesindeki yapının birbirine yakın benzerlikte 

olduğu keĢfedilmiĢtir (Hess vs., 1998).  

 



14 

  

 
ġekil 3. A. gonensis glukoz izomerazının bir alt ünitesinin sekonder yapısı 

 

Tip 2 glukoz izomerazlar 8 α sarmal tarafından çevrili ve birbirine paralel 8 β 

levhadan, diğer monomerler ile iliĢki içinde olan uzun bir terminal kuyruktan 

oluĢmaktadır. Bu enzimin aktif bölgesi geniĢ bir cepten oluĢmaktadır ve bu geniĢliğin 

alt kısmında genelde hidrofobik özellikte olan amino asitler ile Co
+2

 ve Mn
+2

 gibi 

bivalent katyonlar ve bu yapılarla ortak çalıĢan histidin, aspartik asit ve glutamik asit 

gibi amino asitler yer almaktadır (Whitlow vd., 1991). ġekil 3’ te A. gönensis GI’ sının 

bir alt ünitesinin sekonder yapısını göstermektedir.  

 

Arthrobacter ve Streptomyces GI’ ları üzerinde yapılmıĢ olan X - Ray 

kristallografisi metodu ile glukoz izomerazın çalıĢma mekanizması çözülmüĢtür 

(Collyer vd., 1990). Enzimin biyokimyasal özellikleri ise aktif bölgede yapılan özellikli 

mutasyonlar ile ortaya çıkarılmıĢtır. 

 

H1 H2 

H3 

 

H4 

H5 

H7 H6 

H8 

H9 

H11 

H13 
H10 
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ġekil 4. Bazı Tip 2 Glukoz izomerazların amino asit dizi benzerliği 

 

Önceden GI’ nın ene - diol mekanizması ile çalıĢtığı ileri sürülmekteydi (Rose 

vd.,1969). Son yapılan çalıĢmalarla görüldü ki enzim hidrit - sift mekanizması ile 

çalıĢmaktadır. Enzimin iĢlevi ve yapısı arasındaki iliĢkiyi kavrayabilmek için enzimin 

aktif bölgesinin konformasyonunu bilmek önem arz etmektedir. Bu mekanizmayı 

anlamak için çeĢitli kimyasal modifikasyonlar, izotop değiĢimi ve X - Ray 

kristallografisi gibi farklı çalıĢma metotları denenmiĢtir. Glukoz izomerazın katalitik 

mekanizması; substrat halkasının açılması, hidritin C - 1’ den C - 2’ ye kaydırılması ve 

halkanın kapanması Ģeklinde gerçekleĢmektedir (Bhosale vd., 1996). 

 

 

 

A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 

 A.gonensis 

G. stearothermophilus 

Bacillus megaterium 

Bacillus licheniformis 

Bacillus halodurans 
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1.4. Glukoz Ġzomeraz Üreten Mikroorganizmalar 

 

GI üreten mikroorganizmalara genel olarak bakıldığında; termofilik özellikte 

olanlardan, mezofilik olanlara ve bazı mayalara kadar geniĢ yelpazede değiĢim 

göstermektedir.  Glukoz izomeraz birçok prokaryotik mikroorganizmada yaygın Ģekilde 

bulunmaktadır. Özellikle Pseudomonas hydrophila’ da keĢfedilmesiyle birçok farklı 

bakteri türünde araĢtırmaya baĢlanmıĢ ve bu bakterilerde de GI aktivitesine 

rastlanılmıĢtır. Ekonomik olarak kullanılabilirliği açısından düĢük pH ve yüksek 

sıcaklıkta kararlı olan bakteri türleri üzerinde çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

 

İn vitro ve in vivo ortamlarda GI aktivitesi gösteren bakterilerin keĢfedilmesiyle 

birlikte çalıĢmalar daha geniĢ kapsamda yapılmaya baĢlanmıĢtır. Hücre dıĢı (in vitro) GI 

üreten mikroorganizmalar pek bilinmemesine rağmen yapılan ön çalıĢmalara göre 

endüstriye yönelik yeterli verim alınamayacağı görüĢü savunulmaktadır. Bu sebeple 

hücre içi enzim üretim yapan mikroorganizmaların çalıĢılmasına ağırlık verilmiĢ ve 

tercih edilmiĢtir. S. flavogriseus (Chen vd., 1979) ve Streptomyces glaucescens (Weber, 

1976) türlerinden elde edilen GI’ nın in vitro (hücre dıĢı) olduğu görülmüĢtür.   

 

Enzimin hücre içinden dıĢarı salınmasındaki neden hücre duvarının 

geçirgenliğindeki bir değiĢiklik ile birlikte hücrenin kısmi lizisi meydana gelmiĢ olduğu 

düĢüncesidir. GI enzimi Bacillus, Arthrobacter, bazı Streptomyces ve Flavobacterium 

türleri gibi mikroorganizmalardan saflaĢtırılmaktadır. Bu organizmalar yüksek verim 

sağlar, ayrıca bu organizmaların kültürü ve kullanımı kolaydır (Sheeba vd., 2018). 

 

GI varlığı bazı maya türlerinde (Candida boidinii (Vongsuvanlert, Tani ,1988), 

Candida utilis (Wang vd., 1980)) tespit edilmiĢtir. Ayrıca buğday tohumunda (Pubols 

vd.,1963) ve çimlenmiĢ buğdayda da (Bartfay.1960) glukoz izomerazın varlığı tespit 

edilmiĢtir. 
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Tablo 10. Glukoz izomeraz aktivitesine sahip olan bazı organizmalar (Karaoglu, H., 

2013). 

Organizmalar 

Actinomyces  

 A. olivocinereus,    

 A. phaeochromogenes 

Actinoplanes missouriensis 

Aerobacter  

 A. aerogenes  

 A. cloacae  

 A. levanicum 

Anoxybacillus  

 A. gonensis 

 A. kamchatkensis 

Arthrobacter spp. 

Bacillus  

 B. stearothermophilus 

 B. megabacterium 

 B. coagulans 

Bifidobacterium spp. 

Birevibacterium  

 B. incertum  

 B. pentosoaminoacidium 

Chainia spp. 

Corynebacterium spp. 

Cortobacterium helvolum 

Escherichia 

 E. freundi,  

 E. intermedia,  

 E. coli 

Flavobacterium  

 F. arborescens  

 F. devorans 

Leuconostoc mesenteroides 

Microbispora rosea 

Microellobosporia flavea 

Mycobacterium spp. 

Nocardia 

 N. corallia, 

 N. dassonvillei 

 N. asteroides 

Lactobacillus 

 L.brevis 

 L. Buchneri 

 L. Fermenti 

 L. mannitopoeus 

 L. fermenti 

 L. plantarum 

 L. Pentosus 

Paracolobacterium 

aerogenoides 

Pseudonocardia spp. 

Pseudomonas hydrophila 

Sarcina spp. 

Staphylococcus 

 S. flavovirens 

 S. echinatus 

 S. bibila 

Streptococcus 

 S. phaeocromogenes, 

 S. fracliae, 

 S. roseochromogenes, 

 S. olivaceus, 

 S. californicos, 

 S. venuceus, 

 S. acromogenes 

Streptomyces 

 S. venezaelie 

 S. wedmorensis 

 S. griseolus 

 S. glaucescens 

 S. bikiniensis 

 S. rubiginosus 

 S. achinatus 

 S. cinnamonensis 

 S. fradiae 

 S. albus 

 S. griseus 

 S. hivens 

 S. matensis 

 S. nivens 

 S. platensis 

 S. olivochromogenes 

 

Streptosporangium 

 S. oulgare 

 S. album 

Thermopolyspora spp. 

Thermoanaerobacter 

ethanolicus 

Thermoanaerobacterium 

thermosulfurigenes  

Thermus spp. 

Vibrio sp. 

Xanthomonas spp. 

Zymononas mobilis 

 

 

Alkalotermofilik bir tür olan Bacillus sp. (Chauthaiwale, Rao, 1994) ve Chainia 

sp. (Srinivasan vd., 1983; Vartak vd.,1984)’ den elde edilen hücre dıĢı (ekstrasellular) 
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GI’ lar çeĢitli jel filtrasyon, kromatografik yöntemler ve preparatif jel elektroforezi gibi 

saflaĢtırma yöntemleri ile eĢit bir Ģekilde saflaĢtırılmaktadır. Streptomyces spp. türleri 

ile birlikte Bacillus türleri de fazla miktarda GI üretebilmektedir. Tablo 10’ da GI 

aktivitesine sahip olan organizmalar gösterilmektedir. 

 

1.5. Endüstriyel Glukoz Ġzomerazlar 

 

GI’ nın özellikle ticari öneminden dolayı enzimi üreten yeni organizmalar ve 

enzimin geliĢtirilmesinde kullanılan yöntemler hakkındaki bilgilerin çoğu 

patentlenmiĢtir (Chanyong Lee vd., 1993; Pawar, S.A vd., 2000; Vuolanto, A vd.,2002; 

Hanson, B.L vd., 2004; Santa, H vd., 2005; Joo, G.J vd., 2005; Yanase, H vd.,2007; 

Madhavan, A vd., 2009; Kim, S vd., 2010; Umemoto, Y vd., 2012). 

 

Novo - Nordisk tarafından Bacillus coagulans’ tan üretilen Sweetzyme, 

Streptomyces rubiginosus’ tan elde edilen Optisweet ve Spezyme, Actinoplanes 

missousriensis’ ten elde edilen Maxazyme günümüzde yoğun olarak kullanılan ticari 

glukoz izomerazlar arasında yer almaktadır (Bhosale, 1996). 

 

1.6. Mikroorganizma Kökenli Ezimlerin Endüstriyel Kullanımdaki Yeri 

 

Mikroorganizmalar enzimatik ve metabolik çeĢitliliği sayesinde endüstride önemli 

bir yere sahiptir. Geleneksel olarak yapılan ekmek, Ģarap, bira, peynir, sirke ve turĢu 

gibi birçok fermente ürünlerin elde edilmesi binlerce yıldır mikroorganizmalar 

sayesinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Endüstriyel mikrobiyolojinin geliĢme evresi yavaĢ 

olmakla beraber 20. yüzyılın baĢlarında büyük ölçekli fermentasyon metotları sayesinde 

ilk defa vitaminler, organik asitler ve enzimler gibi ürünlerin üretimi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Takip eden zaman içerisinde ise antibiyotik fermentasyonu 

gerçekleĢtirilerek penisilin ve streptomisin üretimi yapılmıĢtır. 

 

Önceleri bitki, hayvan veya kimyasal sentezlerle üretilen enzimlerin 

mikroorganizmalar tarafından sentezlenmesinin nedenleri baĢlıca Ģunlardır:  

 Farklı ortamlara uyum sağlayabilmektedirler, 

 Çok çeĢitli reaksiyonları gerçekleĢtirebilirler, 
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 Ucuz karbon ve nitrojen kaynaklarında kolaylıkla geliĢebilirler, 

 Tür çeĢitliliği sayesinde aynı türe ait organizmalardan farklı enzimlerin 

üretilebilmesi sayesinde farklı ortamlarda çalıĢtırılabilirler, 

 Genetik manipülasyonlar ile in vitro ve in vivo ortamlarda üretim 

miktarını artırabilir, aktiviteleri değiĢtirilebilir ve bu sayede yeni bir ürün 

elde edilebilir (Barredo, 2005). 

  

1.7. Termofilik Enzimlerin Endüstriyel Ticarette Kullanım Amacı 

 

Sıcaklık canlı çevresindeki en önemli unsurlardan biridir. Bu sebeple 

organizmaların sınıflandırılmaları yapılırken sıcaklık değiĢkenleri de göz önünde 

bulundurulmaktadır. Mikroorganizmalar genel sınıflandırıldığında psikrofil, mezofil ve 

termofil olarak 3 ana gruba ayrılmaktadır (Kristjansson, J. K. ve Stetter K.O. 1992). 

Termofilik organizmalar yüksek sıcaklık derecelerinde yaĢamaya adapte olmuĢlardır ve 

bu organizmalar da kendi aralarında ılımlı termofiller (45 – 65°C) ve hipertermofiller 

(85°C) olarak ayrılmaktadırlar (Demirjian vd., 2001).  

 

Bakteriyolojinin neredeyse ilk dönemlerinde termofilik bakterilerin varlığı 

bilinmekteydi. Ġlk karakterize edilen hipertermofilik bakteri Thermus aquaticus’ tur 

(Brock, T.D. 1997). 1879 yılında Miquel tarafından 72°C’ de çoğalabilme özelliğine 

sahip termofilik bakteriler izole edilmiĢtir ve bu bakterilerin numuneleri çamur, toprak, 

nehir, toz ve kanalizasyondan elde edilmiĢtir (J. Jenkins, 1999). 

 

Termofilik organizmaların DNA’ sında pozitif süper sarmallar oluĢturan geri 

dönüĢümü sağlayan bir DNA Giraz bulundurur. Bunun avantajı da DNA’ nın erime 

noktasını organizmanın büyüme sıcaklığına kadar yükselmesini sağlamaktır. Termofilik 

organizmalar, non - termotolerant organizmaların da kullanmıĢ olduğu elektrostatik 

disülfit köprüsü ve hidrofobik etkileĢim gibi etkileĢimleri kullanır ve sıcaklığa karĢı 

böylece tolerans gösterebildiler (Haki vd., 2003; Fujiwara, S. 2002). 
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2.  YAPILAN ÇALIġMALAR 

 

2.1. Kullanılan Kimyasallar, Plazmit ve Hücreler 

  

A. gonenesis GI’ sını kodlayan geni taĢıyan plazmit laboratuvar stoklarımızda E. 

coli BL21(DE3) / pETG2GI Ģeklinde E. coli BL21(DE3) suĢu içerisinde bulunmaktadır. 

Ġhtiyaç halinde gen bu kaynaktan temin edilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmada E. coli BL21(DE3), E. coli JM101, E. coli DH5α ve A. gonenesis 

hücreleri aktif olarak kullanılmıĢtır. 

 

ÇalıĢmada kullanılan kimyasallar: Commassie Brillant Blue G - 250 (Panreac 

5M014937), Commassie Brillant Blue R - 250, Etanol, Fosforik asit (Carlo erba 

304062), BSA (NEB), DEAE-Sepharose (Sigma MKBT1646V) , PHenyl Sepharose 6 

Fast Flow (Sigma), Amonyom sülfat (Merck A0296217 201), Sodyum asetat (Merck 

AM0793468550), Tris (Fisher Scientific149456A), Glutaraledhit, K2HPO4 (Merck 

A0435601 442), Glisin (Fluka50052), HCl (Sigma aldrich 82670), NaOH (Applichem 

8Z011622), Tripton (Fluka VCBN7396V), Yeast Ekstrakt (Merck VM445253224), 

NaCl (Sigma SZBE1470V), CaCl2 (Sigma C5670), CoCl2, MgSO4 (Merck K45872982 

441), D-Glukoz (Sigma SZBA1790V), D - Fruktoz (Bioshop 5D38250412), MOPS 

(Fisher Scientific 154054), Lizozim (Bioshop 6C42679), Perklorik asit (Merck 

C691919), Sistein (Sıgma SLBD2448V), Karbozol (Sigma BCBP5577V), Sülfürik asit 

(Merk K45905413 434), Etil alkol (Smyras 305041016060), Kanamisin (Fisher 134473) 

ve IPTG (Bioshop 6C42892)’ dir. 

 

2.2. Mutasyon Bölgeleri ve Mutasyon Primerlerinin Seçimi 

 

Tasarlanan mutasyonların amacı, enzimin tercih edilen biyokimyasal ve kinetik 

parametrelere ulaĢtırılıp endüstriyel alanda kullanımını sağlamaktır.  

 

ÇalıĢmada, kaynak gen olarak Anoxybacillus gonensis bakterisinden elde edilen 

glukoz izomeraz geni (xyla) kullanıldı. ÇalıĢmanın amacına yönelik bakteriye ait GI’ 

nın yapısal özelliklerinden faydalanılarak (amino asit dizilimi) mutasyon noktaları 



21 

  

belirlenmiĢtir. A. gonensis GI’ sının amino asit dizilimi diğer termofilik ve mezofilik 

organizmalara ait glukoz izomerazlar ile karĢılaĢtırıldığında, A. gonensis GI’ sının bazı 

noktalarda amino asit dizilimi açısından mezofilik organizmaların GI’ larıyla benzerlik 

gösterdiği tespit edilmiĢtir. Bu bölgelerdeki amino asit dizilimini tek noktada yapılacak 

mutasyonlar ile mezofilik organizmalara olan benzerliğinin termofilik organizmalara 

olan benzerliğe dönüĢtürülmesi ile enzimin ısıl kararlılığının arttırılacağı ve 3 boyutlu 

yapısında daha kararlı olacağı düĢünülmüĢtür. Örneğin; A. gonensis glukoz 

izomerazının 323. bölgesinde bulunan izolösin aminoasidi bütün mezofilik karakterdeki 

glukoz izomerazlarda bulunmaktadır. Bu bölgede yapılacak tek bölgede mutasyon ile 

izolösin amino asidi olan bölgenin valin a.a’ ne dönüĢmesi sağlanır ve yapı olarak 

termofilik özelliği kazanır. Bu sebeple yapılacak olan mutasyon bölgeleri bu stratejiye 

göre seçilmiĢtir. ġekil 5’ te E. coli genlerinin üretilmesinde tercih edilen kodon 

kullanımını göstermektedir (Maloy vd., 1996) 

  

 
ġekil 5.  E. coli genlerinin üretilmesinde tercih edilen kodon kullanımı (Maloy, vd., 

1996) 

 

Yapılması planlanan mutasyon noktaları: 

 D398S (398. bölgede bulunan Aspartik asit (D)’ in Serin (S) a.a’ ne 

dönüĢtürülmesi). 

