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OZET

D398S, 1323V, 1372Q/V VE V380F MUTASYONLARININ Anoxybacillus gonensis
GLUKOZ iZOMERAZININ KIiNETiK PARAMETRELERI VE ISIL KARARLILIGI
UZERINE OLAN ETKISININ ARASTIRILMASI

Merve KIZAKLI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Hakan KARAOGLU

Glukozun fruktoza isomerizasyonunu katalizleyen glukoz izomeraz (D- xylose ketol - isomerase
E.C 5.3.1.5) bircok mikroorganizmada bulunmaktadir. Giiniimiize kadar bir¢ok termofilik
bakteriden GI’ lar karakterize edilerek bircogu endiistriyel alanlarda kullanilir hale getirilmistir.
Ayrica endiistriyel alanlarda kullanilmak {izere bircok GI geni biyomiihendislik uygulamalari ile
mutant hale getirilerek GI’ i hem kinetik hem de biyokimyasal parametrelerinin gelistirilmesi
iizerine birgok ¢alisma yapilmustir. Anoxybacillus gonensis G2' glukoz izomerazi rekombinant
olarak izole edilmistir. Elde edilen veriler sonucunda; Anoxybacillus gonensis G2 glukoz
izomerazinin kinetik parametreler agisindan ticari olarak kullanilan birgok GI’ dan iistiin

nitelikler tasidig1 belirlenmistir.

Bu ¢aligmada, genetik manipiilasyonlarla kinetik ozellikleri gelistirilmis olan AgoGI’ sinin yine
ayn1 yontemler ile biyokimyasal ve kinetik parametrelerinin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu
amacla AgoGI’ s1 lizerinde 1323V, 1372V, 1372Q, V380F, D398S, bdlge spesifik mutasyonlar
uygulanmigtir. Ayrica, basarili sonug alinan 1373V ve V380F mutasyonlar: kinetik parametreler
acgisindan gelistirilmis olan enzimin W137F/ V184S mutanti iizerinde de uygulanmustir.
WI137F/ V184S/1372V’ ye ait kinetik veriler; Km degeri 64,37 + 1,3 mM, Vo degeri 99,05 +
0,44, K degeri 82,62 1/sn ve K/ Ky degeri 1,283 olarak hesaplanmigtir.  W137F/
V184S/W3B0F’ ye ait kinetik veriler ise K, degeri 116,57 + 4,37 mM, Vo degeri 37,22 + 0,39
umol/dk/mg protein, ke degeri 31,05 1/sn ve ke Ky degeri 0,266 olarak hesaplandi.

2019, 118 sayfa
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF D398S, 1323V, 1372Q / V AND V380F
MUTATIONS ON THE KINETIC PARAMETERS AND THERMAL STABILITY OF
GLUCOSE ISOMERASE FROM Anoxybacillus gonensis G2"

Merve KIZAKLI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hakan KARAOGLU

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 Gl by bioengineering applications such as mutagenesis for using in
industrial areas. Gl of Anoxybacillus gonensis G2" was isolated as recombinant. According to
the results, the G27 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, 1323V, 1372V, 1372Q, V380F, D398S
site-specific mutations were created on AgoGl. In addition, successful 1373V and V380F
mutations were applied on GI with W137F/ V184S mutation with improved kinetic parameters.
Kinetic parameters for W137F/ V184S/1372V were calculated as 64,37 + 1,3 mM for K, 99,05
+ 0,44 for Viya, 82,62 1/sn for ke and 1,283 for ke K. Kinetic parameters for W137F/
V184S/V380F were calculated as 116,57 + 4,37 mM for K, 37,22 + 0,39 pumol/dk/mg protein
for Vinax, 31,05 1/sn for ke ve 0,266 for Kead K
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kimyasal tepkimelerde katalizor gorevini {stlenen bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ¢ogunlukla protein yapili molekiillere enzim
denir. Enzimler; canlilik dongiisiine zarar vermeden, yapisal degisim gostermeden
biyokimyasal olaylarin hizin1 arttirabilirler ve biyolojik sistemdeki reaksiyonlarin
olugsmasina imkan saglarlar. Enzimler protein yapida oldugu i¢in yiiksek sicakliklarda 3

boyutlu yapilar1 degisir ve etkilerini kaybederler (Bhat, 2000).

Enzimlerin tarihgesi ¢ok eskiye dayanmaktadir. Eskiden toplumlar sarap, peynir
ve ekmek gibi bircok fermente iiriinii enzimler sayesinde yapabilmistir. 1897 yilinda
Buchner hiicreden enzimin ayrigtirilabilecegini ilk kez ortaya atmistir. Kiif enzimlerinin
ticari olarak ilk kullanimi 20. yy. baslarinda, bakteriyel enzimlerin kullanimi ise 1.
Diinya Savasi sirasinda olmustur (Casida, 1968). Endiistriyel enzimlerin kullanimi
yavag bir siirecte gerceklesmistir ve artan taleple birlikte hizla yiikselmeye
baslamamistir. Gelistirilen yeni yontemler ile birlikte enzimlerin mikrobiyal {iretimi

yakin ge¢miste onem kazanmuistir.

1998 yilinda endiistriyel enzim pazari yaklasik 1,6 milyar dolara ulagsmistir
(tanisal ve tedavi edici 6zellikteki enzimler dahil edilmemistir). 2000 yilinda bu miktar
2 milyar dolara ulasirken, giintimiize kadar pazar payr her sene %10 - 15 artarak
biiylimeye devam etmektedir (Barredo, 2005). Ticari 6nemi olan enzimler mikrobiyal
fermantasyon islemi ile biiyiik oOlgekte iiretilebilmektedir. Bunlara ornek olarak
proteinleri (proteazlar), yaglari (lipazlar) ve nisastay1 (amilaz) pargalayan enzimler
verilebilir. Endiistriyel dnemi biiyiik olan fruktoz liretiminde kullanilan glukoz izomeraz
ile yar1 - sentetik penisilinlerin endiistriyel olarak yapiminda kullanilan penisilin agilaz
da ornek verilebilir (Crabb ve Shetty, 1999; Van der Maarel vd., 2002). Enzimler
bunlarin yani sira; siit {irinlerinin iretiminde, biracilikta, etlerin islenmesinde, deterjan

endiistrisinde, tekstil ve tip gibi baglica alanlarda kullanilmaktadir.



Enzimlerin genetik manipiilasyonlarla hem intraseliiler (hiicre ici) hem de
ekstraseliiler (hiicre dis1) ortamlarda iiretimi binlerce kat arttirilabilir, aktiviteleri ve

yapilar1 degistirilerek yeni triinlerin yapiminda kullanilabilirler (Barredo, 2005). Tablo

1 ve Tablo 2’ de enzimlerin kullanim alanlar1 ve kaynak organizmalar1 verilmistir.

Tablo 1. Enzimlerin genel kullanim alanlari ve kaynak organizmalari

Endiistri

Enzim

Kullanim Alanlari

Bira Endiistrisi

Tekstil

Deri

Tip

Tarim ve Orman

Ekmek ve Pasta
Endustrisi

Siit Uriinleri

Amilaz,
Proteaz
Glukanaz
B- glukanaz

Bakteriyel Amilaz

Mikrobiyal Tripsin

Tripsin

Ligninaz

Proteaz,
Maya a-amilazi

Hayvan tiirevli renin
Mikrobiyal renin
Lipaz

Nisasta, protein, seker ve amino
asitlerin yikimi (malt olusumu)
Mayanin berraklastirilmasi ve
parcalanmasi.

Dokumadan 6nce nisasta
banyosuna batirilan ipliklerden
nigastanin uzaklastirilmasi.

Deriden tiiy veya killarin
uzaklastirilmasi.

Kan pihtilarinin eritilmesi ve
yaralarin temizlenmesi.

Odunsu atiklardaki lignoseliilozik
yapidaki seliilozun hayvanlarin
kullanmasin1 saglamak ve
endistriyel organik substrat olarak
kullanmak.

Biskiivi tiretimi i¢in diisiik
proteinli un iiretimi. Undaki
nigastanin sekerlere yikilmasi ve
mayanin kullanima hazir olmasi.

Peynir imalati, Penicillum
roguoferti' den izole edilen hiicre
dis1 lipaz 6zel peynir iiretiminde.




Tablo 2. Cesitli enzimlerin kaynak organizmalar1 ve kullanimlari

Enzim

Kullanim Alani

Mikroorganizma

a-amilaz

B- glukanaz

Glukoz izomeraz

Seliilaz

Katalaz

Sukraz (invertaz)

Maltoz yikilmasi
Leke cikarici
Glukoz surubu
Unun zenginlestirilmesi

Biranin berraklastirilmasi

Glukoz- fruktoz dontistimii

Deterjan katki maddesi
Atiklarin degerlendirilmesi
Iceceklerin bozulmasini
onlemede
Sekerleme endiistrisi
Deterjan katki maddesi

Bacillus subtilis
Aspergillus oryzae

B. licheniformis

Aspegillus oryzae
Bacillus subtilis
E. coli
Streptomycetes spp.
Aspergillus spp.

Penicillum spp.

Aspergillus niger

Saccharomyces spp.

Proteaz N . Bacillus subtilis
Deri endiistrisi

Glukoz oksidaz Biyosensor Aspergillus niger

Renin Peynir Endiistrisi Kluyveromyces lactis

Mucor spp.

1.2. Glukoz izomerazin Genel Ozellikleri ve Onemi

Glukoz izomeraz (Gl) (EC 5.3.1.5), ksiloz izomeraz, ketol izomeraz olarak da
isimlendirilen, yasamsal faaliyetleri icin ksilozu kullanan, bir¢ok mikroorganizma
tarafindan sentezlenen intraseliiler (hiicre i¢i) bir enzimdir. Gl, D- ksilozun D- ksiluloza
ve D- glukozun D- fruktoza doniisiimlii izomerizasyonunu Katalizler (Bhosale vd.,
1996; Chen, 1980). Substratlar1 L- arabinoz, L- ramnoz, D- riboz, D- alloz ve D-
mannoz olarak sayilabilmektedir (Pastine vd., 1999; Pastinen vd., 1999; Shanchez ve
Smiley, 1975; Yamanaka, 1968; Santa, H. vd., 2005). Giiniimiize kadar tatli sularda,
toprak ve denizlerde yasayan bir¢cok aerobik ve anaerobik mikroorganizmada
(Lactobacillus reuteri, Thermus thermophilus, Vibrio sp.) ve bazi 6karyotik canlilarda

(Hordeum vulgare, Kristo vd.,1996) GI’ nin varlig: tespit edilmis ve caligilmustir.

Enzimlerin  aktivite gostermesi i¢in optimum kosullarin  ger¢eklesmesi
gerekmektedir. Optimum kosullar, enzimlerin maksimum performans gosterdikleri

olaylar biitiiniinii kapsar. GI’ nin optimum sicaklik ¢aligma aralig1 atmosferik basingta,



enzimi lreten mikroorganizmalarin biiyiime kosullar1 ile dogru orantili olarak 30 -

95°C, optim pH araligi ise 2 - 11 arasinda degisim gosterebilmektedir (Carell,1989).

Glukoz izomerazlarin neredeyse tiimiinde benzer yapisal Ozellikler
gozlemlenmistir; birbirine benzeyen tetramer veya dimerlerden olusan yapilar, ortalama
173.000 dalton civarinda molekiiler agirliklar: (Carell, 1989) ve ¢ok iyi korunmus aktif
bolgeye sahip olmalar1 (Mireia vd., 2002) olarak belirtilebilir. Biitiin GI’ lar, kararli
yapida olmak ve maksimum aktivite gdsterebilmek icin Mn*?, Cr*2, Co*? gibi bivalent
katyonlara gereksinim duyar. Cu*?, zZn*?, Ni*?, Ca* 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 tanimlanir. Birinci tipteki glukoz izomerazlarin
amino ucunda 50 amino asitlik fazladan bir boélge bulunur, tip ikide ise bu bdolge
bulunmamaktadir (Hartley vd., 2000; Xu vd., 2009; Karaoglu vd.,2013; Yanmis vd.,
2014). Enzimin kristal yapisi, 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 bircok mikroorganizmada
ve ayrica bazi mutant enzimlerde (Xu vd., 2009; Xu vd., 2014) a¢iga ¢ikartilmistir.

Sekil 1’ de GI’ nin izomerizasyon doniisiimii verilmistir.

CH,OH

t e . CH,OH ¢ b
H k J

OH OH Hv'/v,,» OH<—— OH H OH o
H OH OH -
D-Glukoz D-Fruktoz

Sekil 1. GI’ nin katalizledigi D- glukoz D- fruktoz izomerizasyonu

Gl, glukozu fruktoza izomerize etmesi sebebiyle endiistriyel alanda, ozellikle
HFCS (High Fructose Corn Syrup) iiretiminde ticari bir 6neme sahiptir. Fruktoz surubu,

%42 veya 55 fruktoz igeren tatl, besleyici sakkarit karigimi olup, misir nisastasindaki
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glukozun GI kullanilarak fruktoza doniistiiriilmesi ile elde edilen bir tiriindiir (Antrim
vd., 1979; Knorr, 1987; Bandlish vd., 2002; Mu vd., 2012). Bu enzimin ticari
kullaniminin olmadig: yillarda yiyeceklerde tatlandirict olarak sakkaroz (sukroz) tercih
edilmekteydi. Fakat Kiiba Devriminde Kiiba’ ya konulan ambargolar gida endiistrisinde
yeterli sukroz bulunamamasi ile sonuglandi. Bu sebeple 1960° 11 yillarda zaten
kesfedilmis olan GI’ nin degerlendirilmesi ile fruktoz suruplarinin kullanimi giindeme
gelmistir (Bhosale, 1996). Gl hala tercih edilen bir enzimdir. Bunun nedeni enzimin
artan talebi karsilamasi, yiiksek tonajlarda tiretilmesi, kolay calisilmasi ve endiistriyel

alanda gelistirilebilmesi olarak sayilabilir (Karaoglu vd., 2013; Yanmis vd., 2014).

Marshall ve Kooi’ nin Pseudomonas hydrophyla’ dan elde etmis olduklar1 glukoz
izomeraz, seker kamisinin yerine ge¢mis ve HFCS kullaniminda bu enzimin ilk
calismalarinin Oniinii agmistir. Boylelikle bir donemin baglangicint olusturmuslardir.
flerleyen yillarda Escherichia intermedia’ da ksiloz izomeraz aktivitesi bulunmustur
(Natake ve Yoshimura, 1964). Glukoz izomeraz, giiniimiizde en ¢ok ihtiya¢ duyulan

proteaz ve amilaz gibi yiiksek tonajli 3 enzimden biridir.

Endiistriyel alanda ilk olarak 1957 yilinda Amerika’ da Clinton Corn Proccessing
Co. tarafindan enzimatik olarak glukozun izomerizasyonu gergeklestirildi, 1974 yilinda
immobilize edilmis glukoz izomeraz ticari olarak elde edilebilir hale geldi. Yiyecek
endiistrisinde HFCS’ ye olan talebin artmasiyla birlikte batida sekerlerle ugrasan biiyiik
olgekli sirketler glukoz izomeraz yeniligine basvurdu (Bhosale vd., 1996). Icerdigi
endiistriyel oneminden &tiirli bugiine kadar bir¢cok organizmanin glukoz izomerazi
incelenmis (Brown vd.,1993; Chen,1980; 1989; Lee vd., 1993; Suekane, 1978) ve
birgok bakterinin xyla geni gen bankasina aktarilmistir (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).

Gl endiistriyel alanda yogun bir sekilde ¢alisilmasinin yani sira, akademik
caligmalar arasinda da en fazla calisilan konulardan biri olmaktadir. Wiseman’ a gore,
GI gelecekteki biitiin endiistriyel enzimlerin arasinda en 6nemlisi olabilir. Takasaki ve

Tanabe, Bacillius megaterium’ den NAD+ bagimli ve glukoza &zgii bir glukoz
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izomerazi (EC 5.3.1.18) izole etmislerdir (Takasaki ve Tanabe,1962; Takasaki ve
Tanabe. 1963). Bunlara benzer bir glukoz izomeraz olan, glukoz ve mannozun fruktoza
izomerizasyonunu gergeklestiren Paracolobacterium aerogenoides’ den elde edilen
glukoz izomerazdir (Takasaki ve Tanabe, 1962; Takasaki ve Tanabe, 1964; Takasaki ve
Tanabe.1966). Aktivite gosteren glukoz izomerazlardan EC (5.3.1.5) numarali enzimler,

ticari uygulamalarda en ¢ok tercih edilen enzimdir.

HFCS iretiminde fruktoz - glukoz dengesinin olusmasi sicaklikla iligkilidir.
Mezofilik organizmalardan elde edilen glukoz izomerazlar yaklasik olarak %40 - 45
oraninda fruktoz tiretebilmektedir. Endiistriyel uygulamalarda kullanilan HFCS’ de %50
fruktoz igerigi istenmektedir. Kromatografik yontemler kullanilarak bu oranin %50’ lere
cikmasi saglanir fakat bu yontemlerin uygulanmasi yiiksek maliyet gerektirmektedir. Bu
yiizden bu tip uygulamalarda termofilik organizmalardan elde edilen glukoz izomerazlar
kullanilmaya baslanmistir. Sicakligin artmasi ile birlikte fruktoz - glukoz dengesi
fruktoz tarafina dogru gecer ve boylelikle pahali kromatografik yontemlerin

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

Yiiksek sicakliklarda calisan enzimin avantajli olmasinin yam sira, yiiksek pH
degerlerinde yiiksek sicaklik uygulanmasi, ortaya istenmeyen asidik yan {riinlerin
olusmasini saglar (mannoz, psikoz) ve bu durum yapilacak olan uygulama i¢in
dezavantaj olarak goriilmektedir. Bu sebeple diisiik pH degerlerinde galisacak enzime

ihtiya¢ duyulmaktadir (Karaoglu vd., 2013; Xu vd., 2014).

HFCS’ ler tatli (Pomerans, 1985), daha az kristallesme ve diisiik viskositeye sahip
olmas1 sebebiyle kullanicilar i¢in tagima, depolama sirasinda avantaj bulunduran genis
fonksiyonlu firiinlerdir. En 6nemli islevsel ozellikleri; fermente edilebilir sekerler
acisindan zengin olmalar1 (Henry, 1976), ozmotik basinglarinin yiiksek olmasi (Hobbs,
1986), lezzeti gelistirici Ozellikleri (CRA., 1994) ve nemi tutarak kurumayi
onlemeleridir (Pomeranz 1985). Bu gibi o6zelliklerinin olmasi sebebiyle HFCS
yogunlukla firin triinleri, gazli ve gazsiz icecekler, ¢esitli siit mamulleri, hububat
trtinleri ve islenmis gidalar gibi genis kapsamli alanlarda kullanilabilmektedir (Wulff
ve Helgeson, 1987). Su aktivitesini azaltici 6zelliginden yararlanilmasiyla salamura

tirtinlerinde de kullanilmaktadir (Hobbs, 1986). HFCS; ekmek, kek, biskiivi, kurabiye,
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tart dolgular1 ve jolelerde de tercih edilmektedir (Pomeranz,1985). Tatli tat vermelerinin
yant sira gidalarda lezzetin gelismesini de saglamaktadir. Fruktozun dil {izerindeki
hiicreler tarafindan algilanma yogunlugu sakkoroza gore cok daha yliksektir ve
hissedilme siiresi daha kisadir. Bu sebeple fruktoz suruplar1 gidalarda belirli lezzet

Ozelliklerinin algilanmasinda ve gelistirilmesinde etkilidir (Howling, 1992).

HFCS, glukozdan 1,7 kat ve sakarozdan 1,3 kat daha fazla tatlilik veren bir
triindiir. Tath olmayan bir {riin olan nisastadan iretildigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda ve tatlandirma kapasitesine bakildiginda, sakarozdan %10 - 20 kat
daha fazla ucuzdur. Ayrica D- fruktoz diyabetik bir tatlandirict olarak kullanilmaktadir.
Bunun sebebi fruktozun midede ¢ok yavas emilim gostermesi ve kandaki glukoz

seviyesini etkilememesidir (Bhosale vd., 1996).

1.3. Glukoz izomerazin Yapisal Ozellikleri

Farkli mikroorganizmalardan izole edilmis GI’ larin biyokimyasal ve enzimatik
Ozellikleri detayli sekilde calisilmistir. Enzimin ticari olarak kullanilabilmesi igin;
yapist, optimum sicaklik, optimum pH, pH kararliligi, 1s1l kararliligi, katalizér ve
inhibitor Ozelligi, substrat se¢imi ve immobilizasyonu gibi spesifik 6zelliklerinin
bilinmesi ve bunlarin gelistirilmesi enzimin ticari olarak kullanilmasinda biiyiik 6nem

tagimaktadir.

1.3.1. Enzimin Alt Unite Yapisi

Amino asit ve alt {inite yapilarina bakildiginda GI” lar birbirine benzer veya ayni 2
ya da 4 alt liniteden olugmaktadir. Bu alt {initeler birbirine kovalent bag icermeyen
etkilesimler ile bagli oldugu belirlenmistir. GI’ nin ¢6kme katsayist 7,55 - 11,45
molekiiler agirliklart ise 52.000 - 191.000 dalton arasinda degisiklik gosterir (Chen,
1980).

Yapilan ¢aligmalara gore enzimin biyolojik aktivitesinde rol oynayan birimlerinin
dimer ya da tetramer yapida oldugu, monomerik yapida olan iinitelerin tek baslarina

biyolojik aktivite gostermedikleri belirlenmistir (Gaikwad vd., 1992; Rangarajan vd.,
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1992). Bu enzimin alt tinitelerin birbirinin aynisi olabilecegi gibi birbirinden farkli alt
tinitelerinde olabilecegi de tespit edilmistir. Tablo 3’ te bazi organizmalara ait GI’ larin

alt tinite yapilar1 verilmektedir.

Tablo 3. Bazi organizmalara ait GI” larin alt tinite yapilari

Molekiiler  Alt Unite

Organizma agirlig sayist 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-Angeletl,  R. A
1975)
Anoxybacillus gonensis 50047 4 (Karaoglu, H. vd., 2013)

Chauthawale’ nin ¢alismis oldugu Bacillus sp’ den izole edilmis hiicre dis1 GI ¢
alt birimden olusmakta (Chauthaiwale ve Rao, 1994), Basuki ve arkadaslarinin varligini
tespit etmis olduklar1 Streptomyces phaechromogenes’ de bulunan GI birbirininden
farkl 4 alt tiniteden olugsmaktadir (Bhosale vd., 1996).

