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OZET

Anoxybacillus gonensis G2T GLUKOZ iZOMERASININ KIiNETIK VE BAZI
BiYOKIMYASAL PARAMETRELERININ G33D, N138G, T144S, V2931, V321, E373K
VE V3801 BOLGE SPESIFIK MUTASYONLARI iLE GELISTIRILMESI

Pelin BAK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Yrd. Do¢. Dr. Hakan KARAOGLU

Glukoz izomeraz, amilaz ve proteaz ile birlikte diinyanin en yiiksek tonajli {i¢ enziminden
birisidir. Gl; D-glukozun D-fruktoza, D- ksilozun da D- ksiluloza doniisiimlii izomerizasyonunu
katalizler. Gl, D-glukozun D-fruktoza izomerizasyonu HFCS iiretiminde ticari bir 6neme
sahiptir. Bu oneminden dolay1 bugiine kadar pek ¢ok hiicreden yeni GI’lar izole edilerek
karakterize edilmistir. Anoxybacillus gonensis G2' glukoz izomerazin1 kodalayan gen pET-
28a(+) ekspresyon vektoriine klonlanarak enzim rekombinant olarak iretildi ve saflagtirildi.
Enzimin biyokimyasal 6zellikleri, kinetik parametrelerinin gelistirilmek igin glukoz izomeraz
tizerinde G33D, N138G, T144S, V293I, V32l, E373K ve V380l mutasyonlar: yapildi. Mutant
enzimler ve yaban tip enzim, kolon kromatografisi yontemleri ile saflagtirildi. Karakterize
edilen tiim enzimler biyokimyasal 6zellikleri ve kinetik parametreleri bakimindan birbirleriyle
ve yaban tip enzim ile karsilastirildi. Yapilan karakterizasyon ¢alismalart sonucunda G33D,
V293l, V32I, E373K ve V380! mutasyonlari ile yaban tip enzimin biyokimyal 6zelliklerinde ve
Kinetik parametrelerinde dnemli sayilabilecek bir degisiklik meydana gelmemistir. N138G ve
T144S mutant enzimlerin Vimax, kcat ve katalitik etkinlik degeri olan kea/ Km ‘sinde artis
gozlendi. N138G’nin Vimax degeri 44,24 + 0,27 umol/dk/mg protein, T144S’ nin Vmax degeri
34,59 £ 0,26 pumol/dk/mg protein olarak hesaplandi. G33D, T144S mutant enzimlerin 1sil

kararliliginda yaban tip enzime gore hafif bir artis gdzlendi.

2017, 101 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glukoz izomeraz, HFCS, Enzim Karakterizasyonu, Mutasyon
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ABSTRACT

IMPROVOMENT OF KINETIC AND SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS OF
GLUCOSE ISOMERASE FROM Anoxybacillus gonensis G2T BY SITE DIRECTED
MUTAGENESIS G33D, N138G, T144S, V293I, V32I, E373K AND V3801

Pelin BAK

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

Glucose isomerase is one of the three highest tonnaged enzymes with along amylase and
protease in the World. Glucose isomerase catalyses conversion isomerization of D-glucose to D-
fructose, and D-xylose to D-xylulose. Isomerization of D-glucose to D-fructose has a
commercial importance in the production of HFCS. Because of this importance, many new Gls
have been isolated and characterized to date. The coding gene of glucose isomerase from
Anoxybacillus gonensis G2" was cloned to pET-28a(+) vector and Gl was produced and
characterized. To improve biochemical properties and kinetic parameters of the enzyme, G33D,
N138G, T144S, V293l, V32l, E373K and V380l mutations were performed on the wild-type
enzyme by site directed mutagenesis. All mutant enzymes and wild-type enzyme were purified
by column chromatography methods. All characterized enzymes were compared with each other
and with wild-type enzyme in terms of their biochemical and kinetic parameters. As a result of
the characterization studies, mutations of G33D, V293I, V32I, E373K and V380l did not give
any significant change in the biochemical properties and kinetic parameters of the wild-type
enzyme. An increase was observed in the Vimax, Keat, and Kea/ Km values of the wild-type enzyme
by N138G and T144S mutantations. The Vinax Value of N138G mutant enzyme was calculated as
44,24 + 0,27 pmol / min / mg protein and the Vimax value of T144S as 34,59 + 0,26 umol / min /
mg protein. Increases were observed in the thermal stability of the G33D and T144S mutant
enzymes compared to wild-type enzyme.

2017, 101 pages
Keywords: Glucose Isomerase, HFCS, Enzyme Characterization, Mutation
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, canli hiicrede meydana gelen metabolik reaksiyonlarin hizini arttiran ve
diizenleyen protein yapisindaki biyolojik katalizérlerdir. Dogal ortamlar1 disinda yeterli
kosullar saglandiginda etkilerini gosterebildiklerinden dolayr giiniimiizde pek c¢ok
alanda enzimlerden yararlanilabilmektedir. Bu nedenle enzimlerin yer aldiklar
dokularin veya hiicre kisimlarinin belirlenmesi, bu biyokatalizorlerin saflastirilarak elde
edilmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya cikarilmasi, etki mekanizmalarinin
ve kinetik oOzelliklerinin tiim ayrintilariyla incelenmesi biiyiik Onem tasimaktadir

(Sokmen, 2005).

Glinimiizde enzim Katalizli siireglerin, daha ekonomik, hizli ve ¢evre dostu
olmasi, Uirtin veriminin yiiksek ve safsizlik olusumunun oldukga diistik olusu, klinik ve
endustriyel uygulamalarda kimyasal reaksiyonlara kiyasla daha fazla tercih edilmelerine
sebep olmustur. Enzim katalizli siireglere duyulan bu ilgi sebebiyle diinya genelinde bir
enzim pazari ortaya ¢ikmistir. Bu durum, enzimlerle ilgili ¢alismalarin artmasina da
neden olmustur. Giin gegtikce artan talepler, artik daha iyi Ozelliklere sahip ya da
ozellikleri gelistirilmis enzimlere duyulan ihtiyact da gozler Oniine sermektedir.
Endiistriyel enzimlerin % 60’1 Avrupa, geri kalan % 40’lik bolimii ise Amerika ve

Japonya tarafindan tiretilmektedir (Bhat, 2000).

Biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili alanda enzim teknolojisinin
giderek gelismesi, ekonomik degerlerinin ¢ok yiliksek olmasi iriinlerin kullanim
alanlarinin ¢esitliligi nedeniyle yapilan aragtirmalar daha ¢ok Onem kazanmaktadir.
Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlarina gore dagilimina bakildiginda, % 29’unun
gida sektoriinde, % 15’inin hayvan yemi sektoriinde, % 56’smin ise genel teknik
alanlarda kullanildig1 goriilmektedir (Kirk vd., 2002; Schallmey vd., 2004). Sicaklik,
endiistri i¢in en Onemli temel wunsurlarindan biridir. Enzimlerin ise dogal
biyokatalizorler olarak en iyi bilinen dezavantajlar1 yiiksek sicaklikta ii¢ boyutlu
yapilarinin ~ bozulmasi  ve  aktivitelerini  kaybetmeleridir.  Ancak  bazi

mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklarda yasayabilmesi; bu sistemlerde bulunan enzim
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bilesenlerinin bu sicakliklarda dahi yapilarimi1 korumalar1 ve bdylelikle aktivite
gosterebilmelerinden kaynaklanir. Termofilik bakteriler, yiiksek sicakliklara dayanikli
enzimleri iceren organizmalardir. Bu nedenle de endiistriyel amaglar igin

kullanilabilecek potansiyel enzim kaynaklarini olustururlar (Faiz, 2005).

Endiistriyel alanlarda kullanilan baslica enzimler, proteolitik enzimler, amilotik
enzimler, seliilazlar, pektolitik enzimler, galaktozidazlar ve glukoz izomeraz (Gl) olarak
siralanabilir. Gl olarak bilinen D-glukoz/ksiloz izomeraz (EC 5.3.1.5.), proteaz ve
amilaz ile birlikte diinya enzim endistrisinin en yiiksek kullanim alanina sahip
enzimlerinden biridir (Bhosale vd.,1996). Bu enzim; D-glukozun D-fruktoza, D-
ksilozun da D-ksiluloza doniisiimlii izomerizasyonunu Kkatalizler (Belfaquih ve
Penninckx, 2000).

Ksilozun ksiluloza doniisiimil, ciiriimiis bitki materyalleri iizerinde yayilim
gosteren saprofilik bakterilerin beslenme ihtiyaclarini gidermek icin kullandiklar:
yoldur. Bu reaksiyon ayrica hemiseliilozun etanole doniismesine de yardimci olur.
Glukozun fruktoza izomerizasyonunun endistriyel nemi ise, yiiksek fruktoz icerikli
misir surubu (High Fructose Corn Syrup: HFCS) iiretiminin bu reaksiyon ile
saglanabilmesidir. 1976 yilina kadar yiyeceklerde tatlandirici olarak kullanilan ve seker
kamis1 % 60 ile seker pancarindan % 30 elde edilen sakkaroz yerini, glukozun fruktoza
izomerizasyonunun kesfiyle giinlimiiz tatlandiricilar yani fruktoz suruplar1 almistir. GI
kullanilarak HFCS dretimi ilk olarak Japonya’da bagslamis, 1958’deki Kiiba
Devrimi’nden sonra Amerika’da ortaya ¢ikan sakkaroz kaynagi sikintisin1 gidermeye de
care olarak goriilmiistiir. GI, o yillardan gilinlimiize kadar en Onemli endiistriyel

enzimlerden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Bhosale vd.,1996).

GI’1n endiistriyel alanlarda kullanimi oldukga pahalidir. Ciinkii hiicre i¢i bir enzim
oldugunda ve glukoza ilgisinin diisiik olmas1 sebebiyle (yiiksek Km), reaksiyonlarda ¢ok
yiksek miktarlarda enzim kullanimina ihtiya¢ vardir. Glukoz izomeraz enziminin
endiistriyel olarak kullanilabilir olmasi i¢in enzimin liretim maliyetinin miimkiin olan en
diisiik miktarda olmasi arzu edilir. Bu nedenle, bircok bilim adami ii¢ temel noktaya
odaklanarak bir¢ok bilimsel ¢alisma yapmistir. Enzimin verimliliginin arttirilmast bir

organizmanin rastgele mutasyonla enzim {iretiminin arttirilmasi veya rekombinant DNA
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teknolojisiyle uygun konakta eksprese edilmesi), Fermentasyon ortaminin optimize
edilmesi (enzim dretimini indiikleyecek ksiloza alternatif daha ucuz maddelerin
bulunmasi), enzimin immobilize edilmesidir. Bu yaklasimlarin yani sira endiistriyel
olarak kullanilacak enzimin, yonlendirilmis mutasyonlarla pH, sicaklik, vb.
parametrelere karsi stabilitesinin ya da katalitik etkinliginin arttirilmasi, enzimin

yOnettigi slireclerin maliyetlerinin azaltilmasinda rolii bliyiiktiir.