 I323V (323. bölgede bulunan Ġzolösin (I) a.a’ nin Valin (V) a.a’ ne dönüĢtürülmesi). 

 I372Q (372. bölgede bulunan Ġzolösin (I) a.a’ nin Glutamin(Q) a.a’ ne 

dönüĢtürülmesi). 
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 I372V (372. bölgede bulunan Ġzolösin (I) a.a’ nin Valin (V) a.a’ ne dönüĢtürülmesi). 

 V380F (380. bölgede bulunan Valin(V) a.a’ nin Fenilalanin(F) a.a’ ne 

dönüĢtürülmesi). 

 V380F - I372V (V380F mutant plazmidi kalıp olarak kullanılarak 372. bölgede 

bulunan Ġzolösin(I) a.a’ nin Valin (V) a.a’ ne dönüĢtürülmesi). 

 W137F - V184S - V380F (W137F - V184S mutant plazmiti kalıp olarak 

kullanılarak (Karaoğlu, 2010) 380. bölgede bulunan Valin (V) a.a’ nin Fenilalanin 

(F) a.a’ ne dönüĢtürülmesi). 

 W137F - V184S – I372V (W137F - V184S mutant plazmiti kalıp olarak kullanılarak 

(Karaoğlu, 2010) 372. Bölgede bulunan Ġzolösin(I) a.a’ nin Valin(V) a.a’ ne 

dönüĢtürülmesi). 

 

2.3. Tasarlanan Mutasyonlar Ġçin Primer Dizaynı 

 

Ġlgili mutasyonlar Long – PCR uygulaması ile geçekleĢtirilmiĢtir. Bunun için 

birbirlerinin tamamlayıcısı olan biri forward (ileri) diğeri reverse (geri) 2 adet primere 

ihtiyaç vardır. Bu doğrultuda A. gonensis GI’ sını kodlayan xyla geni kalıp olarak 

kullanılarak her mutasyon için bir çift primer sentez edildi. Ġstenilen mutasyon noktaları 

primerin tam ortasında olacak Ģekilde primerler dizayn edildi.  

      

                        (Forward Primer 34 nt) 

                               I372V 

              5’-GTGGCGTATCGTTTAGTTGAGGATCGTGTGTTTG-3’  

    5’-TGGACTAAAAGTGGCGTATCGTTTAATTGAGGATCGTGTGTTTGAATCAGTTGTTGAGG-3’ 

    3’-ACCTGATTTTCACCGCATAGCAAATTAACTCCTAGCACACAAACTTAGTCAACAACTCC-5’ 

              3’-CACCGCATAGCAAATCAACTCCTAGCACACAAAC-5’ 

                        (Reverse Primer 34 nt) 

 

AGI-I372V-F : 5’-GTGGCGTATCGTTTAGTTGAGGATCGTGTGTTTG-3’ 

AGI-I372V-R : 5’-CAAACACACGATCCTCAACTAAACGATACGCCAC-3’ 

ġekil 6. Mutasyon primerlerinin dizaynı 

 

Mutant enzimler konak hücresi olarak E. coli BL21(DE3) içerisinde üretilmesi 

planlanmıĢtır. Bu sebeple mutasyonların sentezinde amino asit değiĢiklikleri yapılırken 

konak hücrenin kodon kullanım sıklığı göz önüne alınmıĢtır (ġekil 5).  ġekil 6’ da 
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mutasyon primlerlerinin dizaynına örnek olarak I372V mutasyonu verilmiĢtir. Tablo 11’ 

de mutasyon çalıĢmalarında kullanılan primer çiftleri verilmiĢtir. 

 

Tablo 11. Mutasyon çalıĢmalarında kullanılan primer çiftleri 

Primer Nükleotit Dizisi 5’->3’ Nt Tm 

D398S-F 5’-GGCCGGGATATCATTTCTGGGAAGGCCGACTTC-3’ 33 67,6 

D398S-R 5’-GAAGTCGGCCTTCCCAGAAATGATATCCCGGCC-3’ 33 67,6 

I323V-F 5’-CTTGCGATGTACGAAGTTTTACAAAATGGCGGAC-3’ 34 62,7 

I323V-R 5’-GTCCGCCATTTTGTAAAACTTCGTACATCGCAAG-3’ 34 62,7 

I372Q-F 5’-GTGGCGTATCGTTTACAGGAGGATCGTGTGTTTG-3’ 34 64,4 

I372Q-R 5’-CAAACACACGATCCTCCTGTAAACGATACGCCAC-3’ 34 64,4 

I372V-F 5’-GTGGCGTATCGTTTAGTTGAGGATCGTGTGTTTG-3’ 34 63,3 

I372V-R 5’-CAAACACACGATCCTCAACTAAACGATACGCCAC-3’ 34 63,3 

V380F-F 5’-CGTGTGTTTGAATCATTTGTTGAGGAACTCGCG-3’ 33 62,9 

V380F-R 5’-CGCGAGTTCCTCAACAAATGATTCAAACACACG-3’ 33 62,9 

 

2.4. pETG2GI’ nın ve Mutant Plazmitlerin Ġzolasyonları 

 

Mutasyonların gerçekleĢtirildiği PCR reaksiyonunda kalıp DNA olarak 

kullanılacak olan pETG2GI’ nın ve daha sonra da mutant plazmitlerin, bulundukları 

hücreden izolasyonları için Quick - DNA™ Miniprep Plus plazmit izolasyon kiti (Zymo 

Research) kullanılarak üretici firmanın önerdiği protokol takip edilerek gerçekleĢtirildi. 

 

2.5. Mutasyon Uygulamaları 

 

2.5.1. pETG2GI Mutantlarının PCR ile Üretilmesi  

 

Tasarlanan yöntemde mutasyonlar, ilgili mutasyon primerleri ile pETG2GI’ nın 

kalıp DNA olarak kullanıldığı Long - PCR yöntemi ile yapıldı. Böylelikle sadece xyla 

geninin değil tüm pETG2GI’ nın üretilmesi amaçlandı.  
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Xyla geni 1326 nükleotid büyüklüğündedir. Klonlandığı pET28a(+) vektörünün 

de 5369 nükleotid olduğunu hesapladığımızda toplam 6695 nükleotid uzunluğundaki bir 

pETG2GI’ nın PCR’ da hatasız olarak çoğaltılması gerekir. Bu çoğaltmanın Taq DNA 

polimeraz ile olması mümkün değildir. Çünkü Taq DNA polimeraz, sentez aĢamasında 

yaklaĢık 1000 bazda 1 hata yapar ve bu nedenle oluĢacak olan sentezin doğruluğu çok 

düĢüktür. Bu sebeple Taq DNA polimeraz yerine, 25 kb’ a kadar zincir sentezleyebilen 

yüksek doğruluğa sahip bir DNA polimeraz kullanılmalıdır.  

 

 
ġekil 7. Long PCR uygulaması 

  

Tüm bunların doğrultusunda, Long - PCR reaksiyonu “Phusion High - Fidelity 

DNA polymerase” (Thermo Scientific)  kullanılarak üretici Ģirketin önerdiği protokole 

göre yapıldı. Bu protokole göre reaksiyonlar son hacim 50 µL olacak Ģekilde; 1 µL 

pETG2GI (Kalıp DNA), 10 µL reaksiyon tamponu, 0,5 µL Phusion Taq, her pirimerden 

1’er µL ve 31,5 µL ddH2O kullanılarak hazırlandı. 

 

Long PCR uygulaması ġekil 7’ de gösterilen döngü sistemi kullanılarak olacak 

Ģekilde hesaplamalar gerçekleĢtirildi. “ * ” ile belirtilen yerlerde sıcaklık derecesi, 

kullanılan primerin Tm hesaplamasına göre farklılık göstermektedir. Bu yüzden 

kullanılan primerlere göre Tm dereceleri her mutasyon primeri için ayrı ayrı hesaplandı. 
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2.5.2. DpnI ile Orjinal Vekörün Temizlenmesi 

 

PCR döngüsü tamamlandıktan sonra 50µL’ lik örnek içerisinde, hem yeni primer 

ile örülmüĢ yeni bir zincir, hem de pETG2GI orijinal zinciri bulunmaktadır. Kalıp DNA 

olarak kullanılan pETG2GI, hücreden izole edildiği için metillenmiĢ bölgelere sahiptir. 

Yeni oluĢan zincirlerde ise metillenmiĢ bölgelere rastlanmaz. Kalıp DNA’ ya ait 

metillenmiĢ zincirlerin ortamdan uzaklaĢtırılması gerekmektedir. Bu sebeple PCR ürünü 

metillenmiĢ bölgeleri tanıyıp onları kesen bir restriksiyon endonükleaz ile kesilmeli ve 

ortamdan uzaklaĢtırılmalıdır. 

  

DpnI enzimi özellik olarak GATC dizisini tanıdığı yerden, A’ nin metilenmiĢ 

halini keser. Bu sebeple kesim reaksiyonu sonucunda PCR ürünü içerisinde bulunan, 

ortamda olmasını istemediğimiz pETG2GI’ ya ait tüm zincirler bu enzim sayesinde 

parçalanıp ortamdan uzaklaĢtırılmıĢ olur. Böylelikle ortamda sadece yeni örülmüĢ 

zincirler kalacaktır. 

  

Bu iĢlemin gerçekleĢmesi için DpnI (New England Biolabs) enzimi kullanıldı.  

Kesim iĢlemi üretici Ģirketin önerdiği protokole göre gerçekleĢtirildi. Reaksiyon 

sonrasında kesim ürünü %1’ lik agaroz jelde yürütüldü ve görüntülendi. 

 

2.5.3. Mutant Plazmitlerin E. coli DH5α SuĢuna Transformasyonu  

 

Transformasyon metodu olarak soğuk CaCl2 metodu kullanılmıĢtır. Kesim 

ürünlerinin hücre içerisine aktarılması için kompotent hücre stokları hazırlandı. CaCl2 

metoduna göre kompotent hücre hazırlamada Ģu protokol takip edilmiĢtir; 

 

 Steril kabinde E. coli DH5α suĢu 20 mL LB besiyerine ekildi. 37°C’ de 16 saat 

inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası büyüyen örneğin O.D600 ölçümü yapıldı. O.D600 

değeri 0,1 olacak Ģekilde hesaplama yapılarak gerekli hücre miktarı ile yeni LB 

besiyerine taze ekim yapıldı.  

 37°C’ de O.D600 değeri 0,45 - 0,55 olana kadar yaklaĢık 1 saat inkübe edildi. 

Ġnkübasyon sonrası steril kabin içerisinde büyüyen örnekler 50 mL’ lik steril falkon 

tüplere aktarıldı. 4400 rpm’ de 5 dk santifrüj yapıldı. 
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 Santifrüj sonrası süpernatant döküldü ve çöken pellet üzerine önceden hazırlanmıĢ 

olan 100 mM’ lık soğuk CaCl2’ den 10 mL ilave edildi. Hücre yapısını bozmadan 

yavaĢça homojen Ģekilde çözünmesi sağlandı. Ardından 30 dk buzda inkübe edildi. 

Ġnkübasyon sonrası 4400 rpm’ de 5 dk santifrüj yapıldı. Kalan sıvı kısım döküldü. 

 Hücre yığını üzerine 2 mL soğuk CaCl2 eklendi, homojen karıĢması sağlandı ve en 

az 2 saat + 4 °C’ de inkübe olması sağlanarak hücreler kompotent hale getirildi. 

 

HazırlanmıĢ olan komponent E. coli DH5α suĢuna DpnI ile kesimi yapılmıĢ 

örneklerin transformasyonu için; 

 

 Steril kabinde ependorf tüplere önceden hazırlanmıĢ olan kompotent E. coli DH5α’ 

dan 200 µL aktarıldı. Aktarılan hücreler üzerine önceden kesimi yapılmıĢ PCR 

ürünlerinden 5, 10, 15 ve 20 µL olacak Ģekilde 4 farklı ependorfa eklendi. 30 dk 

buzda inkübasyonu gerçekleĢtirildi. 

 Daha sonra buzdan çıkartılan örnekler 43°C’ de 90 sn inkübe edildi. Ardından 

örnekler tekrar buza aktarıldı ve 3 - 4 dk buzda bekletildi. Buzdan çıkartılan 

örneklerin üzerine 200 µL LB besiyeri ekendi ve örnekler 37°C’ de 2 saat inkübe 

edildi. 

 Önceden transformasyonu yapılmıĢ örnekler hazırlanmıĢ olan 0,05 mg/mL 

kanamisin ihtiva eden katı besiyeri üzerine aktarıldı ve yayma ekimi yapıldı. Ekimi 

yapılan kültürler 37°C’de 1 gece inkübe edildi. Çıkan kolonilerden alınan 

örneklerden hazırlanan sıvı kültürlerin plazmit izolasyonu yapıldı ve jelde 

görüntülendi. Böylelikle Long PCR sonrası kesik uçlara sahip olan mutant vektörler 

E. coli DH5α suĢuna aktarılarak konak hücrenin sahip olduğu rekombinasyon 

genleri ile onarılması sağlandı.  

 

2.5.4. Mutant Plazmitlerin E. coli BL21(DE3) SuĢuna Transformasyonu  

 

Onarılan mutant plazmitler E. coli DH5α suĢu içerisinde ekspres edilemezler. 

Çünkü mutant plazmitler içerisinde bulunan gen T7 promotor sisteminin altında 

bulunmaktadır ve E. coli DH5α suĢu T7 RNA polimeraza sahip değildir. Bu yüzden, 

plazmitlerin E. coli DH5α suĢundan alınarak E. coli BL21(DE3) gerekmektedir. 
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Plazmit izolasyonu E. coli DH5α suĢundan izole edilen mutant plazmitler Bölüm 

2.5’ te anlatılan protokol takip edilerek E. coli BL21(DE3) içerisine transforme edildi. 

Elde edilen kolonilerden sıvı kültür hazırlanarak plazmit izolasyonları, gliserol stokları 

ve çizgi ekimleri yapıldı ve stoklandı. Ġzole edilen plazmitler, mutasyon doğruluğunun 

kontrolü için Macrogen Ģirketine sekans analizine gönderildi. 

 

2.6. Enzimlerin Ekspresyonu ve SaflaĢtırılması 

 

Sekans doğrulaması yapılan mutant genlerin ve A. gonensis G2
T
 GI’ sını kodlayan 

xyla geninin rekombinant olarak E. coli BL21(DE3) konak hücresi içerisinde 

ekpresyonu ve sonrasında üretilen enzimlerin bulundukları hücre ekstraktlarından saf 

olarak elde edilebilmesi için çeĢitli üretim ve saflaĢtırma basamaklarından geçmeleri 

gerekmektedir.  

 

2.6.1.  Rekombinant GI ve Mutant GI Genlerin Ekspresyonu 

 

 Mutant plazmitler ve / veya pETG2GI plazmidini taĢıyan hücrelerden bir koloni 

seçilerek 100 mL kanamisinli LB besiyerine ekildi ve 16 saat 37°C’ de inkübe 

edildi. Üretilen kültürlerden son hacmi 500 mL olacak Ģekilde kanamisinli sıvı LB 

besiyerinde O.D600’ si 0,1 olacak Ģekilde taze ekimleri yapıldı. 

 Taze kültürler O.D600’ si 0,6 - 0,9 oluncaya kadar 37°C inkübe edildi. Sonrasında 

kültür son hacimde 1 mM IPTC içerecek Ģekilde indüklendi ve 3 saat boyunca 

37°C’ de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda, kültürler 50 mL falkon tüplere 

aktarıldı ve 7500 rpm’ de 5 dk santrifüj edilerek çöktürüldü. Süpernatantlar 

döküldü. 

 Çöken hücrelerden oluĢan pellet, 0,5 mM CoCl2 ve 5 mM MgSO4 içeren 20 mM 

MOPS tamponunda (pH 6,5) yıkanarak temizlendikten sonra 7500 rpm’ de santrifüj 

edildi. 

 Çöktürülen hücreler, 1 µg/mL lizozim içeren yukarıda belirtilen tampon içerisinde 

homojen olarak çözüldü ve 37°C’ de 20 dk inkübe edildikten sonra 10 dakika 

boyunca sonikatörle patlatıldı. Elde edilen hücre özütü, 15.300 rpm’ de 20 dk 

santrifüj edildi. Süpernatant alınarak saflaĢtırma iĢlemlerine geçildi.  
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2.6.2. Enzimlerin SaflaĢtırılma Basamakları 

 

Rekombinant olarak üretilen enzimlerin bulunduğu konak hücreden 

saflaĢtırılmasında; ısı Ģoku uygulaması, iyon değiĢim ve hidrofobik kolon 

kromatografisi gibi saflaĢtırma protokolleri kullanılmıĢtır. 

 

2.6.2.1. Isı ġoku ile SaflaĢtırma  

 

Hücrenin patlatılması sonrası elde edilen hücre özütünde, istenilen enzim dıĢında 

kalan bazı istenmeyen enzimlerin ve proteinlerin ve hücreye ait çeĢitli atıkların 

ortamdan uzaklaĢtırılmaları gerekmektedir. Bu sebeple uygulanacak olan sıcak Ģoku 

mezofilik karakterde olan birçok proteini ve çeĢitli yapıları denatüre edecektir 

böylelikle ortamdan ayrıĢtırılmasını sağlayacaktır. Yabanıl tip enzim (AgoG2GI-yt) ve 

mutant enzimler (AgoGI) özellik olarak termofilik karakterdedir. Bu sebeple termofilik 

karakterde olan bu enzimler uygulanacak olan sıcaklıktan etkilenmeyecek ve böylelikle 

amaca yönelik kısmen saflaĢtırma yapılmıĢ olacaktır.  