Karaoglu ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada Anoxybacillus gonensis’ de bulunan
GI’ nin birbirinin ayn1 (homotetramer) 4 alt {initeden olustugunu bulmuslardir
(Karaoglu, H. vd., 2013). Sekil 2° de Anoxybacillus gonensis G2' ve Geobacillus
stearothermophilus glukoz izomerazinin 3 boyutlu yapis1 verilmektedir.
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Sekil 2. GI'nn tek alt @inite yapist [A) Anoxybacillus gonensis G2' B) Geobacillus
stearothermophilus glukoz izomerazi]

1.3.2. Enzimin Optimum Sicakhk ve pH Ozellikleri

Glukoz izomerazin optimum sicaklik araligi, enzimin aktivite gosterdigi
organizmanin bulundugu ortama gore 30°C ile 95°C arasinda degisim gostermektedir.
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’ € ait Gl 85°C” de (Karaoglu H. vd., 2013) maksimum aktivite gostermektedir.

Streptomyces spp., Bacillus spp., Actinoplanes missouriensis ve Thermus
thermosulfurogenes’ e ait GI’ lar yiiksek sicakliklarda kararli enzimler olduklari halde
Lactobacillus ve Escherichia spp.” ye ait GI” larin yiiksek sicakliklarda kararl: halde
kalma siirelerinin az oldugu bulunmustur (Bhosale vd., 1996). Co*® nin, GI’ nin yiiksek
sicakliklarda kararli yapida kalmasini sagladigi tespit edilmistir. Tablo 4’ te bazi

organizmalarin optimum sicaklik degerleri verilmektedir.

GI’ larin optimum pH degerleri 5,0 - 9,0 arasinda degisim gdsterir. Bu durum yine
elde edilen organizmadaki enzimin ¢alisma pH’ sina gore degigsmektedir. Endiistriyel

alanda 6zellikle diisiik pH 6zelligine sahip enzimler tercih edilmektedir.



Tablo 4. Bazi organizmalarin optimum sicaklik degerleri

Organizma Optimum Sicaklik 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)

Ornegin; 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 Gl ise pH 6,5’ te aktivite gostermektedir (Karaoglu H. vd.,
2013). Tablo 5° te farkli organizmalardaki GI’ larm optimum pH araliklar

verilmektedir.

Tablo 5. Bazi organizmalara ait GI’ larin optimum pH degerleri

Organizma pH Referans

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

Thermus aquaticus 55-85 (Lehmbacher, A. vd., 1990)
Lctobacillus brevis 6-7 (YYamanaka, 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. 75 (Umemoto, Y. vd., 2012)
Pectobacterium atrosepticum 8 (Sapunova, L.1. vd., 2006)
Streptomyces sp. 9 (Khire, J.M.vd., 1990)
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1.3.3. Enzimin Metal Iyonu Gereksinimi ve Inhibitorleri

Glukoz izomerazin maksimum aktivite gdstermek icin Co™?, Mg *2, Mn*? gibi
bivalent katyonlara ya da bu katyonlarin kombinasyonlarina gereksinim duyar (Bhosale
vd., 1996). Mn*? ve Co*? enzim aktivitesi icin gerekli olmasina ragmen farkl gorevleri

ustlenirler.

Tablo 6. Farkli organizmalarin kullandigi metal ve iyonlar

Metal ve Iyonlar Organizma

Co** Bacillus licheniformis
Escherichia coli
Anoxybacillus gonensis

Fe* Streptomyces rubiginosus
Mg*? Escherichia coli
Mn*? Opuntia vulgaris

Anoxybacillus gonensis
Zn*? Thermus aquaticus

Co*?, quarterner yapinin saglanmasindan sorumludur (Enzimin istenilen
konformasyona gelmesini saglar), Mn*? ise etkin bir aktivatér gdrevindedir (Callens vd.,
1988; Gaikwad vd., 1992). Tablo 6’ da farkli organizmalarin kullandigi metal ve
iyonlar1 gostermektedir.

GI’ nin aktivitesinde rol oynayan; Hg+2, Zn*2, Ni*?, Ag+2, Ba'™® nimn yani sira,
sorbitol, mannitol, arabitol, EDTA, xylitol, lyxose ve TRIS gibi inhibitdrler de
bulunmaktadir (Bucke, 1983; Smith vd., 1991, Danno, G 1970, Henrick K.1989). Tablo

7’ de bazi organizmalarin inhibitorlerini gostermektedir.

11



Tablo 7. Baz1 organizmalarin inhibitorleri

Inhibitérler Organizma

2-0-Methyl-D-xylose Thermus aquaticus

Anoxybacillus gonensis

Arsenate Streptomyces rubiginosus
Co*? Thermus thermophilus
D-Threonohydroxamic acid Streptomyces rubiginosus
EDTA Bacillus coagulans
NAD+ Streptomyces sp.
Hg*? Streptomyces flavogriseus

1.3.4. Enzimin Substrat Seciciligi

Glukoz izomerazin yaygin kullandigi substratlar1 D - glukoz ve D - ksilozdur.
Bunlarin yani sira substrat olarak; D - mannoz, D - arabinoz, L - ramnoz, L - riboz gibi
sekerleri de kullanmaktadir. Farkli organizmalardan elde edilmis enzimlerin substrat

seciciligi tamamen organizmaya 6zgiidiir (Kevin, L.vd., 2005).

Tablo 8. Bazi organizmalarin kullandig substratlar

Substrat Uriin Organizma

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

D - fruktoz D - glukoz Escherichia coli

D - mannoz D - fruktoz Thermus thermophilus

_ ) Bacillus coagulans

D - ksiloz D - ksiluloz ) _
Anoxybacillus gonensis
T. thermosulfurigenes

Glukoz Fruktoz ) )
Anoxybacillus gonensis

D - riboz L - arabinoz Actinoplanes missouriensis

D - liksoz D - ksiluloz Thermus thermophilus
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Yapilan ¢aligmalarda glukoz izomerazin seker alkolleri, heksoz, pentoz ve seker
fosfatlar1 gibi genis araliklardaki substratlarin izomerizasyonu gergeklestirdigi

belirtilmistir. Tablo 8 ve 9’ da organizmalarin kullandig1 substratlar1 gésterilmektedir.

Tablo 9. Baz1 GI” larin dogal substratlari

Dogal Substrat Dogal Uriin 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’ larin DNA Dizi Benzerligi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Cesitli organizmalardan elde edilen GI (xyla) genleri amino asit dizilimlerine gore
karsilastirilmis ve glukoz izomerazlar arasindaki yapisal ve islevsel farkliliklar1 ortaya
cikartilmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda enzimin N - terminal ucunda bulunan
40 - 50 amino asitten olusan fazlalik olmasina gore 2 tip olarak siniflandirilmislardir.
Tip 1 GI’ lar 390 amino asit igermektedir. Bu gruba o6rnek olarak Thermus
thermophilus, Arthrobacter spp. gibi tiirler 6rnek verilebilir. E. coli, Lactobacillus spp.,
Bacillus spp. ve Anoxybacillus gonensis tiirlerine ait glukoz izomerazlar ise 440 amino
asitten meydana gelmektedir ve Tip 2 GI lar olarak smniflandirmalart yapilmistir (Hess
vd., 1998., Karaoglu H. vd., 2003). Sekil 4’ te baz1 Tip 2 GI’ larin amino asit benzerligi
verilmektedir. Tip 1 ve Tip 2 glukoz izomerazlar arasinda amino asit dizilim farki
vardir. Her iki tipte de substrat iliskisinde H100, E231, K233, T140, D338 bolgelerinin
korundugu goriilmektedir. Metal iyonunun baglanmasinda H270, D306, D338, E231,
D308 ve E267 bolgesinin korundugu goriilmektedir. Katalitik olaylarda ise D103, D338
ve H100 boélgesinin biiyiik oranda korundugu belirlenmistir. Yapilan karsilagtirmalarda
uzak tiirler arasinda bile enzimin aktif bolgesindeki yapinin birbirine yakin benzerlikte

oldugu kesfedilmistir (Hess vs., 1998).
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Sekil 3. A. gonensis glukoz izomerazinin bir alt tinitesinin sekonder yapisi

Tip 2 glukoz izomerazlar 8 o sarmal tarafindan cevrili ve birbirine paralel 8 3
levhadan, diger monomerler ile iliski i¢inde olan uzun bir terminal Kkuyruktan
olugmaktadir. Bu enzimin aktif bolgesi genis bir cepten olusmaktadir ve bu genisligin
alt kismmnda genelde hidrofobik 6zellikte olan amino asitler ile Co* ve Mn*? gibi
bivalent katyonlar ve bu yapilarla ortak calisan histidin, aspartik asit ve glutamik asit
gibi amino asitler yer almaktadir (Whitlow vd., 1991). Sekil 3’ te 4. génensis GI’ sinin

bir alt {initesinin sekonder yapisini gostermektedir.

Arthrobacter ve Streptomyces GI’ lar1 {izerinde yapilmis olan X - Ray
kristallografisi metodu ile glukoz izomerazin ¢alisma mekanizmasi ¢ozilmiistiir
(Collyer vd., 1990). Enzimin biyokimyasal 6zellikleri ise aktif bolgede yapilan 6zellikli

mutasyonlar ile ortaya ¢ikarilmistir.
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A_gonensis 77777777 ME Y¥YFENVDEVVY EGSGPASENPLER FEFYNPEERW GCDETMEEHLR
G. stearothermophilus =
Bacillus megaterium

Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

LAECHTFEHETL STARTITHGMILLG

R et e = x - A

A.gonensis EILONGELEE
G. stearothermophilus oo oot o
Bacillus megaterium

Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

A.gonensis

G. stearothermophilus
Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis

Sekil 4. Baz1 Tip 2 Glukoz izomerazlarin amino asit dizi benzerligi

Onceden GI’ nin ene - diol mekanizmast ile galistigi ileri siiriilmekteydi (Rose
vd.,1969). Son yapilan ¢alismalarla goriildii ki enzim hidrit - sift mekanizmasi ile
calismaktadir. Enzimin islevi ve yapis1 arasindaki iligskiyi kavrayabilmek i¢in enzimin
aktif bolgesinin konformasyonunu bilmek Onem arz etmektedir. Bu mekanizmay:
anlamak icin cesitli kimyasal modifikasyonlar, izotop degisimi ve X - Ray
kristallografisi gibi farkli ¢alisma metotlar1 denenmistir. Glukoz izomerazin katalitik
mekanizmasi; substrat halkasinin agilmasi, hidritin C - 1° den C - 2’ ye kaydirilmas1 ve

halkanin kapanmasi seklinde ger¢eklesmektedir (Bhosale vd., 1996).
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1.4. Glukoz Izomeraz Ureten Mikroorganizmalar

GI iireten mikroorganizmalara genel olarak bakildiginda; termofilik o6zellikte
olanlardan, mezofilik olanlara ve bazi mayalara kadar genis yelpazede degisim
gostermektedir. Glukoz izomeraz bir¢ok prokaryotik mikroorganizmada yaygin sekilde
bulunmaktadir. Ozellikle Pseudomonas hydrophila’ da kesfedilmesiyle birgcok farkli
bakteri tiirinde arastirmaya baslanmis ve bu Dbakterilerde de Gl aktivitesine
rastlanilmistir. Ekonomik olarak kullanilabilirligi acisindan diisiik pH ve yiiksek

sicaklikta kararli olan bakteri tiirleri iizerinde ¢alismalar yapilmaistir.

In vitro ve in vivo ortamlarda GI aktivitesi gosteren bakterilerin kesfedilmesiyle
birlikte ¢aligmalar daha genis kapsamda yapilmaya baslanmistir. Hiicre dis1 (in vitro) Gl
tireten mikroorganizmalar pek bilinmemesine ragmen yapilan 6n caligmalara gore
endiistriye yonelik yeterli verim alinamayacagi goriisii savunulmaktadir. Bu sebeple
hiicre i¢i enzim {liretim yapan mikroorganizmalarin calisilmasina agirlik verilmis ve
tercih edilmistir. S. flavogriseus (Chen vd., 1979) ve Streptomyces glaucescens (Weber,

1976) tiirlerinden elde edilen GI’ nin in vitro (hiicre dis1) oldugu goriilmiistiir.

Enzimin hiicre i¢inden disar1 salinmasindaki neden hiicre duvarinin
gecirgenligindeki bir degisiklik ile birlikte hiicrenin kismi lizisi meydana gelmis oldugu
diistincesidir. GI enzimi Bacillus, Arthrobacter, baz1 Streptomyces ve Flavobacterium
tiirleri gibi mikroorganizmalardan saflastirilmaktadir. Bu organizmalar yiiksek verim

saglar, ayrica bu organizmalarin kiiltiiri ve kullanim1 kolaydir (Sheeba vd., 2018).

GI varligi baz1 maya tiirlerinde (Candida boidinii (Vongsuvanlert, Tani ,1988),
Candida utilis (Wang vd., 1980)) tespit edilmistir. Ayrica bugday tohumunda (Pubols
vd.,1963) ve ¢imlenmis bugdayda da (Bartfay.1960) glukoz izomerazin varligi tespit

edilmistir.
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Tablo 10. Glukoz izomeraz aktivitesine sahip olan bazi organizmalar (Karaoglu, H.,

2013).

Organizmalar

Actinomyces

v A. olivocinereus,

v" A. phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter

v' A. aerogenes

v' A cloacae

v"A. levanicum
Anoxybacillus

v' A. gonensis

v' A. kamchatkensis
Arthrobacter spp.

Bacillus

v' B. stearothermophilus

v' B. megabacterium

v' B. coagulans
Bifidobacterium spp.
Birevibacterium

v' B.incertum

v' B. pentosoaminoacidium
Chainia spp.

Corynebacterium spp.
Cortobacterium helvolum
Escherichia

v E. freundi,

v' E. intermedia,

v’ E.coli
Flavobacterium

v' F. arborescens

v" F. devorans

Leuconostoc mesenteroides

Microbispora rosea
Microellobosporia flavea
Mycobacterium spp.
Nocardia

v"N. corallia,

v"N. dassonvillei

v N. asteroides
Lactobacillus

v' L.brevis

v' L. Buchneri

v L. Fermenti

v L. mannitopoeus

v’ L. fermenti

v' L. plantarum

v' L. Pentosus
Paracolobacterium
aerogenoides
Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.
Staphylococcus

v S. flavovirens

v S. echinatus

v S. bibila
Streptococcus

v S. phaeocromogenes,
. fracliae,
. roseochromogenes,
. olivaceus,
. californicos,

. venuceus,

A N N N N RN
R 7 RV R R )

. acromogenes

Streptomyces
v' S.venezaelie
. wedmorensis
. griseolus
. glaucescens
. bikiniensis
. rubiginosus
. achinatus
. cinnamonensis
. fradiae
. albus
. griseus
. hivens
. matensis
. nivens

. platensis

N N N N N N N N N N Y R NN
w O u u unu u unu unu unu unu unu unu unu u m

. olivochromogenes

Streptosporangium

v" S.oulgare

v' S. album
Thermopolyspora spp.
Thermoanaerobacter
ethanolicus
Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes
Thermus spp.
Vibrio sp.
Xanthomonas spp.

Zymononas mobilis

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

sp. (Srinivasan vd., 1983; Vartak vd.,1984)’ den elde edilen hiicre dis1 (ekstrasellular)
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GUI lar cesitli jel filtrasyon, kromatografik yontemler ve preparatif jel elektroforezi gibi
saflastirma yontemleri ile esit bir sekilde saflagtirilmaktadir. Streptomyces spp. tiirleri
ile birlikte Bacillus tiirleri de fazla miktarda GI iiretebilmektedir. Tablo 10’ da GI

aktivitesine sahip olan organizmalar gosterilmektedir.

1.5. Endiistriyel Glukoz izomerazlar

GI’ nin Ozellikle ticari 6neminden dolay1r enzimi {ireten yeni organizmalar ve
enzimin gelistirilmesinde  kullanilan  yontemler hakkindaki bilgilerin  ¢ogu
patentlenmistir (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 tarafindan Bacillus coagulans’ tan iretilen Sweetzyme,
Streptomyces rubiginosus’ tan elde edilen Optisweet ve Spezyme, Actinoplanes
missousriensis’ ten elde edilen Maxazyme giliniimiizde yogun olarak kullanilan ticari

glukoz izomerazlar arasinda yer almaktadir (Bhosale, 1996).

1.6. Mikroorganizma Kokenli Ezimlerin Endiistriyel Kullanimdaki Yeri

Mikroorganizmalar enzimatik ve metabolik ¢esitliligi sayesinde endiistride 6nemli
bir yere sahiptir. Geleneksel olarak yapilan ekmek, sarap, bira, peynir, sirke ve tursu
gibi birgok fermente friinlerin elde edilmesi binlerce yildir mikroorganizmalar
sayesinde gergeklestirilmistir. Endiistriyel mikrobiyolojinin gelisme evresi yavas
olmakla beraber 20. yiizyilin baglarinda biiyiik 6l¢ekli fermentasyon metotlar: sayesinde
ilk defa vitaminler, organik asitler ve enzimler gibi {riinlerin iretimi
gerceklestirilmistir. Takip eden zaman igerisinde ise antibiyotik fermentasyonu

gerceklestirilerek penisilin ve streptomisin iiretimi yapilmistir.

Onceleri bitki, hayvan veya kimyasal sentezlerle iiretilen enzimlerin
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmesinin nedenleri baslica sunlardir:
e Farkli ortamlara uyum saglayabilmektedirler,
e (ok cesitli reaksiyonlar1 gergeklestirebilirler,
18



e Ucuz karbon ve nitrojen kaynaklarinda kolaylikla gelisebilirler,

e Tiir ¢esitliligi sayesinde ayni tiire ait organizmalardan farkli enzimlerin
iiretilebilmesi sayesinde farkli ortamlarda ¢alistirilabilirler,

e Genetik manipiilasyonlar ile in vitro ve in vivo ortamlarda tretim

miktarini artirabilir, aktiviteleri degistirilebilir ve bu sayede yeni bir {iriin

elde edilebilir (Barredo, 2005).

1.7. Termofilik Enzimlerin Endiistriyel Ticarette Kullanim Amaci

Sicaklik canli c¢evresindeki en Onemli unsurlardan biridir. Bu sebeple
organizmalarin siniflandirilmalart yapilirken sicaklik degiskenleri de gz Oniinde
bulundurulmaktadir. Mikroorganizmalar genel siniflandirildiginda psikrofil, mezofil ve
termofil olarak 3 ana gruba ayrilmaktadir (Kristjansson, J. K. ve Stetter K.O. 1992).
Termofilik organizmalar yiiksek sicaklik derecelerinde yasamaya adapte olmuslardir ve
bu organizmalar da kendi aralarinda ilimli termofiller (45 — 65°C) ve hipertermofiller

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

Bakteriyolojinin neredeyse ilk doénemlerinde termofilik bakterilerin varlig
bilinmekteydi. ilk karakterize edilen hipertermofilik bakteri Thermus aquaticus’ tur
(Brock, T.D. 1997). 1879 yilinda Miquel tarafindan 72°C’ de c¢ogalabilme ozelligine
sahip termofilik bakteriler izole edilmistir ve bu bakterilerin numuneleri ¢camur, toprak,

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

Termofilik organizmalarin DNA’ sinda pozitif siiper sarmallar olusturan geri
dontisiimii saglayan bir DNA Giraz bulundurur. Bunun avantaji da DNA’ nin erime
noktasini organizmanin bilyiime sicakligina kadar yiikselmesini saglamaktir. Termofilik
organizmalar, non - termotolerant organizmalarin da kullanmis oldugu elektrostatik
disiilfit kopriisii ve hidrofobik etkilesim gibi etkilesimleri kullanir ve sicakliga karsi

bdylece tolerans gosterebildiler (Haki vd., 2003; Fujiwara, S. 2002).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar, Plazmit ve Hiicreler

A. gonenesis GI’ si1 kodlayan geni tasiyan plazmit laboratuvar stoklarimizda E.
coli BL21(DE3) / pETG2GI seklinde E. coli BL21(DE3) susu igerisinde bulunmaktadir.
Ihtiyag halinde gen bu kaynaktan temin edilmistir.

Calismada E. coli BL21(DE3), E. coli JM101, E. coli DH5a ve A. gonenesis

hiicreleri aktif olarak kullanilmistir.

Calismada kullanilan 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 siilfat (Merck A0296217 201), Sodyum asetat (Merck
AMO0793468550), Tris (Fisher Scientificl49456A), Glutaraledhit, K;HPO, (Merck
A0435601 442), Glisin (Fluka50052), HCI (Sigma aldrich 82670), NaOH (Applichem
82011622), Tripton (Fluka VCBN7396V), Yeast Ekstrakt (Merck VM445253224),
NaCl (Sigma SZBE1470V), CaCl, (Sigma C5670), CoCl,, MgSO, (Merck K45872982
441), D-Glukoz (Sigma SZBA1790V), D - Fruktoz (Bioshop 5D38250412), MOPS
(Fisher Scientific 154054), Lizozim (Bioshop 6C42679), Perklorik asit (Merck
C691919), Sistein (Sigma SLBD2448V), Karbozol (Sigma BCBP5577V), Siilfiirik asit
(Merk K45905413 434), Etil alkol (Smyras 305041016060), Kanamisin (Fisher 134473)
ve IPTG (Bioshop 6C42892)’ dir.

2.2. Mutasyon Bélgeleri ve Mutasyon Primerlerinin Se¢cimi

Tasarlanan mutasyonlarin amaci, enzimin tercih edilen biyokimyasal ve kinetik

parametrelere ulastirilip endiistriyel alanda kullanimini saglamaktir.