1.2. Endiistriyel Enzim Kaynagi Olarak Mikrobiyal Kaynaklarin Tercih Edilmesi

Endiistrinin  biitin  alanlarinda  kullanilan enzimler genellikle mikrobiyal
kaynaklidir. Bunun nedeni mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin bitkisel ve
hayvansal kaynakli enzimlere gore Kkatalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
istenmeyen yan iriin olusturmamalari, ucuz ve daha kararli olmalari, fazla miktarda
tiretilebilmeleridir (Wiseman, 1987). Ayrica mikroorganizmalar bitki ve hayvanlara
gore daha kolay genetik degisimlere tabii tutulabilirler. Endiistriyel 6neme sahip bir¢ok
enzim, mikroorganizmalar tarafindan hiicre digina salinabilir. Boylece enzim elde etmek

i¢in hiicrenin par¢alanmasina da gerek kalmaz (Walsh, 2002).

1.2.1. Termofilik Mikroorganizmalardan Elde Edilen Enzimler

Mikroorganizmalar, yasadiklar1 sicaklik araliklarma gore sakrofiller, mezofiller,
termofiller olmak lizere {i¢ gruba ayrilirlar. Sakrofiller -10°C’ye kadar olan sicakliklarda
yasayabilirken, mezofiller 20-45°C’de biiyiiyebilirler. Termofilik mikroorganizmalarsa
yiiksek sicakliklarda yasamaya adapte olup kendi aralarinda ilimli termofiller (45-65
°C) ve hipertermofiller (85°C) seklinde siniflanirlar (Demirjian vd., 2001).

Ekstrem sartlarda yasamak ve cogalmak icin organizmalar tiim metabolik
fonksiyonlarii bu ortamlara adapte etmek zorundadirlar. Termofillerin hiicre membrani
doymus yag asitlerinden olusmustur ve bu yag asitleri hidrofobik bir ortam saglayarak
yiiksek sicakliklarda yasayabilmeleri ig¢in hiicreyi yeterince siki ve sert tutarlar.
Termofilik organizmalarin hiicresel bilesenleri de (enzimler, proteinler, niikleik asitler
vb.) yiiksek sicakliga ve ekstrem derecede asidik ya da alkali sartlara dayaniklidirlar
(Kristjansson ve Asgeirsson, 2002; Haki ve Rakshit; 2003).
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Termofilik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimler, termozimler olarak
adlandirilirlar (Li vd., 2005). Bu enzimler, biyoteknolojik amaglar igin oldukca
uygundurlar. Ciinkii 1s1 soku ile saflastirilmalar1 kolaydir, ¢oziicii ve birgok denatiire
edici ajana kars1 dayaniklidirlar, mikrobiyal kontaminasyonlara daha az duyarlidirlar ve
reaksiyon hizlar1 mezofil organizmalardan elde edilen enzimlere gore daha yiiksektir.
Ayrica termozimler, elde edildikleri mikroorganizmanin biiyliyebildigi sicaklikta etkin
sekilde calisirlar ve denatlirasyonlari bu sicaklik derecesinin ¢ok iizerinde meydana

gelir (Koffler, 1957; Amelunxen ve Lins, 1968).

Termofilik mikroorganizmalarin  yiikksek biiylime oranlart ve minimum
kontaminasyonlar1 sebebiyle endiistriyel agidan ¢ok biiyiikk Oneme sahiptirler. Bu
organizmalardan elde edilen enzimlerin yiiksek sicakliklara dayanikli olmalari onlari
endiistriyel uygulamalar i¢in cazip hale getirir. Ayrica hiicre dis1 termozimler genellikle
daha kolay saflastirilabilir ve daha kararli olmalari gibi 6zellikleri sebebiyle hiicre ici
enzimlere gore daha cok tercih edilirler. Ciinkii bu 6zellikleri hiicre disi1 enzimlerin

tiretim maliyetlerini azaltir (Eveleigh, 1979).

Endiistriyel siirecler i¢in yiiksek sicaklikta gerceklesen reaksiyonlarin ilgi ¢ekici
olmasinin bir takim sebepleri vardir. Sicakligin arttirllmas1 organik bilesiklerin
¢cozlinlirliiglinii  arttirmasi, viskozitenin diismesini ve organik bilesiklerin difiizyon
katsayisinin artmasini da beraberinde getirir. Bdylelikle reaksiyonlar daha yliksek
hizlarda gerceklestirilir (Giiven, 2007). Ayrica yiiksek sicaklikta bakteriyel ve viral
kontaminasyon riski de azaltilmig olur (Haki ve Rakshit, 2003).

Enzimlerin endiistriyel kullanimlarini sinirlayan en ©nemli sebebi, yiiksek
sicakliklarda denatiire olmalaridir. Termal denatlirasyon iki sekilde agiklanabilir.
Birincisi; diisiik sicakliklarda proteinin katlanmig formu ile katlanmamis formu
arasindaki dengenin katlanmis form yoniine kaymasidir. Ikincisi ise; yiiksek
sicakliklarda doniistimsiiz ¢okelmelerin ve kovalent degisimlerin olmasidir. Termofilik
mikroorganizmalar, bu problemi ¢dzmek icin proteinlerin yiiksek sicakliklarda aktif
konformasyonlarini siirdiiriirler. Yine de, enzimlerin termal kararlilik mekanizmalarinin
tam olarak belirlenmesi zordur. Ciinkii bu mekanizmalar olduk¢a fazla ve karmasikdir
(Arnold, 2001).



Termofilik ve mezofilik proteinlerin  aminoasit siralarinin ve yapilarinin
karsilagtirilmasi sonucu termofilik proteinlerin, termal denatiirasyondan korunmak i¢in
bazi ilave yapisal Ozelliklere sahip olduklar1 belirlenmistir (Vieille ve Zeikus, 2001).
Yapilan g¢alismalar iki protein tiiriinlin de benzer sekonder ve tersiyer yapiya sahip
olmalar1 yaninda, aminoasit igerikleri ve yan zincir etkilesimlerinin az oranda fakat agik
sekilde farkli oldugunu gostermektedir. Termofilik proteinler ¢ok sayida yiklii ve
hidrofobik aminoasit bulundururur (Fujiwara, 2002). Ayrica termozimler, mezofilik
benzerlerine kiyasla daha kisa ylizey loplarina sahiptir (Wintrode vd., 2001) ve termal
kararliligt saglamak ic¢in disiilfiir baglari, tuz kopriileri ve metal koordinasyonu
kullanilir. Proteinin igindeki hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 da termal

kararlilik i¢in 6nemlidir (Sauve ve Sygusch, 2001).

Ik zamanlar protein Kkararhligi calismalar ¢oziinebilir monomerik yapidaki
enzimler tizerinde arastirtlmistir (Dill, 1990). Termofilik enzimlerin ¢aligmasiyla
protein kararliligi mekanizmalariin agiklanabilmesi hizlanmistir. Termofilik enzimler
nispeten mezofilik enzimlere benzerler; aminoasit dizilimi mezofilik eslerinkine % 40-
85 benzerlik gosterir (Vieille vd., 1995; Burdette vd., 1996), ii¢ boyutlu yapilar
birbirlerine ¢ok benzer (Davies vd., 1993; Fujinaga vd., 1993) ve aym katalitik
mekanizmay: kullanirlar (Vieille vd., 1995; Voorhorst vd., 1995). Termofilik enzimlerin
gosterdigi  yiiksek kararlilik ve aktivite, mezofiliklerden farkli aminoasitler
bulundurduklar: i¢in kaynaklanmaktadir. Termofilik enzimlerin ¢esitli denatiire edici
ortamlara sagladiklari direng goz Oniine alindiginda oldukea rijit bir yapida olmalari
gereklidir. Ozellikle aktif bdlgede rol oynayan aminoasitlerin olduk¢a korunumlu
oldugu goriilmektedir (Veronese vd., 1984; Wrba vd., 1990; Kanaya ve Itaya, 1992).



1.3. Glukoz izomeraz

Glukoz izomeraz, biiyiimeleri i¢in ksilozu kullanan bakterilerde bulunan ve D-
glukoz / ksiloz izomeraz (D-ksiloz ketol izomeraz; EC 5.3.1.5) birgok mikroorganizma
tarafindan sentezlenen, izomeraz sinifi, hiicre igi bir (intraseliilar) enzimdir (Chen,
1980). GlI, D-ksilozun D-ksiluloza ve D-glukozun D- fruktoza doniisimiinii katalizler
(Takasaki ve v.d., 1969).

a) CHAH
o .
! D- Glukoz (Esiloz)
H H ~ -
HO aH 1FOmeras
H OH
D- glukoz
b B
o ) .
il D- Glukoz (Ksiloz) ~ ] ma L
oH H -
BO aH b L
0H BO . H
D ksiloz Dv ks=iluloz

Sekil 1. D-glukozun D-fruktoza, D- ksilozun da D- ksiluloza GI araciligiyla doniisiimlii
izomerizasyonu

D-ksilozun  D-ksiluloza hem de D-glukozun D-fruktoza dontigimlii
izomerizasyonunu katalizler (Bhosale vd., 1996; Chen, 1980). Bunun yaninda D-riboz,
L-arabinoz, L-ramnoz ve D-allozun bu enzimin diisik izomerizasyon oranina sahip
birer substrati olduklari cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Moses ve Cape, 1994;
Pastine vd., 1999; Pastinen vd., 1999; Sanchez ve Smiley, 1975; Yamanaka, 1968).
Glukoz izomeraz, bugiine kadar; toprak, deniz ve tath sularda yasayabilen aerobik ve
anaerobik birgok mikroorganizmada incelenmistir. Okaryotik canlilarda ise Hordeum

vulgare’de glukoz izomerazin varhig: gosterilmistir (Kristo vd., 1996).