 

Bu amaç doğrultusunda sonikatör uygulaması sonrası elde edilen mutant ve 

mutant olmayan GI’ lara ait hücre özütleri 70°C’ de 15 dk inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sonrası denetüre olan yapılar 15.300 rpm’ de 15 dk santifrüj edilerek çöktürüldü, 

süpernatantlar alındı ve pellet atıldı. 

 

2.6.2.2. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

Bu yöntemdeki amaç, kısmen saflaĢmıĢ olan enzimle aynı ortamda bulunan bazı 

proteinlerin ortamdan izoelektrik noktalarına göre ayrıĢtırılmalarını sağlamaktır. Bunun 

için seçilecek olan matriks önemlidir ve enzimin özelliklerine göre kullanılmalıdır.  

 

ÇalıĢmada kolon matriksi olarak DEAE - Sepharose Fast Flow (Sigma) kullanıldı. 

Uygulamanın yapılacağı olan cam kolonun boyutları 30 cm uzunluğunda 1,5 cm 

çapında seçildi. Matriks kullanılmadan önce vakum pompası ile yaklaĢık 1 saat kadar 

degaze edilerek bir pipet yardımıyla kolona yüklendi. Matriks üzerinde kullanılacak 

olan tüm tamponlar da aynı yöntem ile degaze edildi. Matriks, 150 mL saf su ile yıkandı 
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ve sonrasında 0,5 mM CoCl2, 5 mM MgSO4 içeren 20 mM MOPS (pH:6,5) tamponu ile 

dengeye getirilmesi sağlandı.  

 

SaflaĢtırma iĢlem için Biologic Lp System (Bio - Rad) cihazı kullanıldı. Cihazda 

hazırlanan kromatografik bir programla uygulama tamamlandı. Uygulama boyunca 

izlenilen adımlar ve uygulama Ģartları Ģu Ģekildedir;  

 

Uygulama ġartları 

 Kolonun akıĢ hızı: 1 mL/dk  

 Fraksiyondan toplayıcı tüplerde biriktirilecek miktar: 3,0 mL 

 Sıcaklık: Oda sıcaklığı 

 Kullanılan Tampon (Tampon A): 0,5 mM CoCl2, 5 mM MgSO4, 20 mM 

MOPS (pH:6,5) 

 

Ġzlenilen adımlar 

 Kolondan 50 mL Tampon A geçirilerek kolon dengeye getirildi 

 Isı Ģoku uygulamasından elde edilen özüt kolana yüklendi 

 25 mL tampon (A) geçiĢi ile tutunmayan proteinler kolondan 

uzaklaĢtırıldı 

 100 mL gradient geçiĢ 0 - 0,6 M NaCl. Kolonun tuz konsantrasyonu 

kademeli olarak sıfırdan 0,6 M’ a kadar yükseltildi  

 50 mL 1M NaCl kullanılarak kolona tutulan tüm proteinler kolondan 

uzaklaĢtırıldı ve kolon temizlendi. 

 

Fraksiyon tüplerindeki protein miktarı uygulama esnasında cihaz tarafından 280 

nm dalga boyunda yapılan ölçümler ile tespit edildi. Uygulama sonrasında toplanan 

fraksiyonlarda GI aktivitesi yapıldı ve aktivite gösteren tüplerdeki örnekler bir araya 

toplandı. Toplanan enzim özütü (saflaĢtırma tablosu için gerekli verilere ulaĢıldıktan 

sonra) 50 kDa cut off Vivaspin Consantrator kullanılarak 7500 g’ de 10 dk santrifüj 

edilerek yoğunlaĢtırıldı.  

 

 

 



30 

  

2.6.2.3. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

Hidrofobik etkileĢim kolon kromatografisi, iyon değiĢim kromatografisindeki 

mantıkla gerçekleĢmektedir. Kolondan geçen proteinlerin hidrofobik ya da hidrofilik 

olmalarına göre azalan amomyım sülfat konsantrasyonuyla kolondan uzaklaĢtırılmaları 

sağlanmaktadır.  

 

Hidrofobik etkileĢim kolon kromatografisi için 20 cm uzunluğundaki ve 0,75 cm 

çapındaki bir kolon kullanıldı. Kolon matriksi olarak PHenyl Sepharose 6 Fast Flow 

(Sigma) kullanıldı. Yine aynı matriks degaze edildi ve oda sıcaklığına geldikten sonra 

bir pastör pipeti kullanılarak kolona yavaĢ bir Ģekilde dolduruldu. Kolon doldurma 

iĢlemi bittikten sonra degaze edilmiĢ olan 1,3 M amonyum sülfat içeren 100 mL tampon 

(0,5 mM CoCl2 ve 5 mM MgSO4 içeren 20 mM MOPS tamponu pH 6,5) ile dengeye 

getirildi. Ġyon değiĢim kromatografisinden elde edilen enzim özütü 2,6 M amonyum 

sülfat içeren tampon ile bire bir oranında seyreltildi. Özütün amonyum sülfat içeriğinin 

1,3 M olması sağlandı. 

 

Kullanılan Biologic Lp System (Bio - Rad) cihazında fraksiyona bağlı tüplerin ve 

kullanılacak olan tamponların eĢ zamanlı ayarlanması yapıldı. Ayarlama: 

 Kolonun akıĢ hızı 0,5 mL/dk  

 Fraksiyondan tüplere geçecek miktar 3 mL 

 Enzim özütü geçiĢi 20 mL (1,3 M amonyum sülfat içeren) 

 100 mL gradient geçiĢ (1,3 M amonyum sülfat  - 0 M ) 

 50 mL tampon (0,5 mM CoCl2, 5 mM MgSO4, 20 mM MOPS pH:6,5) 

 50 mL saf su ile kolonun temizlenmesi. 

olacak Ģekilde cihaza tanımlandı. Fraksiyonlardaki protein miktarı 280 nm dalga 

boyunda yapılan ölçümler sonucu belirlendi. Tüm fraksiyonların glukoz izomeraz 

aktivitesine bakıldı. GI aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandıktan sonra 

karakterizasyon çalıĢmaları baĢlatıldı.  
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2.6.2.4. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS - PAGE) 

 

SaflaĢtırma iĢlemi sonrasında, her bir saflaĢtırma basamağına ait önceden ayrılmıĢ 

örnekler ile SDS - PAGE analiz yapılarak saflaĢtırma iĢlemin doğruluğu takip edildi.   

Yöntem %12’ lik jel kullanılarak hazırlandı. Bunun için aĢağıdaki çözeltiler kullanıldı.  

 TEMED 

 %30 akrilamid (mL) 

 %10’ luk SDS 

 %10’ luk Amonyum Persülfat 

 1 M Tris - HCl pH 6,8 

 1,5 M Tris - HCl pH 8 

 Saf su 

Hazırlanan jel elektroforez tankına yerleĢtirildi. Hazırlanan örnekler kuyucuklara 

20µL olacak Ģekilde yüklendi. 50 mA, 110V, 100 W ayarlarında güç kaynağı çalıĢtırıldı 

ve jel 1,5 saat yürütüldü. Bantların görülmesi için jel Coomassie Brillant Blue G- 250 

boyama çözeltisi içinde 1 saat bekletildi. Jelin boyadan arınma iĢleminden sonra jel 

resimleri çekildi.  

 

2.7. Enzimlerin Kinetik ve Biyokimyasal Parametreler Açısından Ġrdelenmesi 

 

2.7.1. Protein Miktarı Analizi  

 

Enzimlerin protein miktarını belirlemek için Bradford’ un (1976) geliĢtirmiĢ 

olduğu yöntem kullanıldı. Bradford çözeltisinin hazırlanması için aĢağıdaki basamaklar 

takip edildi (200 mL); 

 20 mg Coommasie Brillant Blue G- 250 

 10 mL %95’ lik etanol 

 20 mL %85’ lik fosforik asit  

 150 mL saf su  

Hazırlanan boya çözeltisi filtre kâğıdı ile süzüldü ve koyu renk ĢiĢede saklandı. 

 

Kalibrasyon eğrisinin hazırlanması için önce standart oluĢturulması gereklidir. 

Standart olarak bovin serum albumin (BSA) kullanıldı. Kalibrasyon eğrisi için; 2, 4, 6, 
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10, 15, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 μg BSA içeren çözeltiler 0,15 M’ lık NaCl ile 

100 μL’ ye tamamlandı. Üzerine 5 mL hazırlanan boya çözeltisinden ilave edildi ve 

vortekslenerek 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Süre sonunda Xmark 

Microplate Spectrophotmeter (BioRad) cihazında 595 nm’ de spektroskopik ölçümler 

yapılarak standart eğrisi oluĢturuldu. SaflaĢtırılan örnekler için BSA yerine 10 μL hücre 

ekstratı kullanılarak aynı iĢlemler gerçekleĢtirildi. Örneklerin protein miktarı μg/μL 

cinsinden hesaplandı. 

 

2.7.2. Glukoz Ġzomeraz Aktivite Deneyi 

 

GI Aktivite deneyleri, önceki çalıĢmalarda Dische ve arkadaĢlarının (1951) 

geliĢtirdiği ve Belfaquih ve arkadaĢları (2000) tarafından uyarlanmıĢ olan Sistein - 

Karbozol - Sülfürik asit metodu takip edilerek gerçekleĢtirildi. Sonraki deneylerde ise 

daha güvenilir sonuç alınabilmesi sebebiyle Theodor Seliwanoff (1887)’ un tasarladığı 

ve Martin Schenk ve Hans Bisswanger (1998)’ in uyarladığı seliwanoff yöntemi 

kullanılmıĢtır. 

 

2.7.2.1. Sistein – Karbozol - Sülfürik Asit Reaksiyonu 

 

GI ihtiva eden enzim özütleri pH’ sı 6,5 olan 100 mM MOPS tamponu içerisinde, 

son hacim 250 μL olacak Ģekilde, 85°C’ de 30 dakika inkübe edildi. Reaksiyon, 

inkübasyon süresi sonunda 250 μL 0,5 M perklorik asit ilavesi ile sonlandırıldı. OluĢan 

fruktoz miktarı Dische ve arkadaĢlarının (1951) geliĢtirdikleri Sistein - Karbozol - 

Sülfürik asit metoduna göre belirlendi. Buna göre reaksiyondan çıkan çözeltinin 50 μL’ 

si üzerine 40 μL %1,5’ lik sistein hidroklorür ve hemen ardından 40 μL etil alkolde 

çözülmüĢ %0,12’ lik karbozol ilave edildi. KarıĢım vortekslendikten sonra üzerine 1,2 

mL %70’ lik sülfürik asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edildikten sonra xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad) 

cihazı ile 560 nm dalga boyunda ölçümleri alındı. Fruktoz miktarı hazırlanan fruktoz 

kalibrasyon eğrisine göre hesaplandı. 

 

Fruktoz kalibrasyon eğrisi 2, 4, 8, 10, 15, 30, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 

500, 600 μg fruktoz içeren çözeltiler hazırlandıktan sonra yukarıda anlatılan muamele 
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sonrası cihaza yüklendi. Tıpkı protein miktarı ölçümlerinde olduğu gibi aktivite 

ölçümlerinde de tek bir ölçüm almak yerine farklı miktarlarda enzim alınarak elde 

edilen sonuçlardan lineer grafik hazırlandı ve fruktoz miktarı μg/μL cinsinden R
2 

> 0,99 

olacak Ģekilde hesaplandı. 

 

2.7.2.2. Seliwanoff Reaksiyonu 

 

Yapılan çalıĢmalarda fruktoz miktarının tayini için kullanılan Seliwanoff 

metoduna göre reaktifi hazırlamak için;  

 %0,05 (w/v) 1 gr resorcinol  

 330 mL 3 N HCl 

 670 mL saf su  

 1 gr resorcinol 330 mL 3 N HCl içerisinde iyice çözüldü. 670 mL saf su ile 1000 

mL’ ye tamamlandı.  

 

Reaksiyonlar; 25 μL 500 mM Glukoz, 100 mM MOPS tamponu (pH 6,5) ve 

değiĢik miktarlarda enzim özütü ile birlikte son hacim 250 µL olacak Ģekilde ependorf 

tüplerinde hazırlandı. 85°C ısıtıcı blok cihazında 1000 rpm’ de 30 dk inkübe edildi. 

Ġnkübasyon süresi sonunda örnekler buz içerisinde alındı ve reaksiyonun durması 

hızlandırıldı. Buzdan alınan 50 µL reaksiyon çözeltisi üzerine 600 µL Seliwanoff 

reaktifi ilave edilerek vortekslendi, 80ºC’ de 40 dakika tekrar inkübe edildikten sonra, 

buz üzerine alınarak reaksiyon sonlandırıldı. Xmark Microplate Reader (Biorad) cihazı 

ile 480 nm dalga boyunda ölçümleri alındı. Fruktoz miktarı önceden hazırlanan fruktoz 

kalibrasyon eğrisine göre hesaplandı. Enzim aktivitesi reaksiyon sonrası oluĢan fruktoz 

miktarına göre µmol/dakika cinsinden hesaplamalar tamamlandı. 

 

2.7.3. Enzimlerin Biyokimyasal Karakterizasyonu 

 

2.7.3.1. Optimum Sıcaklık 

 

Enzimlerin en iyi çalıĢtığı sıcaklık değerlerini bulmak için farklı sıcaklık 

aralıklarında (25, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ve 100°C) bir dizi 

reaksiyon gerçekleĢtirildi. Reaksiyonlar; 3 µL saf enzim özütü kullanılarak, 50 mM 
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glukoz varlığında, pH’ sı 6,5 olan MOPS (100 mM MOPS, 10 mM MgSO4, 1 mM 

CoCl2 ) tamponu içerisinde, 30 dk süre ile reaksiyonların son hacmi 250 µL olacak 

Ģekilde gerçekleĢtirildi. Özellikle enzimlerin en iyi çalıĢtığı bilinen 70 ve 95°C 

arasındaki reaksiyonlar, sonuçların hassas olması açısından, BioRAD MJ Mini Personal 

Termalcycler cihazı içerisinde gerçekleĢtirildi. Reaksiyon sonrası, alınan verilere göre 

optimum sıcaklık grafikleri oluĢturuldu. 

 

2.7.3.2. Optimum pH  

 

Enzimlerin en iyi çalıĢtığı pH değerlerini bulmak için farklı pH değerlerine sahip 

tamponlarda bir dizi reaksiyon gerçekleĢtirildi.  Reaksiyonlar, 3 µL saf enzim özütü 

kullanılarak, 50 mM glukoz varlığında, ilgili pH değerini sağlayan tampon içerisinde 

(Tablo 12) 30 dk süre ile reaksiyonların son hacmi 250 µL olacak Ģekilde ve 85°C’ de 

gerçekleĢtirildi. Elde edilen veriler kullanılarak çizilen pH grafiğine göre enzimlerin 

optimum pH değerleri belirlendi. 

 

Tablo 12. Optimum pH deneylerinde kullanılan tampon sistemleri 

pH Değeri 
Tampon 

Adı 
Tampon Konsantrasyonu Ġlave kimyasallar 

5 Sodyum asetat 

100 mM 
10 mM MgSO4 

1 mM CoCl2 

5,5 Sodyum asetat 

6 MOPS 

6,5 MOPS 

7 MOPS 

7,5 MOPS 

8 Tris-HCl 

8, Tris-HCl 

9 Tris-HCl 

9,5 Glisin 

10 Glisin 
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2.7.4. Enzimlerin Isıl Kararlılıkları 

 

Yapılan mutasyonlardan sonra, mutant enzimlerin ısıl kararlılığını belirlemek için 

saflaĢtırılan enzim özütleri özellikle endüstriyel uygulamalarda tercih edilen 60°C’ de 

inkübe edildi. Farklı zamanlarda bu örneklerden enzim alınarak, optimum çalıĢma 

Ģartlarında (50 mM glukoz varlığında 250 μL son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca 

pH 6,5 olan MOPS tamponunda) glukoz izomeraz aktivite reaksiyonları gerçekleĢtirildi. 

Reaksiyon sonrası GI aktivite ölçümleri yapıldı ve enzimlerin kalan aktiviteleri 

hesaplandı. 

 

2.7.5. Enzimlerin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi 

 

Mutant enzimlerin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek için 1000 mM’ a 

kadar arttırılan glukoz konsantrasyonu ile yukarıda belirlenen sıcaklık ve pH’ larda bir 

seri reaksiyon gerçekleĢtirildi. Glukoz izomeraz aktivitesi, açığa çıkan fruktoz 

miktarının belirlenmesi ile hesaplandı. Ölçümler sırasında glukozdan kaynaklanan 

interferans sorunu; aynı deriĢimde glukoz içeren körler kullanılarak ortadan kaldırıldı. 

Michaelis - Menten sabiti (Km) ve maksimum hız (Vmax) değerleri OriginPro 8.1 analiz 

programı kullanılarak çizilen Michaelis - Menten eğrisi ile belirlendi. 
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3.  BULGULAR 

 

3.1.  AgoGI (Rekombinant Olarak Üretilen Yaban Tip Enzim) SaflaĢtırılması 

ve Karakterizasyonu 

 

3.1.1.  AgoGI Yaban Tip Enzimin SaflaĢtırılması 

 

3.1.1.1. Kaba Ekstrakt Elde Edilmesi 

 

    
ġekil 8. AgoGI’ nın Kaba Ekstrakt uygulamasına ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı 

tayini , B: GI aktivitesi tayini)  

 

Yapılan ilk denemelerde üretilen enzimin yoğun olduğu tespit edildi ve bundan 

dolayı enzim 20 kat sulandırılarak reaksiyonlar gerçekleĢtirildi ve elde edilen ölçüm 

sonuçları 20 ile çarpılarak tabloya aktarıldı. Alınan örnek sonuçlarına göre enzimin 

protein miktarı R² = 0,9906 doğrulukla 9,3601 μg/μL olarak bulundu. GI aktivitesi için 

yine aynı Ģekilde enzim 20 kat sulandırılarak reaksiyonlar gerçekleĢtirildi ve ekstratın 1 

μL’ sine ait fruktoz miktarı tespit edildi. Buna göre enzimin kaba ekstratının GI 

Aktivitesi R² = 0,9854 doğrulukla 0,0045 x 20 = 0,09 μmol/dk (Ünite) olarak bulundu 

(ġekil 8). Enzim 20 kat sulandırıldığı halde 30 ve 50 µL enzimle yapılan aktivite sonrası 

oluĢan yoğun fruktoz miktarı nedeniyle ölçümler “out of range” hatası verdi. 