Calismada, kaynak gen olarak Anoxybacillus gonensis bakterisinden elde edilen
glukoz izomeraz geni (xyla) kullanildi. Calismanin amacina yonelik bakteriye ait GI’

nin yapisal Ozelliklerinden faydalanilarak (amino asit dizilimi) mutasyon noktalari
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belirlenmistir. A. gonensis GI’ sinin amino asit dizilimi diger termofilik ve mezofilik
organizmalara ait glukoz izomerazlar ile karsilastirildiginda, A. gonensis GI” sinin bazi
noktalarda amino asit dizilimi agisindan mezofilik organizmalarin GI” lariyla benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu bolgelerdeki amino asit dizilimini tek noktada yapilacak
mutasyonlar ile mezofilik organizmalara olan benzerliginin termofilik organizmalara
olan benzerlige doniistiiriilmesi ile enzimin 1s1l kararliliginin arttirilacagi ve 3 boyutlu
yapisinda daha kararli olacag diisiiniilmiistir. Ornegin; A. gonensis glukoz
izomerazinin 323. bolgesinde bulunan izoldsin aminoasidi biitiin mezofilik karakterdeki
glukoz izomerazlarda bulunmaktadir. Bu bdlgede yapilacak tek bolgede mutasyon ile
izolosin amino asidi olan bdlgenin valin a.a’ ne doniismesi saglanir ve yapi olarak
termofilik 6zelligi kazanir. Bu sebeple yapilacak olan mutasyon bdlgeleri bu stratejiye
gore secilmistir. Sekil 5° te E. coli genlerinin {iretilmesinde tercih edilen kodon

kullanimin gostermektedir (Maloy vd., 1996)

Codon A::in: % Codon A;l:; % |Codon A:;lin; % Codon ArAr:ir:; %
UUU | Phe F |0.51] UCU | Ser S |0.19]| UAU | Tyr ¥ |0.53| UGU | Cys € |0.43|U0
vuc | Phe F [0.49 ucc | Ser s |0.17| Uac | Tyr ¥ |0.47| vec | cys ¢ |0.57]|c]
U |woa | tew & |0.11] UcA | ser s |0.12 uaa STOP  [0.62| UGA SToP  |0.30|A|
VUG | Teu L [0.11] UCG | Ser S |0.13| uae STOP  [0.09| UGG | Trp W |1.00|G
COU | Leu L |0.10 €CU | Pro P |0.16| CAU | His H |0.52| CGU | Arg R |0.42|U]
cuc | Leu L |0.10 ccc | Pro P |0.10| cAc | mis H |0.48| cec | Arg R |0.37|c|
c cuA | Len L [0.03| ccA | pro P |0.20] cAA | GIn @ |0.31| cGA | Arg R |0.05|a]
CUG | Teu L |0.55 CCG | Pro P |0.55| cAG | GIn @ |0.69] cG& | Arg R |0.08|G|
AUU | Ile I |0.47 ACU | Thr T |0.21| AAU | Asn N |0.39| AGU | Ser S |0.13|U]
auc | Tle I |0.46 AcC | Thr T |0.43) AAC | Asn N |0.61| AGC | Ser 8 |0.27]|c]
A |1 1007 Aca| The t |0.30] 2mA Lys K |0.76| AGA | Arg R |0.04|a]
AUG | Met M |1.00 ACG | Thr T |0.23| AAG | Lys K |0.24| AGG | Arg R |0.03|G]
GUU | val V |0.29] GCU | Ala A |0.19| GAU | Asp D |0.59]| GGU | Gly G |0.38|U]
Guc | val Vv |0.20 GCC | Ala A [0.25| eAc | Asp D |0.41| eec | Gly @ |0.40(c|
G GUA | val Vv |0.17 GCA | Ala A |0.22] GAA | Glu E |0.70| GeA | Gly G |0.09|al
GUG | val Vv |0.34 GCE | Ala A |0.34]| eae | Glu E |0.30| ee& | Gly & |0.13(G|

U C | A G

Sekil 5. E. coli genlerinin iiretilmesinde tercih edilen kodon kullanim1 (Maloy, vd.,
1996)

Yapilmasi planlanan mutasyon noktalart:
e D398S (398. bolgede bulunan Aspartik asit (D)’ in Serin (S) aa’ ne
doniistiirilmesi).
e 1323V (323. bélgede bulunan izoldsin (I) a.a’ nin Valin (V) a.a’ ne doniistiiriilmesi).
e 1372Q (372. bolgede bulunan Izoldsin (I) a.a’ nin Glutamin(Q) a.a’ ne

doniistiirilmesi).
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e 1372V (372. bélgede bulunan izoldsin (I) a.a’ nin Valin (V) a.a’ ne déniistiiriilmesi).

e V380F (380. bolgede bulunan Valin(V) a.a’ nin Fenilalanin(F) a.a” ne
dontistiiriilmesi).

e V380F - 1372V (V380F mutant plazmidi kalip olarak kullanilarak 372. bolgede
bulunan Izoldsin(I) a.a’ nin Valin (V) a.a’ ne doniistiiriilmesi).

e WI37F - V184S - V380F (WI137F - V184S mutant plazmiti kalip olarak
kullanilarak (Karaoglu, 2010) 380. bolgede bulunan Valin (V) a.a’ nin Fenilalanin
(F) a.a’ ne doniistiiriilmesi).

o WI137F - V184S — 1372V (W137F - V184S mutant plazmiti kalip olarak kullanilarak
(Karaoglu, 2010) 372. Bélgede bulunan izoldsin(I) a.a’ nin Valin(V) a.a’ ne

donistiiriilmesi).

2.3. Tasarlanan Mutasyonlar I¢cin Primer Dizaym

flgili mutasyonlar Long — PCR uygulamasi ile gegeklestirilmistir. Bunun igin
birbirlerinin tamamlayicisi olan biri forward (ileri) digeri reverse (geri) 2 adet primere
ihtiyag vardir. Bu dogrultuda A. gonensis GI’ sin1 kodlayan xyla geni kalip olarak
kullanilarak her mutasyon igin bir ¢ift primer sentez edildi. istenilen mutasyon noktalari

primerin tam ortasinda olacak sekilde 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'

Sekil 6. Mutasyon primerlerinin dizayni

Mutant enzimler konak hiicresi olarak E. coli BL21(DE3) igerisinde iiretilmesi
planlanmistir. Bu sebeple mutasyonlarin sentezinde amino asit degisiklikleri yapilirken

konak hiicrenin kodon kullanim sikligi géz oniine alinmistir (Sekil 5). Sekil 6’ da
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mutasyon primlerlerinin dizaynina 6rnek olarak 1372V mutasyonu verilmistir. Tablo 11’

de mutasyon caligmalarinda kullanilan primer ¢iftleri verilmistir.

Tablo 11. Mutasyon ¢alismalarinda kullanilan primer giftleri

Primer Niikleotit 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’ nin ve Mutant Plazmitlerin izolasyonlar

Mutasyonlarin ~ gergeklestirildigi PCR  reaksiyonunda kalip DNA olarak
kullanilacak olan pETG2GI’ nin ve daha sonra da mutant plazmitlerin, bulunduklari
hiicreden izolasyonlari igin Quick - DNA™ Miniprep Plus plazmit izolasyon Kiti (Zymo

Research) kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokol takip edilerek gerceklestirildi.
2.5. Mutasyon Uygulamalan
2.5.1. pETG2GI Mutantlarimin PCR ile Uretilmesi

Tasarlanan yontemde mutasyonlar, ilgili mutasyon primerleri ile pETG2GI’ nin

kalip DNA olarak kullanildig1 Long - PCR yontemi ile yapildi. Boylelikle sadece xyla

geninin degil tim pETG2GI’ nin {iretilmesi amaclandi.
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Xyla geni 1326 niikleotid biiyiikligiindedir. Klonlandigi pET28a(+) vektoriiniin
de 5369 niikleotid oldugunu hesapladigimizda toplam 6695 niikleotid uzunlugundaki bir
pETG2GI’ nin PCR’ da hatasiz olarak ¢ogaltilmasi gerekir. Bu ¢ogaltmanin Tag DNA
polimeraz ile olmas1 miimkiin degildir. Ciinkii Tag DNA polimeraz, sentez asamasinda
yaklasik 1000 bazda 1 hata yapar ve bu nedenle olusacak olan sentezin dogrulugu ¢ok
distiktiir. Bu sebeple Taq DNA polimeraz yerine, 25 kb’ a kadar zincir sentezleyebilen

yiiksek dogruluga sahip bir DNA polimeraz kullanilmalidir.

PCR déngiisiinde;
= 08°C2dk
= 98°C 20 sn.
= 51°C20sn.(*) 1. Dongu
= 72°C3.5dk (10 KEZ)
= 08°C 20 sn.
= 50°C20sn(*)  2.Déngii
= 72°C3.5dk (30 KEZ)
= 72°C10dk

= +4°C’de saklama

Sekil 7. Long PCR uygulamasi

Tim bunlarin dogrultusunda, Long - PCR reaksiyonu “Phusion High - Fidelity
DNA polymerase” (Thermo Scientific) kullanilarak tretici sirketin 6nerdigi protokole
gore yapildi. Bu protokole gore reaksiyonlar son hacim 50 pL olacak sekilde; 1 pL
pETG2GI (Kalip DNA), 10 uL reaksiyon tamponu, 0,5 pL Phusion Tag, her pirimerden
1’er uL ve 31,5 pL ddH0 kullanilarak hazirlandi.

Long PCR uygulamasi Sekil 7° de gosterilen dongii sistemi kullanilarak olacak
sekilde hesaplamalar gergeklestirildi. “ * * ile belirtilen yerlerde sicaklik derecesi,
kullanilan primerin Ty, hesaplamasina gore farklilik gostermektedir. Bu yilizden

kullanilan primerlere gore T, dereceleri her mutasyon primeri i¢in ayr1 ayr1 hesaplandi.
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2.5.2. Dpnl ile Orjinal Vekoriin Temizlenmesi

PCR dongiisii tamamlandiktan sonra 50ul’ lik 6rnek igerisinde, hem yeni primer
ile Oriilmiis yeni bir zincir, hem de pETG2GI orijinal zinciri bulunmaktadir. Kalip DNA
olarak kullanilan pETG2GI, hiicreden izole edildigi i¢in metillenmis bolgelere sahiptir.
Yeni olusan zincirlerde ise metillenmis bolgelere rastlanmaz. Kalip DNA’ ya ait
metillenmis zincirlerin ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu sebeple PCR {iriini
metillenmis bolgeleri taniyip onlar1 kesen bir restriksiyon endontikleaz ile kesilmeli ve

ortamdan uzaklastirilmalidir.

Dpnl enzimi 6zellik olarak GATC dizisini tanidigi yerden, A’ nin metilenmis
halini keser. Bu sebeple kesim reaksiyonu sonucunda PCR iiriinii igerisinde bulunan,
ortamda olmasini istemedigimiz pETG2GI’ ya ait tiim zincirler bu enzim sayesinde
parcalanip ortamdan uzaklastirilmis olur. Boylelikle ortamda sadece yeni oOriilmiis

zincirler kalacaktir.

Bu iglemin gergeklesmesi i¢in Dpnl (New England Biolabs) enzimi kullanildi.
Kesim islemi iretici sirketin Onerdigi protokole gore gergeklestirildi. Reaksiyon

sonrasinda kesim {irlinii %1’ lik agaroz jelde yiiriitiildii ve goriintiilendi.

2.5.3. Mutant Plazmitlerin E. coli DH5a Susuna Transformasyonu

Transformasyon metodu olarak soguk CaCl, metodu kullanilmistir. Kesim
tirlinlerinin hiicre igerisine aktarilmasi igin kompotent hiicre stoklar1 hazirlandi. CaCl,

metoduna gore kompotent hiicre hazirlamada su protokol takip edilmistir;

o Steril kabinde E. coli DH5a susu 20 mL LB besiyerine ekildi. 37°C’ de 16 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi biiyiiyen 6rnegin O.Dggo dl¢iimii yapildi. O.Dego
degeri 0,1 olacak sekilde hesaplama yapilarak gerekli hiicre miktari ile yeni LB
besiyerine taze ekim yapildi.

e 37°C’ de O.Dgyo degeri 0,45 - 0,55 olana kadar yaklasik 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 steril kabin igerisinde biiyiiyen &rnekler 50 mL’ lik steril falkon
tiplere aktarildi. 4400 rpm’ de 5 dk santifriij yapildi.
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Santifriij sonrasi siipernatant dokiildii ve ¢oken pellet lizerine dnceden hazirlanmig
olan 100 mM’ lik soguk CaCl,” den 10 mL ilave edildi. Hiicre yapisin1 bozmadan
yavas¢a homojen sekilde ¢oziinmesi saglandi. Ardindan 30 dk buzda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 4400 rpm’ de 5 dk santifriij yapildi. Kalan s1vi kisim dokiildii.

Hiicre y1gini tizerine 2 mL soguk CaCl, eklendi, homojen karigmasi saglandi ve en

az 2 saat + 4 °C’ de inkiibe olmasi saglanarak hiicreler kompotent hale getirildi.

Hazirlanmig olan komponent E. coli DH5a susuna Dpnl ile kesimi yapilmis

orneklerin transformasyonu igin;

Steril kabinde ependorf tiiplere 6nceden hazirlanmis olan kompotent E. coli DH5a’
dan 200 uL aktarildi. Aktarilan hiicreler iizerine 6nceden kesimi yapilmis PCR
riinlerinden 5, 10, 15 ve 20 uL olacak sekilde 4 farkli ependorfa eklendi. 30 dk
buzda inkiibasyonu gergeklestirildi.

Daha sonra buzdan ¢ikartilan ornekler 43°C’ de 90 sn inkiibe edildi. Ardindan
ornekler tekrar buza aktarildi ve 3 - 4 dk buzda bekletildi. Buzdan c¢ikartilan
orneklerin iizerine 200 uL LB besiyeri ekendi ve 6rnekler 37°C’ de 2 saat inkiibe
edildi.

Onceden transformasyonu yapilmis ornekler hazirlanmis olan 0,05 mg/mL
kanamisin ihtiva eden kati besiyeri lizerine aktarildi ve yayma ekimi yapildi. Ekimi
yapilan kiiltiirler 37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Cikan kolonilerden alinan
orneklerden hazirlanan sivi kiiltiirlerin - plazmit izolasyonu yapildi ve jelde
gorilintiilendi. Boylelikle Long PCR sonrasi kesik uclara sahip olan mutant vektorler
E. coli DH5a susuna aktarilarak konak hiicrenin sahip oldugu rekombinasyon

genleri ile onarilmasi saglandi.

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

Onarilan mutant plazmitler E. coli DH5a susu igerisinde ekspres edilemezler.

Ciinkii mutant plazmitler icerisinde bulunan gen T7 promotor sisteminin altinda

bulunmaktadir ve E. coli DH50 susu T7 RNA polimeraza sahip degildir. Bu yiizden,

plazmitlerin E. coli DH5a susundan alinarak E. coli BL21(DE3) gerekmektedir.
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Plazmit izolasyonu E. coli DH5a susundan izole edilen mutant plazmitler Boliim
2.5’ te anlatilan protokol takip edilerek E. coli BL21(DE3) igerisine transforme edildi.
Elde edilen kolonilerden s1v1 kiiltiir hazirlanarak plazmit izolasyonlari, gliserol stoklar1
ve ¢izgi ekimleri yapild1 ve stoklandi. Izole edilen plazmitler, mutasyon dogrulugunun

kontrolii i¢in Macrogen sirketine sekans analizine gonderildi.

2.6. Enzimlerin Ekspresyonu ve Saflastirilmasi

Sekans dogrulamasi yapilan mutant genlerin ve A. gonensis G2" GI’ sim kodlayan
xyla geninin rekombinant olarak E. coli BL21(DE3) konak hiicresi igerisinde
ekpresyonu ve sonrasinda iiretilen enzimlerin bulunduklari hiicre ekstraktlarindan saf
olarak elde edilebilmesi i¢in gesitli iiretim ve saflastirma basamaklarindan gegmeleri

gerekmektedir.

2.6.1. Rekombinant GI ve Mutant GI Genlerin Ekspresyonu

e Mutant plazmitler ve / veya pETG2GI plazmidini tasiyan hiicrelerden bir koloni
secilerek 100 mL kanamisinli LB besiyerine ekildi ve 16 saat 37°C’ de inkiibe
edildi. Uretilen kiiltiirlerden son hacmi 500 mL olacak sekilde kanamisinli stv1 LB
besiyerinde O.Dgoo’ si 0,1 olacak sekilde taze ekimleri yapildi.

e Taze kiiltiirler O.Dggo’ si 0,6 - 0,9 oluncaya kadar 37°C inkiibe edildi. Sonrasinda
kiltiir son hacimde 1 mM IPTC igerecek sekilde indiiklendi ve 3 saat boyunca
37°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, kiiltiirler 50 mL falkon tiiplere
aktarildt ve 7500 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildi. Siipernatantlar
dokiildii.

e (Coken hiicrelerden olusan pellet, 0,5 mM CoCl; ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM
MOPS tamponunda (pH 6,5) yikanarak temizlendikten sonra 7500 rpm’ de santrifiij
edildi.

e (oktiiriilen hiicreler, 1 pg/mL lizozim igeren yukarida belirtilen tampon igerisinde
homojen olarak ¢oziildii ve 37°C* de 20 dk inkiibe edildikten sonra 10 dakika
boyunca sonikatorle patlatildi. Elde edilen hiicre 6ziitii, 15.300 rpm’ de 20 dk

santrifiij edildi. Siipernatant alinarak saflastirma islemlerine gegildi.
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2.6.2. Enzimlerin Saflastirilma Basamaklari

Rekombinant olarak iiretilen enzimlerin bulundugu konak hiicreden
saflagtirilmasinda; 1s1  soku uygulamasi, iyon degisim ve hidrofobik kolon

kromatografisi gibi saflastirma protokolleri kullanilmistir.

2.6.2.1. Is1 Soku ile Saflastirma

Hiicrenin patlatilmasi sonrasi elde edilen hiicre 6ziitiinde, istenilen enzim disinda
kalan bazi istenmeyen enzimlerin ve proteinlerin ve hiicreye ait gesitli atiklarin
ortamdan uzaklastirilmalar1 gerekmektedir. Bu sebeple uygulanacak olan sicak soku
mezofilik karakterde olan birgok proteini ve c¢esitli yapilar1 denatiire edecektir
boylelikle ortamdan ayristirilmasini saglayacaktir. Yabanil tip enzim (AgoG2Gl-yt) ve
mutant enzimler (AgoGl) 6zellik olarak termofilik karakterdedir. Bu sebeple termofilik
karakterde olan bu enzimler uygulanacak olan sicakliktan etkilenmeyecek ve boylelikle

amaca yonelik kismen saflastirma yapilmis olacaktir.

Bu amag¢ dogrultusunda sonikatér uygulamasi sonrasi elde edilen mutant ve
mutant olmayan GI’ lara ait hiicre dziitleri 70°C” de 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 denetiire olan yapilar 15.300 rpm’ de 15 dk santifriij edilerek ¢oktiiriildii,

stipernatantlar alind1 ve pellet atildu.

2.6.2.2. DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Bu yontemdeki amag, kismen saflagmis olan enzimle ayni ortamda bulunan bazi
proteinlerin ortamdan izoelektrik noktalarina gore ayristirilmalarini saglamaktir. Bunun

igin segilecek olan matriks 6nemlidir ve enzimin 6zelliklerine gore kullanilmalidir.

Calismada kolon matriksi olarak DEAE - Sepharose Fast Flow (Sigma) kullanildu.
Uygulamanin yapilacagi olan cam kolonun boyutlari1 30 ¢cm uzunlugunda 1,5 cm
capinda secildi. Matriks kullanilmadan 6nce vakum pompasi ile yaklagik 1 saat kadar
degaze edilerek bir pipet yardimiyla kolona yiiklendi. Matriks iizerinde kullanilacak

olan tiim tamponlar da ayn1 yontem ile degaze edildi. Matriks, 150 mL saf su ile yikandi
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ve sonrasinda 0,5 mM CoCl,, 5 mM MgSQO, igeren 20 mM MOPS (pH:6,5) tamponu ile

dengeye getirilmesi saglandi.

Saflastirma islem igin Biologic Lp System (Bio - Rad) cihazi kullanildi. Cihazda
hazirlanan kromatografik bir programla uygulama tamamlandi. Uygulama boyunca

izlenilen adimlar ve uygulama sartlar su sekildedir;

Uvygulama Sartlari
v Kolonun akis hizi: 1 mL/dk

v" Fraksiyondan toplayici tiiplerde biriktirilecek miktar: 3,0 mL

v" Sicaklik: Oda sicakligi

v Kullanilan Tampon (Tampon A): 0,5 mM CoCl,, 5 mM MgSO,, 20 mM
MOPS (pH:6,5)

Izlenilen adimlar

v" Kolondan 50 mL Tampon A gegirilerek kolon dengeye getirildi

v' lIs1 soku uygulamasindan elde edilen oziit kolana yiiklendi
v' 25 mL tampon (A) gecisi ile tutunmayan proteinler kolondan
uzaklagtirildi
v' 100 mL gradient gecis 0 - 0,6 M NaCl. Kolonun tuz konsantrasyonu
kademeli olarak sifirdan 0,6 M’ a kadar yiikseltildi
v' 50 mL 1M NaCl kullanilarak kolona tutulan tiim proteinler kolondan

uzaklastirildi ve kolon temizlendi.

Fraksiyon tiiplerindeki protein miktar1 uygulama esnasinda cihaz tarafindan 280
nm dalga boyunda yapilan olgiimler ile tespit edildi. Uygulama sonrasinda toplanan
fraksiyonlarda GI aktivitesi yapildi ve aktivite gosteren tiiplerdeki ornekler bir araya
toplandi. Toplanan enzim o6ziitii (saflastirma tablosu i¢in gerekli verilere ulasildiktan
sonra) 50 kDa cut off Vivaspin Consantrator kullanilarak 7500 g’ de 10 dk santrifiij
edilerek yogunlastirildi.
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2.6.2.3. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi, iyon degisim kromatografisindeki
mantikla gergeklesmektedir. Kolondan gecen proteinlerin hidrofobik ya da hidrofilik
olmalarina gore azalan amomyim siilfat konsantrasyonuyla kolondan uzaklastirilmalar

saglanmaktadir.