Oldukga termostabil ve termofilik olan glukoz izomerazlar ise Thermus
thermophilus, Thermus aquaticus, Thermotoga maritima ve Thermotoga neapolitana
bakterilerinden izole edilmektedir (Vieille ve Zeikus, 2001). Enzimi iireten

mikroorganizmalarin orantili olarak enzimin optimum ¢alisma sicakligi ile biiyiime
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sicakligi, 25-85°C olasma ragmen, biitiin glukoz izomerazlar bir ¢ok agidan benzer
ozellikler gostermektedir; bu ozelliklere bakildiginda birbirine benzeyen tetramer veya
dimerlerden olusurlar ve molekiiler agirhigr yaklasik 173.000 dalton civarindadir
(Carell, 1989).

Biitiin ksiloz izomerazlar kararli halde bulunmalar1 ve aktiviteleri icin, Co*?,
Mn*2, Mg*? veya Cr*? gibi bivalent katyonlara ihtiya¢ duyarlar. Cu*?, Zn*2, Ni*?, Ag*?,
Hg* ve Ca* gibi bir takim iyonlar ise enzimin katalitik aktivitesini inhibe eder
(Bogumil vd., 1993; Briggs vd., 1984; Bucke, 1981). ki tip glukoz izomeraz
tanimlanmuastir. Birinci tip glukoz izomerazlarin amino ucunda yaklasik 50 amino asitlik
bir bolge bulunmaktadir, ikinci tipte ise bu bolge bulunmamaktadir (Hartley vd., 2000).
Enzimin kristal yapisi bircok mikroorganizmada bulunmaktadir. Bu organizmalara
ornek olarak Arthrobacter (Henrik vd., 1989), Actinoplanes missouriensis (Reyvd.,
1988), Streptomyces rubiginosus (Whitlow vd., 1991), Streptomyces murinus
(Rasmussen vd., 1994) verilebilir. Bir ¢ok yapilan galismalarda Kristal yapisi iizerinde

enzimin tersiyer yapisinin oldukga kararli oldugu anlagilmistir (Henrik vd., 1989).

1.3.1. GI’1n Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Cesitli mikroorganizmalardan izole edilen glukoz izomerazlarin enzimatik ve
biyokimyasal Ozelikleri yogun bir sekilde calisilmigtir. Enzimin inhibe olmasini
engellemek ve HFCS iiretiminde ticari olarak uygulanabilirligini degerlendirmek
acisindan sil kararliligi, pH, metal iyon gereksinimi, substrat spesifikligi gibi spesifik

ozellikleri hakkindaki bilgiler 6nemlidir.

GI’lar biytikliikleri, metal iyonu tercihleri ve amino asit sirasi benzerliklerine
gore Smif [ ve Smif II olarak iki baslik altinda toplanabilirler (Vangrysperre vd., 1990).
Smif I GI'lar, yaklasik olarak 390 amino asitten olusurlar ve genellikle yiizeysel
birimlerde birka¢ sekans farkliligi ile beraber kendi aralarinda yiiksek homoloji
gosterirler. Smif I GI’lar benzer katalitik aktivite ve optimum sicaklik sergilerlerken,
Smif IT GI’lar genis aralikli sekans homolojisi yani sira degisken aktivite ve optimum
sicaklik sergilerler. Ayrica fazladan 45-55 aminoasit birimi bulundururlar (Hartley vd.,
2000).



1.3.2. Substrat Seciciligi

GI’'nin en yaygin substratlar1 glukoz ve ksilozdur. GI aktivitesi, farkli birgok seker
ve seker tiirevi i¢in de test edilmistir. Enzimin, elde edildigi mikroorganizmalara gore
substrat se¢iciligi farklilik gostermektedir. D-riboz, L-arabinoz, L-ramnoz, D-alloz ve 2-
deoksiglukoz gibi pek ¢ok sekerin, GI’nin substrati oldugu tespit edilmistir (Hausler ve
Stutz, 2001). Bunun yaninda, glukoz ve ksiloz gibi ekvatoral diizlemindeki 3. ve 4.
karbonlarinda hidroksil grubu tasiyan substratlar varliginda enzimin maksimum

izomerizasyon gergeklestirdigi bilinmektedir (Bhosale vd., 1996).

1.3.3. Metal Iyonu Gereksinimi ve inhibitorler

GI’nin, kararhilig1 ve aktivitesi icin Mg*2, Mn*? ve Co*? gibi bivalent katyonlara
veya bunlarin degisik kombinasyonlardaki kullanimma ihtiya¢ duymaktadir. Co*? ve
Mg*? aktivite i¢in zorunlu olmasia ragmen birlikte fonksiyonlar1 farkliliklar gdsterir.
Mg*?, Co'™ gbre daha etkin bir aktivatdrken, Co*? enzimin kuaterner yapisinin
korunmasimi saglayarak enzimin kararli hale gelmesinden sorumludur (Bhosale
vd.,1996). GI’'nin katalitik aktivitesi Ag*?, Hg™, Cu*?, Zn*2, Ni*? ve Ca' iyonlar
tarafindan degisik oranlarda inhibe olmaktadir (Bhosale vd., 1996).

1.3.4. Alt Unite Yapisi

GI'nin sedimentasyon sabitleri ve molekiiler agirhiklari sirasiyla 7,55 ile 11,45
arasinda ve 52.000 ile 191.000 dalton arasinda degisiklik gostermektedir (Chen, 1980).
GI’nin alt iinite ve amino asit yapisina bakildiginda, molekiil birbirine benzer veya ayni
4 ya da 2 alt iiniteden meydana gelmektedir. Alt tniteler arasinda disiilfit baglar
bulunmaz fakat birbirlerine kovalent olmayan etkilesimlerle baglidirlar. Bacillus sp.’den
elde edilen ekstrasellular GI ii¢ alt birimden meydana gelmektedir (Chauthaiwale ve
Rao, 1994). Basuki ve arkadaslarinin Streptomyces phaechromogenes’de varligini
gosterdikleri GI enziminin birbirinden farkli olan 4 alt birimden meydana geldigi
gosterilmistir (Bhosale vd., 1996). Arthrobacter ve Streptomyces tiirlerinde yapilan

calismalarda molekiiliin biyolojik aktivitesinde rol oynayan birimin dimer ya da



tetramerler oldugu ve monomer {initelerin tek baslarina herhangi bir biyolojik aktiviteye

sahip olmadiklar: gésterilmistir (Gaikwad vd., 1992; Rangarajan vd., 1992).

1.3.5. Optimum Sicakhk ve pH

GI'nin gesitli organizmalarda optimum sicakligi 60°C ile 80°C arasinda degisiklik
gostermektedir ve bu degerler Co™ varhg ile artis gostermektedir. Optimum pH
degerleri ise genel olarak 7 ile 9 arasinda degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte
endiistriyel alanda istenilen disik pH degerlerinde ¢alisabilen enzimler de
bulunmaktadir. Ornegin Lactobacillus brevis’den elde edilen GI, pH 6 ile 7 arasinda
optimum aktivite gostermektedir. Streptomyces spp. Bacillus spp., Actinoplanes
missouriensis ve Thermus thermosulfurogenes’e ait GI'lar yiiksek sicakliklarda kararl
enzimler olduklari halde Lactobacillus ve Escherichia spp’ye ait GI’lar yiiksek
sicakliklara az kararhdirlar (Bhosale vd., 1996).

1.3.6. GI’larin DNA Dizi Benzerligi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Glukoz izomerazlarin yapi1 ve islevleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin
cesitli organizmalardan elde edilen Gl (xylA) genlerinin amino asit dizilimleri
karsilastirnllmistir. Bu karsilastirma sonucunda enzimin N-terminal ucunda 40-50 amino
asitlik bir bolgenin olup olmamasina gére 2 sinifa ayrilmglardir. Birinci tip GI’lar 390
amino asit igerir ve Streptomyces spp., Actinoplanes spp., Ampullariella spp.,
Arthrobacter spp., ve Thermus thermophilus gibi tiirlere ait GI’lar bu siniftandir. ikinci
tip aminoasitler Escherichia coli, Bacillus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,
Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes, ve Thermotoga spp tirleridir ve 440
amino asitten meydana gelmislerdir (Hess vd., 1998). ikinci tip GI’lar 8 sarmal ile
cevrelenmis birbirine paralel 8 B-levhadan ve diger monomerlerle iliskide bulunan

uzamis bir C-terminal kuyruktan meydana gelirler.

Enzimin aktif bolgesi agik bir fi¢1 seklinde bir cepten meydana gelir ve bu cebin
alt tarafinda, genel olarak hidrofobik aminoasitler ile Mg*2, Mn*? ve Co*2 gibi bivalent
katyonlar ile birlikte ¢alisan glutamik asit, aspartik asit ve histidin gibi amino asitleri

bulunmaktadir (Whitlow vd.,1991). Birinci ve ikinci tip glukoz izomerazlar arasinda
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aminoasit dizilimlerine bakildiginda biiyiik farkliliklar goriilmektedir buna ragmen;
substrat ile iligkide H100, T140, E231, K233, D338, metal iyonunun baglanmasinda
E231, E267, H270, D295, D306, D308, D338 ve katalitik islemlerde ise H100, D103,
D338’in biiyiik Olgiide korundugu goriilmektedir. Birbirlerine uzak olan tiirlerin
karsilastirmalarinda  enzimin aktif bolgesine ait igerigin olduk¢a yakin oldugu
goriilebilmektedir (Hess vd., 1998).

1.4. Glukoz izomerazin Onemi

Gl, termofilik enzimlerin yapisi ve islevleri arasindaki iliskiyi arastirmak igin ileri
biyokimya ve genetik miihendisligi teknikleriyle bir model olusturmaktadir. Enzim,
akademik Oneminin yam Sira, hemiselillozdan etanol {iretilmesindeki potansiyel
uygulamalart ve HFCS iiretimindeki kullanimi agisindan endiistriler tarafindan artan
yogun ilgiye sahiptir. Glukoz izomeraz, glukozun fruktoza izomerizasyonunu
katalizledigi icin endiistriyel alanda, ozellikle HFCS (High Fructose Corn Syrup)
tiretiminde, ticari bir 6neme sahiptir. Endiistriyel uygulamalarda fruktoz suruplarinin
basariyla uygulanabilmesinin sebebi glukoz izomerazin kesfi olmustur. Ulkemizde ve
AB mevzuatinda fruktoz suruplarmin tanimi yer almamaktadir. FDA (2000)'e gore
fruktoz suruplari; besleyici sakkarit karisimi olup, % 42-55 fruktoz igeren tatli, misir
nisastas: glukozunun glukoz izomeraz enzimi kullanilarak fruktoza doniistiiriillmesiyle
elde edilen bir iriindiir. Ayrica % 90 fruktoz igeren farkli iiglinci bir tipi de
bulunmaktadir ve diinyada sinirli kullanima sahiptir (Knorr, 1987).