 

3.1.1.2. Isı ġoku ile Denetrasyon Uygulaması 

 

Isı Ģoku ile denetrasyondan sonra kaba ekstratta istenmeyen çok fazla protein 

uzaklaĢtırıldığı için protein miktarı ölçümünde enzim sulandırılma iĢlemi yapılmadı. 

Alınan örnek sonuçlarına göre enzimin protein miktarı R² = 0,9926 doğrulukla 4,8726 

μg/μL olarak bulundu. 

A) B) 



37 

  

    
ġekil 9. AgoGI’ nın ısı Ģoku ile denatrasyon sonrası elde edilen özüte ait analiz 

sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

Ekstrat ile yapılan ilk ölçümlere göre yoğun fruktoz elde edilmesi sebebiyle 20 kat 

sulandırılması gerçekleĢtirildi. Buna göre ölçüm sonucunda GI aktivite sonucu R² = 

0,9916 doğrulukla 0,0045 x 20 = 0,09 μmol/dk (Ünite) olarak bulundu (ġekil 9).  

 

3.1.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

                  

 
ġekil 10. AgoGI’ ya ait DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması 

grafiği 

  

BioLogic LP cihazı kullanılarak yapılan Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi 

iĢlemi DEAE - Sepharose matriksi kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 10’ da görülen 

grafikte mavi renkte görülen çizgi kolondan çıkan protein miktarını (295 nm’ de 

absorbans değerleri), yuvarlak içerisinde görülen sayılar kolondan fraksiyonlara 

A) B) 
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aktarılan 3 mL’ lik çözelti bulunan tüplerin numaralarını, kırmızı renkte görülen çizgi 

ise NaCl konsantrasyonunu temsil etmektedir. Grafikteki mavi renk takip edilirse 10 - 

22 tüpler arasında yüksek miktarlarda protein kolondan ayrılmıĢtır. Bunlar kolona 

tutunmayan proteinlerdir. NaCI konsantrasyonun (kırmızı renkli çizgi) artmaya 

baĢlamıĢ olduğu 23 numaralı tüpten itibaren artan iyonik güçle birlikte çeĢitli 

proteinlerin farklı tüplere toplandığı görülmektedir.  

 

Tüm tüplerin GI aktivitesi ölçüldüğünde 27 - 32. tüpler arasında GI 

aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır. Hem 10 - 22. tüpler arasında hem de GI enziminin 

kolondan ayrıldıktan sonra 32 ve 42. tüpler arasında gelen yüksek miktarda protein 

gözlenen fraksiyonlarda GI aktivitesi bulunmamaktadır. Daha önce de belirtildiği gibi 

bu proteinler bizim enzimimiz dıĢında hücre ekstratında olan proteinlerdir. GI aktivitesi 

görülen pikin net anlaĢılır olması için pik yeĢil renkle belirginleĢtirilmiĢtir. 

 

Alınan ve birleĢtirilen örnek sonuçlarına göre DEAE uygulaması sonrası elde 

edilen özütün protein miktarı R² = 0,9986 doğrulukla 2,6009 μg/μL olarak bulundu. 

Özüt ile yapılan ilk ölçümlere göre yoğun fruktoz eldesi sebebiyle reaksiyonlar 20 kat 

sulandırılarak gerçekleĢtirildi. Buna göre ölçüm sonucunda GI aktivite sonucu R² = 

0,9906 doğrulukla 0,0033 x 20 = 0,066 μmol/dk (Ünite) olarak bulundu (ġekil 11). 

 

    
ġekil 11. AgoGI’ ya ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen özüte 

ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

A) B) 
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3.1.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 12. AgoGI’ ya ait Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

grafiği 

 

BioLogic LP cihazı kullanılarak yapılan Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim 

Kolon Kromatografisi iĢlemi pHenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) matriksi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Yukarıda oluĢturulmuĢ grafikte mavi çizgi kolondan çıkan 

proteinlerin 295 nm’ de absorbans değerini, kırmızı renkli çizgi ise amonyum sülfat 

konsantrasyonunu ifade etmektedir. Grafik incelendiğinde 2 farklı protein çıkıĢı 

gerçekleĢmiĢtir. 8 ve 20. tüpler arasında çıkan protein ya da proteinler kolona 

tutunamayan proteinlerdir. Grafikte 48 - 53. tüpler arasında GI enzimi olduğu 

düĢünülmektedir. Bütün tüplerde yapılan GI aktivite ölçümleri sonrasında sadece 48 - 

53 nolu tüplerde aktivite olduğu kesinleĢmiĢtir. Bu sebeple bu tüpler birleĢtirilerek total 

enzim özütü olarak kabul edildi. Bu total enzim özütü ile gerekli protein ve aktivite 

çalıĢmaları gerçekleĢtirildi. 

 

Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 

yapılan ölçüm sonuçlarına göre enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9965 doğrulukla 

1,6467 μg/μL bulundu. 20 kat sulandırılan enzim özütü ile yapılan GI aktivite deneyi 

sonucunda, GI Aktivitesi R² = 0,9937 doğrulukla 0,0022 x 20 = 0,044 μmol/dk (Ünite) 

(1µL enzim’e göre) bulundu (ġekil 13). 
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ġekil 13.  AgoGI’ ya ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.1.1.5.  AgoGI’ nin SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 13 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 9,36’ dan 1,65 

mg/mL’ ye azalırken, spesifik aktivitesi 9,615’ ten 26,720 µmol/dk/mg protein’ e %60 

verim ile yükselmiĢtir. Enzim 20 mL hacime ulaĢtırılıp 2,78 kat saflaĢtırılmıĢtır.  Tablo 

13’ teki veriler incelendiğinde, çalıĢmanın amacına yönelik saflaĢtırma uygulamalarının 

baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiği anlaĢılmaktadır. Enzimin çalıĢmalarda doğru sonuç 

vereceğini düĢündüğümüz saflığa ulaĢması sebebi ile karakterizasyon çalıĢmalarına 

geçilmiĢtir. 

 

Tablo 13. AgoGI’ nın saflaĢtırma basamaklarına ait saflaĢtırma verileri 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml

) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/µ) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk

) 

S. 

Aktivite 

(µmol/dk

/mg 

protein) 

Verim 
SaflaĢtırm

a katı 

Kaba Ekstrakt 16,3 9,36 152,57 0,090 1467,00 9,615 100,0 1 

Isı ġoku 15,1 4,87 73,58 0,090 1359,00 18,471 92,6 1,92 

Ġyon DeğiĢim 16,5 2,60 42,91 0,066 1089,00 25,376 74,2 2,64 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
20 1,65 32,93 0,044 880,00 26,720 60,0 2,78 

 

3.1.1.6. SDS - PAGE Analizi 

 

SaflaĢtırılan enzim SDS - PAGE jel elektroforezi ile yürütüldükten sonra ġekil 

14’ te görüntülenmiĢtir. Kaba ekstratın yüklendiği ((A) 25 µL) kuyucuk incelendiğinde 

oluĢan yoğun protein bantları Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) 

A) B) 
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büyük oranda bertaraf edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon değiĢim 

Kromatografisi sonrası ((C) 25 µL) oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

 

 
ġekil 14. AgoGI’ nın saflaĢtırılmasına ait SDS-PAGE analizi  

 

3.1.2.   AgoGI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.1.2.1. AgoGI’ nın Optimum pH Aralığı 

                      

 
ġekil 15. AgoGI’ nın Optimum pH Grafiği 

                    

Enzime ait optimum pH’ ın belirlenmesi için farklı pH tamponları kullanılarak 

yukarıdaki grafik oluĢturulmuĢtur (ġekil 15). Enzim pH 5’ te minimuma yakın bir 

aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin aktivitesi tamamen durmuĢtur. 

Grafikten de görüleceği üzere enzim maksimum aktiviteyi pH 6,5’ te göstermektedir 

A       B       C      D 

 



42 

  

3.1.2.2. AgoGI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

 

 
 ġekil 16. AgoGI’ nın Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

Enzime ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için farklı sıcaklıklar kullanılarak 

yapılan uygulama sonrası ġekil 16’ da görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 40 - 

45°C’ de minimum aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek 

azalma gerçekleĢmiĢtir. Grafikten de görüleceği üzere enzimin en iyi çalıĢtığı sıcaklık 

85°C’ dir. 

 

3.1.2.3. Kinetik ÇalıĢmalar 

 

Enzime ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için değiĢik substrat 

konsantrasyonları ile yapılan GI aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz 

programı ile ġekil 17’ de görülen Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. Reaksiyonlarda 

1,5 µL saf enzim özütü (2,475 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 

 Km değeri 124,45 ± 2,99 mM,  

 Vmax değeri 39,6 ± 0,79 µmol/dk/mg protein (R
2 

= 0,99821) olarak hesaplandı.  

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda ise enzimin; 

 kcat değeri 33,03 1/sn, 

  kcat/ Km değeri ise 0,266 (katalitik etkinlik değeri) olarak hesaplandı. 
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ġekil 17. AgoGI’ ya ait Michaelis - Menten eğrisi 

 

3.2.  D398S Mutant GI’ sının SaflaĢtırması ve Karakterizasyonu 

 

3.2.1.  D398S Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.2.1.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

    
ġekil 18.  D398S’ nin Kaba ekstrakt uygulaması sonrası elde edilen özüte ait analiz 

sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

D398S mutant GI’ ın kaba ekstraktı ile yapılan reaksiyonlar sonrası elde edilen 

ölçümlere göre ġekil 18’ de görülen grafikler oluĢturulmuĢtur. Buna göre kaba ekstratın 

protein miktarı R² = 0,987 doğrulukla 6,6415 μg/μL bulundu. Yapılan çalıĢmalarda 

aktivite ölçümleri sonrası fruktoz oranı yoğun olduğu için ekstrat 10 kat sulandırıldı ve 

A) B) 
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tekrar GI aktivitesi hesaplandı. Buna göre GI Aktivitesi R² = 0,9932 doğrulukla 0,0032 

x 10 = 0,032 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur.  

 

3.2.1.2. Isı ġoku ile Denetrasyon Uygulaması 

 

    
ġekil 19.  D398S’ nin Isı ġoku ile SaflaĢtırma sonrası elde edilen özüte ait analiz 

sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 
 

D398S mutant GI’ na ısı Ģoku uygulaması sonrasında, enzim özütünün protein 

miktarı R² = 0,9944 doğrulukla 3,1857 μg/μL bulundu. Özüt ile yapılan GI aktivitesine 

göre mutant enzimin fruktoz oranı yoğun olduğu için 10 kat sulandırma yapıldı. Yapılan 

yeni ölçümlere göre mutant enzimin GI aktivitesi R² = 0,9925 doğrulukla 0,0031 x 10 = 

0,031 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 19). 

 

3.2.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 20. D398S’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

A) B) 
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DEAE - Ġyon değiĢim kolon kromatografisi uygulaması sonrası elde edilen tüm 

tüplerde GI aktivitesi ölçüldüğünde 35 - 42 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesinin 

varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 20). Uygulama sonrası yapılan GI aktivite ölçüm 

sonuçlarına göre enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9942 doğrulukla 2,3475 μg/μL 

bulunmuĢtur. Mutant enzim 10 kat sulandırılarak yapılan GI aktivite deneyi sonucunda, 

1 μL enzim özütünün GI aktivitesi R² = 0,994 doğrulukla 0,0029 x 10 = 0,029 μmol/dk 

(Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 21). 

 

    
ġekil 21. D398S’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen özüte 

ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.2.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 22.  D398S’ ye ait Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması grafiği 

 

A) B) 



46 

  

Fenil sefaroz hidrofobik etkileĢim kolon kromatografisi uygulaması sonrası, bütün 

tüplerde yapılan GI aktivite ölçümleri sonucunda, sadece 59 - 66 nolu tüplerde GI 

aktivitesi olduğu kesinleĢmiĢtir (ġekil 22). Enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9905 

doğrulukla 1,622 μg/μL olarak hesaplandı. Yoğun olan enzim özütü 10 kat sulandırıldı 

ve yapılan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 μL enzim özütünün GI Aktivitesi R² = 

0,9933 doğrulukla 0,0024 x 10 = 0,024 μmol/dk (Ünite) olarak hesaplandı (ġekil 23). 

 

    
ġekil 23.  D398S’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

        

3.2.1.5. D398S Mutant GI’nin SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 14. D398S Mutant GI’ nin saflaĢtırma verileri 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/d

k/µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/m

g protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba Ekstrakt 31,5 6,64 209,21 0,032 1008,00 4,818 100,0 1 

Isı ġoku 29,2 3,19 93,02 0,031 905,20 9,731 89,8 2,02 

Ġyon DeğiĢim 27,2 2,35 63,85 0,029 788,80 12,354 78,3 2,56 

Hidrofobik 

EtekileĢim 
24,4 1,62 39,58 0,024 585,6 14,795 58,1 3,07 

 

Tablo 14 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 6,64’ ten 1,62 

mg/mL’ ye düĢürülmüĢ, spesifik aktivitesi ise 4,818’ ten 14,795 µmol/dk/mg protein’ e 

%58,1 verim ile arttırılmıĢtır. Enzim 24,4 mL hacime ulaĢtırılıp 3,07 kat 

saflaĢtırılmıĢtır.  Enzimin çalıĢmalarda doğru sonuç vereceğini düĢündüğümüz saflığa 

ulaĢması sebebi ile karakterizasyon çalıĢmalarına geçilmiĢtir. 

 

 

A) B) 
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3.2.1.6. D398S Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE Analizi 

 

 
ġekil 24. D398S’ nin saflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE analizi 

 

SaflaĢtırılan D398S mutant enzimi SDS - PAGE jel elektroforezi uygulaması ile 

jelde yürütüldükten sonra ġekil 24’ te gösterilmiĢtir. Kaba enzimin yüklendiği ((A) 25 

µL) kuyucuk incelendiğinde oluĢan yoğun protein bantları Hidrofobik EtkileĢim 

Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda bertaraf edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası 

((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon değiĢim Kromatografisi sonrası ((C) 25 µL) oluĢan protein 

bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

 

3.2.2. D398S Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.2.2.1. D398S Mutant GI’ sının Optimum pH Aralığı 

 

 
ġekil 25. D398S’ nin Optimum pH Grafiği 

 

A      B       C        D 
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D398S mutant GI’ sına ait optimum pH’ yı belirlemek için farklı pH tamponları 

kullanılarak ġekil 25’ te görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 5’ te minimuma 

yakın bir aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin aktivitesi tamamen 

durmuĢtur. Grafikten de görüleceği üzere enzim en iyi 6,5 pH’ da aktivite 

göstermektedir. 

 

3.2.2.2. D398S Mutant GI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

 

D398S mutant GI’ na ait optimum sıcaklık değerinin belirlenmesi için farklı 

sıcaklıklar kullanılarak ġekil 26’ da görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 40 - 

45°C’ de minimum aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek 

azalma gerçekleĢmiĢtir. Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi çalıĢtığı 

sıcaklık 85°C’ dir.  

 

 
ġekil 26. D398S’ nin Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

3.2.2.3. D398S Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 

 

D398S mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için farklı substrat 

konsantrasyonları ile yapılan GI aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz 

programı ile ġekil 27’ de görülen Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu.  
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ġekil 27. D398S mutant enzimine ait Michaelis - Menten eğrisi 

  

Reaksiyonlarda 5 µL saf enzim özütü (8,100 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 

 

 Km değeri 122,05 ± 2,84 Mm 

  Vmax değeri 44,99± 0,30 µmol/dk/mg protein (R
2 
= 0,99828) olarak hesaplandı. 

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda ise enzimin; 

  kcat değeri 37,53 1/sn 

  kcat/ Km değeri ise 0,308 (katalitik etkinlik değeri) olarak hesaplandı. 

 

3.3.  I323V Mutant GI’nın SaflaĢtırması ve Karakterizasyonu 

 

3.3.1.  I323V Mutant GI’nın SaflaĢtırılması 

 

3.3.1.1.  Kaba Ekstrat Uygulaması  

 

I323V mutant GI’ ın kaba ekstraktı ile yapılan ölçümlere göre ġekil 28’ de 

görülen grafikler oluĢturulmuĢtur. Buna göre kaba ekstratın protein miktarı R² = 0,9963 

doğrulukla 4,1027 μg/μL bulundu. Yapılan GI aktivite çalıĢması sonrası elde edilen 

fruktoz oranı yoğun olduğu için enzim 10 kat sulandırıldı ve GI aktivitesi tekrar 

hesaplandı. Buna göre 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9902 doğrulukla 

0,0036 x 10 = 0,036 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 
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ġekil 28.  I323V’ nin Kaba Ekstraktından elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: 

Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.3.1.2. Isı ġoku Ġle Denetrasyon Uygulaması 

 

I323V mutant GI’ sının bulunduğu kaba ekstrat ile ısı Ģoku iĢlemi sonrasında elde 

edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9954 doğrulukla 2,1018 μg/μL bulundu. 

Yoğun olan özüt 10 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 μL 

enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9889 doğrulukla 0,0036 x 10 = 0,036 μmol/dk 

(Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 29). 