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi i¢cin 20 cm uzunlugundaki ve 0,75 cm
capindaki bir kolon kullanildi. Kolon matriksi olarak PHenyl Sepharose 6 Fast Flow
(Sigma) kullanildi. Yine ayni1 matriks degaze edildi ve oda sicakligina geldikten sonra
bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde dolduruldu. Kolon doldurma
islemi bittikten sonra degaze edilmis olan 1,3 M amonyum siilfat iceren 100 mL tampon
(0,5 mM CoCl; ve 5 mM MgSO, iceren 20 mM MOPS tamponu pH 6,5) ile dengeye
getirildi. Tyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim 6ziitii 2,6 M amonyum
siilfat igeren tampon ile bire bir oraninda seyreltildi. Oziitiin amonyum siilfat igeriginin

1,3 M olmasi saglandi.

Kullanilan Biologic Lp System (Bio - Rad) cihazinda fraksiyona bagl tiiplerin ve

kullanilacak olan tamponlarin es zamanli ayarlanmasi yapildi. Ayarlama:

e Kolonun akis hiz1 0,5 mL/dk

e Fraksiyondan tiiplere gegecek miktar 3 mL

e Enzim 0ziitii gecisi 20 mL (1,3 M amonyum siilfat igeren)

e 100 mL gradient ge¢is (1,3 M amonyum siilfat - 0 M)

e 50 mL tampon (0,5 mM CoCl;,, 5 mM MgSQ4, 20 mM MOPS pH:6,5)

e 50 mL saf su ile kolonun temizlenmesi.
olacak sekilde cihaza tanimlandi. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga
boyunda yapilan Ol¢iimler sonucu belirlendi. Tiim fraksiyonlarin glukoz izomeraz
aktivitesine bakildi. GI aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandiktan sonra

karakterizasyon ¢aligsmalar1 baglatildi.
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2.6.2.4. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS - PAGE)

Saflastirma igslemi sonrasinda, her bir saflastirma basamagina ait 6nceden ayrilmis

ornekler ile SDS - PAGE analiz yapilarak saflastirma islemin dogrulugu takip edildi.

Yontem %12’ lik jel kullanilarak hazirlandi. Bunun i¢in asagidaki ¢ozeltiler kullanildi.

TEMED

%30 akrilamid (mL)

%10’ luk SDS

%10’ luk Amonyum Perstilfat
1 M Tris - HCI pH 6,8

1,5M Tris - HCI pH 8

Saf su

Hazirlanan jel elektroforez tankina yerlestirildi. Hazirlanan 6rnekler kuyucuklara

20uL olacak sekilde yiiklendi. 50 mA, 110V, 100 W ayarlarinda gii¢ kaynagi ¢alistirildi

ve jel 1,5 saat yiriitiildii. Bantlarin goriilmesi i¢in jel Coomassie Brillant Blue G- 250

boyama ¢ozeltisi i¢inde 1 saat bekletildi. Jelin boyadan arinma isleminden sonra jel

resimleri ¢gekildi.

2.7. Enzimlerin Kinetik ve Biyokimyasal Parametreler Acisindan Irdelenmesi

2.7.1. Protein Miktar1 Analizi

Enzimlerin protein miktarini belirlemek igin Bradford’ un (1976) gelistirmis

oldugu yontem kullanildi. Bradford ¢ozeltisinin hazirlanmas i¢in asagidaki 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

Hazirlanan boya ¢ozeltisi filtre kagidi ile siiziildii ve koyu renk sisede saklandi.

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi i¢in 6nce standart olusturulmasi gereklidir.

Standart olarak bovin serum albumin (BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 2, 4, 6,
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10, 15, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250 pg BSA igeren ¢ozeltiler 0,15 M’ lik NaCl ile
100 pL’ ye tamamlandi. Uzerine 5 mL hazirlanan boya ¢ozeltisinden ilave edildi ve
vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda Xmark
Microplate Spectrophotmeter (BioRad) cihazinda 595 nm’ de spektroskopik Ol¢iimler
yapilarak standart egrisi olusturuldu. Saflastirilan 6rnekler icin BSA yerine 10 pL hiicre
ekstrat1 kullanilarak ayni islemler gergeklestirildi. Orneklerin protein miktar1 pg/ulL

cinsinden hesaplandi.

2.7.2. Glukoz izomeraz Aktivite Deneyi

Gl Aktivite deneyleri, onceki caligmalarda Dische ve arkadaslarmin (1951)
gelistirdigi ve Belfaquih ve arkadaslar1 (2000) tarafindan uyarlanmig olan Sistein -
Karbozol - Siilfiirik asit metodu takip edilerek gerceklestirildi. Sonraki deneylerde ise
daha giivenilir sonug aliabilmesi sebebiyle Theodor Seliwanoff (1887)” un tasarladig
ve Martin Schenk ve Hans Bisswanger (1998)’ in uyarladigi seliwanoff yontemi

kullanilmustir.

2.7.2.1. Sistein — Karbozol - Siilfiirik Asit Reaksiyonu

Gl ihtiva eden enzim o&ziitleri pH’ s1 6,5 olan 100 mM MOPS tamponu igerisinde,
son hacim 250 pL olacak sekilde, 85°C* de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon,
inkiibasyon siiresi sonunda 250 uL 0,5 M perklorik asit ilavesi ile sonlandirildi. Olusan
fruktoz miktar1 Dische ve arkadaslarinin (1951) gelistirdikleri Sistein - Karbozol -
Siilfiirik asit metoduna gore belirlendi. Buna gore reaksiyondan ¢ikan ¢ozeltinin 50 pL’
si lizerine 40 pL %1,5° lik sistein hidrokloriir ve hemen ardindan 40 pL etil alkolde
¢oOziilmiis %0,12° lik karbozol ilave edildi. Karisim vortekslendikten sonra iizerine 1,2
mL %70’ lik siilfiirik asit ilave edildi ve tekrar vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-Rad)
cihazi ile 560 nm dalga boyunda 6l¢limleri alindi. Fruktoz miktar1 hazirlanan fruktoz

kalibrasyon egrisine gore hesaplandi.

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

500, 600 pg fruktoz igeren ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra yukarida anlatilan muamele
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sonras1 cihaza yliklendi. Tipki protein miktar1 Sl¢limlerinde oldugu gibi aktivite
Ol¢iimlerinde de tek bir Ol¢iim almak yerine farklt miktarlarda enzim alinarak elde
edilen sonugclardan lineer grafik hazirland: ve fruktoz miktar1 ug/uL cinsinden R?> 0,99

olacak sekilde hesaplandi.

2.7.2.2. Seliwanoff Reaksiyonu

Yapilan c¢alismalarda fruktoz miktarmin tayini i¢in kullanilan Seliwanoff
metoduna gore reaktifi hazirlamak i¢in;
e %0,05 (w/v) 1 gr resorcinol
e 330 mL 3 NHCI
e 670 mL saf su
e 1 grresorcinol 330 mL 3 N HCl igerisinde iyice ¢oziildii. 670 mL saf su ile 1000

mL’ ye tamamlandi.

Reaksiyonlar; 25 puL 500 mM Glukoz, 100 mM MOPS tamponu (pH 6,5) ve
degisik miktarlarda enzim oziitii ile birlikte son hacim 250 puL olacak sekilde ependorf
tiiplerinde hazirlandi. 85°C 1sitic1 blok cihazinda 1000 rpm’ de 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler buz icerisinde alindi ve reaksiyonun durmasi
hizlandirildi. Buzdan aliman 50 pL reaksiyon ¢ozeltisi tizerine 600 pL Seliwanoff
reaktifi ilave edilerek vortekslendi, 80°C” de 40 dakika tekrar inkiibe edildikten sonra,
buz lizerine alinarak reaksiyon sonlandirildi. Xmark Microplate Reader (Biorad) cihazi
ile 480 nm dalga boyunda dl¢iimleri alindi. Fruktoz miktar1 dnceden hazirlanan fruktoz
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Enzim aktivitesi reaksiyon sonrasi olusan fruktoz

miktarina gore pmol/dakika cinsinden hesaplamalar tamamlandi.

2.7.3. Enzimlerin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.7.3.1. Optimum Sicakhik

Enzimlerin en 1yi calistig1 sicaklik degerlerini bulmak icin farkli sicaklik
araliklarinda (25, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ve 100°C) bir dizi
reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyonlar; 3 pL saf enzim o6ziitii kullanilarak, 50 mM
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glukoz varliginda, pH’ s1 6,5 olan MOPS (100 mM MOPS, 10 mM MgSO,4, 1 mM
CoCl;, ) tamponu igerisinde, 30 dk siire ile reaksiyonlarm son hacmi 250 pL olacak
sekilde gerceklestirildi. Ozellikle enzimlerin en iyi ¢alistign bilinen 70 ve 95°C
arasindaki reaksiyonlar, sonuglarin hassas olmasi agisindan, BioRAD MJ Mini Personal
Termalcycler cihazi igerisinde gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasi, alinan verilere gore

optimum sicaklik grafikleri olusturuldu.

2.7.3.2. Optimum pH

Enzimlerin en iyi ¢alistig1 pH degerlerini bulmak i¢in farkli pH degerlerine sahip
tamponlarda bir dizi reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyonlar, 3 uL saf enzim 0ziitii
kullanilarak, 50 mM glukoz varliginda, ilgili pH degerini saglayan tampon icerisinde
(Tablo 12) 30 dk siire ile reaksiyonlarin son hacmi 250 pL olacak sekilde ve 85°C’ de
gerceklestirildi. Elde edilen veriler kullanilarak ¢izilen pH grafigine gére enzimlerin

optimum pH degerleri belirlendi.

Tablo 12. Optimum pH deneylerinde kullanilan tampon sistemleri

OH Degeri  12MPON Tampon Konsantrasyonu  ilave kimyasallar

Adi
5 Sodyum asetat
55 Sodyum asetat
6 MOPS
6,5 MOPS
775 m: 100 10 mM MgSO,
' 1 mM CoCl,
8 Tris-HCI
8, Tris-HCI
9 Tris-HCI
9,5 Glisin
10 Glisin
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2.7.4. Enzimlerin Isil Kararhhiklar:

Yapilan mutasyonlardan sonra, mutant enzimlerin 1s1l kararliligin1 belirlemek i¢in
saflagtirilan enzim Oziitleri 6zellikle endiistriyel uygulamalarda tercih edilen 60°C’ de
inkiibe edildi. Farkli zamanlarda bu 6rneklerden enzim alinarak, optimum c¢alisma
sartlarinda (50 mM glukoz varliginda 250 pL son hacimde ve 85°C’de 30 dk boyunca
pH 6,5 olan MOPS tamponunda) glukoz izomeraz aktivite reaksiyonlari ger¢eklestirildi.
Reaksiyon sonrasi GI aktivite olgtimleri yapildi ve enzimlerin kalan aktiviteleri

hesaplanda.

2.7.5. Enzimlerin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Mutant enzimlerin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000 mM’ a
kadar arttirtlan glukoz konsantrasyonu ile yukarida belirlenen sicaklik ve pH’ larda bir
seri reaksiyon gergeklestirildi. Glukoz izomeraz aktivitesi, agiga ¢ikan fruktoz
miktarmin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler sirasinda glukozdan kaynaklanan
interferans sorunu; ayni derisimde glukoz iceren korler kullanilarak ortadan kaldirildi.
Michaelis - Menten sabiti (Ky) ve maksimum hiz (Vimax) degerleri OriginPro 8.1 analiz

programi kullanilarak ¢izilen Michaelis - Menten egrisi ile belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. AgoGl (Rekombinant Olarak Uretilen Yaban Tip Enzim) Saflastiriimasi
ve Karakterizasyonu

3.1.1. AgoGl Yaban Tip Enzimin Saflastiriimasi

3.1.1.1. Kaba Ekstrakt Elde Edilmesi

) Protein Miktari Tayini B) Gl Aktivitesi
150 - 0,08
— 24
o0 =]
2 100 % 0,06
= g 0.04
‘é 50 4 y =9.3601x \q—; 0.02 y =0,0045x
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0 T T T ] :D 0 Ll Ll '
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16
Kaba ekstrakt (ul) Kaba ekstrakt (ul)

Sekil 8. AgoGI’ nin Kaba Ekstrakt uygulamasina ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktari
tayini , B: Gl aktivitesi tayini)

Yapilan ilk denemelerde iiretilen enzimin yogun oldugu tespit edildi ve bundan
dolay1 enzim 20 kat sulandirilarak reaksiyonlar gergeklestirildi ve elde edilen 6l¢iim
sonuglart 20 ile carpilarak tabloya aktarildi. Alinan 6rnek sonuclarina goére enzimin
protein miktart R = 0,9906 dogrulukla 9,3601 pug/uL olarak bulundu. GI aktivitesi i¢in
yine ayni sekilde enzim 20 kat sulandirilarak reaksiyonlar gergeklestirildi ve ekstratin 1
pL’ sine ait fruktoz miktar: tespit edildi. Buna gore enzimin kaba ekstratinin Gl
Aktivitesi R2 = 0,9854 dogrulukla 0,0045 x 20 = 0,09 pmol/dk (Unite) olarak bulundu
(Sekil 8). Enzim 20 kat sulandirildigi halde 30 ve 50 uL enzimle yapilan aktivite sonrasi

olusan yogun fruktoz miktar1 nedeniyle dl¢iimler “out of range” hatasi verdi.

3.1.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

Is1 soku ile denetrasyondan sonra kaba ekstratta istenmeyen cok fazla protein
uzaklastirildig1 i¢in protein miktart 6l¢iimiinde enzim sulandirilma islemi yapilmadi.
Alman 6rnek sonuglarina gore enzimin protein miktar1t R* = 0,9926 dogrulukla 4,8726

ug/uL olarak bulundu.
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) Protein Miktari Tayini B) Gl Aktivitesi
75 ~ 0,08 1
=
o 60 1 = 0.06
E :3' 2 004 1
IS y =4.8726x 2 0,02 - y =0.0045x
A 1S R2=0,9926 = R>=0,9916
0 T T ] L] L] L] L]
0 4 8 12 16 0 3 6 9 12 15
Enzim Oziitii (ul) Enzim Oziitii (ul)

Sekil 9. AgoGI’ nin 1s1 soku ile denatrasyon sonrasi elde edilen oziite ait analiz
sonuglari (A: Protein miktar1 tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

Ekstrat ile yapilan ilk dlgiimlere gore yogun fruktoz elde edilmesi sebebiyle 20 kat
sulandirilmasi gerceklestirildi. Buna gore olglim sonucunda Gl aktivite sonucu R? =
0,9916 dogrulukla 0,0045 x 20 = 0,09 pmol/dk (Unite) olarak bulundu (Sekil 9).

3.1.1.3. DEAE - iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 10. AgoGI’ ya ait DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi
grafigi

BioLogic LP cihazi kullanilarak yapilan Iyon Degisim Kolon Kromatografisi
islemi DEAE - Sepharose matriksi kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekil 10 da goriilen
grafikte mavi renkte goriilen ¢izgi kolondan ¢ikan protein miktarin1 (295 nm’ de

absorbans degerleri), yuvarlak igerisinde goriilen sayilar kolondan fraksiyonlara
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aktarilan 3 mL’ lik ¢ozelti bulunan tiiplerin numaralarini, kirmizi renkte goriilen ¢izgi
ise NaCl konsantrasyonunu temsil etmektedir. Grafikteki mavi renk takip edilirse 10 -
22 tiipler arasinda yiiksek miktarlarda protein kolondan ayrilmistir. Bunlar kolona
tutunmayan proteinlerdir. NaCl konsantrasyonun (kirmizi renkli ¢izgi) artmaya
baslamis oldugu 23 numarali tlipten itibaren artan iyonik gili¢le birlikte ¢esitli

proteinlerin farkl tiiplere toplandig1 gorilmektedir.

Tim tiplerin GI aktivitesi Ol¢iildiiglinde 27 - 32. tiipler arasinda GI
aktivitesinin varligina rastlanilmigtir. Hem 10 - 22. tiipler arasinda hem de GI enziminin
kolondan ayrildiktan sonra 32 ve 42. tiipler arasinda gelen yiiksek miktarda protein
gozlenen fraksiyonlarda GI aktivitesi bulunmamaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi
bu proteinler bizim enzimimiz disinda hiicre ekstratinda olan proteinlerdir. Gl aktivitesi

goriilen pikin net anlasilir olmasi igin pik yesil renkle belirginlestirilmistir.

Alinan ve birlestirilen 6rnek sonuglarina gére DEAE uygulamasi sonrasi elde
edilen oziitiin protein miktar1 R? = 0,9986 dogrulukla 2,6009 pg/ul olarak bulundu.
Oziit ile yapilan ilk dl¢iimlere gore yogun fruktoz eldesi sebebiyle reaksiyonlar 20 kat
sulandirilarak gergeklestirildi. Buna gore 6l¢iim sonucunda GI aktivite sonucu R? =

0,9906 dogrulukla 0,0033 x 20 = 0,066 umol/dk (Unite) olarak bulundu (Sekil 11).

A . . . . B e el .
) Protein Miktar Tayini ) Gl Aktivitesi
80 1 0,05
W60 - 2 004
= S 003
5 v = 0,02 0.0033
e 20 A ~ y=0, X
s 20 £ ool R2=0.9906
0 T T T T 1] :5 0 L) T T T ]
0 6 12 18 24 30 0 3 6 9 12 15
Enzim Oziitii (ul) Enzim Oziitii (ul)

Sekil 11. AgoGI’ ya ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen dziite
ait analiz sonuclar1 (A: Protein miktari tayini, B: GI aktivitesi tayini)
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3.1.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 12. AgoGI’ ya ait Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
grafigi

BioLogic LP cihazt kullanilarak yapilan Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim
Kolon Kromatografisi islemi pHenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) matriksi ile
gerceklestirilmistir. Yukarida olusturulmus grafikte mavi ¢izgi kolondan ¢ikan
proteinlerin 295 nm’ de absorbans degerini, kirmizi renkli ¢izgi ise amonyum siilfat
konsantrasyonunu ifade etmektedir. Grafik incelendiginde 2 farkli protein ¢ikist
gerceklesmistir. 8 ve 20. tiipler arasinda ¢ikan protein ya da proteinler kolona
tutunamayan proteinlerdir. Grafikte 48 - 53. tiipler arasinda GI enzimi oldugu
diisiiniilmektedir. Biitiin tiiplerde yapilan Gl aktivite 6lgiimleri sonrasinda sadece 48 -
53 nolu tiiplerde aktivite oldugu kesinlesmistir. Bu sebeple bu tiipler birlestirilerek total
enzim Oziitli olarak kabul edildi. Bu total enzim Oziitii ile gerekli protein ve aktivite

calismalan gerceklestirildi.

Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi uygulamasi sonrasi
yapilan 6l¢iim sonuglarina gore enzim oziitlinlin protein miktar1 R? = 0,9965 dogrulukla
1,6467 pg/uL bulundu. 20 kat sulandirilan enzim &ziitii ile yapilan GI aktivite deneyi
sonucunda, GI Aktivitesi R = 0,9937 dogrulukla 0,0022 x 20 = 0,044 umol/dk (Unite)
(1uL enzim’e gore) bulundu (Sekil 13).
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Sekil 13. AgoGI’ ya ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen
oOziite ait analiz sonuglari (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.1.1.5. AgoGI’ nin Saflastirma Verileri

Tablo 13 incelenecek olursa saflastirilan enzimin protein miktar1 9,36 dan 1,65

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

verim ile yiikselmistir. Enzim 20 mL hacime ulastirilip 2,78 kat saflastirilmistir. Tablo

13’ teki veriler incelendiginde, ¢alismanin amacina yonelik saflastirma uygulamalarinin

basarili bir sekilde gergeklestigi anlasilmaktadir. Enzimin ¢aligmalarda dogru sonug

verecegini dislindiigiimiiz safliga ulagsmasi sebebi ile karakterizasyon c¢alismalarina

gecilmigtir.

Tablo 13. AgoGI’ nin saflastirma basamaklarina ait saflastirma verileri

S.
. Total L
Saflastirma TOt.a I Protein Tota_l Aktivite Aktivite Aktivite . Saflastirm
Hacim  (mg/ml Protein (umol/dk  Verim
Basamaklari (umol/dk/p)  (umol/dk a kati
(ml) ) (mg) ) Img
protein)
Kaba Ekstrakt 16,3 9,36 152,57 0,090 1467,00 9,615 100,0 1
Is1 Soku 151 4,87 73,58 0,090 1359,00 18,471 92,6 1,92
Iyon Degisim 16,5 2,60 42,91 0,066 1089,00 25,376 74,2 2,64
Hidrofobik 20 165 3293 0,044 880,00 26720 60,0 2,78
Etkilesim

3.1.1.6. SDS - PAGE Analizi

Saflagtirilan enzim SDS - PAGE jel elektroforezi ile yiiriitiildiikten sonra Sekil

14’ te goriintiilenmistir. Kaba ekstratin yiiklendigi ((A) 25 pL) kuyucuk incelendiginde

olusan yogun protein bantlar1t Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonrasi ((D) 25 uL)
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biiyiik oranda bertaraf edilmistir. Isil islem sonras1 ((B) 25 uL) ve DEAE lyon degisim
Kromatografisi sonrasi ((C) 25 nL) olusan protein bantlari kuyucuklarda goriilmektedir.

Sekil 14. AgoGI’ nin saflastirilmasina ait SDS-PAGE analizi

3.1.2.  AgoGI’ nin Karakterizasyonu

3.1.2.1. AgoGI’ nin Optimum pH Arahg

AgoGI Optimum pH Grafigi
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Sekil 15. AgoGI’ nin Optimum pH Grafigi

Enzime ait optimum pH’ m belirlenmesi i¢in farkli pH tamponlar1 kullanilarak
yukaridaki grafik olusturulmustur (Sekil 15). Enzim pH 5’ te minimuma yakin bir
aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin aktivitesi tamamen durmustur.

Grafikten de goriilecegi tizere enzim maksimum aktiviteyi pH 6,5’ te gostermektedir
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3.1.2.2. AgoGI’ min Optimum Sicakhik Arahg

AgoGI Optimum Sicaklik Grafigi
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Sekil 16. AgoGI’ nin Optimum Sicaklik Grafigi

Enzime ait optimum sicakligin belirlenmesi icin farkli sicakliklar kullanilarak
yapilan uygulama sonras1 Sekil 16 da goriilen grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 40 -
45°C’ de minimum aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek
azalma gerceklesmistir. Grafikten de goriilecegi lizere enzimin en iyi galistigi sicaklik

85°C’ dir.
3.1.2.3. Kinetik Calismalar

Enzime ait kinetik parametrelerin  belirlenmesi i¢in  degisik  substrat
konsantrasyonlari ile yapilan GI aktivite ¢aligmalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz
programi ile Sekil 17° de goriilen Michaelis - Menten egrisi olusturuldu. Reaksiyonlarda
1,5 pL saf enzim oziitii (2,475 pg protein) kullanildi ve enzimin;

o Ky degeri 124,45 £2,99 mM,
o Vmax degeri 39,6 + 0,79 pmol/dk/mg protein (R?= 0,99821) olarak hesaplandi.

Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda ise enzimin;

o Keardegeri 33,03 1/sn,
o  Kkea/ Ky degeri ise 0,266 (katalitik etkinlik degeri) olarak hesaplandi.
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Sekil 17. AgoGTI’ ya ait Michaelis - Menten egrisi

D398S Mutant GI’ simin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu

3.2.1.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi

D398S Mutant GI’ nin Saflastirilmasi
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Sekil 18. D398S’ nin Kaba ekstrakt uygulamasi sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz

sonuclar1 (A: Protein miktar: tayini, B: GI aktivitesi tayini)

D398S mutant GI’ in kaba ekstrakti ile yapilan reaksiyonlar sonrasi elde edilen
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Olctimlere gore Sekil 18° de goriilen grafikler olusturulmustur. Buna gore kaba ekstratin
protein miktar1 R? = 0,987 dogrulukla 6,6415 pg/uL bulundu. Yapilan caligmalarda

aktivite olgtimleri sonrasi fruktoz oran1 yogun oldugu igin ekstrat 10 kat sulandirildi ve




tekrar GI aktivitesi hesaplandi. Buna gore Gl Aktivitesi R? = 0,9932 dogrulukla 0,0032
x 10 = 0,032 umol/dk (Unite) bulunmustur.

3.2.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi
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Sekil 19. D398S’ nin Is1 Soku ile Saflastirma sonrasi elde edilen oziite ait analiz
sonuglar1 (A: Protein miktar tayini, B: GI aktivitesi tayini)

D398S mutant GI’ na 1s1 soku uygulamasi sonrasinda, enzim Oziitiiniin protein

miktar1 R? =

0,9944 dogrulukla 3,1857 pg/uL bulundu. Oziit ile yapilan Gl aktivitesine

gbre mutant enzimin fruktoz orani yogun oldugu icin 10 kat sulandirma yapildi. Yapilan

yeni Ol¢iimlere gére mutant enzimin Gl aktivitesi R? =

0,031 pmol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 19).

0,9925 dogrulukla 0,0031 x 10 =

3.2.1.3. DEAE - iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 20. D398S’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi grafigi
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DEAE - Iyon degisim kolon kromatografisi uygulamas1 sonrasi elde edilen tiim
tiplerde GI aktivitesi Olgiildiigiinde 35 - 42 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesinin
varligina rastlanilmistir (Sekil 20). Uygulama sonrasi yapilan Gl aktivite 6l¢iim
sonuglara gore enzim Oziitiinlin protein miktar1 R? = 0,9942 dogrulukla 2,3475 ng/uLL
bulunmustur. Mutant enzim 10 kat sulandirilarak yapilan Gl aktivite deneyi sonucunda,
1 uL enzim oziitiiniin Gl aktivitesi R? = 0,994 dogrulukla 0,0029 x 10 = 0,029 pumol/dk
(Unite) bulunmustur (Sekil 21).
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Sekil 21. D398S’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen dziite
ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.2.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 22. D398S’ ye ait Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
uygulamasi grafigi
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Fenil sefaroz hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi, biitiin
tiplerde yapilan Gl aktivite o6lgtimleri sonucunda, sadece 59 - 66 nolu tiiplerde Gl
aktivitesi oldugu kesinlesmistir (Sekil 22). Enzim 6ziitliniin protein miktart R? = 0,9905
dogrulukla 1,622 pg/uL olarak hesaplandi. Yogun olan enzim 6ziitii 10 kat sulandirildi
ve yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pulL enzim Oziitiiniin Gl Aktivitesi R? =

0,9933 dogrulukla 0,0024 x 10 = 0,024 pmol/dk (Unite) olarak hesapland: (Sekil 23).

Z

Gl Aktivitesi

Protein Miktar Tayini

—_
o ]
(= (=

y =0,0024x
R*=0,9933

0 10 20 30 40 50

Enzim Oziitii (ul) Enzim Oziitii (ul)

Sekil 23. D398S’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen
Oziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

Protein (ug)
3

%)
<o

3.2.1.5. D398S Mutant GI’nin Saflastirma Verileri

Tablo 14. D398S Mutant GI’ nin saflastirma verileri

Saflastirma Total Protein Total Aktivite Total S. Aktivite Saflastirma
Basaniaklan Hacim oy Protein - (umol/d  Aktivite  (umolidk/m  Verim kzn
(ml) g (mg) kul)  (umol/dk) g protein)

Kaba Ekstrakt 315 6,64 20921 0,032 1008,00 4,818 100,0 1

Is1 Soku 292 319 9302 0,031 905,20 9,731 89,8 2,02
fyon Degisim 272 2,35 6385 0,029 788,30 12,354 78,3 256
Hidrofobik 244 162 3958 0,024 585,6 14,795 58,1 3,07
Etekilesim

Tablo 14 incelenecek olursa saflagtirilan enzimin protein miktar1 6,64” ten 1,62
mg/mL’ ye diistiriilmis, spesifik aktivitesi ise 4,818 ten 14,795 umol/dk/mg protein’ e
%58,1 verim ile arttrilmistir. Enzim 24,4 mL hacime ulastiriip 3,07 Kkat
saflagtirtlmistir. Enzimin ¢alismalarda dogru sonug verecegini diislindiigiimiiz safliga

ulagmasi sebebi ile karakterizasyon caligsmalarina geg¢ilmistir.
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3.2.1.6. D398S Mutant GI’ min Saflastirilmasina ait SDS - PAGE Analizi

Sekil 24. D398S’ nin saflastirilmasina ait SDS - PAGE analizi

Saflagtirilan D398S mutant enzimi SDS - PAGE jel elektroforezi uygulamasi ile
jelde yiiriitiildiikten sonra Sekil 24° te gosterilmistir. Kaba enzimin yiiklendigi ((A) 25
uL) kuyucuk incelendiginde olusan yogun protein bantlart Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi sonrasi ((D) 25 pL) biiyiik oranda bertaraf edilmistir. Isil iglem sonrasi
((B) 25 uL) ve DEAE Iyon degisim Kromatografisi sonrast ((C) 25 pL) olusan protein
bantlar1 kuyucuklarda goriilmektedir.

3.2.2. D398S Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.2.2.1. D398S Mutant GI’ sinin Optimum pH Arahgi

D398S Optimum pH Grafigi
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Sekil 25. D398S’ nin Optimum pH Grafigi
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D398S mutant GI’ sina ait optimum pH’ y1 belirlemek i¢in farkli pH tamponlari
kullanilarak Sekil 25’ te goriilen grafik olusturulmustur. Enzim pH 5 te minimuma
yakin bir aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin aktivitesi tamamen
durmustur. Grafikten de goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’ da aktivite

gostermektedir.

3.2.2.2. D398S Mutant GI’ min Optimum Sicakhik Arahg

D398S mutant GI’ na ait optimum sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in farkli
sicakliklar kullanilarak Sekil 26’ da goriilen grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 40 -
45°C’ de minimum aktivite gdstermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek
azalma gergeklesmistir. Grafikten de goriilecegi lizere mutant enzimin en iyi ¢alistigi
sicaklik 85°C” dir.

D398S Optimum Sicakhik Grafigi
120
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g ©
% 40
20
0

S o v O O v o v o v o v o Qo

tﬁtﬁ?#ﬂ%@@hhwwmﬂ\g

Sicaklik (°C)

Sekil 26. D398S’ nin Optimum Sicaklik Grafigi

3.2.2.3. D398S Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler
D398S mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in farkli substrat

konsantrasyonlari ile yapilan GI aktivite ¢alismalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz

programi ile Sekil 27° de goriilen Michaelis - Menten egrisi olusturuldu.
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Sekil 27. D398S mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi

Reaksiyonlarda 5 pL saf enzim 6ziitii (8,100 pg protein) kullanildi ve enzimin;

o Kpdegeri 122,05 + 2,84 Mm

o Vinax degeri 44,99+ 0,30 pmol/dk/mg protein (R?=0,99828) olarak hesaplandi.
Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda ise enzimin;

o keardegeri 37,53 1/sn

o Keail K degeri ise 0,308 (katalitik etkinlik degeri) olarak hesaplandi.

3.3. 1323V Mutant GI’nin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.3.1. 1323V Mutant GI’nin Saflastirilmasi
3.3.1.1. Kaba Ekstrat Uygulamasi

1323V mutant GI’ in kaba ekstrakti ile yapilan Olg¢iimlere gore Sekil 28° de
goriilen grafikler olusturulmustur. Buna gore kaba ekstratin protein miktar1 R? = 0,9963
dogrulukla 4,1027 pg/uL bulundu. Yapilan GI aktivite caligmasi sonrasi elde edilen
fruktoz orani yogun oldugu i¢in enzim 10 kat sulandirildi ve Gl aktivitesi tekrar
hesaplandi. Buna gore 1 pl enzim o6ziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9902 dogrulukla

0,0036 x 10 = 0,036 pmol/dk (Unite) bulunmustur.
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Sekil 28. 1323V’ nin Kaba Ekstraktindan elde edilen 6ziite ait analiz sonuglar1 (A:
Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.3.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

1323V mutant GI” sinin bulundugu kaba ekstrat ile 1s1 soku islemi sonrasinda elde
edilen enzim oziitiinliin protein miktart R? = 0,9954 dogrulukla 2,1018 pg/ul bulundu.
Yogun olan 6ziit 10 kat sulandirildi ve yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pL
enzim Oziitinde GI Aktivitesi R* = 0,9889 dogrulukla 0,0036 x 10 = 0,036 pmol/dk
(Unite) bulunmustur (Sekil 29).

A) Protein Miktar Tayini B) Gl Aktivitesi
120 - 0.15
W90 1 2012
Z 3 0.09
g 2.1018 = 006 0,0036
8 i Y =2, X e Y =0, X
& 2=0,9954 £ 003 R2=0,9889
0 L] L] L] T 1 :5 0 L L] L] 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
Enzim oziitii (pul) Enzim oziitii (pul)

Sekil 29. 1323V’ nin Is1 Soku sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein
miktart tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.3.1.3. DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi sonrasi tiim tiiplerin GI

aktivitesi Olciildiiglinde 33 - 41 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesinin varligina

rastlanilmustir (Sekil 30).
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Sekil 30. 323V’ ye ait iyon degisim kolon kromatografisi uygulamasi grafigi

Uygulama sonrast elde edilen enzim ozitiiniin protein miktart R? = 0,9977
dogrulukla 1,5157 pg/uL olarak bulundu. Enzim 6ziiti 10 kat sulandirildi ve yapilan GI
aktivite dlgimii sonucunda, 1 pL enzim Oziitiiniin GI aktivitesi R? = 0,9932 dogrulukla

0,0031 x 10 = 0,031 pmol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 31).

A . . . B ...
) Protein Miktar Tayini ) Gl Aktivitesi
120 - 0,2
® 90 | 2 016
2 3 012
g - 1,5157 = 0.8 0,0031
o i y=1, X ~ y=0, X
g R2=0,9977 £ 004 R2=0,9932
0 L] L] L) 1 :5 0 L] L] L) 1
0 20 40 60 80 0 15 30 45 60
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Sekil 31. 1323V’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen ziite
ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)

3.3.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

1323V’ ye ait Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
uygulamasi sonrasi, biitiin tiiplerde Gl aktivitesi arastiritlmis ve sadece 56 - 64 nolu

tiiplerde aktivite oldugu belirlenmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. 323V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi uygulamasi grafigi

Uygulama sonrasi elde edilen enzim o6ziitiiniin protein miktar1 R = 0,9957
dogrulukla 1,1595 pg/uL olarak bulundu. Yapilan GI aktivitesi 6l¢lim sonucunda, 1 pL
enzim Oziitiinin GI Aktivitesi R? = 0,9984 dogrulukla 0,003 x 10 = 0,03 pumol/dk
(Unite) bulunmustur (Sekil 33).

Z
=
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- __ 0.8
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Sekil 33. 1323V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen
ozlite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktar1 tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.3.1.5. 1323V Mutant GI’ nin Saflastirma Verileri
Tablo 15 incelenecek olursa saflastirilan enzimin protein miktar1 4,10’ dan 1,16

mg/mL’ ye diistiriiliip, spesifik aktivitesi ise 8,775 ten 25,873 pmol/dk/mg protein’ e
%55,7 verim ile yiikseltilmistir.

52



Tablo 15. 1323V’ nin saflastirma basamaklarina ait saflastirma tablosu

. Total ..

Total . Total Aktivite fn S. Aktivite
lsazfsl:i::knll;l Hacim I:nr(é;ﬁ:? Protein (umol/dk/ ﬁﬁ:{}g (umol/dk/m  Verim Saﬂﬁ:?lrma

(ml) (mg) pul) K) g protein)
Kaba E. 38,6 4,10 158,36 0,036 1389,6 8,775 100,0 1
Is1 Soku 33 2,10 69,36 0,036 1188,0 17,128 85,5 1,95
Iyon Degisim 57 1,52 40,92 0,031 837,0 20,453 60,2 2,33
Hidrofobik 258 1,16 29,92 0,030 774,0 25,873 55,7 2,95
Etkilesim

Enzim 25,8 mL hacime ulastirilip 2,95 kat saflagtirilmistir. Enzimin galismalarda
dogru sonug¢ verecegini diisiindiiglimiiz safliga ulasmasi sebebi ile karakterizasyon

calismalarina geg¢ilmistir.

3.3.1.6. 1323V Mutant GI’ min Saflastirilmasina Ait SDS - PAGE Analizi

Sekil 34. 1323V’ nin saflastirilmasina ait SWDS - PAGE analizi

Saflagtirilan 1323V mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi ile yiiriitiildiikten
sonra Sekil 34’ te gosterilmistir. Kaba enzimin yiiklendigi ((A) 25 pL) kuyucuk
incelendiginde olusan yogun protein bantlar1 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
sonrasi ((D) 25 pL) biiyiik oranda bertaraf edilmistir. Isil islem sonrast ((B) 25 puL) ve
DEAE Iyon degisim Kromatografisi sonrasi ((C) 25 pL) olusan protein bantlari
kuyucuklarda goriilmektedir.
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3.3.2. 1323V Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.3.2.1. 1323V Mutant GI’nin Optimum pH Arahgi

1323V Optimum pH Grafigi
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pH

Sekil 35. 323V’ nin Optimum pH Grafigi

[323V mutant GI’ na ait optimum pH’ 1n belirlenmesi i¢in farkli pH tamponlari
kullanilarak Sekil 35’ teki grafik olusturulmustur. Enzim pH 5’ te minimuma yakin bir
aktivite gostermistir ve pH 10’ a geldiginde enzimin aktivitesi tamamen durmustur.

Enzim en iyi pH 6,5 aktivite gostermektedir.

3.3.2.2. 1323V Mutant GI’ nin Optimum Sicakhik Arah@

1323V Optimum Sicaklik Grafigi
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Sekil 36. 1323V’ nin Optimum Sicaklik Grafigi
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[323V mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi i¢in farkli sicakliklar
kullanilarak Sekil 36° da goriillen grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 40 - 45°C’ de
minimum aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma

gerceklesmistir. Grafikten de goriilecegi lizere mutant enzimin en iyi aktivite gosterdigi
sicaklik 85°C” dir.

3.3.2.3. 1323V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler

[323V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan GI
aktivite ¢alismalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz programi ile Sekil 37° de goriilen

Michaelis - Menten egrisi olusturuldu.

Unite (umol/dk)

T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Glukoz (mM)
Sekil 37. 1323V mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi

Reaksiyonlarda 8 pL saf enzim 6ziitii (9,28 pg protein) kullanildi ve enzimin;
o K degeri 140,026 + 3,43 mM,
o Vpax degeri 40,52 + 0,30 umol/dk/mg protein (R®= 0,99831) olarak hesapland.
Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin;
o Kkcardegeri 33,80 1/sn
o kel Ky degeri ise 0,241 (katalitik etkinlik degeri ) olarak hesaplandi.

55



3.4. 1372Q Mutant GI’ mn Saflastirmasi ve Karakterizasyonu

3.4.1. 1372Q Mutant GI’ nin Saflastirilmasi

3.4.1.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi

1372Q mutant GI’ 1n kaba ekstraktinda yapilan olgtimlere Sekil 38 de goriilen
grafikler olusturulmustur. Buna gore elde edilen kaba ekstratin protein miktar1 R? =
0,9923 dogrulukla 5,209 pg/uL bulunmustur. GI aktivite deneyleri sonrasi elde edilen
fruktoz oran1 yogun oldugu i¢in ekstrat 10 kat sulandirildi ve GI aktivitesi tekrar
hesaplandi. Buna gore 1 pL enzim oziitiinde GI Aktivitesi R* = 0,993 dogrulukla 0,0075
x 10 = 0,075 pmol/dk (Unite) bulunmustur.

) Protein Miktar Tayini B) Gl Aktivitesi
400 0.25 -

~ c 0,15
200 g
g S ol 0.0075
= 100 y =5.209x o y =0, X
R R2=0,9923 = 0,05 R2=0,993

0 T T T T ] :D 0 T T T T ]

0 15 30 45 60 75 0 6 12 18 24 30
Kaba Ekstrakt (ul) Kaba Ekstrakt (ul)

Sekil 38. 1372Q’ nun Kaba ekstraktindan alinan 6ziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein
miktart tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.4.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

1372Q mutant GI” na ait kaba ekstratin 1s1 soku ile denetrasyonu sonrasinda elde
edilen Oziitlin protein miktar1 miktar1 Sekil 39° da gosterilmistir. Yapilan 6l¢tim
sonuglarina gore enzim Oziitlinlin protein miktar1 R* = 0,9986 dogrulukla 3,6762 pg/uL
bulunmustur. 10 kat sulandirilmas: sonrasi yapilan GI aktivite 6l¢iim sonucunda, 1 pL
enzim Oziitinde GI Aktivitesi R? = 0,9957 dogrulukla 0,0076 x 10 = 0,076 pmol/dk

(Unite) bulunmustur.
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Sekil 39. 1372Q’ nun Is1 Soku sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein
miktart tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.4.1.3. DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamas: sonras1 33 - 38 nolu

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varligina rastlanilmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. 1372Q’ ya ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamas: grafigi

Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi sonrast yapilan o6l¢iim
sonuclarina gore elde edilen enzim 6ziitiiniin protein miktar1t R* = 0,9938 dogrulukla
2,9358 pg/uL olarak bulunmustur. Enzim 6ziitii 10 kat sulandirilarak yapilan Gl aktivite
deneyi sonucunda, 1 pL enzim dziitiiniin Gl Aktivitesi R? = 0,984 dogrulukla 0,0069 x
10 = 0,069 umol/dk (Unite) olarak hesaplanmistir (Sekil 41).
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Sekil 41. 1372Q’ ya ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen dziite ait
analiz sonuglari (A: Protein miktar1 tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.4.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Fenil sefaroz hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi 59 -

64 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesinin varligina rastlanilmistir (Sekil 42).
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Sekil 42. [1372Q’ ya ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi uygulamasi grafigi

Uygulama sonrast elde edilen enzim o6ziitiiniin protein miktar1 R?* = 0,9929
dogrulukla 1,7595 pg/uL bulundu. Yogun olan enzim &ziitii 10 kat sulandirildi ve Gl
aktivite 6l¢iim sonucunda, 1 pL enzim oziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9926 dogrulukla
0,0069 x 10 = 0,069 umol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 43).
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Sekil 43. 1372Q’ ya ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen
oOziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.4.1.5. 1372Q Mutant GI’ min Saflastirma Verileri

Tablo 16 incelenecek olursa saflastirilan enzimin protein miktar1 5,15 ten 1,76

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

e %753 verim ile yikseltilmistir. Enzim 18 mL hacime ulastirilip 2,72 kat

saflastirilmistir. Enzimin ¢alismalarda dogru sonug verecegi diisiiniilen safliga ulagmasi

sebebi ile karakterizasyon calismalarina geg¢ilmistir.

Tablo 16. 1372Q’ nun Saflastirma Basamaklarina ait Saflastirma Tablosu

L Total L
Saflastirma TOt.a I Protein TOta_I Aktivite Aktivite S. Aktivite . Saflastirma
Hacim Protein  (umol/d (umol/dk/m  Verim
Basamaklari mg/ml (pmol/d . kat1
(ml) (mg) k/ul) K) g protein)

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

Is1 Soku 20 3,68 73,52 0,076 1520 20,674 92,1 1,44
Iyon Degisim 18,5 2,94 54,31 0,069 1276,5 23,503 84,0 1,63
Hidrofobik 18 176 3167 0069 1242 30,216 753 2,72
Etkilesim

3.4.1.6. 1372Q Mutant GI’ min Saflastirilmasina ait SDS - PAGE Analizi

Saflagtirilan 1372Q mutant enzimine ait SDS - PAGE jel elektroforezi uygulamasi

sonrast elde edilen jel goriintiisti Sekil 44° te gosterilmistir.
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Sekil 44. 1372Q’ nun saflastirilmasina ait SDS - PAGE analizi

Kaba enzimin yiiklendigi ((A)25 pl) kuyucuk incelendiginde olusan yogun protein
bantlar1 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonrasi ((D)25 pl) biiyiik oranda bertaraf
edilmistir. Is1l islem sonras1 ((B) 25 uL) ve DEAE Iyon degisim Kromatografisi sonrasi
((C) 25 pL) olusan protein bantlar1 kuyucuklarda goriilmektedir.