Enzim ticari alanlarda kullanilmaya baslamadan once sakkaroz yiyeceklerde
tatlandirict madde olarak kullaniimaktaydi. Glukoz izomerazin kesfedilmesi 1958
yilindaki Kiiba devrimi sonrast meydana gelen sakkaroz yoklugu sebebiyle, fruktoz
suruplarinin kullaniminda artis olmustur (Bhosale vd., 1996). Fruktoz suruplar: tath
(Pomeranz, 1985), diisiik viskozite ve daha az kristallesme gibi 6zellikleri sebebiyle
kullaniciya depolama ve tasima islemleri sirasinda avantaj saglayan triinlerdir (Inglett,
1974). Fruktoz suruplarmin ozellikleri; lezzeti gelistirici ozellikleri (CRA, 1994),
ozmotik basinglarinin yiiksek olmasi1 (Hobbs, 1986), nemi hapsederek kurumayi
onlemeleri (Pomeranz, 1985) ve fermente edilebilir sekerler agisindan zengin

olmalaridir (Henry, 1976). Fruktoz suruplari bu o6zellikler sebebiyle, gazli ve gazsiz
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icecekler, firin driinleri, gesitli hububat triinleri, siit mamulleri ve islenmis gidalarda
kullanilabilmektedir (Wulff ve Helgeson, 1987). Fruktoz suruplarinin kullanimi
mayonez ve salata soslari gibi triinlerde emiilsiyon stabilitesi artmakta (Inglett, 1974)
ve enerji degeri de diisiiriilebilmektedir (Reeder,1978). Fruktoz suruplarmin salamura
tirtinlerde kullanilmakta ve su aktivitesini azaltici 6zelliginden yararlaniimaktadir
(Hobbs,1986). Ayrica fruktoz suruplarimin sebze, ¢corba, domates soslari ve meyve gibi
konserve tiriinlerinde de kullanimi artmaktadir (Nabors ve Gelardi, 1991; Hebeda, 1987;
Anon, 1993).

Fruktoz surubu, dondurmanin dokusunda piiriizsiizlik ve hacimde artis gibi
ozellikler kazandirmaktadir (Anon, 1979). Fruktoz suruplari; ekmek, biskiivi, kek,
kurabiye, tart dolgular ve jolelerde kullanilabilir (Pomeranz, 1985). Fruktoz suruplari
fermente edilebilir substrat olup, ekmegin kabuk rengine ve lezzetine katkida
bulunmakta ve raf émriinii uzatmaktadir (Kulp vd., 1991) En iyi biskiivi rengini veren
indirgen sekerler igerisinde fruktoz suruplarindan elde edilmistir (Manohar ve Rao,
1997). Keklerde sakkaroz yerine fruktoz suruplari kullanildig1 igin igerisindeki yiiksek
indirgen sekerler sebebiyle esmerlesmeyi arttirmakta ve kekin tazelik siiresini
uzatmaktir (Johnson, 1989). Fruktoz suruplari gidalarda lezzetin gelismesine ve
tatlandirma o6zelliklerinin artmasinda rol oynar. Fruktozun dil iizerinde algilanma
yogunlugu sakkaroza gore ¢cok daha yiiksektir ve hissedilme siiresi oldukg¢a kisadir. Bu
nedenle fruktoz suruplar gidalarda karakteristik lezzet Ozelliklerinin algilanmasini

zenginlestirmede etkilidir (Howling, 1992).

HFCS tatli olmayan nisastadan imal edildigi disiiniildiigiinde ve tatlandirma giicii
sakkarozdan % 10-20 daha ucuzdur. Ayn: zamanda HFCS sakkarozda oldugu gibi
kristallesme problemi olusturmaz. Ayrica D-fruktoz diyabetik bir tatlandirict olarak da
kullanildigindan, sadece fruktoz midede ¢ok yavas bir sekilde emilir ve kandaki glukoz
seviyesine bir etki yapmaz (Bhosale vd.,1996). 1957 yilinda Marshall ve Kooi’nin
Pseudomonas hydrophyla’dan elde ettikleri enzimin glukoz izomeraz kapasitesi seker
kamis1 sekerinin yerine HFCS kullaniminda bu enzimin degerlendirilmesinde baslangig
noktasini olusturmustur. Bu enzimin, biiyiime sirasinda ksiloza ihtiya¢ duydugu ve
tiretimin arsenat varligiyla arttirilabildigi gosterilmistir (Marshall ve Kooi, 1957). Daha

sonralart  ksilozdan bagimsiz olarak, ksiloz izomeraz aktivitesi Escherichia
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intermedia 'da bulunmustur (Natake ve Yoshimura, 1964). Takasaki ve Tanabe, Bacillus
megaterium'dan NAD" bagimh ve glukoza 6zgii bir glukoz izomeraz1 (EC 5.3.1.18)
izole etmislerdir (Takasaki ve Tanabe, 1962; Takasaki ve Tanabe, 1963). Glukoz ve
mannozun fruktoza izomerizasyonunu Yyapan benzer bir glukoz izomeraz
Paracolobacterium aerogenoides’den izole edilmistir (Takasaki ve Tanabe, 1964,
Takasaki ve Tanabe, 1966). Biitiin bu aktiviteleri gosteren glukoz izomerazlardan EC
(5.3.1.5) numarali enzimler, ilk kez endiistriyel bir oranda 1957 yilinda Amerika’da
Clinton Corn Processing Co. tarafindan basarilmistir. 1974 yilina gelindiginde

immobilize edilmis glukoz izomeraz artik ticari olarak elde edilebilir hale gelmistir.

Gida endiistrisinde HFCS’ye olan talep her gecen giin artmis ve 1980’e kadar bat1
diinyasindaki tiim sekerlerle ugrasan biiyiik sirketler glukoz izomeraz teknolojisine
basvurmaya baslamistir. Bugiin enzim, gida endiistrisinde en biiyiikk marketlerde yerini
almistir (Bhosale vd., 1996). Gl, ksiloz ve glukozun izomerizasyonunu katalizler.
Enzimin bu o6zelligi ksilozun, mayalar tarafindan fermente edilebilen ksiluloza
izomerizasyonunda kullanilmaktadir. Yenilenebilir biyolojik artiklarin  fermente
edilebilen sekerlere ve etanole biyolojik olarak doniisiimii, fosil yakitlarin hizli tiikketimi
g6z Oniine alindiginda 6nemlidir. Bu biyolojik artiklar % 40 seliiloz ve % 30 ligninden
olusmaktadir. Seliiloz ve hemiseliillozun ksiloz ve glukoza hidrolizine ve mayalarla
etanole fermente edilmesi biyolojik artiklarin kullanimimin ekonomik yapilabilirligine

baghdir.

1.5. GI Ureten Mikroorganizmalar

Endiistriyel uygulamalar kullanilmasi i¢in gerekli olan enzim miktar1 oldukga
fazladir. Bu nedenle, biyolojik sistemlerden izole edilen bir enzimin endiistriyel
islemlerde kullanilabilmesi i¢in, enzimin nasil ve hangi kaynaktan elde edilecegi
bulunmalidir. Bu kaynaklarin ticari olarak kullanilabilmeleri, maliyetleri ve elde
edilebilme kolaylig1 gibi faktorlere ve biraz da toplumda kabul gérmelerine baghdir
(Faiz, 2005). GI, ¢ogunlukla prokaryotik mikroorganizmalarda bulunur.
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Tablo 1. GI iireten baz1 mikroorganizmalar

Actinomyces olivocinereus,
A. phaeochromogenes
Actinoplanes missouriensis
Aerobacter aerogenes,

A. cloacae,

A. levanicum

Arthrobacter spp.

Bacillus stearothermophilus,
B. megabacterium,

B. coagulans
Bifidobacterium spp.
Birevibacterium incertum,
B. pentosoaminoacidium
Chainia spp.
Corynebacterium spp.
Cortobacterium helvolum
Escherichia freundi,

E. intermedia,

E. coli

Flavobacterium arborescens,
F. devorans

Lactobacillus brevis,

. Buchneri,

. Fermenti,

. mannitopoeus,

. gayonii,

. fermenti,

. plantarum,

. lycopersici,

. Pentosus,

Leuconostoc mesenteroides
Microbispora rosea
Microellobosporia flavea
Micromonospora coerula
Mycobacterium spp.
Nocardia asteroides,

N. corallia,

N. dassonvillei

rrrrrrrr

Paracolobacterium aerogenoides
Pseudonocardia spp.
Pseudomonas hydrophila
Sarcina spp.
Staphylococcus bibila,

S. flavovirens,

S. echinatus
Streptococcus acromogenes,
. phaeocromogenes,

. fracliae,

. roseochromogenes,

. olivaceus,

. californicos,

. venuceus,

. virginial

Streptomyces olivochromogenes,
S. venezaelie,

. wedmorensis,

. griseolus,

. glaucescens,

. bikiniensis,

. rubiginosus,

. achinatus,

. cinnamonensis,

. fradiae,

albus,

. griseus,

. hivens,

. matensis.