 

    
ġekil 29. I323V’ nin Isı ġoku sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein 

miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.3.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası tüm tüplerin GI 

aktivitesi ölçüldüğünde 33 - 41 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına 

rastlanılmıĢtır (ġekil 30).  

 

A) B) 

A) B) 
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ġekil 30. I323V’ ye ait iyon değiĢim kolon kromatografisi uygulaması grafiği 

 

Uygulama sonrası elde edilen enzim özütünün protein miktarı R
2 

= 0,9977 

doğrulukla 1,5157 μg/μL olarak bulundu. Enzim özütü 10 kat sulandırıldı ve yapılan GI 

aktivite ölçümü sonucunda, 1 μL enzim özütünün GI aktivitesi R² = 0,9932 doğrulukla 

0,0031 x 10 = 0,031 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 31). 

 

    
ġekil 31.   I323V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen özüte 

ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 
 

3.3.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

I323V’ ye ait Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması sonrası, bütün tüplerde GI aktivitesi araĢtırılmıĢ ve sadece 56 - 64 nolu 

tüplerde aktivite olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 32). 

 

A) B) 
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ġekil 32. I323V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

Uygulama sonrası elde edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9957 

doğrulukla 1,1595 μg/μL olarak bulundu. Yapılan GI aktivitesi ölçüm sonucunda, 1 μL 

enzim özütünün GI Aktivitesi R² = 0,9984 doğrulukla 0,003 x 10 = 0,03 μmol/dk 

(Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 33). 

 

    
ġekil 33.  I323V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

         

3.3.1.5. I323V Mutant GI’ nin SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 15 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 4,10’ dan 1,16 

mg/mL’ ye düĢürülüp, spesifik aktivitesi ise 8,775’ ten 25,873 µmol/dk/mg protein’ e 

%55,7 verim ile yükseltilmiĢtir. 

 

A) B) 
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Tablo 15. I323V’ nin saflaĢtırma basamaklarına ait saflaĢtırma tablosu 

SaflaĢtırma  

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

mg/ml 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/

µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/d

k) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/m

g protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba E. 38,6 4,10 158,36 0,036 1389,6 8,775 100,0 1 

IĢı ġoku 33 2,10 69,36 0,036 1188,0 17,128 85,5 1,95 

Ġyon DeğiĢim 27 1,52 40,92 0,031 837,0 20,453 60,2 2,33 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
25,8 1,16 29,92 0,030 774,0 25,873 55,7 2,95 

 

Enzim 25,8 mL hacime ulaĢtırılıp 2,95 kat saflaĢtırılmıĢtır.  Enzimin çalıĢmalarda 

doğru sonuç vereceğini düĢündüğümüz saflığa ulaĢması sebebi ile karakterizasyon 

çalıĢmalarına geçilmiĢtir. 

 

3.3.1.6. I323V Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına Ait SDS - PAGE Analizi 

 

 
       ġekil 34. I323V’ nin saflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE analizi 

  

SaflaĢtırılan I323V mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi ile yürütüldükten 

sonra ġekil 34’ te gösterilmiĢtir. Kaba enzimin yüklendiği ((A) 25 µL) kuyucuk 

incelendiğinde oluĢan yoğun protein bantları Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi 

sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda bertaraf edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve 

DEAE Ġyon değiĢim Kromatografisi sonrası ((C) 25 µL) oluĢan protein bantları 

kuyucuklarda görülmektedir. 

 

 

 

 

  A        B      C      D 
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3.3.2.   I323V Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.3.2.1. I323V Mutant GI’nın Optimum pH Aralığı 

 

 
ġekil 35. I323V’ nin Optimum pH Grafiği 

 

I323V mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için farklı pH tamponları 

kullanılarak ġekil 35’ teki grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 5’ te minimuma yakın bir 

aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a geldiğinde enzimin aktivitesi tamamen durmuĢtur. 

Enzim en iyi pH 6,5 aktivite göstermektedir.  

 

3.3.2.2. I323V Mutant GI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

 

 
ġekil 36. I323V’ nin Optimum Sıcaklık Grafiği 
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I323V mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için farklı sıcaklıklar 

kullanılarak ġekil 36’ da görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 40 - 45°C’ de 

minimum aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma 

gerçekleĢmiĢtir. Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi aktivite gösterdiği 

sıcaklık 85°C’ dir.  

 

3.3.2.3. I323V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 

 

I323V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için yapılan GI 

aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 37’ de görülen 

Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. 
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ġekil 37. I323V mutant enzimine ait Michaelis - Menten eğrisi 

 

Reaksiyonlarda 8 µL saf enzim özütü (9,28 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 

 Km değeri 140,026 ± 3,43 mM, 

 Vmax değeri 40,52 ± 0,30 µmol/dk/mg protein (R
2 
= 0,99831) olarak hesaplandı. 

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin; 

 kcat değeri 33,80 1/sn 

 kcat/ Km değeri ise 0,241 (katalitik etkinlik değeri ) olarak hesaplandı. 
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3.4.  I372Q Mutant GI’ nın SaflaĢtırması ve Karakterizasyonu 

 

3.4.1.  I372Q Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.4.1.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

I372Q mutant GI’ ın kaba ekstraktında yapılan ölçümlere ġekil 38’ de görülen 

grafikler oluĢturulmuĢtur. Buna göre elde edilen kaba ekstratın protein miktarı R² = 

0,9923 doğrulukla 5,209 μg/μL bulunmuĢtur. GI aktivite deneyleri sonrası elde edilen 

fruktoz oranı yoğun olduğu için ekstrat 10 kat sulandırıldı ve GI aktivitesi tekrar 

hesaplandı. Buna göre 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,993 doğrulukla 0,0075 

x 10 = 0,075 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 

 

    
ġekil 38. I372Q’ nun Kaba ekstraktından alınan özüte ait analiz sonuçları (A: Protein 

miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.4.1.2. Isı ġoku ile Denetrasyon Uygulaması 

 

I372Q mutant GI’ na ait kaba ekstratın ısı Ģoku ile denetrasyonu sonrasında elde 

edilen özütün protein miktarı miktarı ġekil 39’ da gösterilmiĢtir. Yapılan ölçüm 

sonuçlarına göre enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9986 doğrulukla 3,6762 μg/μL 

bulunmuĢtur. 10 kat sulandırılması sonrası yapılan GI aktivite ölçüm sonucunda, 1 μL 

enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9957 doğrulukla 0,0076 x 10 = 0,076 μmol/dk 

(Ünite) bulunmuĢtur. 

 

A) B) 
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ġekil 39. I372Q’ nun Isı ġoku sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein 

miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)  

 

3.4.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 33 - 38 nolu 

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 40). 

 

 
ġekil 40. I372Q’ ya ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası yapılan ölçüm 

sonuçlarına göre elde edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9938 doğrulukla 

2,9358 μg/μL olarak bulunmuĢtur. Enzim özütü 10 kat sulandırılarak yapılan GI aktivite 

deneyi sonucunda, 1 μL enzim özütünün GI Aktivitesi R² = 0,984 doğrulukla 0,0069 x 

10 = 0,069 μmol/dk (Ünite) olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 41). 

 

A) B) 



58 

  

    
ġekil 41. I372Q’ ya ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen özüte ait 

analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.4.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

Fenil sefaroz hidrofobik etkileĢim kolon kromatografisi uygulaması sonrası 59 - 

64 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 42). 

 

 
ġekil 42. I372Q’ ya ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

Uygulama sonrası elde edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9929 

doğrulukla 1,7595 μg/μL bulundu. Yoğun olan enzim özütü 10 kat sulandırıldı ve GI 

aktivite ölçüm sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9926 doğrulukla 

0,0069 x 10 = 0,069 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 43). 

 

A) B) 
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ġekil 43. I372Q’ ya ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.4.1.5. I372Q Mutant GI’ nın SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 16 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 5,15’ ten 1,76 

mg/mL’ye düĢürülmüĢ iken, spesifik aktivitesi 14,398’ ten 39,216 µmol/dk/mg protein’ 

e %75,3 verim ile yükseltilmiĢtir. Enzim 18 mL hacime ulaĢtırılıp 2,72 kat 

saflaĢtırılmıĢtır.  Enzimin çalıĢmalarda doğru sonuç vereceği düĢünülen saflığa ulaĢması 

sebebi ile karakterizasyon çalıĢmalarına geçilmiĢtir. 

 

Tablo 16. I372Q’ nun SaflaĢtırma Basamaklarına ait SaflaĢtırma Tablosu 

SaflaĢtırma  

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

mg/ml 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/d

k/µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/d

k) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/m

g protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba E. 22 5,15 113,3 0,075 1650 14,398 100 1 

IĢı ġoku 20 3,68 73,52 0,076 1520 20,674 92,1 1,44 

Ġyon DeğiĢim 18,5 2,94 54,31 0,069 1276,5 23,503 84,0 1,63 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
18 1,76 31,67 0,069 1242 39,216 75,3 2,72 

 

3.4.1.6. I372Q Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE Analizi 

 

SaflaĢtırılan I372Q mutant enzimine ait SDS - PAGE jel elektroforezi uygulaması 

sonrası elde edilen jel görüntüsü ġekil 44’ te gösterilmiĢtir. 

A) B) 
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ġekil 44. I372Q’ nun saflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE analizi 

 

Kaba enzimin yüklendiği ((A)25 µl) kuyucuk incelendiğinde oluĢan yoğun protein 

bantları Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D)25 µl) büyük oranda bertaraf 

edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon değiĢim Kromatografisi sonrası 

((C) 25 µL) oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

               

3.4.2.  I372Q Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.4.2.1. I372Q Mutant GI’ nın Optimum pH Aralığı 

 

 
ġekil 45. I372Q’ nun Optimum pH Grafiği 

                        

I372Q mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için farklı pH tamponları 

kullanılarak ġekil 45’ teki grafik oluĢturulmuĢtur. Grafikten de görüleceği üzere enzim 

en iyi aktiviteyi pH 7’ de göstermektedir. Mutasyon yaban tip enzimin optimum pH 

değerini 6,5’ tan 7’ ye değiĢtirmiĢtir. Deney kontrollü bir Ģekilde 7 kez tekrarlanmıĢtır.  

    A      B     C      D 
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3.4.2.2. I372Q Mutant GI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

 

 
ġekil 46. I372Q’ nun Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

I372Q mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için farklı sıcaklıklar 

kullanılarak ġekil 46’ daki grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum 

aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma gerçekleĢmiĢtir. 

Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi çalıĢtığı sıcaklık 85°C’ dir.  

  

3.4.2.3. I372Q Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 

 

I372Q mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için yapılan GI 

aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 47’ deki 

Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. 
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Reaksiyonlarda 5 µL saf enzim özütü (8,8 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 

 Km değeri 110,17 ± 3,09 mM 

 Vmax değeri 22,65 ± 0,17 µmol/dk/mg protein (R
2 

= 0,99744) olarak 

hesaplandı.  

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin; 

  kcat  değeri 18,89 1/sn, kcat/ Km değeri 0,172 (katalitik etkinlik değeri) 

olarak hesaplandı. 

 

3.5.  I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırması ve Karakterizasyonu 

 

3.5.1.  I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.5.1.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

I372V mutant GI’ın kaba ekstraktında yapılan ölçümlere göre ġekil 48’ de 

görülen grafikler oluĢturulmuĢtur. 

 

    
ġekil 48. I372V’ nin Kaba ekstraktından elde edilen özüte sonrası elde edilen özüte ait 

analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)  

 

Buna göre kaba ekstratın protein miktarı R² = 0,9959 doğrulukla 4,1003 μg/μL 

bulunmuĢtur. Yoğun olan enzim özütü 10 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite deneyi 

sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9965 doğrulukla 0,0043 x 10 = 

0,043 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 

 

 

 

A) B) 
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3.5.1.2. Isı ġoku Ġle Denetrasyon Uygulaması 

 

    
ġekil 49. I372V’ nin Isı ġoku sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein 

miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

I372V mutant GI’ na uygulanan ısı Ģoku uygulaması sonrasında ġekil 49’ daki 

grafikler oluĢturulmuĢtur. Enzim özütünün protein miktarı miktarı R² = 0,9983 

doğrulukla 2,0995 μg/μL bulunmuĢtur. Yoğun olan enzim özütü 10 kat sulandırılarak 1 

μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9965 doğrulukla 0,0038 x 10 = 0,038 μmol/dk 

(Ünite) bulunmuĢtur. 

 

3.5.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 50. I372V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 23 - 31 nolu 

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 50). Yapılan ölçüm 

sonuçlarına göre I372V mutant GI’ nın protein miktarı R² = 0,9985 doğrulukla 1,5067 

μg/μL bulundu. Yoğun olan enzim 10 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite deneyi 

A) B) 
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sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9985 doğrulukla 0,0033 x 10 = 

0,033 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 51). 

 

    
ġekil 51.   I372V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen özüte 

ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.5.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 56 - 

62 nolu tüplerde aktivite olduğu saptanmıĢtır (ġekil 52). 

 

 
ġekil 52. I372V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

  

Yapılan ölçümler sonrası I372V mutant GI’ nın protein miktarı R² = 0,9944 

doğrulukla 1,1626 μg/μL bulunmuĢtur. Yoğun olan enzim özütü 10 kat sulandırılrak 

yapılan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9984 

doğrulukla 0,003 x 10 = 0,03 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 53). 

   

A) B) 



65 

  

    
ġekil 53.  I372V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.5.1.5. I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 17 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 4,10’ dan 1,16 

mg/ml’ a düĢürülmüĢ ve spesifik aktivitesi 10,487’ den 25,804 µmol/dk/mg protein’e 

%48,4 verim ile yükseltilmiĢtir. Enzim 26,8 mL hacime ulaĢtırılıp 2,46 kat 

saflaĢtırılmıĢtır.   

 

Tablo 17. I372V’ nin SaflaĢtırma Basamaklarına ait SaflaĢtırma Tablosu 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/mg 

protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba E. 38,6 4,10 158,27 0,043 1659,8 10,487 100 1 

Isı ġoku 33 2,10 69,33 0,038 1254 18,087 75,6 1,72 

Ġyon değiĢim 27 1,51 40,68 0,033 891 21,902 53,7 2,09 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
26,8 1,16 31,16 0,030 804 25,804 48,4 2,46 

 

3.5.1.6. I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına Ait SDS - PAGE Analizi 

 

SaflaĢtırılan I372V mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi uygulaması 

sonrasında elde edilen jel görüntüsü ġekil 54’ te gösterilmiĢtir. 

A) B) 
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ġekil 54. I372V’ nin SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE analizi 

 

Kaba enzimin yüklendiği ((A) 25 µL) kuyucuk incelendiğinde oluĢan yoğun 

protein bantları Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda 

bertaraf edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon değiĢim Kromatografisi 

sonrası ((C) 25 µL) oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir.      

 

3.5.2.  I372V Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.5.2.1.  I372V Mutant GI’ nın Optimum pH Aralığı 

 

 
ġekil 55. I372V’ nin Optimum pH Grafiği 

                        

I372V mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için farklı pH tamponları 

kullanılarak ġekil 55’ te görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 5’ te minimuma 

yakın bir aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin aktivitesi tamamen 

 A        B       C       D 
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durmuĢtur. Grafikten de görüleceği üzere enzim en iyi aktiviteyi pH 6,5’ te 

göstermektedir. 

 

3.5.2.2. I372V Mutant GI’ sının Optimum Sıcaklık Aralığı 

        

 
ġekil 56. I372V’ nin Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

I372V mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için farklı sıcaklıklar 

kullanılarak ġekil 56’ daki grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum 

aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma gerçekleĢmiĢtir. 

Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi çalıĢtığı sıcaklık 85°C’ dir. 

 

3.5.2.3. I372V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 
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I372V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için yapılan GI 

aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 57’ deki 

Michaelis-Menten eğrisi oluĢturuldu. Reaksiyonlarda 5 µL saf enzim özütü (5,8 µg 

protein) kullanıldı ve enzimin; 

 Km değeri 132,11± 3,7 mM, 

  Vmax değeri 65,46 ± 0,55 µmol/dk/mg protein (R
2 

= 0,9975) olarak 

hesaplandı. 

 Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin; 

 kcat  değeri 54,60 1/sn,  

 kcat/ Km değeri 0,413(katalitik etkinlik değeri) olarak hesaplandı 

 

3.6.  V380F Mutant GI’ nın SaflaĢtırması ve Karakterizasyonu 

 

3.6.1.  V380F Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.6.1.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

    
ġekil 58.  V380F’ nin Kaba Ekstraktından elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: 

Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

V380F mutant GI’ ın kaba ekstraktında yapılan ölçümlere göre ġekil 58’ deki 

grafikler oluĢturulmuĢtur. Kaba ekstraktın protein miktarı R² = 0,9983 doğrulukla 

3,7686 μg/μL bulunmuĢtur. Enzim özütü 5 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite 

çalıĢmaları sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9946 doğrulukla 

0,0062 x 5 = 0,031 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur.  

 

 

A) B) 
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3.6.1.2. Isı ġoku Ġle Denetrasyon Uygulaması 

 

    
ġekil 59. V380F’ nin Isı ġoku sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein 

miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

V380F mutant GI’ na ısı Ģoku ile denetrasyonu sonrasında ġekil 59’ daki grafikler 

oluĢturulmuĢtur. Enzim özütünün protein miktarı miktarı R² = 0,9937 doğrulukla 2,2435 

μg/μL bulundu. Enzim özütü 5 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite deneyi sonucunda, 

1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9974 doğrulukla 0,0049 x 5 = 0,0245 

μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 

 

3.6.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 60. V380F’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

     

DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 31 - 36 nolu 

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 60). Uygulama sonrası 

A) B) 
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enzim özütünün protein miktarı R² = 0,998 doğrulukla 0,7882 μg/μL olarak 

bulunmuĢtur. Enzim özütü 5 kat sulandırılarak yapılan GI aktivite ölçümleri sonucunda, 

1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9951 doğrulukla 0,0036 x 5 = 0,018 μmol/dk 

(Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 61). 