3.4.2. 1372Q Mutant GI’ min Karakterizasyonu

3.4.2.1. 1372Q Mutant GI’ nin Optimum pH Arahgi

1372Q Optimum pH Grafigi
120

100
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Aktivite (%)

5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
pH

Sekil 45. [372Q’ nun Optimum pH Grafigi

[372Q mutant GI’ na ait optimum pH’ 1n belirlenmesi i¢in farkli pH tamponlari
kullanilarak Sekil 45° teki grafik olusturulmustur. Grafikten de goriilecegi lizere enzim
en iyi aktiviteyi pH 7° de gostermektedir. Mutasyon yaban tip enzimin optimum pH

degerini 6,5 tan 7° ye degistirmistir. Deney kontrollii bir sekilde 7 kez tekrarlanmistir.
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3.4.2.2.1372Q Mutant GI’ nin Optimum Sicakhik Arahg

1372Q Optimum Sicaklik Grafigi
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Sekil 46. 1372Q’ nun Optimum Sicaklik Grafigi

1372Q mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi i¢in farkli sicakliklar
kullanilarak Sekil 46> daki grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum
aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma gergeklesmistir.

Grafikten de goriilecegi tizere mutant enzimin en iyi ¢alistigi sicaklik 85°C” dir.
3.4.2.3.1372Q Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler
[372Q mutant GI” na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan GI

aktivite ¢aligmalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz programi ile Sekil 47° deki

Michaelis - Menten egrisi olusturuldu.

0,18
0,16 -
0,14
0,12
0,10 4
0,08
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0,00

Unite (umol/dk)

(I) 1(|)O 2(|)0 3(|)O 4(I)O 5(|)0 660 7(|)O 8(I)O 9(|)O 1OIOO
Glukoz (mM)
Sekil 47. 1372Q mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi

61




Reaksiyonlarda 5 pL saf enzim 6ziitii (8,8 ug protein) kullanildi ve enzimin;
. Km degeri 110,17 + 3,09 mM
o Vinax degeri 22,65 + 0,17 pmol/dk/mg protein (R* = 0,99744) olarak

hesaplandi.

Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin;

. Keat degeri 18,89 1/sn, Kead Kiy degeri 0,172 (katalitik etkinlik degeri)

olarak hesaplandi.
3.5. 1372V Mutant GI’ min Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.5.1. 1372V Mutant GI’ nin Saflastirilmasi

3.5.1.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi

I372V mutant GI’in kaba ekstraktinda yapilan Ol¢timlere gore Sekil 48 de

goriilen grafikler olusturulmustur.

A . . . . B e e .
) Protein Miktar Tayini ) Gl Aktivitesi
200 1 0,15 1
% 160 1 24012
= 120 - 3 0.09 -
.= =
%‘ 80 41003 = 0,06 - y =0,0043x
£ . Y ek @ : R*=0,9965
A 40 R:=09959 | | & %%
0 L] L] L] T 1 :D 0 L) L] T 1
0 10 20 30 40 50 0 6 12 18 24 30
Kaba Ekstrakt (ul) Kaba Ekstrakt (ul)

Sekil 48. 1372V’ nin Kaba ekstraktindan elde edilen Oziite sonrasi elde edilen Oziite ait
analiz sonuglar1 (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

Buna gore kaba ekstratin protein miktar1 R? = 0,9959 dogrulukla 4,1003 pg/uL
bulunmustur. Yogun olan enzim 6ziitii 10 kat sulandirild1 ve yapilan GI aktivite deneyi
sonucunda, 1 pL enzim 6ziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9965 dogrulukla 0,0043 x 10 =

0,043 umol/dk (Unite) bulunmustur.
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3.5.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

) Protein Miktari Tayini B) Gl Aktivitesi
160 0.16
B0 120 2 o012
ot [o]
g 80 g 0.8
S = y =0,0038x
S 0.04
g 40 2 R*=0,9965
0 ) 0 T T ]
10 20 30 40
Enzim oziitii (ul) Enzim oziitii (ul)

Sekil 49. 1372V’ nin Is1 Soku sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz sonuglari (A: Protein
miktar1 tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

1372V mutant GI’ na uygulanan 1s1 soku uygulamasi sonrasinda Sekil 49° daki
grafikler olusturulmustur. Enzim Oziitiiniin protein miktar1 miktar1 R? = 0,9983
dogrulukla 2,0995 pg/uL bulunmustur. Yogun olan enzim &ziitii 10 kat sulandirilarak 1
pL enzim oziitlinde GI Aktivitesi R* = 0,9965 dogrulukla 0,0038 x 10 = 0,038 pmol/dk

(Unite) bulunmustur.

3.5.1.3. DEAE - iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 50. 372V" ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamas: grafigi

DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi sonras1 23 - 31 nolu
fraksiyonlarda GI aktivitesinin varligma rastlanilmistir (Sekil 50). Yapilan o6l¢iim
sonuglarina gore 1372V mutant GI’ nin protein miktar1 R = 0,9985 dogrulukla 1,5067
pg/uL bulundu. Yogun olan enzim 10 kat sulandirildi ve yapilan GI aktivite deneyi
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sonucunda, 1 pL enzim Oziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9985 dogrulukla 0,0033 x 10 =
0,033 pmol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 51).

A . . . . B . el s
) Protein Miktar Tayini ) Gl Aktivitesi
120 - 0.18
— 2 015
[=1¥] .
% = 0
g 60 g 0,09
S 301 y=15067x | | < 006 y =0,0033x
A R2=0,9985 = 003 R2=0,9985
0 T T T T 1 :5 0 T T T T ]
0 15 30 45 60 75 0 10 20 30 40 50
Enzim oziitii (ul) Enzim oziitii (ul)

Sekil 51. 1372V’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonras: elde edilen 6ziite
ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)

3.5.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi uygulamasi sonrasi 56 -

62 nolu tiiplerde aktivite oldugu saptanmistir (Sekil 52).

A U

0,051
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Time [minutes]

Sekil 52. 1372V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi uygulamasi grafigi

Yapilan Ol¢iimler sonrasi 1372V mutant GI’ nin protein miktar1 R? = 0,9944
dogrulukla 1,1626 pg/uL bulunmustur. Yogun olan enzim o6ziitii 10 kat sulandirilrak
yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pL. enzim oziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9984
dogrulukla 0,003 x 10 = 0,03 umol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 53).
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Sekil 53. 1372V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen
oziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.5.1.5. 1372V Mutant GI’ min Saflastirma Verileri

Tablo 17 incelenecek olursa saflastirilan enzimin protein miktar1 4,10° dan 1,16

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

%48,4 verim ile ylkseltilmistir. Enzim 26,8 mL hacime ulastiriip 2,46 kat

saflastiriimistir.

Tablo 17. 1372V’ nin Saflastirma Basamaklarina ait Saflastirma Tablosu

Total

Total

S. Aktivite

Saflastirma - Protein . Aktivite L . Saflastirma
Hacim Protein Aktivite  (umol/dk/mg  Verim

Basamaklari (ml) (mg/ml) (mg) (umol/dk/pl) (umol/dk) protein) kat

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

Is1 Soku 33 2,10 69,33 0,038 1254 18,087 75,6 1,72

Iyon degisim 27 1,51 40,68 0,033 891 21,902 53,7 2,09

Hidrofobik 268 116 31,16 0,030 804 25,804 48,4 2,46

Etkilesim

3.5.1.6. 1372V Mutant GI’ min Saflastirilmasina Ait SDS - PAGE Analizi

Saflagtirilan 1372V mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi uygulamasi

sonrasinda elde edilen jel goriintiisii Sekil 54° te gosterilmistir.

65



Sekil 54. 1372V’ nin Saflagtirilmasina aﬁt SDS - PAGE analizi

Kaba enzimin yiiklendigi ((A) 25 pL) kuyucuk incelendiginde olusan yogun
protein bantlar1 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonras1 ((D) 25 puL) biiyiik oranda
bertaraf edilmistir. Isil islem sonras1 ((B) 25 pL) ve DEAE Iyon degisim Kromatografisi
sonrast ((C) 25 pL) olusan protein bantlar1 kuyucuklarda goriilmektedir.

3.5.2. 1372V Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.5.2.1. 1372V Mutant GI’ nin Optimum pH Arahgi

1372V Optimum pH Grafigi
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Sekil 55. [372V’ nin Optimum pH Grafigi

1372V mutant GI’ na ait optimum pH’ 1n belirlenmesi i¢in farkli pH tamponlari
kullanilarak Sekil 55° te goriilen grafik olusturulmustur. Enzim pH 5° te minimuma

yakin bir aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin aktivitesi tamamen
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durmustur. Grafikten de goriilecegi lizere enzim en iyi aktiviteyi pH 6,5 te

gostermektedir.

3.5.2.2. 1372V Mutant GI’ simin Optimum Sicaklik Arahg:

1372V Optimum Sicaklik Grafigi
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Sekil 56. 1372V’ nin Optimum Sicaklik Grafigi

100

I372V mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi i¢in farkli sicakliklar
kullanilarak Sekil 56 daki grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum
aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma gerceklesmistir.

Grafikten de goriilecegi lizere mutant enzimin en iyi calistigr sicaklik 85°C’ dir.

3.5.2.3. 1372V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler
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Sekil 57. 1372V mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi
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[372V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan GI
aktivite caligmalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz programi ile Sekil 57 deki

Michaelis-Menten egrisi olusturuldu. Reaksiyonlarda 5 uL saf enzim oziiti (5,8 pg

protein) kullanildi ve enzimin,;
o Km degeri 132,11+ 3,7 mM,

. Vimax degeri 65,46 £+ 0,55 umol/dk/mg protein (R2 = 0,9975) olarak
hesaplanda.

Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin;
o Kcar degeri 54,60 1/sn,
. Kea/ Km degeri 0,413(katalitik etkinlik degeri) olarak hesaplandi

3.6. V380F Mutant GI’ nin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.6.1. V380F Mutant GI’ nin Saflastirilmasi

3.6.1.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi

A) Protein Miktar Tayini ) Gl Aktivitesi
160 - 0,12 1
B 120 5 0.09 -
ot [s)
g 80 £ 0,06 -
S 40 y=3.7686x | | < 03 - y =0,0062x
= R2=09983 | | & R2=0,9946
0 T T T 1 :5 0 Ll L] LI L] 1
0 10 20 30 40 0 3 6 9 12 15 18
Kaba ekstrakt () Kaba ekstrakt ()

Sekil 58. V380F’ nin Kaba Ekstraktindan elde edilen 6ziite ait analiz sonuglar1 (A:
Protein miktari tayini, B: GI aktivitesi tayini)

V380F mutant GI’ 1 kaba ekstraktinda yapilan Sl¢limlere gore Sekil 58 deki
grafikler olusturulmustur. Kaba ekstraktin protein miktar1t R? = 0,9983 dogrulukla
3,7686 pg/uL bulunmustur. Enzim 0ziiti 5 kat sulandirildi ve yapilan GI aktivite
caligmalar1 sonucunda, 1 pL enzim Oziitiinde GI Aktivitesi R* = 0,9946 dogrulukla
0,0062 x 5=0,031 umol/dk (Unite) bulunmustur.

68



3.6.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

A . . . . B . el .
) Protein Miktar Tayini ) Gl Aktivitesi
100 0,1
w80 24008
< 60 2 006
.9 =
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Sekil 59. V380F’ nin Is1 Soku sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein

miktar1 tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

V380F mutant GI” na 1s1 soku ile denetrasyonu sonrasinda Sekil 59° daki grafikler

olusturulmustur. Enzim 6ziitliniin protein miktart miktar1 R = 0,9937 dogrulukla 2,2435

pg/uL bulundu. Enzim 6ziitii 5 kat sulandirild1 ve yapilan GI aktivite deneyi sonucunda,
1 pL enzim o6ziitiinde GI Aktivitesi R*? = 0,9974 dogrulukla 0,0049 x 5 = 0,0245

umol/dk (Unite) bulunmustur.

3.6.1.3. DEAE - iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

ja.u 0,8
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Sekil 60. V380F ye ait iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamas: grafigi

DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamas: sonras1 31 - 36 nolu

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varligina rastlanilmistir (Sekil 60). Uygulama sonrasi
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enzim oOziitliniin protein miktar1t R?> = 0,998 dogrulukla 0,7882 pg/ul olarak
bulunmustur. Enzim 6ziitii 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite 6l¢iimleri sonucunda,
1 uL enzim 6zitiinde GI Aktivitesi R2 = 10,9951 dogrulukla 0,0036 x 5= 0,018 umol/dk
(Unite) bulunmustur (Sekil 61).
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Sekil 61. V380F’ ye ait lyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen dziite
ait analiz sonuclar1 (A: Protein miktar1 tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.6.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 62. V380F’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi uygulamasi grafigi

Uygulanan Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasinda sadece 58 - 62
nolu tiiplerde aktivite oldugu belirlenmistir (Sekil 62). Uygulama sonrasi enzim
Oziitiiniin protein miktarit R? = 0,9934 dogrulukla 0,72 pg/uL olarak bulunmustur.
Enzim 6ziitii 5 kat sulandirilarak yapilan Gl aktivite 6l¢iimii sonucunda, 1 pL enzim
oziitinde GI Aktivitesi R2 = 0,9927 dogrulukla 0,0036 x 5 = 0,018 pumol/dk (Unite)
olarak bulunmustur (Sekil 63).
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Sekil 63. V380F’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen
oOziite ait analiz sonuglari (A: Protein miktari tayini, B: Gl aktivitesi tayini)

3.6.1.5. V380F Mutant GI’ nin Saflastirma Verileri

Tablo 18. V380F’ nin Saflastirma Basamaklarina ait Saflastirma Tablosu

Saflastirma Total Protein Total Aktivite Total S. Aktivite Saflastirma

Basafnaklarl Hacim oy Protein - (wmolidk/  Aktivite  (umol/di/mg  Verim kzn
(ml) g (mg) ul) (umol/dk)  protein)

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

Is1 Soku 15 2,24 33,65 0,0245 367,5 10,920 65,9 13

fyon degisim 17 0,79 13,40 0,018 306 22,837 54,8 2.8

Hidrofobik 15 072 1080 0,018 270 25,000 484 3,0

Etkilesim

Tablo 18 incelenecek olursa saflagtirilan enzimin protein miktar1 3,77° den 0,72
mg/ml’a diistiriilmiis, spesifik aktivitesi 8,225’ ten 25,000 umol/dk/mg protein’ e %48,4
verim ile yiikseltilmistir. Enzim 15 mL hacime ulastirilip 3,0 kat saflastirilmigtir.

3.6.1.6. V380F Mutant GI’ nin Saflastirilmasina Ait SDS - PAGE Analizi

Saflagtirilan V380F mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi uygulamasi

yapildiktan sonra Sekil 64 teki jel goriintiisii olusturulmustur.
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Sekil 64. V380F’ nin Saflagtirilmasina ait SDS - PAGE Analizi

Kaba enzimin yiiklendigi ((A) 25 pL) kuyucuk incelendiginde olusan yogun
protein bantlar1 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonrasi ((D) 25 puL) biiyiik oranda
bertaraf edilmistir. Isil islem sonrasi ((B) 25 uL) ve DEAE lIyon Degisim
Kromatografisi sonrasi ((C) 25 nL) olusan protein bantlari kuyucuklarda goriilmektedir.

3.6.2.  V380F Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.6.2.1. V380F Mutant GI’ mn Optimum pH Arah@
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Sekil 65. V380F’ nin Optimum pH Grafigi

V380F mutant GI’ na ait optimum pH’ 1n belirlenmesi i¢in farkli pH tamponlari
kullanilarak Sekil 65° te goriilen grafik olusturulmustur. Enzim pH 5° te minimuma

yakin bir aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin aktivitesi tamamen
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durmustur. Grafikten de goriilecegi lizere enzim en iyi calisma araligi pH 6,5°te

gostermektedir.

3.6.2.2. V380F Mutant GI’ nin Optimum Sicakhik Arahgi

V380F Optimum Sicakhik Grafigi
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Sekil 66. V380F’ nin Optimum Sicaklik Grafigi

V380F mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi i¢in farkli sicakliklar
kullanilarak Sekil 66 daki grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum
aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek azalma ger¢eklesmistir.

Grafikten de goriilecegi tizere mutant enzimin en iyi ¢alistigi sicaklik 85°C” dir.
3.6.2.3. V380F Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler
V380F mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan GI

aktivite ¢aligmalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz programi ile Sekil 67° de goriilen

Michaelis - Menten egrisi olusturuldu.

73



0,25 -+

0,20

0,15

0,10 +

Aktivite (umol/dk)

0,05

0,00

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Glukoz (mM)
Sekil 67. V380F Mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi

Reaksiyonlarda 10 pl saf enzim 6ziitii (7,2 pg protein) kullanildi ve enzimin;
o Kpdegeri 116,57 + 4,37 mM
o Vnax degeri 37,22 + 0,39 umol/dk/mg protein (R?= 0,9955) olarak hesapland.
Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin;
e Keardegeri 31,05 1/sn
o  Keal Ky degeri 0,266 (katalitik etkinlik degeri) olarak hesaplandi.

3.7. V380F - 1372V Mutant GI’ min Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.7.1.  V380F - 1372V Mutant GI’ nin Saflastirilmasi
3.7.1.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi

V380F - 1372V mutant GI’ 1in kaba ekstraktinda yapilan 6l¢iimlere gore Sekil 68’

deki grafikler olusturulmustur.

74
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Sekil 68. V380F - 1372V’ nin Kaba ekstraktindan alman 6ziite ait analiz sonuglar1 (A:
Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)

Kaba ekstraktin protein miktar1 R? = 0,9983 dogrulukla 6,5429 pg/uL bulundu.
Enzim 6ziitii 10 kat sulandirildi ve yapilan GI aktivite ¢aligmasi sonucunda, 1 pL enzim
oziitiinde GI Aktivitesi R2 = 0,9978 dogrulukla 0,0026 x 10 = 0,026 umol/dk (Unite)

bulunmustur.

3.7.1.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

A) Protein Miktar Tayini B) o1 Gl Aktivitesi
5 175 Z 0124
= 140 3 0.09
50 S 0,06 1
£ 70 y=42201x | | = y =0,0027x
£ 35 2=09984 | | & 0031 R2=0,998
0 — | |5 o —
0 10 20 30 40 30 0 10 20 30 40 50
Enzim oziitii (ul) Enzim ozt (ul)

Sekil 69. V380F - 1372V’ nin Is1 Soku sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz sonuglari (A:
Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)

Is1 soku uygulamasi sonrasinda Sekil 69’ daki grafikler olusturulmustur. Enzim
Oziitiiniin protein miktart R? = 0,9984 dogrulukla 4,2201 pg/ul bulunmustur. Enzim
ozutli 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite ¢alismasi sonucunda, 1 pL enzim
oziitinde GI Aktivitesi R? = 0,998 dogrulukla 0,0027 x 10 = 0,027 pumol/dk (Unite)

bulunmustur.

75



3.7.1.3. DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 70. V380F - 1372V" ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi grafigi

Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulama sonras1 29 - 34 nolu fraksiyonlarda
GI aktivitesinin varligma rastlanilmistir (Sekil 70). V380F - 1372V mutant GI’ nin
protein miktart R? = 0,9995 dogrulukla 2,9002 pg/ul bulunmustur. Enzim 6ziiti 10 kat
sulandirilarak yapilan GI aktivite calismast sonucunda, 1 pl. enzim Oziitlinde GI
Aktivitesi R* = 0,9974 dogrulukla 0,0026 x 10 = 0,026 umol/dk (Unite) bulunmustur
(Sekil 71).

A . . . . B . . .
) Protein Miktari Tayini ) Gl Aktivitesi
150 0,15
% 120 2 012
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g 9% S 0.09
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& 60 e y =0,0026x
30 £ 003 R2=0,9974
0 :5 0 L] L] L]
10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
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Sekil 71. V380F - 1372V ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi elde edilen

oziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)
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3.7.1.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 72. V380F - I372V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
uygulamasi grafigi

V380F - 1372V mutant enzimin Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
uygulamasi sonrast 52 - 57 nolu tiiplerde aktivite oldugu saptanmistir (Sekil 72).
Uygulama sonrasi elde edilen enzim 6ziitlindeki protein miktart R? = 0,9959 dogrulukla
2,1546 pg/uL bulunmustur. Enzim oziitd 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite
calismasi sonucunda, 1 uL enzim 6ziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9962 dogrulukla 0,0023
x 10 = 0,023 pumol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 73).
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Sekil 73. V380F - 1372V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi sonrasi
elde edilen oziite ait analiz sonuglari (A: Protein miktar1 tayini, B: GI
aktivitesi tayini)
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3.7.1.5. V380F - 1372V Mutant GI’ nin Saflastirma Verileri

Tablo 19. V380F - 1372V’ nin Saflastirma Basamaklarina ait Saflastirma Tablosu

S.

Saflastirma Total Protein Total Aktivite Total Aktivite Saflastirma

Basansqaklarl Hacim (o Protein - (umolidk/ - Aktivite  (umol/dk/  Verim kim

(miy M9 (mg) W) (umoldk)  mg
protein)

Kaba E. 20,3 6,54 132,82 0,026 527,8 3,974 100,0 1
Ist Soku 18,0 4,22 75,96 0,027 486,0 6,398 92,1 1,61
fyon degisim 16,3 2,90 47,27 0,026 4238 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 saflagtirilan enzimin protein miktart 6,54’ den 2,15
mg/ml’a disirilmiis, spesifik aktivitesi ise 3,974’ ten 10,675 pmol/dk/mg protein’ e
%69,7 verim ile yiikseltilmistir. Enzim 16 mL hacime ulastirilip 2,69 kat

saflastirilmistir.

3.7.1.6. V380F - 1372V Mutant GI’ sinin Saflastirilmasina ait SDS - PAGE Analizi

Sekil 74. V380F - 1372V’ nin Saflastirilmasina ait SDS-PAGE analizi

Saflagtirillan V380F - 1372V mutant enzim SDS - PAGE jel elektroforezi
uygulamasi sonrasinda Sekil 74’deki jel goriintiisii olusturulmustur. Kaba enzimin
yiiklendigi ((A) 25 pL) taraf incelendiginde olusan yogun protein bantlar1 Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi sonras1 ((D) 25 pL) biiyiik oranda bertaraf edilmistir. Isil
islem sonras1 ((B) 25 uL) ve DEAE lyon Degisim Kromatografisi sonras1 ((C) 25 pL)

olusan protein bantlar1 kuyucuklarda goriilmektedir.

78



3.7.2. V380F - 1372V Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.7.2.1. V380F - 1372V Mutant GI’ nin Optimum pH Arahg

V380F - 1372V mutant GI’ na ait optimum pH’ 1n belirlenmesi i¢in farkli pH
tamponlart kullanilarak Sekil 75° teki grafik olusturulmustur. Enzim pH 5’ te
minimuma yakin bir aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin aktivitesi
tamamen durmustur. Grafikten de goriilecegi lizere enzim en iyi ¢alisma araligi pH 6,5’

te gostermektedir.