. nivens,

. platensis
Streptosporangium album,
S. oulgare
Thermopolyspora spp.
Thermus spp.
Xanthomonas spp.
Zymononas mobilis

w nDu!mwU;L;L;mvm,m

Endiistriyel acidan tagidigi 6nem sebebiyle yeni GI'larin gelistirilmesi icin cesitli
caligmalar yapilmis ve enzimin indiiksiyonu, kararliligi ve saflastirilmast {izerine
odaklanilmistir (Quax, 1993). Pseudomonas hydrophila’da bulunmasindan sonra bir¢ok
bakteri tiiriinde GI aktivitesi goriilmiistiir. Heterolaktik asidik bakteriler arasinda
Lactobacillus brevis’ten elde edilen GI, diisik pH degerlerinde aktifken yiiksek
sicakliklarda kararliligin1 kaybetmesi sebebiyle endiistriyel amaclar i¢in uygun degildir
(Yamanaka, 1975). Streptomyces glaucescens (Weber,1976) ve S. flavogriseus (Chen
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vd., 1979) tiirlerinde elde edilen GI’nin ekstrasellular oldugu rapor edilmistir. Enzimin
hiicre icerisinden digar1 salinmasinin hiicre duvariin gegirgenligindeki bir degisiklik ve
hiicrenin kismi lizisi ile meydana geldigi kabul edilmistir. Chainia sp. ve (Srinivasan
vd., 1983; Vartak vd., 1984) alkalotermofilik bir tiir olan Bacillus sp (Chauthaiwale ve
Rao, 1994)’den elde edilen ekstrasellular GI’lar, jel filtrasyon, iyon degisim
kromatografisi ve preperatif poliakrilamid jel elektroforezi gibi saflastirma teknikleri ile
homojen bir sekilde saflastirilmiglardir. Streptomyces spp. tiirlerinin yani sira Bacillus
tirleri de GI tretmektedirler. Candida utilis (Wang vd., 1980) ve Candida boidinii
(Vongsuvanlert ve Tani, 1988) gibi birka¢ mayada da Gl varlig goriilmiistiir. Bugday
tohumunda (Pubols vd., 1963) ¢imlenmis arpada (Bartfay, 1960) GI’'nin var oldugu

gosterilmistir.

1.6. GI’larin Endiistriyel Kullanim Alanlar:

GI’'nin biiyiik bir ticari dneme sahip olmasindan dolay: enzimin kullaniminda
gelistirilen bir¢ok yontem Ve enzimi iireten birgok yeni organizma hakkindaki bilgi
patentlesmistir (Boguslawski ve Rynski, 1982; Hafner, 1985; Hafner ve Jackson, 1985;
luzuka vd., 1971; Lee, 1976; Miles Laboratories Inc., 1972; Outtrup, 1974; Shieh, 1977,
Weber, 1976). 1967 yilinda ABD'de Clinton Corn Processing Co. tarafindan glukozun
fruktoza enzimatik izomerizasyonunun endiistriyel alanda ilk uygulamasi yapilmustir.
1974 yilinda Immobilize GI kullanilmaya baglanmistir. GI, bugiin firmcilik, mesrubat,
konserve yapimi ve sekerleme endiistrisinde en biiyiik pazar payina sahip olan enzimdir
(Bhosale v.d., 1996). GI iireten ve ticari olarak 6nemli olan bir ka¢ organizma Tablo

2’de verilmistir.
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Tablo 2. Ticari 6neme sahip GI’lar1 iireten baz1 mikroorganizmalar ve {irlinlerinin (GI)
ticari adlar1

Organizma Ticari Adh Uretici

Gsit Brocades and

i i iensi Maxazyme
Actinoplanes missousriensis yi Anheuser-Busch Inc
Bacillus coagulans Sweetzyme Novo-Nordisk
Streptomyces rubiginosus Optisweet Miles Kali-Chemie

Spezyme Finnsugar

Streptomyces

ptomy Swetase Nagase
phaeochromogenes

Reynold Tobacco

Arthrobacter sp. y
Streptomyces olivaceus Miles Laboratories Inc

1.6.1. Etanol Uretimi

Yenilenebilir ham maddelerden iiretilen etanoliin s1v1 yakitlara karsi artan kiiresel
talebi karsilamak i¢in kullanilmasi, yakilmasi sera gazi etkisine neden olmadigi i¢in iyi
bir alternatif olusturmaktadir. Lignoseliilozik ham maddenin % 10-40’1, baskin kismi1
ksiloz olmak iizere pentozlardan olusmaktadir (Hahn-Hagerdal vd., 2001). Gl,
hemiseliilozlardan etanol iiretimindeki potansiyel uygulamalar1 sebebiyle endiistriyel

acidan artan bir ilgi gérmektedir (Tiikel ve Alagdz, 2008).

GI, glukoz ve ksilozun izomerizasyonunu katalizler. Enzimin bu 6zelligi, mayalar
tarafindan alkole fermente edilebilen ksilulozun ksilozdan iiretilmesi i¢in kullanilir.
Yenilenebilen biyokiitlenin fermente olabilen sekerlere ve sonrasinda etanole biyolojik
cevrimi, hizla tilkenen fosil yakitlar oldukc¢a 6nemlidir. Biyokiitleler, % 30 hemiseliiloz
% 40 seliloz ve % 30 lignin igcermektedir. Biyokiitlelerden ekonomik olarak
yararlanilabilmesi seliiloz ve hemiseliilozun glukoz ve ksiloza hidroliz olmasina ve
sonra da mayalar tarafindan etanole fermentasyonuna baglidir. Selillozun biyolojik
cevrimi ile ilgili yapilan ¢ok sayidaki ¢calisma, lignoseliilozun biyolojik ¢evriminin hizl
ve verimli oldugunu gostermistir. Zirai artiklarin degerlendirilmesi ve hemiseliiloz
iceren biyokiitlelerde yararlanabilmek i¢in hemiselillozun fermentasyonuna tim
diinyanin ilgisini ¢ekmektedir (Wang vd., 1980). Ksilan, ksiloz iinitelerinin B-(1,4)
baglanmasiyla olusur ve hemiseliilozun ana birlesenidir. D-ksiloz {initeleri ksilanin
enzimatik veya asidik yontemlerle kolayca hidroliz edilmesiyle agiga ¢ikmaktadir.

Saccharomyces cerevisiae gibi baz1 mayalar heksozlarin etanole fermentasyonu verimli
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sekilde saglarlar, fakat D-ksilozu kullanamazlar. Candida utilis, Candida shetatae,
Pachysolen tannophilus ve Pichia stipitis gibi bazi mayalar da oksidorediiktatif yollarla
pentozlar {iretebilirler. Ancak bu organizmalarin fermentasyon oranlar1 oldukga
diisiiktiir. Ayrica bu organizmalarin oksijenli ortamda etanolii katabolize etmeleri ve
diisiik etanol toleranslar1 ticari kullanimlarini sinirlamaktadir (Dupress vd., 1987).
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe ve Candida tropicalis gibi
mayalar tarafindan ksilozun etanole fermentasyon prosesinde ise ksiloz metabolik engel

olarak goriilmektedir.

Bu nedenle GI'1n kullanilmasiyla ksilozun ksiluloza izomerizasyonu saglanmakta
ve daha sonra ksiluloz etanole fermente edilmektedir (Chaing vd., 1981). Bugiin
bilimsel aragtirmalar, GI geninin mayalara aktarilmast ile ksilozun alkole kendiliginden

fermentasyonunun saglanmasi ¢alismalari tizerine yogunlagmaktadir.

1.6.2. HFCS Uretimi

Saf sekere talebin artmasi, liretim maliyetinin yliksek olmasi ve insan sagligi
tizerindeki olumsuz etkisinin farkina varilmasiyla birlikte sakkaroz yerine
kullanilabilecek baska kaynaklar arastirilmasi zorunlu hale gelmistir. Karbohidrat
icermeyen Ve kalorisiz sakkarin, asesiilfam-K, aspartam, siklamat ve taumatin gibi
yapay tatlandiricilarin - kullanimi  saglikla ilgili problemlerin yasanmasma neden
olduklart i¢in smirlandirilmistir. Aspartam depolanma siiresini arttirmak icin alkolsiiz
igeceklerde kullanilir ve diisiik pH'da yavas hidroliz oldugundan igeceklerde tatsizliga
neden olmaktadir. Taumatin protein yapisinda bir tatlandiricidir, fakat iriinlerin tadinda
bozukluk meydana getirir. Sakkarinin ise epitelyum dokuda yapisal degisiklere neden
oldugu ve hamilelerde bebege gecip biriktigi belirlenmistir. Son yillarda ¢ok sik
kullanilan aspartamin asir1 tiiketiminin beyin hasar1 ve timorlerine neden oldugu klinik

calismalarla ortaya konulmustur (Faiz, 2004).

HFCS, tamamen tatsiz olan nisastadan elde edilen glukoz ve fruktozun dengede
oldugu bir tatlandiricidir. Pek ¢ok gida iiriiniinde ve mesrubatlarda seker kamisi yerine
kullanilabilen bir tatlandiricidir. Sakkaroz 1,3 kat, glukozdan ise 1,7 kat daha tathidir.

Glukozun tatlandirma kapasitesi sakkaroz % 70-75’1 kadarken, fruktozun tatlandirma
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kapasitesi sakkarozun yaklasik iki katidir (Barker, 1976). Fruktoz, sakkarozdan daha
tatli olmasi yaninda tadi, rengi, viskoziteyi ve hidroskopik ozellikleri gelistirebilme
yetenegine sahiptir. Ayrica metabolizmada glukoza gore daha yavas emilir ve insiilin
miidehalesi olmaksizin metabolize edilir. Tim bu 6zellikleri sebebiyle glukozun
fruktoza izomerizasyonu endiistriyel agidan ¢ok Onemlidir ve izomerizasyon yaygin
olarak serbest ya da immobilize GI iizerinde ¢alisgilmigtir. HFCS, diger tatlandirici
tirlinlere gore pek cok avantajlara sahiptir. Tatlandirma giicleri dikkate alinarak yapilan
bir karsilastirmaya bakacak olursak HFCS sakkarozdan % 10-20 daha ucuzdur ve
fruktozun emiliminin yavas olmasi sebebiyle daha az kalorilidir. HFCS’nin diger bir
avantaji da, glukoz ve fruktozun sakkaroz ile kiyaslandiginda daha iyi bir ¢6ziiniirlige
sahip olusudur. Boylelikle kullanildigi gida firiinlerinde kristallenme daha az
goriilmektedir. Bu durum HFCS’nin sekerleme, regel, dondurma, konserve iiriinleri,
firincilik, tursu ve birgok yiyecek iiriinii tiretiminde kullanimina yol agmistir (Misset
vd., 1991). Iceceklerde HFCS’nin yiiksek tiiketim orani, birgok beslenme
arastirmacisint HFCS ile tatlandirilmis {iriin tiiketimi ile obezite, diyabet veya benzer
diger kronik hastaliklar arasindaki olas1 iliski iizerine odaklamistir (Basciano vd., 2005;
Bray vd., 2004). Son zamanlarda, gazli igeceklerdeki HFCS’nin toksik ve kanserojen
ozellikli reaktif o-dikarbonil bilesiklerinin ana kaynagi olduguna dair arastirmalar
yapilmigtir. Ayrica ayni arastirma ile tiiketim {irlinlerindeki reaktif o-dikarbonil
bilesiklerinin konsantrasyonunun HFCS’nin saklama kosullarina ve tretildigi kaynagin

farkliligina gore 6nemli dlciide degistigi bildirilmistir (Lo vd., 2008).