 

    
ġekil 61. V380F’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen özüte 

ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.6.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 62. V380F’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

Uygulanan Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrasında sadece 58 - 62 

nolu tüplerde aktivite olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 62). Uygulama sonrası enzim 

özütünün protein miktarı R² = 0,9934 doğrulukla 0,72 μg/μL olarak bulunmuĢtur. 

Enzim özütü 5 kat sulandırılarak yapılan GI aktivite ölçümü sonucunda, 1 μL enzim 

özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9927 doğrulukla 0,0036 x 5 = 0,018 μmol/dk (Ünite) 

olarak bulunmuĢtur (ġekil 63). 

A) B) 
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ġekil 63. V380F’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

3.6.1.5. V380F Mutant GI’ nın SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 18. V380F’ nin SaflaĢtırma Basamaklarına ait SaflaĢtırma Tablosu 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/

µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/mg 

protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba E. 18 3,77 67,84 0,031 558 8,225 100 1 

Isı ġoku 15 2,24 33,65 0,0245 367,5 10,920 65,9 1,3 

Ġyon değiĢim 17 0,79 13,40 0,018 306 22,837 54,8 2,8 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
15 0,72 10,80 0,018 270 25,000 48,4 3,0 

 

Tablo 18 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 3,77’ den 0,72 

mg/ml’a düĢürülmüĢ, spesifik aktivitesi 8,225’ ten 25,000 µmol/dk/mg protein’ e %48,4 

verim ile yükseltilmiĢtir. Enzim 15 mL hacime ulaĢtırılıp 3,0 kat saflaĢtırılmıĢtır.  

 

3.6.1.6. V380F Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına Ait SDS - PAGE Analizi 

 

SaflaĢtırılan V380F mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi uygulaması 

yapıldıktan sonra ġekil 64’ teki jel görüntüsü oluĢturulmuĢtur. 

A) B) 
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 ġekil 64. V380F’ nin SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE Analizi 

                                        

Kaba enzimin yüklendiği ((A) 25 µL) kuyucuk incelendiğinde oluĢan yoğun 

protein bantları Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda 

bertaraf edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon DeğiĢim 

Kromatografisi sonrası ((C) 25 µL) oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

  

3.6.2.  V380F Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.6.2.1.  V380F Mutant GI’ nın Optimum pH Aralığı 

 

 
ġekil 65. V380F’ nin Optimum pH Grafiği 

 

V380F mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için farklı pH tamponları 

kullanılarak ġekil 65’ te görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 5’ te minimuma 

yakın bir aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin aktivitesi tamamen 

   A       B      C     D 
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durmuĢtur. Grafikten de görüleceği üzere enzim en iyi çalıĢma aralığı pH 6,5’te 

göstermektedir.  

 

3.6.2.2. V380F Mutant GI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

  

 
ġekil 66. V380F’ nin Optimum Sıcaklık Grafiği 

        

V380F mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için farklı sıcaklıklar 

kullanılarak ġekil 66’ daki grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum 

aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma gerçekleĢmiĢtir. 

Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi çalıĢtığı sıcaklık 85°C’ dir.  

 

3.6.2.3. V380F Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 

 

V380F mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için yapılan GI 

aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 67’ de görülen 

Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. 
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ġekil 67. V380F Mutant enzimine ait Michaelis - Menten eğrisi 

 

Reaksiyonlarda 10 µl saf enzim özütü (7,2 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 

 Km değeri 116,57 ± 4,37 mM  

 Vmax değeri 37,22 ± 0,39 µmol/dk/mg protein (R
2 
= 0,9955) olarak hesaplandı.  

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin; 

 kcat değeri 31,05 1/sn 

 kcat/ Km değeri 0,266 (katalitik etkinlik değeri) olarak hesaplandı. 

 

3.7.  V380F - I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırması ve Karakterizasyonu 

 

3.7.1.  V380F - I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.7.1.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

V380F - I372V mutant GI’ ın kaba ekstraktında yapılan ölçümlere göre ġekil 68’ 

deki grafikler oluĢturulmuĢtur. 
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ġekil 68.  V380F - I372V’ nin Kaba ekstraktından alınan özüte ait analiz sonuçları (A: 

Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)   

 

Kaba ekstraktın protein miktarı R² = 0,9983 doğrulukla 6,5429 μg/μL bulundu. 

Enzim özütü 10 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim 

özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9978 doğrulukla 0,0026 x 10 = 0,026 μmol/dk (Ünite) 

bulunmuĢtur. 

 

3.7.1.2. Isı ġoku ile Denetrasyon Uygulaması 

 

    
ġekil 69.  V380F - I372V’ nin Isı ġoku sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: 

Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 

 

Isı Ģoku uygulaması sonrasında ġekil 69’ daki grafikler oluĢturulmuĢtur. Enzim 

özütünün protein miktarı R² = 0,9984 doğrulukla 4,2201 μg/μL bulunmuĢtur. Enzim 

özütü 10 kat sulandırılarak yapılan GI aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim 

özütünde GI Aktivitesi R² = 0,998 doğrulukla 0,0027 x 10 = 0,027 μmol/dk (Ünite) 

bulunmuĢtur. 

 

 

 

A) B) 

A) B) 
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3.7.1.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 70. V380F - I372V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması grafiği 

 

Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulama sonrası 29 - 34 nolu fraksiyonlarda 

GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 70). V380F - I372V mutant GI’ nın 

protein miktarı R² = 0,9995 doğrulukla 2,9002 μg/μL bulunmuĢtur. Enzim özütü 10 kat 

sulandırılarak yapılan GI aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI 

Aktivitesi R² = 0,9974 doğrulukla 0,0026 x 10 = 0,026 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur 

(ġekil 71).  

 

    
ġekil 71. V380F - I372V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası elde edilen 

özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini) 
 

 

 

 

 

A) B) 
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3.7.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 72. V380F - I372V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması grafiği 

  

V380F - I372V mutant enzimin Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması sonrası 52 - 57 nolu tüplerde aktivite olduğu saptanmıĢtır (ġekil 72). 

Uygulama sonrası elde edilen enzim özütündeki protein miktarı R² = 0,9959 doğrulukla 

2,1546 μg/μL bulunmuĢtur. Enzim özütü 10 kat sulandırılarak yapılan GI aktivite 

çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9962 doğrulukla 0,0023 

x 10 = 0,023 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 73). 

 

    
ġekil 73. V380F - I372V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi sonrası 

elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI 

aktivitesi tayini) 

 

 

 

A) B) 



78 

  

3.7.1.5. V380F - I372V Mutant GI’ nin SaflaĢtırma Verileri  

 

Tablo 19. V380F - I372V’ nin SaflaĢtırma Basamaklarına ait SaflaĢtırma Tablosu 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/

µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk) 

S. 

Aktivite 

(µmol/dk/

mg 

protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba E. 20,3 6,54 132,82 0,026 527,8 3,974 100,0 1 

Isı ġoku 18,0 4,22 75,96 0,027 486,0 6,398 92,1 1,61 

Ġyon değiĢim  16,3 2,90 47,27 0,026 423,8 8,965 80,3 2,26 

Hidrofobik E. 16,0 2,15 34,47 0,023 368,0 10,675 69,7 2,69 

 

Tablo 19 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 6,54’ den 2,15 

mg/ml’a düĢürülmüĢ, spesifik aktivitesi ise 3,974’ ten 10,675 µmol/dk/mg protein’ e 

%69,7 verim ile yükseltilmiĢtir. Enzim 16 mL hacime ulaĢtırılıp 2,69 kat 

saflaĢtırılmıĢtır.   

 

3.7.1.6. V380F - I372V Mutant GI’ sının SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE Analizi 

 

 
ġekil 74. V380F - I372V’ nin SaflaĢtırılmasına ait SDS-PAGE analizi 

 

SaflaĢtırılan V380F - I372V mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi 

uygulaması sonrasında ġekil 74’deki jel görüntüsü oluĢturulmuĢtur. Kaba enzimin 

yüklendiği ((A) 25 µL) taraf incelendiğinde oluĢan yoğun protein bantları Hidrofobik 

EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda bertaraf edilmiĢtir. Isıl 

iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon DeğiĢim Kromatografisi sonrası ((C) 25 µL) 

oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

 A         B          C        D 
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3.7.2.  V380F - I372V Mutant GI’ nın Karakterizasyonu  

 

3.7.2.1.  V380F - I372V Mutant GI’ nın Optimum pH Aralığı 

 

V380F - I372V mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için farklı pH 

tamponları kullanılarak ġekil 75’ teki grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 5’ te 

minimuma yakın bir aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin aktivitesi 

tamamen durmuĢtur. Grafikten de görüleceği üzere enzim en iyi çalıĢma aralığı pH 6,5’ 

te göstermektedir.  

 

 
ġekil 75. V380F - I372V’ nin Optimum pH Grafiği 

                        

3.7.2.2. V380F - I372V Mutant GI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

 

V380F - I372V mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için farklı 

sıcaklıklar kullanılarak ġekil 76’ da gösterilen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 35 - 

40°C’ de minimum aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek 

azalma gerçekleĢmiĢtir. Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi çalıĢtığı 

sıcaklık 85°C’ dir. 
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ġekil 76. V380F - I372V’ nin Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

3.7.2.3. V380F - I372V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 

 

V380F - I372V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi için yapılan 

GI aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 77’ de 

gösterilen Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. Reaksiyonlarda 2,5 µL saf enzim 

özütü (5,375 µg protein) kullanıldı ve enzimin; Km değeri 174,72 ± 4,6 mM ve Vmax 

değeri 55,76 ± 0,49 µmol/dk/mg protein (R
2 

= 0,9981) olarak hesaplandı. Bu veriler ile 

yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin kcat değeri 46,51 1/sn ve kcat/ Km değeri 

(katalitik etkinlik değeri) ise 0,265 olarak hesaplandı. 
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3.7.3.  W137F - V184S - V380F Mutant Enziminin SaflaĢtırılması ve 

Karakterizasyonu 

 

3.7.4.  W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.7.4.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

    
ġekil 78. W137F - V184S - V380F’ nin kaba ekstraktından elde edilen özüte ait analiz 

sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)   

  

W137F - V184S - V380F mutant GI’ ın kaba ekstraktında yapılan ölçümlere göre 

ġekil 78’ de görülen grafikler oluĢturulmuĢtur. Buna göre kaba ekstraktın protein 

miktarı R² = 0,9933 doğrulukla 6,6146 μg/μL bulundu. Enzim özütü 10 kat 

sulandırılmıĢ ve yapılan GI aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI 

aktivitesi R² = 0,9947 doğrulukla 0,001 x 10 = 0,01 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 

 

3.7.4.2. Isı ġoku ile Denetrasyon Uygulaması 

 

    
ġekil 79. W137F - V184S - V380F’ nin Isı ġoku sonrası elde edilen özüte ait analiz 

sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)   

             

A) B) 

A) B) 
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W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait ısı Ģoku uygulaması sonrasında elde 

edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9913 doğrulukla 5,1147 μg/μL 

bulunmuĢtur. GI aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 

0,9928 doğrulukla 0,0012 x 10 = 0,012 μmol/dk (Ünite) olarak bulunmuĢtur (ġekil 79). 

 

3.7.4.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 80. W137F - V184S - V380F’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması grafiği 

   

DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 25 - 29 nolu 

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 80).  

 

    
ġekil 81. W137F - V184S - V380’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası 

edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi 

tayini)   

 

W137F - V184S - V380F GI’ nın protein miktarı R² = 0,9964 doğrulukla 2,5445 

μg/μL bulunmuĢtur. Enzim özütü 10 kat sulandırılmıĢ ve yapılan GI aktivite çalıĢması 

A) B) 
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sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9974 doğrulukla 0,0013 x 10 = 

0,013 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur (ġekil 81). 

 

3.7.4.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 82. W137F - V184S - V380F’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması grafiği 

 

W137F - V184S - V380F mutant enzimin hidrofobik etkileĢim kolon 

kromatografisi sonrası 54 - 57 nolu tüplerde aktivite olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 82).  

 

    
ġekil 83. W137F - V184S - V380F’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI 

aktivitesi tayini)   

 

Uygulama sonrası elde edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9947 

doğrulukla 1,8085 μg/μL bulunmuĢtur. Enzim özütü 10 kat sulandırılmıĢ ve yapılan GI 

B) A) 
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aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9981 

doğrulukla 0,0012 x 10 = 0,012 μmol/dk (Ünite) olarak bulunmuĢtur (ġekil 83). 

 

3.7.4.5.W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nin SaflaĢtırma Verileri 

 

Tablo 20. W137F - V184S -V380F’ nin SaflaĢtırma Basamaklarına ait SaflaĢtırma Tablosu 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/mg 

protein) 

Verim 
SaflaĢtırma 

katı 

Kaba E. 18,5 6,61 122,37 0,010 185 1,5118 100 1 

Isı ġoku 14,5 5,51 74,16 0,012 174 2,3462 94,1 1,55 

Ġyon 

değiĢim 
12 2,54 3,53 0,013 56 5,1091 84,3 3,38 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
10 1,81 18,09 0,012 120 6,6353 64,9 4,39 

 

Tablo 20 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 6,61’ den 

1,81mg/ml’ a düĢürülmüĢ, spesifik aktivitesi 1,5118’ den 6,6353 µmol/dk/mg protein’ e 

%64,9 verim ile yükseltilmiĢtir. Enzim 10 mL hacime ulaĢtırılıp 4,39 kat 

saflaĢtırılmıĢtır.   

 

3.7.4.6. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE 

Analizi 

 

 
ġekil 84. W137F - V184S - V380F’ nin SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE analizi 

 

SaflaĢtırılan W137F - V184S - V380F mutant enzim SDS - PAGE jel 

elektroforezi ile yürütüldükten sonra ġekil 84’ te jel görüntüsü oluĢturulmuĢtur. Kaba 

enzimin yüklendiği ((A)25 µL) kuyucuk incelendiğinde oluĢan yoğun protein bantları 

Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda bertaraf 

     A      B       C       D 
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edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon DeğiĢim Kromatografisi sonrası 

((C) 25 µL) oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

 

3.7.5. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.7.5.1. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nın Optimum pH Aralığı 

 

 
ġekil 85. W137F - V184S - V380F’ nin Optimum pH Grafiği 

 

W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için 

farklı pH tamponları kullanılarak ġekil 84’ te görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 

5’ te minimuma yakın bir aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin 

aktivitesi tamamen durmuĢtur. 

 

3.7.5.2. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nın Optimum Sıcaklık Aralığı 

 

W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için 

farklı sıcaklıklar kullanılarak ġekil 86’ da görülen grafik oluĢturulmuĢtur. 
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ġekil 86. W137F - V184S - V380F’ nin Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de 

aktivitesinde giderek azalma olduğu görülmektedir. Grafikten de görüleceği üzere 

mutant enzimin en iyi çalıĢtığı sıcaklık 85°C’ dir.  

 

3.7.5.3. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 
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ġekil 87. W137F - V184S - V380F mutant enzimine ait Michaelis - Menten eğrisi 

 

W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi 

için yapılan GI aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 

87’ deki Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. Reaksiyonlarda 1 µL saf enzim özütü 

(1,81 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 
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 Km değeri 71,12 ± 1,06 mM, 

 Vmax değeri 54,18 ± 0,19 µmol/dk/mg protein (R
2 

= 0,9991) olarak 

hesaplandı. 

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin; 

 kcat değeri 45,20 1/sn, 

 kcat/ Km değeri 0,636 (katalitik etkinlik değeri) olarak hesaplandı. 

 

3.7.6.  W137F - V184S - I372V Mutant Enziminin SaflaĢtırması ve 

Karakterizasyonu 

 

3.7.7.  W137F - V184S - I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırılması 

 

3.7.7.1.  Kaba Ekstrakt Uygulaması 

 

    
ġekil 88. W137F - V184S - I372V’ nin Kaba ekstraktından elde edilen özüte özüte ait 

analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)   

 

W137F - V184S - I372V mutant GI’ ın kaba ekstraktında yapılan ölçümlere göre 

ġekil 88’ deki grafikler oluĢturulmuĢtur. Buna göre kaba ekstraktın protein miktarı R² = 

0,9959 doğrulukla 4,3555 μg/μL olarak bulundu. Enzim özütü 5 kat sulandırıldı ve 

yapılan GI aktivite çalıĢması sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 

0,9991 doğrulukla 0,0081 x 5= 0,0405 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 

 

3.7.7.2. Isı ġoku ile Denetrasyon Uygulaması 

 

W137F - V184S - I372V mutant GI’ na ısı Ģoku ile denatrasyonu sonrasında 

yapılan ölçümlere göre ġekil 89’ daki grafikler oluĢturulmuĢtur. 

A) B) 
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ġekil 89.  W137F - V184S - I372V’ nin Isı ġoku sonrası elde edilen özüte özüte ait    

analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI aktivitesi tayini)   

      

Enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9959 doğrulukla 2,3075 μg/μL 

bulunmuĢtur. Enzim özütü 5 kat sulandırılmıĢ ve yapılan GI aktivite çalıĢması 

sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² =0,9997 doğrulukla 0,0081 x 5 = 

0,0405 μmol/dk (Ünite) bulunmuĢtur. 