V380F - I372F Optimum pH Grafigi
120
100
— 80
X
~ 60
&
E 40
=
= 20
0
0 555 6 65 7 75 8 85 9 95 10
pH

Sekil 75. V380F - 1372V’ nin Optimum pH Grafigi

3.7.2.2. V380F - 1372V Mutant GI’ min Optimum Sicakhk Arahg:

V380F - 1372V mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi icin farkl
sicakliklar kullanilarak Sekil 76’ da gosterilen grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 35 -
40°C’ de minimum aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek
azalma gergeklesmistir. Grafikten de goriilecegi lizere mutant enzimin en iyi calistig

sicaklik 85°C’ dir.
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Sekil 76. V380F - 1372V’ nin Optimum Sicaklik Grafigi

3.7.2.3. V380F - 1372V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler

V380F - 1372V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi i¢in yapilan
GI aktivite ¢alismalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz programi ile Sekil 77° de
gosterilen Michaelis - Menten egrisi olusturuldu. Reaksiyonlarda 2,5 uL saf enzim
oziiti (5,375 pg protein) kullanild1 ve enzimin; Ky, degeri 174,72 + 4,6 mM Ve Vpax
degeri 55,76 + 0,49 umol/dk/mg protein (R? = 0,9981) olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin Key degeri 46,51 1/sn ve Ket/ Ky degeri
(katalitik etkinlik degeri) ise 0,265 olarak hesaplandi.
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Sekil 77. V380F - 1372V mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi
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3.7.3. WI137F - V184S - V380F Mutant Enziminin Saflastirilmas1 ve
Karakterizasyonu

3.7.4. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nin Saflastirilmasi

3.7.4.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi

A . . . . B < ..
) Protein Miktari Tayini ) Gl Aktivitesi
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Sekil 78. W137F - V184S - V380F’ nin kaba ekstraktindan elde edilen oziite ait analiz
sonuglari (A: Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)

W137F - V184S - V380F mutant GI’ 1n kaba ekstraktinda yapilan ol¢timlere gore
Sekil 78’ de goriilen grafikler olusturulmustur. Buna gore kaba ekstraktin protein
miktart R? = 0,9933 dogrulukla 6,6146 pg/ul bulundu. Enzim oziti 10 kat
sulandirilmis ve yapilan GI aktivite ¢aligmasi sonucunda, 1 pL enzim oziitlinde GI

aktivitesi R = 0,9947 dogrulukla 0,001 x 10 = 0,01 umol/dk (Unite) bulunmustur.

3.7.4.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

A . . . . B . el .
) Protein Miktari Tayini ) Gl Aktivitesi
250 0.06
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Sekil 79. W137F - V184S - V380F’ nin Is1 Soku sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz
sonuglar1 (A: Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)
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W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait 1s1 soku uygulamasi sonrasinda elde
edilen enzim oziitiiniin protein miktar1t R?> = 0,9913 dogrulukla 5,1147 pg/uL

bulunmustur. Gl aktivite ¢alismasi sonucunda, 1 pL enzim oziitiinde GI Aktivitesi R?
0,9928 dogrulukla 0,0012 x 10 = 0,012 pumol/dk (Unite) olarak bulunmustur (Sekil 79).

3.7.4.3. DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 80. W137F - V184S - V380F ye ait iyon Degisim Kolon Kromatografisi
uygulamasi grafigi

DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamasi sonrasi1 25 - 29 nolu

fraksiyonlarda GI aktivitesinin varligina rastlanilmistir (Sekil 80).

A) Protein Miktar Tayini B) Gl Aktivitesi
150 1 0,075
& 120 - 20,06
= S 0,045
.= =
2 2 0.03
z @ = y =0.0013x
A 307 £ 0,015 R2=09974
0 L] L] L] L] 1 :5 0 L] L] L] L L]
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Enzim oziitii (ul) Enzim oziitii (ul)

Sekil 81. W137F - V184S - V380’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi
edilen oziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktar tayini, B: GI aktivitesi

tayini)

W137F - V184S - V380F GI’ nin protein miktar1 R? = 0,9964 dogrulukla 2,5445

pg/uL bulunmustur. Enzim 6ziitii 10 kat sulandirilmis ve yapilan GI aktivite ¢alismasi
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sonucunda, 1 pL enzim Oziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9974 dogrulukla 0,0013 x 10 =
0,013 pmol/dk (Unite) bulunmustur (Sekil 81).

3.7.4.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 82. W137F - V184S - V380F’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
uygulamasi grafigi

W137F

- V184S

- V380F mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi sonrasi 54 - 57 nolu tiiplerde aktivite oldugu belirlenmistir (Sekil 82).
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Sekil 83. W137F - V184S - V380F’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
sonrast elde edilen oziite ait analiz sonuglari (A: Protein miktart tayini, B: GI
aktivitesi tayini)

Uygulama sonrast elde edilen enzim o6ziitiiniin protein miktar1 R? =

0,9947

dogrulukla 1,8085 pg/uL bulunmustur. Enzim 6ziitii 10 kat sulandirilmis ve yapilan GI
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aktivite calismasi sonucunda, 1 plL enzim oOziitinde GI Aktivitesi R? = 0,9981
dogrulukla 0,0012 x 10 = 0,012 pumol/dk (Unite) olarak bulunmustur (Sekil 83).

3.7.4.5.W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nin Saflastirma Verileri

Tablo 20. W137F - V184S -V380F’ nin Saflastirma Basamaklarina ait Saflastirma Tablosu

Total Total Total S. Aktivite

Saflastirma - Protein - Aktivite L . Saflastirma
Hacim Protein Aktivite  (upmol/dk/mg  Verim

Basamaklar1 (ml) (mg/ml) (mg) (wmol/dk/pl) (umol/dk) protein) kat1

Kaba E. 18,5 6,61 122,37 0,010 185 1,5118 100 1

Is1 Soku 14,5 551 74,16 0,012 174 2,3462 94,1 1,55

Tyon: 12 2,54 3,53 0,013 56 5,1091 84,3 3,38

degisim

WgliRrobik gy, 181 18,09 0,012 120 6,6353 64,9 4,39

Etkilesim

Tablo 20 incelenecek olursa saflastirilan enzimin protein miktar1 6,61° den
1,81mg/ml’ a diistiriilmiis, spesifik aktivitesi 1,5118” den 6,6353 umol/dk/mg protein’ e
%64,9 verim ile yiikseltilmistir. Enzim 10 mL hacime ulastirllip 4,39 kat

saflastiriimistir.

3.7.4.6. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ min Saflastirilmasina ait SDS - PAGE
Analizi

Sekil 84. W137F - V184S - V380F’ nin Saflastirilmasina ait SDS - PAGE analizi

Saflagtirilan W137F - V184S - V380F mutant enzim SDS - PAGE jel
elektroforezi ile yiiriitildiikten sonra Sekil 84’ te jel gorlintiisii olusturulmustur. Kaba
enzimin yiiklendigi ((A)25 pL) kuyucuk incelendiginde olusan yogun protein bantlar

Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonrast ((D) 25 pL) biiylik oranda bertaraf
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edilmistir. Isil islem sonras1 ((B) 25 uL) ve DEAE lyon Degisim Kromatografisi sonrasi
((C) 25 pL) olusan protein bantlar1 kuyucuklarda goriilmektedir.

3.7.5. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.7.5.1. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ min Optimum pH Arahg

W137F-V184S-V380F Optimum pH
120 Grafigi

Aktivite (%)
o = On oo
o © O O

o

5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10
pH
Sekil 85. W137F - V184S - V380F’ nin Optimum pH Grafigi

W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait optimum pH’ 1n belirlenmesi i¢in
farkli pH tamponlar1 kullanilarak Sekil 84’ te goriilen grafik olusturulmustur. Enzim pH
5’ te minimuma yakin bir aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin

aktivitesi tamamen durmustur.

3.7.5.2. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ nin Optimum Sicaklik Arahg

W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi i¢in
farkli sicakliklar kullanilarak Sekil 86 da goriilen grafik olusturulmustur.
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Sekil 86. W137F - V184S - V380F’ nin Optimum Sicaklik Grafigi

Enzim 30 - 35 - 40°C’ de minimum aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de
aktivitesinde giderek azalma oldugu goriilmektedir. Grafikten de goriilecegi {izere
mutant enzimin en iyi ¢alistig1 sicaklik 85°C” dir.

3.7.5.3. W137F - V184S - V380F Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler
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Sekil 87. W137F - V184S - V380F mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi

W137F - V184S - V380F mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi
icin yapilan GI aktivite ¢aligmalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz programi ile Sekil
87’ deki Michaelis - Menten egrisi olusturuldu. Reaksiyonlarda 1 pL saf enzim oziiti

(1,81 pg protein) kullanildi ve enzimin;
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o K degeri 71,12 + 1,06 mM,
. Vimax degeri 54,18 £+ 0,19 pmol/dk/mg protein (R2 = 0,9991) olarak
hesaplandi.
Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin;
. Kcat degeri 45,20 1/sn,
. Keat! K degeri 0,636 (Katalitik etkinlik degeri) olarak hesaplandi.

3.7.6. WI137F - V184S - 1372V Mutant Enziminin Saflastirmas1 ve
Karakterizasyonu

3.7.7.  WAI137F - V184S - 1372V Mutant GI’ nin Saflastirilmasi

3.7.7.1. Kaba Ekstrakt Uygulamasi
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Sekil 88. W137F - V184S - 1372V’ nin Kaba ekstraktindan elde edilen 6ziite 6ziite ait
analiz sonuglari (A: Protein miktar1 tayini, B: GI aktivitesi tayini)

W137F - V184S - 1372V mutant GI’ 1n kaba ekstraktinda yapilan ol¢limlere gore
Sekil 88’ deki grafikler olusturulmustur. Buna gore kaba ekstraktin protein miktar1 R? =
0,9959 dogrulukla 4,3555 pg/uL olarak bulundu. Enzim 6ziitii 5 kat sulandirildi ve
yapilan GI aktivite ¢aligmasi sonucunda, 1 pL enzim oziitlinde GI Aktivitesi R* =

0,9991 dogrulukla 0,0081 x 5= 0,0405 umol/dk (Unite) bulunmustur.

3.7.7.2. Is1 Soku ile Denetrasyon Uygulamasi

W137F - V184S - 1372V mutant GI’ na 1s1 soku ile denatrasyonu sonrasinda

yapilan ol¢iimlere gore Sekil 89” daki grafikler olusturulmustur.
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Sekil 89. W137F - V184S - 1372V’ nin Is1 Soku sonrasi elde edilen oziite oziite ait
analiz sonuglari (A: Protein miktari tayini, B: GI aktivitesi tayini)

Enzim oOziitiniin protein miktart R? = 0,9959 dogrulukla 2,3075 pg/uL
bulunmustur. Enzim o6ziiti 5 kat sulandirilmis ve yapilan GI aktivite caligmasi
sonucunda, 1 pL enzim oziitlinde GI Aktivitesi R* =0,9997 dogrulukla 0,0081 x 5 =
0,0405 pmol/dk (Unite) bulunmustur.

3.7.7.3. DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 90. W137F - V184S - 1372V’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi
uygulamasi grafigi

DEAE - Iyon Degisim Kolon Kromatografisi uygulamas: sonras1 29 - 34 nolu
fraksiyonlarda Gl aktivitesinin varligina rastlanilmistir (Sekil 90). Uygulama sonrasi
elde edilen enzim Oziitiinlin protein miktar1 R* = 0,9916 dogrulukla 1,6358 pg/uL

bulunmustur. Enzim oziti 5 kat sulandirilmis ve yapilan GI aktivite g¢alismasi

88



sonucunda, 1 pL enzim Oziitliinde GI Aktivitesi R? = 0,9987 dogrulukla 0,0079 x 5=
0,0395 pmol/dk (Unite) olarak bulunmustur (Sekil 91).
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Sekil 91. W137F - V184S - 1372V’ ye ait Iyon Degisim Kolon Kromatografisi sonrasi
elde edilen Oziite ait analiz sonuglari (A: Protein miktar1 tayini, B: GI
aktivitesi tayini)

3.7.7.4. Fenil Sefaroz Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi
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Sekil 92. W137F - V184S - 1372V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
uygulamasi grafigi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi 53 - 57 nolu
fraksiyonlarda Gl aktivitesinin varligina rastlanilmistir (Sekil 92). Uygulama sonrasi
elde edilen enzim oziitindeki protein miktar1 R? = 0,9966 dogrulukla 1,1841 ug/uL
bulunmustur. Enzim 6ziitii 5 kat sulandirildi ve yapilan GI aktivite ¢alismasi sonucunda,
1 uL enzim 6ziitiinde GI Aktivitesi R? = 0,9984 dogrulukla 0,0065x 5 = 0,0325 umol/dk
(Unite) olarak hesaplanmistir (Sekil 93).
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Sekil 93. W137F - V184S - 1372V’ ye ait Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi
sonrasi elde edilen 6ziite ait analiz sonuglar1 (A: Protein miktari tayini, B: GI
aktivitesi tayini)

3.7.7.5. W137F - V184S - 1372V Mutant GI’ nin Saflastirma Verileri

Tablo 21. W137F - V184S - 1372V’ nin Saflastirma Basamaklarina ait Saflastirma Tablosu

Total r Total 4 Total S. Aktivite Saflastt
Eaﬂastlrknlla Hacim ggom?) Protein Aks\éi{t/e | Aktivite (umol/dk/mg  Verim rma
asamaxiart iy g (mg) ~ WmolVdkiuly ik protein) katt
Kaba E. 18,5 4,36 80,58 0,0405 749,3 9,299 100 1
Ist Soku 17 2,31 39,23 0,0405 688,5 17,551 91,9 1,89
fyon degisim 155 1,65 25,63 0,0395 612,3 23,884 81,7 2,57
Hidrofobik 15 1,18 17,76 0,0325 4875 27,447 65,1 2,95
Etkilesim

Tablo 21 incelenecek olursa saflagtirilan enzimin protein miktar1 4,36’ dan 1,18
mg/ml’ a disirilmis, spesifik aktivitesi 9,299’ den 27,447umol/dk/mg protein’ e
%65,1 verim ile yikseltilmigti. Enzim 15 mL hacime ulastirthp 2,95 kat

saflastirilmistir.

3.7.7.6. W137F - V184S - 1372V Mutant GI’ nin Saflastirilmasina ait SDS - PAGE
Analizi

Saflagtiritlan W137F - V184S - 1372V enzimine ait SDS - PAGE jel elektroforezi

uygulamasi sonrasi elde edilen jel goriintiisii Sekil 94’ te gosterilmistir.
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Sekil 94. W137F - V184S - 1372V’ nin saflastirilmasina ait SDS - PAGE analizi

Kaba enzimin yiiklendigi ((A) 25 pL) taraf incelendiginde olusan yogun protein
bantlar1 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi sonrasi ((D) 25 pL) biiyiik oranda bertaraf
edilmistir. Isil islem sonras1 ((B) 25 uL) ve DEAE Iyon Degisim Kromatografisi sonrasi
((C) 25 pL) olusan protein bantlar1 kuyucuklarda goriilmektedir.

3.7.8.  WI137F - V184S - 1372V Mutant GI’ nin Karakterizasyonu

3.7.8.1. W137F - V184S - 1372V Mutant GI’ nin Optimum pH Arahg:

W137F-V184S-1372V Optimum pH

120 Grafigi

[—
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8

o

5 55 6 65 7 75 & 85 9 95 10
pH
Sekil 95. W137F - V184S - 1372V’ nin Optimum pH Grafigi

W137F - V184S - 1372V mutant GI’ na ait optimum pH’ 1 belirlenmesi i¢in
farkli pH tamponlar kullanilarak Sekil 95 te goriilen grafik olusturulmustur. Enzim pH

5’ te minimuma yakin bir aktivite gostermistir ve pH 10’ a gelindiginde enzimin
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aktivitesi tamamen durmustur. Grafikten de goriilecegi iizere enzim en iyi ¢alisma

araligi pH 6,5 te gostermektedir.

3.7.8.2. W137F - V184S - 1372V Optimum Sicakhik Arahg:

W137F-V184S-1372V Optimum
120 Sicaklik Grafigi
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RBSLRBBBRLIBRRS
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Sekil 96. W137F — V184S — 372V nin Optimum Sicaklik Grafigi

W137F - V184S - 1372V mutant GI’ na ait optimum sicakligin belirlenmesi i¢in
farkli sicakliklar kullanilarak Sekil 96 daki grafik olusturulmustur. Enzim 30 - 35 -
40°C’ de minimum aktivite gostermis, 90°C’ den itibaren de aktivitesinde giderek
azalma gergeklesmistir. Grafikten de goriilecegi lizere mutant enzimin en iyi calistigi
sicaklik 85°C” dir.

3.7.8.3. W137F - V184S - 1372V Mutant GI’ ya Ait Kinetik Veriler
W137F - V184S - I372V mutant GI’ na ait kinetik parametrelerin belirlenmesi

icin yapilan GI aktivite calismalarindan sonra OriginPro 8.1 analiz program ile Sekil

97’ deki Michaelis - Menten egrisi olusturuldu.
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Sekil 97. W137F - V184S - 1372V mutant enzimine ait Michaelis - Menten egrisi

Reaksiyonlarda 2 uL saf enzim 6ziitii (2,36 pg protein) kullanildi ve enzimin;
° Km degeri 64,37 = 1,3 mM,
. Vimax degeri 99,05 + 0,44 pmol/dk/mg protein (R® = 0,9983) olarak
hesaplandi.
Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda enzimin;
. Kcat degeri 82,62 1/sn,
. Keat! K degeri 1,283 (katalitik etkinlik degeri)olarak hesaplandi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Anoxybacillus gonensis 55 - 60°C’ de optimum biiyiime gosteren termofilik bir
bakteridir (Belduz vd., 2003). Bu termofilik bakteri gerek kinetik parametreleri gerekse
biyokimyasal oOzellikleri acisindan endiistriyel olarak tercih edilebilir bir glukoz
izomeraz enzimine sahiptir (AgoGl). Bu enzimi kodlayan 1326 nt’ lik gen (xylA)
Karaoglu 2010 tarafindan bir ekspresyon vektorii olan pET28(a)t vektoriine
klonlanarak E. coli BL21 (DE3) igerisinde ekspres edilmistir. Ilgili enzim hem bu
sekilde rekombinant olarak hem de A. gonensis’ ten yaban tip olarak saflastirilmis ve
karakterize edilmistir. Elde edilen verilere gore A. gonensis GI” s1 (yaban tip) optimum
85°C’ de ve 6,5 pH’ da galisan oldukga termofilik bir enzimdir. Enzimin K,” si 146,08
+ 9,50 mM, Vnax’ 1ise 43,72 + 1,01 pmol/dk/mg protein olarak bulunmustur. Bu veriler
dogrultusunda enzimin ke degeri 36,47 (1/sn), katalitik etkinligini gosteren kea/ K
degeri 0,250 olarak hesaplanmistir. Klonlanan enzimin (rekombinat olarak iiretilen) Ky’
si 138,37 £ 7,63 mM ve Vpax degeri ise 40,51 + 0,81 umol/dk/mg protein olarak
hesaplanmistir. Bu veriler dogrultusunda enzimin kg degeri 33,79 (1/sn), katalitik
etkinligini gosteren Kea/Kn degeri 0,244 olarak hesaplanmistir. Acgiga ¢ikarilan
aminoasit sirast gostermistir ki A. gonensis GI” s1 Tip 2 glukoz izomerazlar sinifina
girmektedir (Karaoglu vd., 2013). Yapilan bu caligmalar Karaoglu vd. (2013) ve

Yanmis vd. (2014) tarafindan uluslararasi literatiire kazandirilmustir.

Enzimin katalitik etkinligini arttirmak maksadi ile aktif bolgede oldugu tahmin
edilen H99D, H99Q, HI99E, H99N, HI99L, WI137F, V184T ve V184S mutasyonlar
enzim {izerinde uygulanmistir. Her bir mutasyon ayr1 ayri irdelenerek karakterize
edilmistir. Bu mutasyonlardan W137F mutasyonu sonucu A. gonensis GI’ sinin Ky,
degerinde azalma, katalitik etkinliginde ise Onemli bir artis saglanmistir. Katalitik
etkinlikte artisa sebep veren iki mutasyon enzim iizerinde birlikte denenerek W137F -
V184S c¢ifte mutasyonu ile enzimin katalitik etkinligi yaklasik yaban tip enzime
nazaran 10 kat daha artirilmistir (Karaoglu H., 2010).

Uretim maliyeti, enzimin endiistriyel alanda kullaniminda olduk¢a 6nem arz
etmektedir. GI’ lar genellikle HFCS iiretiminde kullanilmakta olup, bu amag igin

cogunlukla termofilik organizmalardan elde edilen GI’ lar kullanilmaktadir. Bu
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alandaki enzim uygulamalari, immobilize edilmis bir sekilde, pH 7,5 - 8,5 araliginda ve

55 - 65°C’ de yapilmaktadir.

Enzimin yarilanma Omriinii arttirmaktir siiphesiz ki endiistriyel uygulamalarda
enzimin maliyetini azaltmanin diger bir yoludur. Gergeklestirilen bu tez kapsaminda,
kritik noktalar belirlenerek, A. gonensis G2' glukoz izomerazimin bdlge &zgiin
mutasyonlar ile 1s1l kararliligini ve yarilanma omriini artirtlmasi ¢alisilmistir. Enzimin
termofilik karakter gostermesinde etkili olan kritik amino asitleri belirlemek i¢in birgcok
termofilik ve mezofilik karakter gosteren organizmalara ait GI’ larn amino asit siralari

birbirleriyle ve A. gonensis GI” s1 ile ¢akistiritlmistir (Tablo 22).

Ayrica enzimin ii¢ boyutlu yapisi, PyMOL Software version 1.7.4 kullanilarak
olusturulmus ve Geobacillus stearothermophilus GI ile karsilastirilmistir. Sekil 2” de
goriilecegi lizere, enzimlerin gostermis olduklart sekonder yapi organizasyonlari
birbirine olduk¢a benzemekte olup a -heliks ve B - levha tabakalarin birbirlerine gore

konumlar1 ve boyutlar1 neredeyse ayni oldugu géziikmektedir.