1.7. G’mn Bazi Biyokimyasal Ozelliklerinin Bélge Ozgiin Mutasyonlar ile
Gelistirilmesi

Mezofilik organizmalardan elde edilen glukoz izomeraz, 55-65°C’de pH 7,5 ile
8,5 araliginda immobilize edilmis bir sekilde kullanilmaktadir (Schenck, 2000). Bu
sartlar saglandiginda enzim ile % 40-42 oraninda fruktoz tiretilebilmektedir. Endiistriyel
alanlarda kullanilan HFCS’de % 55 oraninda fruktoz iiretimi istenmektedir. Bu nedenle
oran kromatografik olarak % 55 seviyelerine getirilir. Ancak bu islemde iiretim
maliyetini arttirmaktadir (Douglas vd., 1999). Yiiksek sicakliklarda fruktoz glukoz
dengesi fruktoz tarafina kaymakta boylelikle pahali olan kromatografik saflastirmaya
gerek kalmamaktadir (Bhosale vd., 1996; Tewari ve Goldberg, 1984). Bu yiizden bu

uygulamalarda yiiksek sicakliklarda galisan termofilik mikroorganizmalardan elde
17



edilen enzimler tercih edilmektedir (Hartley vd., 2000). Fakat yiiksek pH ve yiiksek
sicaklik uygulamalari, istenmeyen mannoz, psikoz ve diger asidik yan iiriinlerin
olusmasina sebep oldugu i¢in diisiik pH degerlerinde calisan bir enzime ihtiyag
duyulmaktadir (Bucke, 1983). Bu nedenle bugiine kadar bir¢ok termofilik ve asidik
karakterli bakterilerin glukoz izomerazi arastirilmistir (Bhosale vd., 1996).

Enzimler iizerinde mutasyonlar meydana getirilerek, enzimin &zelliklerinin
gelistirilmesi igin arastirmalar yapilmistir. Bu kapsamda, bélge 6zgiin mutasyonlarla
cesitli mikroorganizmalara ait birgok glukoz izomerazin; termal kararhiligmin
arttirtlmasi, optimum pH degerinin diisiiriilmesi, substrat tercihinin degistirilmesi, ¢esitli
amino asitlerin molekiil igerisindeki fonksiyonunun belirlenmesi ve alt iiniteler
arasindaki etkilesimlerin ortaya c¢ikarilmasi gibi bir¢ok endiistriyel ve bilimsel 6neme

sahip mutasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir (Bhosale vd.,1996).

Isil kararliligin arttirilmasi amaciyla yapilan g¢alismalarda; C. thermosulfurogenes
ait GI enzimi lizerinde gerceklestirilen W15R (15. amino asit olan triptofan, arjinine
donistiirilmiis) mutasyonu ile molekiilin 80°C’deki termal kararliligi (Meng vd.,

1993) % 60, yarilanma 6mri ise % 30 arttirilmistir (Quax vd., 1991).

Cha ve arkadaglar1 (1994) Streptomyces rubiginosus GI’sinda His219 aminoasidi
tizerinde bolge spesifik mutasyonlar yaparak bu aminoasidin enzimin aktivitesi ve 1sil
kararlilig1 iizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Bu aminoasit neredeyse biitiin GI’larda
mevcuttur. Bu aminoasidin Ser, Glu ve Asn aminoasidleri ile degistirilmesi sonucunda
Km degerinde 30-40 kat artis olmustur. Isil kararlilik ¢alismalar1 sonucunda H219S ve
H219N mutant enzimlerinin 5-8°C’de daha az kararli olduklari ortaya ¢ikarken H219E
ve H219K mutant enzimlerinin 13-24°C’de daha az kararli oldugu bulunmustur.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasallar

Tripton (Fluka VCBN7396V), yeast ekstrakt (Merck VM445253224), NaCl
(Sigma SZBE1470V), CaCl, (Sigma C5670), CoClz, MgSO4 (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 Scientific 134473), IPTG
(Bioshop 6C42892), commassie brillant blue G-250 (Panreac 5M014937), commassie
brillant blue R-250, 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 Scientific
149456A), Ko2HPO4 (Merck A0435601 442), glisin (Fluka 50052), HCI ( Sigma Aldrich
82670), NaOH (Applichem 82011622).

2.2. Deneylerde Kullanilan Hiicre ve Plazmitler

Termofilik bir bakteri olan Anoxybacillus gonensis G2T bakterisi Glukoz izomeraz
geninin kaynag: olarak kullanildi. Calismalarimizda A. gonensis G27 GI'm1 kodlayan
1326 baz ¢iftlik xylA geni pET28a(+) vektorii i¢erisinde klonlanarak plazmite pETG2GI
ismi verilmistir. pETG2GI, konak hiicre olan E. coli BL21(DE3) susu igerisine
aktarilarak ekspres edilmistir. Bu sistem E. coli BL21(DE3)/ pETG2GI olarak
isimlendirilmis ve gerekli sekillerde stoklanmistir. Yaptigimiz mutasyon caligmalar

pETG2GI iizerinde igerisinde bulunan XylA geni kullanilarak gerceklestirilmistir.
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2.3. Mutasyon Calismalar

2.3.1. Mutasyon Bélgelerinin Tasarlanmasi

Endiistriyel uygulamalarda enzimin maliyetini azaltmanin diger bir yolu da
enzimin 1s1l kararliligimi gelistirerek yarilanma Omriinii arttirmaktir. Reaksiyon
sartlarinda daha kararli olan bir enzim endistriyel uygulamalarda daha fazla tercih
edilecektir. Bu nedenle calismalarimizda amacimiz, Anoxybacillus gonensis G2 glukoz
izomerazinin bolge spesifik mutasyonlar: ile kinetik, biyokimyasal parametrelerini

gelistirmek, 1s1l kararliligini ve yarilanma dmriinii arttirmaktir.

Anoxybacillus gonensis G2T glukoz izomerazinin {i¢ boyutlu aminoasit yapisi ve
Geobacillus stearothermophilus Gl ile karsilastirilmistir. Sekil 2°de goriilecegi iizere,

enzimlerin gostermis olduklari sekonder organizasyonlar birbirine benzemektedir.

Sekil 2. A) Geobacillus stearothermophilus glukoz izomerazi B) Anoxybacillus
gonensis G2 glukoz izomerazi

Bircok mezofilik ve termofilik karakterli GI’lara ait amino asit siralari
birbirleriyle ve A. gonensis GI’s1 ile c¢akistirilarak asagidaki tablo hazirlanmistir.
GI’larin aminoasit dizilimi karsilagtirildiginda mevcut a-heliks ve B-levha tabakalarin

hangi amino asitlerden meydana geldikleri de belirlenmistir.

Mutasyon noktalarinda A. gonensis glukoz izomerazinin mezofilik karakterli

Gl'lara benzedigi goriilecektir. Ornegin A. gonensis glukoz izomerazinin 373’{incii
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amino asidi glutamat ve 8 nolu a-heliks (H8) igerisinde bulunmaktadir. Bu noktada
termofilik karakterli GI’lara bakilacak olursak enzimlerin hepsinde glutamat yerine lisin
amino asidi bulunmaktadir. Mezofilik karakterli GI’larda ise bu bdlgede c¢ogunlukla
glutamat amino asidi bulunmaktadir. A¢ik bir sekilde goériilmektedir ki, A. gonensis
glukoz izomerazinin 373’{incti amino asidi olan glutamat lisine doniistiiriilmesi (E373K
mutasyonu) enzimin termofilik karakterli GI’lara benzemesini saglayacaktir. Ayni
sekilde, 32. amino asit olan valinin izol6sine olan mutasyonunun (V32l) enzimin
termofilik karakterinde bir artisa neden olacagi goriilmektedir. Bu sekilde tiim amino ait
dizilimi incelenerek termal kararlilig1 arttirabilecegi hususunda kritik gordiigiimiiz 7

noktada (32, 33, 138, 144, 293, 373, 380. amino asitler) mutasyon c¢alismalari
yapilmistir.

Tablo 3. A. gonensis GI’sinda yapilmasi planlanan mutasyonlarin diger mezofilik ve
termofilik kaynakli Tip 2 GI’larin amino asit siralar1 ile karsilastirilmasi

(Hartley v.d., 2000)

Mezofilik Tip2 GI’lar Termofilik Tip2 GI’lar

g =
5 £
= S3
< S E
|51 £ £ Q=
o 3 B S8
< %] = 2 c >
s = > = &2
— g (<) e = 8 =}
o 5 0 ~ & 3 3 £ g5
RS E E 2 o 2 o, O 2 E 35 3§ s 5=
w = £ o s g £ 3 ® @ Z © 2 8 89 8 « v2
BE o & = e = 8 E o 3 s 8 ¥ © 8 B = £ 0f
c O = % [ 1S D « — -g_ S 8 X% c IS e IS e =1 < = o
[T = [ > > 4 (5 D S [<5) © o = =
s & 8 5 5 2 £ 8 3z € 2 & 88 5 @8 & & s = g & sSE
5 3 e = 8 5 £ = £ 22 % & 5 5 & § = & § & £ g%
<& ® d o W ¥ I 4 &£ K » 4 4 < O FE O O K E ¥ &5
V32i | \Y% \Y \Y% \Y% | \Y% | | L | | \Y | | | | | | | B
G33D G G G L L L A N M G G M G D D D D D D D
N138G N N N G G G N G N N N N N G G G G G G G B3
T144S T T T T T T S D T T T T T S S S S S S S
V293l \Y \Y% | \Y% \Y% | | | L \Y% L L \Y | | | | | | | B7
E373K E E E E E Q E E D E Q Q E K K K K K K K H8
V380l \Y% Vv \Y% R R | | F | | L L \Y F F F F F F F H9