 

3.7.7.3. DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

 
ġekil 90. W137F - V184S - I372V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması grafiği 

 

DEAE - Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi uygulaması sonrası 29 - 34 nolu 

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 90). Uygulama sonrası 

elde edilen enzim özütünün protein miktarı R² = 0,9916 doğrulukla 1,6358 μg/μL 

bulunmuĢtur. Enzim özütü 5 kat sulandırılmıĢ ve yapılan GI aktivite çalıĢması 

A) B) 
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sonucunda, 1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9987 doğrulukla 0,0079 x 5= 

0,0395 μmol/dk (Ünite) olarak bulunmuĢtur (ġekil 91).  

 

    
ġekil 91. W137F - V184S - I372V’ ye ait Ġyon DeğiĢim Kolon Kromatografisi sonrası 

elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI 

aktivitesi tayini)   

 

3.7.7.4.  Fenil Sefaroz Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi Uygulaması 

 

                        
ġekil 92. W137F - V184S - I372V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

uygulaması grafiği 

  

Hidrofobik etkileĢim kolon kromatografisi uygulaması sonrası 53 - 57 nolu 

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varlığına rastlanılmıĢtır (ġekil 92). Uygulama sonrası 

elde edilen enzim özütündeki protein miktarı R² = 0,9966 doğrulukla 1,1841 μg/μL 

bulunmuĢtur. Enzim özütü 5 kat sulandırıldı ve yapılan GI aktivite çalıĢması sonucunda, 

1 μL enzim özütünde GI Aktivitesi R² = 0,9984 doğrulukla 0,0065x 5 = 0,0325 μmol/dk 

(Ünite) olarak hesaplanmıĢtır (ġekil 93). 

A) B) 
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ġekil 93. W137F - V184S  - I372V’ ye ait Hidrofobik EtkileĢim Kolon Kromatografisi 

sonrası elde edilen özüte ait analiz sonuçları (A: Protein miktarı tayini, B: GI 

aktivitesi tayini)   

 

3.7.7.5. W137F - V184S - I372V Mutant GI’ nin SaflaĢtırma Verileri  

 

Tablo 21. W137F - V184S - I372V’ nin SaflaĢtırma Basamaklarına ait SaflaĢtırma Tablosu 

SaflaĢtırma 

Basamakları 

Total 

Hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Total 

Protein 

(mg) 

Aktivite 

(µmol/dk/µl) 

Total 

Aktivite 

(µmol/dk) 

S. Aktivite 

(µmol/dk/mg 

protein) 

Verim 

SaflaĢtı

rma 

katı 

Kaba E. 18,5 4,36 80,58 0,0405 749,3 9,299 100 1 

Isı ġoku 17 2,31 39,23 0,0405 688,5 17,551 91,9 1,89 

Ġyon değiĢim 15,5 1,65 25,63 0,0395 612,3 23,884 81,7 2,57 

Hidrofobik 

EtkileĢim 
15 1,18 17,76 0,0325 487,5 27,447 65,1 2,95 

 

Tablo 21 incelenecek olursa saflaĢtırılan enzimin protein miktarı 4,36’ dan 1,18 

mg/ml’ a düĢürülmüĢ, spesifik aktivitesi 9,299’ den 27,447µmol/dk/mg protein’ e 

%65,1 verim ile yükseltilmiĢtir. Enzim 15 mL hacime ulaĢtırılıp 2,95 kat 

saflaĢtırılmıĢtır.  

 

3.7.7.6. W137F - V184S - I372V Mutant GI’ nın SaflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE 

Analizi 

 

SaflaĢtırılan W137F - V184S - I372V enzimine ait SDS - PAGE jel elektroforezi 

uygulaması sonrası elde edilen jel görüntüsü ġekil 94’ te gösterilmiĢtir. 

A) B) 
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ġekil 94. W137F - V184S - I372V’ nin saflaĢtırılmasına ait SDS - PAGE analizi 

 

Kaba enzimin yüklendiği ((A) 25 µL) taraf incelendiğinde oluĢan yoğun protein 

bantları Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi sonrası ((D) 25 µL) büyük oranda bertaraf 

edilmiĢtir. Isıl iĢlem sonrası ((B) 25 µL) ve DEAE Ġyon DeğiĢim Kromatografisi sonrası 

((C) 25 µL) oluĢan protein bantları kuyucuklarda görülmektedir. 

 

3.7.8.  W137F - V184S - I372V Mutant GI’ nın Karakterizasyonu 

 

3.7.8.1.  W137F - V184S - I372V Mutant GI’ nın Optimum pH Aralığı  

 

 
ġekil 95. W137F - V184S - I372V’ nin Optimum pH Grafiği 

                        

W137F - V184S - I372V mutant GI’ na ait optimum pH’ ın belirlenmesi için 

farklı pH tamponları kullanılarak ġekil 95’ te görülen grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim pH 

5’ te minimuma yakın bir aktivite göstermiĢtir ve pH 10’ a gelindiğinde enzimin 

 A      B      C      D 
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aktivitesi tamamen durmuĢtur. Grafikten de görüleceği üzere enzim en iyi çalıĢma 

aralığı pH 6,5’ te göstermektedir. 

 

3.7.8.2. W137F - V184S - I372V Optimum Sıcaklık Aralığı  

 

 
ġekil 96. W137F – V184S – I372V’nin Optimum Sıcaklık Grafiği 

 

W137F - V184S - I372V mutant GI’ na ait optimum sıcaklığın belirlenmesi için 

farklı sıcaklıklar kullanılarak ġekil 96’ daki grafik oluĢturulmuĢtur. Enzim 30 - 35 - 

40°C’ de minimum aktivite göstermiĢ, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek 

azalma gerçekleĢmiĢtir. Grafikten de görüleceği üzere mutant enzimin en iyi çalıĢtığı 

sıcaklık 85°C’ dir.  

       

3.7.8.3. W137F - V184S - I372V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler 

 

W137F - V184S - I372V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi 

için yapılan GI aktivite çalıĢmalarından sonra OriginPro 8.1 analiz programı ile ġekil 

97’ deki Michaelis - Menten eğrisi oluĢturuldu. 
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ġekil 97. W137F - V184S - I372V mutant enzimine ait Michaelis - Menten eğrisi 

                                                   

Reaksiyonlarda 2 µL saf enzim özütü (2,36 µg protein) kullanıldı ve enzimin; 

 Km değeri 64,37 ± 1,3 mM,  

 Vmax değeri 99,05 ± 0,44 µmol/dk/mg protein (R
2 

= 0,9983) olarak 

hesaplandı.  

Bu veriler ile yapılan hesaplamalar sonucunda enzimin; 

 kcat değeri 82,62 1/sn, 

 kcat/ Km değeri 1,283 (katalitik etkinlik değeri)olarak hesaplandı. 
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4. TARTIġMA VE SONUÇLAR 

 

Anoxybacillus gonensis 55 - 60ºC’ de optimum büyüme gösteren termofilik bir 

bakteridir (Belduz vd., 2003). Bu termofilik bakteri gerek kinetik parametreleri gerekse 

biyokimyasal özellikleri açısından endüstriyel olarak tercih edilebilir bir glukoz 

izomeraz enzimine sahiptir (AgoGI). Bu enzimi kodlayan 1326 nt’ lik gen (xylA) 

Karaoğlu 2010 tarafından bir ekspresyon vektörü olan pET28(a)+ vektörüne 

klonlanarak E. coli BL21 (DE3) içerisinde ekspres edilmiĢtir. Ġlgili enzim hem bu 

Ģekilde rekombinant olarak hem de A. gonensis’ ten yaban tip olarak saflaĢtırılmıĢ ve 

karakterize edilmiĢtir. Elde edilen verilere göre A. gonensis GI’ sı (yaban tip) optimum 

85°C’ de ve 6,5 pH’ da çalıĢan oldukça termofilik bir enzimdir. Enzimin Km’ si 146,08 

± 9,50 mM, Vmax’ ı ise 43,72 ± 1,01 µmol/dk/mg protein olarak bulunmuĢtur. Bu veriler 

doğrultusunda enzimin kcat değeri 36,47 (1/sn), katalitik etkinliğini gösteren kcat/ Km 

değeri 0,250 olarak hesaplanmıĢtır. Klonlanan enzimin (rekombinat olarak üretilen) Km’ 

si 138,37 ± 7,63 mM ve Vmax değeri ise 40,51 ± 0,81 µmol/dk/mg protein olarak 

hesaplanmıĢtır. Bu veriler doğrultusunda enzimin kcat değeri 33,79 (1/sn), katalitik 

etkinliğini gösteren kcat/Km değeri 0,244 olarak hesaplanmıĢtır. Açığa çıkarılan 

aminoasit sırası göstermiĢtir ki A. gonensis GI’ sı Tip 2 glukoz izomerazlar sınıfına 

girmektedir (Karaoglu vd., 2013). Yapılan bu çalıĢmalar Karaoglu vd. (2013) ve 

Yanmis vd. (2014) tarafından uluslararası literatüre kazandırılmıĢtır. 

 

Enzimin katalitik etkinliğini arttırmak maksadı ile aktif bölgede olduğu tahmin 

edilen H99D, H99Q, H99E, H99N, H99L, W137F, V184T ve V184S mutasyonları 

enzim üzerinde uygulanmıĢtır. Her bir mutasyon ayrı ayrı irdelenerek karakterize 

edilmiĢtir. Bu mutasyonlardan W137F mutasyonu sonucu A. gonensis GI’ sının Km 

değerinde azalma, katalitik etkinliğinde ise önemli bir artıĢ sağlanmıĢtır. Katalitik 

etkinlikte artıĢa sebep veren iki mutasyon enzim üzerinde birlikte denenerek W137F - 

V184S çifte mutasyonu ile enzimin katalitik etkinliği yaklaĢık  yaban tip enzime 

nazaran 10 kat daha artırılmıĢtır (Karaoğlu H., 2010).  

 

Üretim maliyeti, enzimin endüstriyel alanda kullanımında oldukça önem arz 

etmektedir. GI’ lar genellikle HFCS üretiminde kullanılmakta olup, bu amaç için 

çoğunlukla termofilik organizmalardan elde edilen GI’ lar kullanılmaktadır.  Bu 
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alandaki enzim uygulamaları, immobilize edilmiĢ bir Ģekilde, pH 7,5 - 8,5 aralığında ve 

55 - 65ºC’ de yapılmaktadır.   

 

Enzimin yarılanma ömrünü arttırmaktır Ģüphesiz ki endüstriyel uygulamalarda 

enzimin maliyetini azaltmanın diğer bir yoludur.  GerçekleĢtirilen bu tez kapsamında, 

kritik noktalar belirlenerek, A. gonensis G2
T 

glukoz izomerazının bölge özgün 

mutasyonlar ile ısıl kararlılığını ve yarılanma ömrünü artırılması çalıĢılmıĢtır.  Enzimin 

termofilik karakter göstermesinde etkili olan kritik amino asitleri belirlemek için birçok 

termofilik ve mezofilik karakter gösteren organizmalara ait GI’ ların amino asit sıraları 

birbirleriyle ve A. gonensis GI’ sı ile çakıĢtırılmıĢtır (Tablo 22).   

 

Ayrıca enzimin üç boyutlu yapısı, PyMOL Software version 1.7.4 kullanılarak 

oluĢturulmuĢ ve Geobacillus stearothermophilus GI ile karĢılaĢtırılmıĢtır. ġekil 2’ de 

görüleceği üzere, enzimlerin göstermiĢ oldukları sekonder yapı organizasyonları 

birbirine oldukça benzemekte olup α -heliks ve β - levha tabakaların birbirlerine göre 

konumları ve boyutları neredeyse aynı olduğu gözükmektedir.   

 

Tablo 22’ de de görüleceği üzere belirlenen noktalarda A. gonensis GI’ sı 

termofilik karakterli GI’ lardan çok mezofilik karakterli GI’ lara benzemektedir. A. 

gonensis GI’ sının 172’ inci amino asidi izolösin olarak gözükmektedir ve 8 nolu α - 

heliks (H8) içerisinde konumlanmıĢtır. Termofilik karakter gösteren tüm GI’ larda bu 

konumda valin amino asidi bulunmaktadır. Valinin incelenen mezofilik karakterli GI’ 

larda hiç bulunmaması ve incelenen tüm termofilik karakterli GI’ larda var olması bu 

bölgede valin amino asidinin enzimin termofilik karakterde olmasına etki ettiğinin bir 

göstergesi olduğu düĢünülebilir. Dolasyısıyla, yapılacak olan I372V mutasyonu A. 

gonensis GI’ sının termofilik karakterinde bir artıĢa neden olabilir. Bu strateji göz 

önünde bulundurularak bu çalıĢmada, A.gonensis GI’ sının ısıl kararlılığı arttırabileceği 

muhtemel olan 4 farklı noktada (323, 372, 380 ve 398. amino asitler) 5 farklı mutasyon 

yapılması planlanmıĢtır. Mutasyonlar baĢarılı Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢ, mutant enzimler 

E. coli BL21(DE3) içerisinde ekspres edilmiĢtir. Isıl kararlılıkta artıĢa neden olan I372V 

ve V380F mutasyonları ikili olarak (I372V - V380F) aynı enzim üzerinde denemiĢ ve 

etkileri araĢtırılmıĢtır. Ayrıca bu mutasyonlar katalitik etkinliği arttıran W137F - V184S 

mutantı ile birlikte de aynı enzim üzerinde denenmiĢtir.  
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Tablo 22. Mutasyonların tasarlanmasında kullanılan GI’ lara ait amino asit dizilimi 

karĢılaĢtırması 

 
 

 
D398S I323V I372Q I372V V380F 

M
ez

o
fi

li
k
 m

ik
ro

o
rg

an
iz

m
al

ar
a 

ai
t 

T
ip

2
 

G
I’

la
r 

B. subtilis E I I I V 

B. megaterium E I V V V 

B. licheniformis E I L L V 

E. coli K I I I R 

K. pneumoniae N I I I R 

H. influenzae Q I L L I 

L.lactis N I I I I 

R. flavefaciens A V I I F 

T. halophilus E V K K I 

S. xylosus E I I I I 

L.pentosus A V K K L 

L.brevis S V K K L 

 A. gonensis G2T D I I I V 

T
er

m
o
fi

li
k
 

m
ik

ro
o
rg

an
iz

m
al

ar
a 

ai
t 

T
ip

2
 G

I’
la

r 

C.thermosulfurogenes S V V V F 

T. saccharolyticum S V V V F 

C.thermohydrosulfuricum S V V V F 

C.thermosaccharolyticum S V V V F 

T. aquaticus S V V V F 

T. neopalitana E V V V F 

T. maritima E V A A F 

α-heliks 

Yapıları  

 
h H6 H8 H8 H9 

  

Ġlk denmelerde, yapılan tüm kinetik ve biyokimyasal deneylerde GI aktivite 

deneyi olarak Sistein - Karbozol - Sülfürik Asit metodu kullanılmıĢtır. Martin Schenk 

ve Hans Bisswanger (1998)’ e göre Sistein - Karbozol - Sülfürik Asit metodu sonrası 

oluĢan reaksiyonun sonlanmadığı tespit edilmiĢtir. Reaksiyon 30 dk sonunda bile az 

miktarda devam ettiğinde spektrofotometrede ölçümler alınıncaya kadar ki zamanda bir 

miktar reaksiyon gerçekleĢmekte, bu durum da kinetik çalıĢmalar gibi aĢırı hassasiyet 

isteyen çalıĢmalarda doğru ölçümlerin alınmasında zorluklar meydana getirmektedir. Bu 

sebeple GI aktivite deneyleri, Martin Schenk and Hans Bisswanger (1998)’ in 

uyarladığı Seliwanoff reaksiyonu ile yapılmaya baĢlanmıĢtır. Bu yöntem ile analizi 

yapılan fruktoz tayininden daha tutarlı sonuçlar alınmıĢtır.  

  



97 

  

Mutant enzimler üretildiği konak organizmadan (E. coli BL21(DE3)) ısı Ģoku 

uygulaması ve kolon kromatografisi yöntemleri ile saflaĢtırılmıĢtır. Enzimlerin saflık 

dereceleri saflaĢtırma tabloları ve SDS - PAGE elektroforezi ile ayrı ayrı gösterilmiĢtir.  

Söz konusu mutasyonların enzimin diğer biyokimyasal parametrelerine (optimum pH ve 

sıcaklık, vb.) ve kinetik parametrelerine (Km, Vmax, kcat ve kcat/Km) olan etkileri de 

araĢtırılmıĢtır. Dolayısıyla, bu çalıĢma, ısıl kararlılığının arttırılmasının yanı sıra 

enzimin katalitik etkinliğinde geliĢtirmesine yönelik araĢtırmalar içermektedir. Elde 

edilen kinetik veriler Tablo 23’ de gösterilmektedir. 

 

Tablo 23. Kinetik hesaplamalar 
 

Km Vmax kcat kcat/ Km 

Ortalama 

yarılanma 

ömrü 

Kaynak 

AgoGI-Wild-Type 146,08 ± 9,50 43,72 ± 1,01 36,47 0,250    19 
(Karaoğlu, 2010 

Karaoglu vd., 2013) 

AgoGI-rec 

(Rekombinant) 
138,37 ± 7,63 40,51 ± 0,81 33,79 0,244 19 

(Karaoğlu, 2010 

Karaoglu vd., 

2013) 

AgoGI (Rekombinant) 124,45 ± 2,99 39,6 ± 0,79 33,03 0,266 19 Bu ÇalıĢma 

D398S 122,05 ± 2,84 44,99 ± 0,30 37,53 0,308 19 Bu ÇalıĢma 

I323V 140,02 ± 3,43 40,52 ± 0,30 33,80 0,241 19 Bu ÇalıĢma 

I372Q 110,17 ± 3,09 22,65 ± 0,17 18,89 0,172 8 Bu ÇalıĢma 

I372V 132,11 ± 3,70 65,46 ± 0,55 54,60 0,413 31 Bu ÇalıĢma 

V380F 116,57 ± 4,37 37,22 ± 0,39 31,05 0,266 26 Bu ÇalıĢma 

V380F - I372V 174,72 ± 4,6 55,76 ± 0,49 46,51 0,265 27 Bu ÇalıĢma 

W137F - V184S  39,29 ± 2,87 99,71 ± 1,83 83,17 2,116 19 Karaoğlu, 2010 

W137F - V184S - V380F 71,12 ± 1,06 54,18 ± 0,19 45,20 0,636 14 Bu ÇalıĢma 

W137F - V184S - I372V 64,37 ± 1,3 99,05 ± 0,44 82,62 1,283 30 Bu ÇalıĢma 

 

Tabloda da görüldüğü üzere A. gonensis’ e ait GI, Karaoğlu (2010) tarafından elde 

edilen kinetik verilere benzer veriler ile yeniden ve baĢarılı bir Ģekilde rekombinant 

olarak üretilerek karakterize edilmiĢtir.  