Tablo 22’ de de goriilecegi tizere belirlenen noktalarda A. gonensis GI’ si
termofilik karakterli GI’ lardan ¢ok mezofilik karakterli GI’ lara benzemektedir. A.
gonensis GI’ sinin 172’ inci amino asidi izolosin olarak goziikkmektedir ve 8 nolu a -
heliks (H8) igerisinde konumlanmistir. Termofilik karakter gosteren tim GI” larda bu
konumda valin amino asidi bulunmaktadir. Valinin incelenen mezofilik karakterli GI’
larda hi¢ bulunmamasi ve incelenen tiim termofilik karakterli GI’ larda var olmasi bu
bolgede valin amino asidinin enzimin termofilik karakterde olmasina etki ettiginin bir
gostergesi oldugu diistiniilebilir. Dolasyistyla, yapilacak olan 1372V mutasyonu A.
gonensis GI’ smin termofilik karakterinde bir artisa neden olabilir. Bu strateji goz
ontinde bulundurularak bu ¢alismada, A.gonensis GI” sinin 1s1l kararlilig: arttirabilecegi
muhtemel olan 4 farkli noktada (323, 372, 380 ve 398. amino asitler) 5 farkli mutasyon
yapilmasi planlanmistir. Mutasyonlar basarili sekilde gergeklestirilmis, mutant enzimler
E. coli BL21(DE?3) igerisinde ekspres edilmistir. Isil kararlilikta artisa neden olan 1372V
ve V380F mutasyonlart ikili olarak (I372V - V380F) ayn1 enzim {izerinde denemis ve
etkileri arastirilmigtir. Ayrica bu mutasyonlar katalitik etkinligi arttiran W137F - V184S

mutanti ile birlikte de ayn1 enzim {lizerinde denenmistir.
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Tablo 22. Mutasyonlarin tasarlanmasinda kullanilan GI’ lara ait amino asit dizilimi
karsilastirmast

D398S 1323V 1372Q 1372V V380F

B. subtilis

B. megaterium

B. licheniformis

E. coli

K. pneumoniae

H. influenzae

L.lactis

R. flavefaciens

T. halophilus

S. xylosus

L.pentosus

L.brevis

A. gonensis G2T
C.thermosulfurogenes

T. saccharolyticum
C.thermohydrosulfuricum
C.thermosaccharolyticum
T. aquaticus

T. neopalitana

T. maritima

m
<
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GTl’lar
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Ik denmelerde, yapilan tiim kinetik ve biyokimyasal deneylerde GI aktivite
deneyi olarak Sistein - Karbozol - Siilfiirik Asit metodu kullanilmigtir. Martin Schenk
ve Hans Bisswanger (1998)’ e gore Sistein - Karbozol - Siilfiirik Asit metodu sonrasi
olusan reaksiyonun sonlanmadigi tespit edilmistir. Reaksiyon 30 dk sonunda bile az
miktarda devam ettiginde spektrofotometrede dl¢limler alinincaya kadar ki zamanda bir
miktar reaksiyon gerceklesmekte, bu durum da kinetik ¢aligsmalar gibi asir1 hassasiyet
isteyen calismalarda dogru olgiimlerin alinmasinda zorluklar meydana getirmektedir. Bu
sebeple GI aktivite deneyleri, Martin Schenk and Hans Bisswanger (1998)’ in
uyarladigi Seliwanoff reaksiyonu ile yapilmaya baslanmigtir. Bu yontem ile analizi

yapilan fruktoz tayininden daha tutarli sonuglar alinmistir.
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Mutant enzimler iretildigi konak organizmadan (E. coli BL21(DE3)) 1s1 soku
uygulamasi ve kolon kromatografisi yontemleri ile saflastirilmistir. Enzimlerin saflik
dereceleri saflagtirma tablolar1 ve SDS - PAGE elektroforezi ile ayr1 ayr1 gosterilmistir.
S6z konusu mutasyonlarin enzimin diger biyokimyasal parametrelerine (optimum pH ve
sicaklik, vb.) ve kinetik parametrelerine (Kn, Vimax, Keat Ve Kea/Km) olan etkileri de
arastirilmistir. Dolayisiyla, bu calisma, 1sil kararliliginin arttirllmasinin yani sira
enzimin katalitik etkinliginde gelistirmesine yonelik arastirmalar i¢cermektedir. Elde

edilen Kkinetik veriler Tablo 23’ de gosterilmektedir.

Tablo 23. Kinetik hesaplamalar

Ortalama
K Vimax Kt ke K yarilanma Kaynak
omru
AgoGI-Wild-Type 146084950 43724101 3647 0,250 19 Kgﬁfgﬁf\l}é ’235‘1)3)
AgoGl-rec 13837+7,63  40,51+£081 3379 0,244 19 %ﬁ:&%%% \2/810
(Rekombinant) 2013)
AgoGl (Rekombinant)  12445+299 39,6+0,79 3303 0,266 19 Bu Calisma
D398S 122,05+£2,84 4499+030 3753 0,308 19 Bu Calisma
1323V 140,02 +3,43 40,52+0,30 33,80 0,241 19 Bu Calisma
1372Q 110,173,090 22,65+0,17 1889 0,172 8 Bu Calisma
1372V 132,11 +£3,70  6546+0,55 5460 0,413 31 Bu Calisma
V380F 116,57 +4,37 3722+0,39 31,05 0,266 26 Bu Calisma
V/380F - 1372V 174,72 £4,6  5576+0,49 4651 0,265 27 Bu Calisma
W137F - V184S 3929+287 99,71+183 8317 2,116 19 Karaoglu, 2010
WI37F - V184S - V380F  71,12+£1,06 54,18+0,19 4520 0,636 14 Bu Calisma
WI37F - V184S - 1372V 6437+13  99,05+044 8262 1,283 30 Bu Calisma

Tabloda da goriildiigii iizere A. gonensis’ e ait Gl, Karaoglu (2010) tarafindan elde

edilen kinetik verilere benzer veriler ile yeniden ve basarili bir sekilde rekombinant

olarak tiretilerek karakterize edilmistir.

4.1. Mutasyonlarin Degerlendirilmesi

Mutant enzimlere ait karakterizasyon sonrasi yapilan mutasyonlarin enzimlerin

kinetik ve biyokimyasal parametrelerine olan etkileri ilerleyen kisimlarda detayli olarak

tek tek anlatilmistir.
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4.1.1. D398S Mutasyonunun Degerlendirilmesi

Aspartat Serin
3
o H
F
H3H+—é—¢ | ,ﬁ'ﬂ
“o- HaNfwCeCl |
g ©
|
OH

Sekil 98. D398S mutasyonuna ait ii¢ boyutlu modelleme

A. gonensis GI” sinda 398. amino asit olan aspartat (D) serin (S) amino asidi ile
degistirilerek D398S mutasyonu gergeklestirildi. Aspartat negatif yiiklii hidrofilik bir
amino asit ilen serin yiiksiiz (- OH) grubu tasiyan hidrofilik karakterli bir amino asittir
(Sekil 98). Her ne kadar bu mutasyon ile enzimde yiik degisimi meydana getirilse de
398. amino asit enzimin H10 ve H11 heliksi arasinda ve enzimin en u¢ kisminda yer
almaktadir. D398 amino asidi enzimin herhangi baska bir amino asidi ile etkilesim
igerisinde bulunmamaktadir. Bu durumda bu noktada yapilacak olan herhangi bir
mutasyonun enzimin biyokimyasal ve kinetik parametrelerini etkilemesi pek miimkiin

goriilmemektedir.
Tablo 23 ve Sekil 99 incelenecek olursa, beklenildigi tizere, D398S mutasyonu

enzimin hicbir biyokimyasal ve kinetik parametreleri lizerinde degisiklik meydana

getirmemistir.
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Sekil 99. D398S’ nin Is1l Kararlilik grafigi

4.1.2. 1323V Mutasyonunun Degerlendirilmesi

izolosin Valin
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Sekil 100. 1323V mutasyonuna ait ii¢ boyutlu modelleme

A. gonensis GI’sinda 323. amino asit olan izolosin (I) amino asidi valin (V) amino
asidi ile degistirilerek 1323V mutasyonu gerceklestirildi. 323. Amino asit H6 a -
heliksinde bulunur ve etrafinda etkilesim yapacagi bir hidrofobik bolge
bulunmamaktadir (Sekil 100). Bu dogrultuda 1323V mutasyonunun enzimin kinetik ve

biyokimyasal parametrelerinden bir degisime neden olmasi beklenmemektedir.

Tablo 23 ve Sekil 101 incelenecek olursa, beklenildigi tizere, 1323V mutasyonu
enzimin hi¢bir biyokimyasal ve kinetik parametreleri {lizerinde degisiklik meydana
getirmemistir. Sekil 101’ de mutant enzimin yarilanma omrii her ne kadar 27 giin gibi
goriilse de seklin biitiinii goz ontine alindiginda 1s1l kararlilik olarak yaban tip enzimden
farklilik gostermemektedir. Bu sebeple mutant enzimin yarilanma 6mrii 19 giin olarak

kabul edilmistir.
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Sekil 101. 1323V’ nin Isil Kararlilik grafigi

4.1.3. 1372V ve 1372Q Mutasyonlarimin Degerlendirilmesi

A. gonensis GI’ sinda 372. amino asit olan Izoldsinin (I) Valin (V) amino asidi ile
degistirilmesi ile I372V mutasyonu gerceklestirildi. 1372 mutasyonu ile enzimin
biyokimyasal ve kinetik parametrelerinde bir degisiklik beklenmemektedir. Her iki
amino asit de hidrofobik karakterli olup izoldsin amino asidi valinde bir metil grubu
kadar daha uzundur. Sekil 102 incelenecek olursa bu metil grubunun fazlaligi H6 ve H8

a- helikslerinin birbirine kesistigi yerde bulunmaktadir.

izolésin Glutamin
H
o H
H3"+_J|:_< = HgN*—é—C//
H;c—g L "
I
2 CHy
tuy l
HzN/ \O
LA
HaN*t—C—c7
Hg( \Cl'lz
Valin

Sekil 102. 1372V mutasyonuna ait ii¢ boyutlu modelleme

Tablo 23 incelenecek olursa 1372V mutasyonu ile beklenildiginin aksine enzimin
kinetik parametreleri oldukca degismistir. Ozelikle Vpmax degerindeki 1,6 kat artis

enzimin ¢evrim sayisi ve katalitik etkinlik degerlerini arttirmistir. Benzer sekilde, Sekil
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103 incelecek olursa, hi¢ beklenmedigi halde enzimin 1s1l kararliligi da artmustir.

Enzimin yarilanma émrii 19 giinden 31 giine artistir.

Her iki amino asitde hidrofobik karakterli olup izolosin amino asidi valinde bir
metil grubu kadar daha uzundur. Sekil 102 incelenecek olursa bu metil grubunun
fazlaligit H6 ve H8 a- helikslerinin birbirine kesistigi yerde bulunmaktadir. 1372V
mutasyonu ile azaltilan metil grubu H6 ve HS8 a- helikslerinin birbirlerine
yakinlasmasmma miisaade edebilmektedir. Enzimin kinetik ve biyokimyasal
parametrelerdeki beklenmedik degisiklik H6 ve H8 a- helikslerinin birbirleri ile olan
etkilesimlerinden kaynaklaniyor olabilir. Enzimin kristallestirilerek 3 boyutlu yapisinin

analiz edilmesi ile ancak bu etkilesimler aydinlatilabilir.

1372V Isil Kararhhik Grafigi
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Sekil 103. 1372V’ nin Is1l Kararlhilik grafigi

Benzer sekilde izoldsinden ¢ok daha uzun olan glutaminin H6 ve H8 o-
helikselerinin birbirleri ile olan etkilesimlerini birbirinden uzaklastirarak azalttig1 igin
kinetik ve biyokimyasal parametrelerinde kotii yonde degisimler meydana gelmistir. Bu
sonugta, 372. amino asidin H6 ve H8 a- helikselerinin birbirleri ile olan etkilesimlerinde

rol oynadig fikrini desteklemektedir.
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1372Q Isil Kararhhik Grafigi
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Sekil 104. 1372Q’ nun 1s1l kararlilik grafigi

[372Q mutasyonu ile enzimin optimum pH degeri 6,5’ dan 7° ye degismistir
(Sekil 45). Enzimin pH degerindeki degisim birden ¢ok aminoasitteki etkilesimlerin
degisimi ile miimkiindiir. pH degisikligi 372. amino asidin H6 ve H8 a - helikslerinin
birbirleri ile olan etkilesimlerinde rol oynadigi fikrini desteklemektedir. Enzimin
totalinde meydana gelen etkilesim degisikligi, pH’nin degismesine neden olmustur.

Sekil 104 incelenecek olursa enzimin yarilanma 6mrii 19 giinden 8 giine diigmiistir.

4.1.4. V380F Mutasyonunun Degerlendirilmesi

[ / \
Sekil 105. V380F mutasyonuna ait {i¢ boyutlu modelleme

A. gonensis GI’ sinda 380. Valin (V) amino asiti Fenil alanin (F) amino asidi ile
degistirilerek V380F mutasyonu gerceklestirildi. Valin amino asidi hidrofobik 6zellikte
bir amino asittir. Fenilalanin hidrofobik 6zellikte ve valine gore olduk¢a daha uzun yan
zincire sahip bir amino asittir. V380F mutasyonu aktif bolgeye uzak oldugundan dolay1

enznimin Ky, ve Vinax” Sinda bir degisiklik beklenmemektedir. Bu bolgede mutasyon ile
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birlikte hidrofobik etkilesimin daha giliclii bir hale gelmesi miimkiindiir. ~Ayni
karakterde aminoasit olmalarindan ve aktif bolgeye olan uzakligindan dolayr V380F
mutasyonunundan enzimin kinetik ve biyokimyasal parametrelerinde bir gelisme
gostermemesi beklenmektedir. Tablo 23 incelenecek olursa, beklendigi tizere, enzimin
kinetik parametrelerinde 6nemli bir degisim olmamustir fakat enzimin 1s1l karaliligi

artmistir. Enzimin yarilanma 6mrii 19 giinden 26 giine ¢ikmistir (Sekil 107).

A

Sekil 106. VV380F mutasyonun o - hIis tabakalara etKisi

Sekil 106 incelenecek olursa V380 H9 o - heliksi tizerinde bulunmaktadir. Fenil
alanin ilavesi ile H9 - H13 tabaklar1 arasi agilmaya zorlanmis ve H13 a - heliksi diger
zincirin H8 heliksine yakinlanmistir. Bu yakinlagsma sonucu meydana gelen bir¢ok yeni

etkilesim enzimin 1s1l kararliligindaki beklenmedik artisin agiklamasi olabilir.

V380F Isil Kararhhk Grafigi

—8— AGOGI
@— V380F

0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 8
Zaman (Giin)

Sekil 107. V380F’ nin Is1l Kararlilik grafigi
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4.1.5. V380F - 1372V Mutasyonunun Degerlendirilmesi

V380F ve 1372V mutasyonlar1 ile dogal enzimin 1sil kararhiliginda artis
saglanmisti. Her iki mutasyon, birlikte, A. gonensis GI’ si lizerinde denenerek ortak
etkileri arastirildi. V380F ve 1372V mutasyonlar: tek basina yapildiklarinda enzimin Ky,
degerinde 6nemli bir degisime neden olmamisti. Birlikte uygulandiklarinda ise yaban
tip enzime gore Ky, degeri oldukca artmis ve substrata olan ilgi azalmistir (Tablo 24).
Her iki mutasyonda enzimin tersiyer yapisinda kokli degisikliklere sebep

verebilecekleri ilgili mutasyon boliimlerinde anlatilmigtir.

Tablo 24. VV380F - 1372V Mutasyonunun Degerlendirilmesi

K./ Ortalama
Kn Vinax Keat rzii ya{ﬂan“ma Kaynak
omru

AgoGl 12445+£2,99 39,6+0,79 3303 0,266 19 Bu Calisma
(Rekombinant) ’ i ’ ’ ' ’

1372V 132,11 +£3,70 6546+0,55 54,60 0,413 31 Bu Calisma
V380F 116,57 +4,37 37,22+0,39 31,05 0,266 26 Bu Calisma
V380F - 1372V 174,72 £ 4,6 55,76 £ 0,49 46,51 0,265 27 Bu Calisma

V380F ve I372V mutasyonlar1 birlikte uygulandiklarinda enzimin 1s1l karaliligi

tizerine olan ayr1 ayr etkilerini daha ileriye tastyamamistir (Sekil 108).
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Sekil 108. V380F - I372V’ nin Is1l Kararlilik grafigi
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4.2. W137F - V184S - V380F Mutasyonunun Degerlendirilmesi

V380F mutasyonu ile yaban tip enzimin 1si1l kararliligi arttirilarak enzimin
yarilanma omrii 19 giinden 26 giine yiikseltilmistir. Basar1 elde edilen bu mutasyon
katalitik etkinligi oldukg¢a arttirilmis olan W137F - V184S mutantinda denenerek,
W137F - V184S - V380F iiclii mutasyonu basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Yeni
olusan mutant enzimin kinetik parametreleri yaban tip enzime gore iistiin, W137F -
V184S mutant enzimine goére diisiik niteliktedir (Tablo 24). Fakat olusan son mutant

enzimin 1s1l karalilig1 istenilen niteliklerde degildir.

Tablo 25. W137F - V184S - V380F mutasyonunun degerlendirilmesi

Ko/ Ortalama
Kn Vinax Keat }Eat yarilanma Kaynak
m omrii
AgoGI (Rekombinant)  12445+2,99 39,6£0,79 3303 0266 19 Bu
Calisma
V/380F 116574437 37224039 3105 0266 26 Bu
Caligma
W137F — V184S 3929287 9971+183 8317 2116 19 Kazrgi’gl“’
WI37F - V184S V380F  71,12£106 54184019 4520 0636 14 Bu
Caligma

Enzimin yarilanma omrii 14 giindlir ve bu yaban tip enzimden daha karsiz

oldugunu gostermektedir (Sekil 109).
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Sekil 109. W137F - V184S - V380F’ nin Isil Kararlilik Grafigi
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4.3. W137F - V184S - 1372V Mutasyonunun Degerlendirilmesi

V101R mutasyonu ile yaban tip enzimin 1s1l kararliligi arttirilarak enzimin
yarilanma omrii 19 giinden 31 giine yiikseltilmistir. Basar1 elde edilen bu mutasyon
katalitik etkinligi oldukg¢a arttirilmis olan W137F - V184S mutantinda denenerek,
W137F - V184S - 1372V {i¢li mutasyonu basarilt bir sekilde gerceklestirilmistir. Tablo
26’ da da gortldigi tizere 1372V mutant1 1s1l kararliliginda, Keat Ve Vinax degerlerinde bir

bozulma olmadan W137F - V184S mutanti lizerine basarili bir sekilde uygulanmastir.

Tablo 26. W137F - V184S - 1372V mutasyonunun degerlendirilmesi
K/ Ortalama

K Vmax Keat K yarilanma Kaynak
L omri
AgoGIl (Rekombinant) 124,45+2,99 39,6+0,79 33,03 0,266 19 Bu
Calisma
1372V 132,11 +£3,70 65,46+0,55 54,60 0,413 31 Bu
Calisma
W137F — V184S 39294287 9971+183 8317 2116 19 Kazrgi’gl“’
W137F - V184S - 1372V 64,37+ 1,3 99,05 +0,44 82,62 1,283 30 Bu
Calisma

Bu mutasyon ile hedeflenen; yiiksek katalitik aktiviteye sahip ve daha 1sil kararli bir

enzim tretilmistir (Sekil 110).
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Sekil 110. W137F - V184S - 1372V’ nin 1s1l kararlilik grafigi
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5. ONERILER

V380F ve 1372V mutasyonlar1 ile basarili sonuglar alinmistir. Bu mutasyonlar A.
gonensis GI’ s1 iizerinde birlikte denerek ortak etkileri aragtirillmistir. Ayrica bu
mutasyonlar W137F - V184S mutasyonu ile birlikte denenerek etkileri arastirilmustir.
Fakat V380F - 1372V mutasyonu W137F - V184S mutasyonu ile birlikte
denenmemistir. Bu 4 mutasyon bir enzim {izerinde ayni anda denenerek W137F -
V184S - V380F - 1372V mutant enziminin de karakterize edilmesi biyokimyasal ve
kinetik parametreleri acisindan daha dstliin bir enzimin tasarlanmasi i¢in Onemli

sonuclar verebilir.

Mutasyon boélgeleri termofilik ve mezofilik karakterli bakterilerin amino asit
dizilerinin birbirleriyle karsilastirilmasima gore secilmistir. Mutasyon noktalarinin
enzimin ii¢ boyutlu modellemesine gore dizayn edilmesi noktalarin etkilerinin daha iyi
sonu¢ vermesi yoniinde faydali olabilir. Mevcut sekonder yapilarin aydinlatilarak bu
yapilarin birbirleriyle olan iligkilerinde etkili olan amino asitlerin se¢ilmesi mutasyon

noktalarinin etkilerini arttiracaktir.

1373V mutasyonu enzim {iizerinde kokli degisiklikler meydana getirmistir. Bu
durum 373. amino asit olan izolosinin enzimin sekillenmesinde Kritik bir noktada
oldugunun gostergesidir. Bu agidan bu noktada degisik amino asitler ile meydana
getirilecek mutasyonlarin ¢ok farkli sonucglar verecegi olasidir. Bu sebeple 1372H,

1372S, 1372D, 1372G, 1372 A ve bunun gibi mutasyonlar bolgede denenebilir.

Benzer sekilde V380F mutasyonu da enzim {izerinde koklii degisiklikler meydana
getirmistir. 380. amino asit olan valin amino asidinin Fenil alanin amino asidine
doniistiiriilmesiyle enzimin sekillenmesinde kritik bir noktada oldugunun gostergesidir.
Bu noktada yapilacak olan farkli amino asitler ile meydana getirilecek olan
mutasyonlarin da ¢ok farkli sonuglar verecegi olasidir. Bu sebeple V380H, V380S,
V380D, V380G, V380A ve bunun gibi mutasyonlar bélgede denenebilir.
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