2.3.2. Primerlerin Tasarlanmasi

Spesifik mutasyon primerlerin tasarlanmasi, mutasyon bolgesine yonelik biri ileri
digeri geri, en az 25-30 bazlik iki primere ihtiya¢ vardir. Degistirilecek amino asidi
kodlayan dizi primerin tam ortasina denk gelmelidir. Mutasyon noktalarindaki amino

asidi kodlayan siralarin konak hiicrenin (E.coli BL21(DE3)) kodon kullanimina gore

tercih edilmesi gereklidir.
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Colon | Amine w3 Ratio? | Coden Aming k3 Ratio Codon [ Amino ki3 Ratio Codon Aming ki3 Ratio
agidd agid agid aeid

Ulvou|pred| 159 | 051 |ucu| sa@m | 11 019 |vav| mam | 15 | 055 |vou|cws 9|04 [0as |U
vuc | Pred | 18 | 049 |uce | sem | 10 | 017 |Uac| Tim | 14 | 047 |Uee | cwsa|0s |os7 |C
UUA | Leu @) 10 0.11 UCA | Serq®y | 0.7 0.12 UAA | gTOP oz 062 |UGA | grop (0.1 0.30 A
UuG | Lenm | 11 | 011 |uce | sem |08 [015 |uac| sror | 005 (009 |uee |Tipm| 14 [1m0 |G

Clcw|renm | 10 |00 |ccu| pom | 07 |016 |cav| mism | 12 | 052 [cou| argm |24 |02 |U
cuc | Leum |09 |00 |ceo | Prom | 04 |00 |cac| misgm | 11 | 048 |cec | apm |22 037 |C
cuA | Leum) |03 | 005 |cca| Prom | 08 | 020 |caa|cme| 15 | 051 [coa | apm |05 |oos [A
cuG | Lenm | 52 | 055 |coo | Prom | 24 055 |cac |cmg | 29 | 069 |cee | arpm |05 [oos |G

Alsavw| rem |27 | 047 |acu | Tem | 12 021 | aaU| Asupn | 15 | 039 |acU | sa@m |07 |05 |U
avc| mem |27 |o04s |ace | Tem | 24 | 045 | saac| Ampn | 26 | 061 |Ace | sem | 15 |027 |C
AuA| Tem |04 | 007 |Aca | Tmm | 01 |030 |AsA|Lysm) | 58 | 076 |AcA | Arpm |02 |004 [A
AUG |Metpn| 25 | 100 |ace |Tmm | 15 [025 |aac |Lysm | 12 | 024 |AGe | Arem |02 [oos |G

Glouu| vaim | 20 | 029 |ocu| an | 18 |09 |cav| apm | 55 | 05 |cou| ciye |28 |o38 |U
guc| vaim | 14 | 020 |oce | am@m | 23 | 025 |cac | apm | 25 | 041 |eee | cly@ |30 040 |C
gua|vaim | 12 | 017 |oca| am@m | 21 |02 |cas| clum | 44 | 070 |cea|cly@ |07 o [A
guc| vaim | 24 | 034 |oce | amwm | 52 | 034 |cac| cm | 19 | 030 |cee | cy@ |09 |05 |G

U C
Sekil 3. E.coli genlerinin iiretilmesinde tercih edilen kodon kullanimi (Maloy,vd.,

1996)

izolésin (Ile (I)) aminoasidi AUU, AUC ve AUA olarak 3 farkli kodla
kodlanmaktadir. Fakat E.coli bakterisinin kodon tercihi AUU (0,47) ve AUC (0,46)

olarak goriilmektedir. Baz dizilimi olarak diisiiniirsek mutasyon yapilacak olan

GTC’nin ATT veya ATC niikleotid dizilerine degistirilmesi gereklidir. Tek bir bazin

degistigi ATC bu Ornegimiz i¢in hem kodon kullanimi agisindan hem de daha az

noktada baz degisimi yapilmasi agisindan en uygun secenektir. Tasarlanan primerler

asagidaki tabloda listelenmistir.

Tablo 4. Mutasyon primerleri

s s PCR
Adi DNA Siras1 5°-3 Nt Tm Tm
AGI-N138G-F CCAAGTTGCTTTGGGGTACAGCTAATTTATTTAC 34 596 58
AGI-N138G-R GTAAATAAATTAGCTGTACCCCAAAGCAACTTGG 34 596 58
AGI-G33D-F CCGGAAGAAAAAﬁ-GATAAAACGATGG 31 585 57
AGI-G33D-R  CCATCGTTTTATC GATTTTTTCTTCCGG 31 585 57
AGI-T144S-F  CAGCTAATTTATTTAGCCATCCTCGTTTTG 30 569 55
AGI-T144S-R CAAAACGAGGATGGCTAAATAAATTAGCTG 30 569 55
AGI-V293I-F GGAATGCTCGGTTC?GATGCCAACCAAGG 32 67 62
AGI-V293I-R  CCTTGGTTGGCATC CGAACCGAGCATTCC 32 67 62
AGI-V32I-F CCGGAAGAAAAAATCGGGGATAAAACG 27 589 57
AGI-V32I-R CGTTTTATCCCCGATTTTTTCTTCCGG 27 589 57
AGI-E373K-F  GGCGTATCGTTTAATTAAAGATCGTGTGTTTGAATC 36 59,3 58
AGI-E373K-R  GATTCAAACACACGATCTTTAATTAAACGATACGCC 36 59,3 58
AGI-V380I-F  CGTGTGTTTGAATCAATTGTTGAGGAACTCGCG 33 629 60
AGI-V380I-R CGCGAGTTCCTCAACAATTGATTCAAACACACG 33 629 60
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2.3.3. Plazmit izolasyonu

Enzimi tiretecek olan vektér pETG2GI 10 ml LB besiyerinde 1 gece 37°C inkiibe
edildi. Mutasyonlarin gergeklestirilecegi PCR reaksiyonunda kalip DNA olarak
kullanilacak olan pETG2GI’nin, (A. gonensis glukoz izomeraz enzimini kodlayan geni
tasiyan pET28a(+) ekspresyon vektorii) mutant plazmitlerin ve diger tim plazmitlerin
bulunduklar1 hiicreden izolasyonlar1 PureYield™ Plasmid Miniprep System plazmit
izolasyon kiti kullanilarak ve {iretici firmanin Onerdigi protokol takip edilerek

gerceklestirildi. Protokol asagida verilmistir.

e pETG2GI Kkiiltiriinden ependorf tiiplerinde 11000 g’de 30 sn santrifiij
yapildi.(iki kez tekrarlandi)

e Sivi kisim dokiildii, tizerine Al solisyonundan 250 pl eklendi ve pipet ucuyla
karigtirildi.

e Uzerine A2 solisyonundan 250 pl eklendi ve yavasca 10 kez alt iist edildi.

e 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

e Uzerine A3 solisyonunda 300 pl eklendil0 kez alt iist yapildi.

e 11000 g’de 10 dk santrifiij yapildu.

e Sivi kisim kitin filitreli tliplerine alind1 11000 g’de 1 dk santrifiij yapildi.

e Filitreli tiiplin altindaki siv1 dokiiliir tizerine 500 pul AW solisyonundan eklendi
ve 11000 g’de 2 dk santrifiij yapilda.

e Uzerine A4 solisyonundan 600 pl eklendi 11000 g’de 1dk santrifiij yapilds.

e Alt kisimdaki s1v1 dokiiliir tekrar 11000 g’de 2dk santrifiij yapildi.

e Flitreli tiiplin Ust kismu steril ependorf icine yerlestirilir ve iizerine 50 ul AE
solisyonu eklendi 2 dk odasicakliginda bekletildikten sonra 11000 g’de 1 dk
santrifiij yapildi.

e lzolasyon sonrasi elde edilen Plazmiti % 1’ lik agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiiliip goriintiilendi.
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2.3.4. Long PCR

Mutasyon c¢alismalarinda kalip DNA olarak kullanilacak olan pETG2GI Taq
DNA polimeraz ile ¢ogaltilmasi miimkiin degildir. Ciinkii Tag DNA polimeraz sentez
asamasinda yaklasik 1000 bazda 1 hata yapar ve dogrulugu ¢ok diisiiktiir. Bu yiizden
PCR’de Tag DNA polimeraz yerine 25 kb’a kadar zincir sentezleyebilen yiiksek
dogruluga sahip bir DNA polimeraz enzimi kullanildi. Long-PCR reaksiyonu “Phusion
High-Fidelity DNA polymerase” (Thermo Scientific) kullanildi. Mutasyonlar, mutasyon
primerleri ile pETG2GI’'nin kalip DNA olarak kullanildigi PCR’de son hacim 50 pl
olcak sekilde ¢cogaltildi. PCR sartlar1 asagidaki gibidir.

e Enzim0,5pl

e Buffer 10 pl

e dNTP5 pl

e Primer (ileri ve geri) 1 pl
e dH031,5pul

e DNA1l

PCR dongt sartlari;

e 98°C’de 2 dakika

e 98°C’de30 saniye ™

e 41°C’de 20 saniye > 1.dongii : 10 kez
e 72°C’de 3 dakika 30 saniye _

e 08°C’de 20 saniye —

e 52°C’de 20 saniye __ 2. dongi: 30 kez
e 72°C’de 3 dakika 2 saniye

e 72°C’de 10 dakika
e 12°C’de
Seklinde belirlenerek uygulandi.
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2.3.5. Dpnl Kesim Reaksiyonu

Long-PCR ile pETG2GI’dan sentezlenen yeni zincirler metillenmemistir. Fakat
kalip DNA olarak kullanilan pETG2GI’nin hiicreden izole edildigi i¢in metillidir. PCR
sirasinda vektoriin her iki zinciri de kalip olarak kullanilmaktadir. PCR reaksiyonu
sonrasinda tiip icerisinde bulunan pETG2GI’ya ait zincirlerin ortamdan uzaklastirilmasi
gereklidir. Bunu saglamak i¢in ise PCR iirlinii Dpnl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesilmelidir. Dpnl enzimi GATC dizisini tanidig1 yerden A’nin metilenmis halini keser.
Dolayzsi ile kesim reaksiyonu sonucunda, PCR iiriinii igerisindeki pETG2GI’ya ait tiim
zincirler pargalanarak ortamdan uzaklastirilir. Geriye sadece mutasyon noktalarini
tasiyan yeni sentezlenmis zincirler kalir. Daha sonra PCR firiinii son hacim 50 pl olacak
sekilde Dpnl (New England Biolabs) enzimi ile 37°C’de 2 saatlik bir reaksiyon
sonucunda kesim gerceklestirildi. Kesim sartlar1 asagida verilmistir.

e Restriksiyon enzim 1 ul
e Buffer 5 ul

e Long PCR iirlini 20 pl
o Steril distile su 24 pl

Kesim reaksiyonu 37°C’de 30 dakika inkiibasyon tamamlandiktan sonra 80°C’de
20 dakika inkiibe edilerek Dpnl enzimi denatiire edildi. Reaksiyon sonrasi kesim tiriinii
herhangi bir ligasyon islemine tabi tutulmaksizin dogrudan CaCl, transformasyon

metodu ile E. coli DH5a susuna aktarilma iglemine gegildi.