 

4.1. Mutasyonların Değerlendirilmesi 

 

Mutant enzimlere ait karakterizasyon sonrası yapılan mutasyonların enzimlerin 

kinetik ve biyokimyasal parametrelerine olan etkileri ilerleyen kısımlarda detaylı olarak 

tek tek anlatılmıĢtır. 
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4.1.1. D398S Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

 

 
ġekil 98. D398S mutasyonuna ait üç boyutlu modelleme 

 

A. gonensis GI’ sında 398. amino asit olan aspartat (D) serin (S) amino asidi ile 

değiĢtirilerek D398S mutasyonu gerçekleĢtirildi. Aspartat negatif yüklü hidrofilik bir 

amino asit ilen serin yüksüz (- OH) grubu taĢıyan hidrofilik karakterli bir amino asittir 

(ġekil 98). Her ne kadar bu mutasyon ile enzimde yük değiĢimi meydana getirilse de 

398. amino asit enzimin H10 ve H11 heliksi arasında ve enzimin en uç kısmında yer 

almaktadır. D398 amino asidi enzimin herhangi baĢka bir amino asidi ile etkileĢim 

içerisinde bulunmamaktadır. Bu durumda bu noktada yapılacak olan herhangi bir 

mutasyonun enzimin biyokimyasal ve kinetik parametrelerini etkilemesi pek mümkün 

görülmemektedir.    

  

Tablo 23 ve ġekil 99 incelenecek olursa, beklenildiği üzere, D398S mutasyonu 

enzimin hiçbir biyokimyasal ve kinetik parametreleri üzerinde değiĢiklik meydana 

getirmemiĢtir. 

 

  Aspartat               Serin            
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ġekil 99. D398S’ nin Isıl Kararlılık grafiği 

 

4.1.2. I323V Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

 

 
ġekil 100. I323V mutasyonuna ait üç boyutlu modelleme 

 

A. gonensis GI’sında 323. amino asit olan izolösin (I) amino asidi valin (V) amino 

asidi ile değiĢtirilerek I323V mutasyonu gerçekleĢtirildi. 323. Amino asit H6 α - 

heliksinde bulunur ve etrafında etkileĢim yapacağı bir hidrofobik bölge 

bulunmamaktadır (ġekil 100). Bu doğrultuda I323V mutasyonunun enzimin kinetik ve 

biyokimyasal parametrelerinden bir değiĢime neden olması beklenmemektedir.  

 

Tablo 23 ve ġekil 101 incelenecek olursa, beklenildiği üzere, I323V mutasyonu 

enzimin hiçbir biyokimyasal ve kinetik parametreleri üzerinde değiĢiklik meydana 

getirmemiĢtir. ġekil 101’ de mutant enzimin yarılanma ömrü her ne kadar 27 gün gibi 

görülse de Ģeklin bütünü göz önüne alındığında ısıl kararlılık olarak yaban tip enzimden 

farklılık göstermemektedir. Bu sebeple mutant enzimin yarılanma ömrü 19 gün olarak 

kabul edilmiĢtir.     

 Ġzolösin           Valin                
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ġekil 101. I323V’ nin Isıl Kararlılık grafiği 

 

4.1.3. I372V ve I372Q Mutasyonlarının Değerlendirilmesi 

 

A. gonensis GI’ sında 372. amino asit olan Ġzolösinin (I) Valin (V) amino asidi ile 

değiĢtirilmesi ile I372V mutasyonu gerçekleĢtirildi. I372 mutasyonu ile enzimin 

biyokimyasal ve kinetik parametrelerinde bir değiĢiklik beklenmemektedir. Her iki 

amino asit de hidrofobik karakterli olup izolösin amino asidi valinde bir metil grubu 

kadar daha uzundur. ġekil 102 incelenecek olursa bu metil grubunun fazlalığı H6 ve H8 

α- helikslerinin birbirine kesiĢtiği yerde bulunmaktadır. 

 

 
ġekil 102. I372V mutasyonuna ait üç boyutlu modelleme 

 

Tablo 23 incelenecek olursa I372V mutasyonu ile beklenildiğinin aksine enzimin 

kinetik parametreleri oldukça değiĢmiĢtir. Özelikle Vmax değerindeki 1,6 kat artıĢ 

enzimin çevrim sayısı ve katalitik etkinlik değerlerini arttırmıĢtır. Benzer Ģekilde, ġekil 

Ġzolösin         Glutamin 

Valin 

H8 

H6 

H2 

I372 
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103 incelecek olursa, hiç beklenmediği halde enzimin ısıl kararlılığı da artmıĢtır. 

Enzimin yarılanma ömrü 19 günden 31 güne artıĢtır.  

 

Her iki amino asitde hidrofobik karakterli olup izolösin amino asidi valinde bir 

metil grubu kadar daha uzundur. ġekil 102 incelenecek olursa bu metil grubunun 

fazlalığı H6 ve H8 α- helikslerinin birbirine kesiĢtiği yerde bulunmaktadır. I372V 

mutasyonu ile azaltılan metil grubu H6 ve H8 α- helikslerinin birbirlerine 

yakınlaĢmasına müsaade edebilmektedir. Enzimin kinetik ve biyokimyasal 

parametrelerdeki beklenmedik değiĢiklik H6 ve H8 α- helikslerinin birbirleri ile olan 

etkileĢimlerinden kaynaklanıyor olabilir. Enzimin kristalleĢtirilerek 3 boyutlu yapısının 

analiz edilmesi ile ancak bu etkileĢimler aydınlatılabilir.  

 

 
ġekil 103. I372V’ nin Isıl Kararlılık grafiği 

 

Benzer Ģekilde izolösinden çok daha uzun olan glutaminin H6 ve H8 α-

helikselerinin birbirleri ile olan etkileĢimlerini birbirinden uzaklaĢtırarak azalttığı için 

kinetik ve biyokimyasal parametrelerinde kötü yönde değiĢimler meydana gelmiĢtir. Bu 

sonuçta, 372. amino asidin H6 ve H8 α- helikselerinin birbirleri ile olan etkileĢimlerinde 

rol oynadığı fikrini desteklemektedir.  
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ġekil 104. I372Q’ nun ısıl kararlılık grafiği 

 

I372Q mutasyonu ile enzimin optimum pH değeri 6,5’ dan 7’ ye değiĢmiĢtir 

(ġekil 45). Enzimin pH değerindeki değiĢim birden çok aminoasitteki etkileĢimlerin 

değiĢimi ile mümkündür. pH değiĢikliği 372. amino asidin H6 ve H8 α - helikslerinin 

birbirleri ile olan etkileĢimlerinde rol oynadığı fikrini desteklemektedir. Enzimin 

totalinde meydana gelen etkileĢim değiĢikliği, pH’nın değiĢmesine neden olmuĢtur. 

ġekil 104 incelenecek olursa enzimin yarılanma ömrü 19 günden 8 güne düĢmüĢtür. 

 

4.1.4. V380F Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

 

 

 
ġekil 105. V380F mutasyonuna ait üç boyutlu modelleme 

    

A. gonensis GI’ sında 380. Valin (V) amino asiti Fenil alanin (F) amino asidi ile 

değiĢtirilerek V380F mutasyonu gerçekleĢtirildi. Valin amino asidi hidrofobik özellikte 

bir amino asittir. Fenilalanin hidrofobik özellikte ve valine göre oldukça daha uzun yan 

zincire sahip bir amino asittir. V380F mutasyonu aktif bölgeye uzak olduğundan dolayı 

enznimin Km ve Vmax’ sında bir değiĢiklik beklenmemektedir. Bu bölgede mutasyon ile 

V380

372 F380

372 
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birlikte hidrofobik etkileĢimin daha güçlü bir hale gelmesi mümkündür.  Aynı 

karakterde aminoasit olmalarından ve aktif bölgeye olan uzaklığından dolayı V380F 

mutasyonunundan enzimin kinetik ve biyokimyasal parametrelerinde bir geliĢme 

göstermemesi beklenmektedir.  Tablo 23 incelenecek olursa, beklendiği üzere, enzimin 

kinetik parametrelerinde önemli bir değiĢim olmamıĢtır fakat enzimin ısıl karalılığı 

artmıĢtır. Enzimin yarılanma ömrü 19 günden 26 güne çıkmıĢtır (ġekil 107). 

 

 
ġekil 106. V380F mutasyonun α - heliks tabakalara etkisi 

 

ġekil 106 incelenecek olursa V380 H9 α - heliksi üzerinde bulunmaktadır. Fenil 

alanin ilavesi ile H9 - H13 tabakları arası açılmaya zorlanmıĢ ve H13 α - heliksi diğer 

zincirin H8 heliksine yakınlanmıĢtır. Bu yakınlaĢma sonucu meydana gelen birçok yeni 

etkileĢim enzimin ısıl kararlılığındaki beklenmedik artıĢın açıklaması olabilir.  

 

 
ġekil 107. V380F’ nın Isıl Kararlılık grafiği 

H8 
H13 

H9 
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4.1.5. V380F - I372V Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

  

V380F ve I372V mutasyonları ile doğal enzimin ısıl kararlılığında artıĢ 

sağlanmıĢtı. Her iki mutasyon, birlikte, A. gonensis GI’ si üzerinde denenerek ortak 

etkileri araĢtırıldı. V380F ve I372V mutasyonları tek baĢına yapıldıklarında enzimin Km 

değerinde önemli bir değiĢime neden olmamıĢtı. Birlikte uygulandıklarında ise yaban 

tip enzime göre Km değeri oldukça artmıĢ ve substrata olan ilgi azalmıĢtır (Tablo 24). 

Her iki mutasyonda enzimin tersiyer yapısında köklü değiĢikliklere sebep 

verebilecekleri ilgili mutasyon bölümlerinde anlatılmıĢtır.  

 

Tablo 24. V380F - I372V Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

 
Km Vmax kcat 

kcat/ 

Km 

Ortalama 

yarılanma 

ömrü 

Kaynak 

AgoGI 

(Rekombinant) 
124,45 ± 2,99 39,6 ± 0,79 33,03 0,266 19 Bu ÇalıĢma 

I372V 132,11 ± 3,70 65,46 ± 0,55 54,60 0,413 31 Bu ÇalıĢma 

V380F 116,57 ± 4,37 37,22 ± 0,39 31,05 0,266 26 Bu ÇalıĢma 

V380F - I372V 174,72 ± 4,6 55,76 ± 0,49 46,51 0,265 27 Bu ÇalıĢma 

 

V380F ve I372V mutasyonları birlikte uygulandıklarında enzimin ısıl karalılığı 

üzerine olan ayrı ayrı etkilerini daha ileriye taĢıyamamıĢtır (ġekil 108). 

 

 
ġekil 108. V380F - I372V’ nin Isıl Kararlılık grafiği 
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4.2. W137F - V184S - V380F Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

 

V380F mutasyonu ile yaban tip enzimin ısıl kararlılığı arttırılarak enzimin 

yarılanma ömrü 19 günden 26 güne yükseltilmiĢtir. BaĢarı elde edilen bu mutasyon 

katalitik etkinliği oldukça arttırılmıĢ olan W137F - V184S mutantında denenerek,  

W137F - V184S - V380F üçlü mutasyonu baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Yeni 

oluĢan mutant enzimin kinetik parametreleri yaban tip enzime göre üstün, W137F - 

V184S mutant enzimine göre düĢük niteliktedir (Tablo 24). Fakat oluĢan son mutant 

enzimin ısıl karalılığı istenilen niteliklerde değildir.  

 

Tablo 25. W137F - V184S - V380F mutasyonunun değerlendirilmesi 

 
Km      Vmax     kcat 

kcat/ 

Km 

Ortalama 

yarılanma 

ömrü 

Kaynak 

AgoGI (Rekombinant) 124,45 ± 2,99 39,6 ± 0,79 33,03 0,266 19 
Bu 

ÇalıĢma 

V380F 116,57 ± 4,37 37,22 ± 0,39 31,05 0,266 26 
Bu 

ÇalıĢma 

W137F – V184S 39,29 ± 2,87 99,71 ± 1,83 83,17 2,116 19 
Karaoğlu, 

2010 

W137F – V184S – V380F 71,12 ± 1,06 54,18 ± 0,19 45,20 0,636 14 
Bu 

ÇalıĢma 

 

Enzimin yarılanma ömrü 14 gündür ve bu yaban tip enzimden daha karsız 

olduğunu göstermektedir (ġekil 109). 

 

 
ġekil 109. W137F - V184S - V380F’ nin Isıl Kararlılık Grafiği 
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4.3. W137F - V184S - I372V Mutasyonunun Değerlendirilmesi 

 

V101R mutasyonu ile yaban tip enzimin ısıl kararlılığı arttırılarak enzimin 

yarılanma ömrü 19 günden 31 güne yükseltilmiĢtir. BaĢarı elde edilen bu mutasyon 

katalitik etkinliği oldukça arttırılmıĢ olan W137F - V184S mutantında denenerek,  

W137F - V184S - I372V üçlü mutasyonu baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Tablo 

26’ da da görüldüğü üzere I372V mutantı ısıl kararlılığında, kcat ve Vmax değerlerinde bir 

bozulma olmadan W137F - V184S mutantı üzerine baĢarılı bir Ģekilde uygulanmıĢtır.  

 

Tablo 26. W137F - V184S - I372V mutasyonunun değerlendirilmesi 
 

Km Vmax kcat 
kcat/ 

Km 

Ortalama 

yarılanma 

ömrü 

Kaynak 

AgoGI (Rekombinant) 124,45 ± 2,99 39,6 ± 0,79 33,03 0,266 19 
Bu 

ÇalıĢma 

I372V 132,11 ± 3,70 65,46 ± 0,55 54,60 0,413 31 
Bu 

ÇalıĢma 

W137F – V184S  39,29 ± 2,87 99,71 ± 1,83 83,17 2,116 19 
Karaoğlu, 

2010 

W137F – V184S – I372V 64,37 ± 1,3 99,05 ± 0,44 82,62 1,283 30 
Bu 

ÇalıĢma 

 

Bu mutasyon ile hedeflenen; yüksek katalitik aktiviteye sahip ve daha ısıl kararlı bir 

enzim üretilmiĢtir (ġekil 110). 

 

 
ġekil 110. W137F - V184S - I372V’ nin ısıl kararlılık grafiği 



107 

  

5. ÖNERĠLER 

 

V380F ve I372V mutasyonları ile baĢarılı sonuçlar alınmıĢtır. Bu mutasyonlar A. 

gonensis GI’ sı üzerinde birlikte denerek ortak etkileri araĢtırılmıĢtır. Ayrıca bu 

mutasyonlar W137F - V184S mutasyonu ile birlikte denenerek etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Fakat V380F - I372V mutasyonu W137F - V184S mutasyonu ile birlikte 

denenmemiĢtir. Bu 4 mutasyon bir enzim üzerinde aynı anda denenerek W137F - 

V184S - V380F - I372V mutant enziminin de karakterize edilmesi biyokimyasal ve 

kinetik parametreleri açısından daha üstün bir enzimin tasarlanması için önemli 

sonuçlar verebilir. 

 

Mutasyon bölgeleri termofilik ve mezofilik karakterli bakterilerin amino asit 

dizilerinin birbirleriyle karĢılaĢtırılmasına göre seçilmiĢtir. Mutasyon noktalarının 

enzimin üç boyutlu modellemesine göre dizayn edilmesi noktaların etkilerinin daha iyi 

sonuç vermesi yönünde faydalı olabilir. Mevcut sekonder yapıların aydınlatılarak bu 

yapıların birbirleriyle olan iliĢkilerinde etkili olan amino asitlerin seçilmesi mutasyon 

noktalarının etkilerini arttıracaktır.  

 

I373V mutasyonu enzim üzerinde köklü değiĢiklikler meydana getirmiĢtir. Bu 

durum 373. amino asit olan izolösinin enzimin Ģekillenmesinde kritik bir noktada 

olduğunun göstergesidir. Bu açıdan bu noktada değiĢik amino asitler ile meydana 

getirilecek mutasyonların çok farklı sonuçlar vereceği olasıdır. Bu sebeple I372H, 

I372S, I372D, I372G, I372A ve bunun gibi mutasyonlar bölgede denenebilir.  

 

Benzer Ģekilde V380F mutasyonu da enzim üzerinde köklü değiĢiklikler meydana 

getirmiĢtir. 380. amino asit olan valin amino asidinin Fenil alanin amino asidine 

dönüĢtürülmesiyle enzimin Ģekillenmesinde kritik bir noktada olduğunun göstergesidir. 

Bu noktada yapılacak olan farklı amino asitler ile meydana getirilecek olan 

mutasyonların da çok farklı sonuçlar vereceği olasıdır. Bu sebeple V380H, V380S, 

V380D, V380G, V380A ve bunun gibi mutasyonlar bölgede denenebilir.  
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