2.3.6. Transformasyon Reaksiyonu

E. coli DH50 susu 10 ml LB besiyeri igerisine ekilerek 1 gece boyunca 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bu kiiltiirden OD’si 0,1 olacak sekilde taze LB
besiyerine ekim yapilarak OD degeri 0,45-0,55 oluncaya kadar 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler steril kabin igerisinde falkon tiiplere alindi. 4400
rpm’de 5 dakika ¢oktiiriilerek sivi kistm dokiildii. Hiicreler iizerine 10 ml 0,1 M soguk
CaCl; ilave edilerek en diisiik seviyede vortekslendi ve 30 dakika buz iizerinde
bekletildi. Hiicreler siire sonunda tekrar 4400 rpm’de 5 dakika coktiiriilerek sivi kisim
dokiildii. Uzerine 2 ml 0,1 M soguk CaCl. ilave edilerek en az 2 saat +4°C’de
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(buzdolabinda) inkiibe edildi. Boylelikle E.coli DH5a susu kompotent hale getirilmis
oldu.

Steril kabin igerisinde santrifiij tiiplerine, 200 pl E.coli DH50 kompotent hiicre
koyulduktan sonra iizerine sirasiyla 5, 10, 15, 20 ul pETG2GI ilave edilerek karigim en
az 30 dk buz iizerinde bekletildi. Daha sonra tiipler 43°C’de 1,5 dk inkiibe edilerek
hiicreler sicak sokuna ugratildi. Hiicrelerin iizerine 200 ul LB besi yeri ilave edilerek
37°C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi. Boylelikle pETG2GI’'nin E. coli DH5a susu
igerisine trasformasyonu tamamlanmis oldu. Siire sonunda hiicreler 0,05 mg/ml
kanamisinli kati LB agar besiyeri iizerine yayma ekimle ekilerek bir gece boyunca
37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerin her birinden

kiiltir atildi ve plazmit izolasyon kiti ile izolasyonu yapildi.

pET vektor sistemleri T7 promotoruna sahip oldugu i¢in T7 RNA polimeraz
enzimine sahip konak hiicrelerde calisabilmektedirler. Dolayisi ile E.coli DH5a
icerisinde bulunan mutant plazmitler, plazmit izolasyonu ile izole edilerek CaClz
transformasyon yontemi ile E.coli BL21(DE3) susuna aktarildi. Transformasyon sonrasi
hiicreler kanamisinli LB kati agar besiyerine ekilerek 1 gece 37°C’de biiyiitiildii. Burada
biiyliyen kolonilerden sivi besiyerine ekim yapildi. Cizgi ekim ve gliserol stok
hazirlandi ve plazmit izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler sekansa gonderilerek

ilgili mutasyonlarin olup olmadig: arastirildi.

2.4. Enzimlerin Saflastiriimalar:

A. gonensis G2 xylA’min kodladig1 orijinal enzim (AgoG2Gl-yt) ve E.coli
BL21/pETG2GI sistemi ile iiretilen pETG2GI vektoriinden {iretilen tiim mutant
enzimlerin saflastirimasinda kolon kromatografi yontemleri kullanildi. Bu teknikte; 1s1
bozunumu, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisimi ve hidrofobik kolon

kromatografisi asamalarina yer verildi.
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2.4.1. Enzim Uretimi

2.4.1.1 AgoGI’nin Uretimi

Steril kabin icerisinde Kat1 besiyerinden alnan A.gonensis G2' bakterisi 60 ml
kanamisinli LB besiyerine ekim yapildi ve 37°C’de bir giin biiyiitiildii. Bu kiiltiirden, 2
litrelik bir erlen igerisine 400 ml LB besiyerine OD’si 0,1 olacak sekilde taze ekim
yapildi. Yaklasik hiicreler bir saat kadar 37°C’de OD’si 0,6-0,8 oluncaya kadar
biyiitilmeye birakildi. Hiicrelerin OD degeri 0,6-0,8 olunca kiiltiire filtrasyon ile steril
edilmis IPTG ilave edilerek hiicreler, glukoz izomeraz iiretmek tizere uyarildilar. IPTG
eklendikten sonra 37°C’de 4 saat kadar biiyiitilen hiicreler 50 ml falkon tiiplerde 6000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Bu yontem ile hiicre pelleti elde edildi.
Coken hiicreler pH’s1 6,5 olan 1 mM CoClz ve 10 mM MgSOs igceren 100 mM MOPS
tamponundan 2 ml ilave edilerek vortek yapildi. 1 pg/ml lizozim ilave edilerek 37°C’de
1 saat inkiibe edildi. Daha sonra Sonics-Vibra cell marka sonikatér cihazi kullanilarak
% 20 giicte 1 dongii araliginda 2 dakika siire ile hiicreler patlatildi. 14.800 rpm de 15 dk
santrifiij edildi. Pellet kismi atilarak sivi kismi hiicre 6ziitii ayrildi ve saflastirma

islemlerine devam edildi.

2.4.1.2. Mutant Enzimlerin Uretimi

Mutant enzimlerin kiiltiirinden sivi LB besiyerine OD’ si 0,1 olacak sekilde taze
kiiltir ekildi. Taze kiiltirden 2 litrelik bir erlen igerisine 400 ml LB besiyerine OD’si
0,6-0,8 oluncaya kadar biiyiitiildii. 1 mM IPTG ile uyarildi ve 4 saat sonra kiiltiir 6000
rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii. Cken hiicreler pH’s1 6,5 olan 1 mM CoCl»
ve 10 mM MgSOs igeren 100 mM MOPS tamponundan ilave edilerek vortekslendi. 1
pg/ml lizozim ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Sonikatdrle 2 dk patlatildi ve
elde edilen hiicre oziitii 14.800 rpm de 15 dk santrifiij yapildi. Siipernatant kismi

alinarak saflagtirma islemlerine gegildi.
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2.4.2. Is1 Soku Uygulamasi

AgoG2GI oldukga termofilik karakterli bir enzimdir. E.coli BL21/pETG2GI
sistemi ile uretilen mutant enzimlerde termofilik karakter tasimaktadir. Elde edilen
hiicre oziitlindeki AgoGI haricindeki proteinlerin ¢ok biiyiik bir bolimii mezofilik
karakterde olduklarindan dolayi kisa siireli bir 1s1 soku uygulandiginda proteinlerin ¢ogu
denatiire olmaktadir. Termofilik karakterli AgoGl enzimimiz ise 1s1 soku
uygulamasindan etkilenmemektedir. Saflastirmanin ilk adimi olarak 70°C’de 15 dakika
1s1 soku uygulandi. Is1 soku sonrasi denatiire olan tiim proteinler 14.800 rpm’de 15 dk
santrifiij edilerek ¢Oktiiriildii ve sitipernatant kismi alindi. Gerekli hesaplamalar

yapildiktan sonra iyon degisim kromatografisi i¢in enzim 6ziitii olarak kullanildi.

2.4.3. Tyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi icin 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon
kullanildi. Kolon malzemesi olarak DEAE-Sepharose Fast Flow (Sigma) kullanild:.
Kolon malzemesi ve deneyde kullanilan biitin tamponlarin vakum pompas: (KNF)
kullanilarak gazlar1 alindi. Gazi alinmis olan kolon malzemesi pastor pipeti yardimiyla
yavas bir sekilde kolona dolduruldu. Doldurma isleminden sonra kolundan 100 ml saf
su gecirilerek temizlendi. Daha sonra kolonu dengeye getirmek i¢in 100 ml 1 mM
CoCl2 ve 10 mM MgSO; igeren 100 mM MOPS (pH 6,5) tamponu kolondan gegirildi.
Sonrasinda kolondan ¢ikan tamponun pH’s1 dlciilerek kolonun dengeye gelip gelmedigi

kontrol edildi.

Iyon degisim kolon kromatografisi deneyi Biologic Lp System (Bio-Rad) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. Cihazda su sekilde bir program yazilarak kromatografi
gerceklestirildi; 50 ml kolunun dengeye getirilmesi, 20 ml enzim 6ziitiiniin kolona
aktarilmasi, 20 ml tutunmayan proteinlerin temizlenmesi, 100 ml (0-0,6 M) NaCl

gradient kopriisii, 20 ml 1 M NaCl ile kolonun temizlenmesi.

Is1 soku uygulamasi sonrasi elde edilen enzim 6ziitii kolona yiiklenerek, kolona
tutunmayan proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi i¢in 20 ml kadar tampon kolondan

gecirildi. Daha sonra kolonun NaCl konsantrasyonu sifirdan baglayarak 0,6 molara
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kadar yiikseltildi. Bunun igin cihazdan 100 ml daha 0-0,6 M NaCl gradient karigimi
gecirildi. Kolonun akis hizi 1 ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Kolondan ¢ikan
fraksiyonlar 3 ml olacak sekilde cam tiipler igerisinde toplandi. Fraksiyonlardaki protein
miktart 280 nm dalga boyundaki absorbans olgtimleri belirlendi. Ayrica tim
fraksiyonlarda glukoz izomeraz aktivitesine bakildi. Gl aktivitesi bulunan fraksiyonlar
bir araya toplandi. Toparlanan enzim oziitiinde saflagtirma tablosu igin gerekli olan
analizler (GI aktivitesi, protein miktari, total hacim vb.) yapildiktan sonra hidrofobik

etkilesim kolon kromatografisi islemlerine gecildi.

2.4.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromotgrafisi i¢in 30 cm uzunlugundaki ve 1,5 cm
capindaki bir kolon kullanildi. Kolon malzemesi olarak Phenyl Sepharose 6 (Sigma)
Fast Flow kullanildi. Kolon malzemesinin gazi vakum pompas: (KNF) ile alindi ve
sonra bir pastor pipeti kullanilarak kolona dikkatli bir sekilde dolduruldu. Kolonu
dengeye getirmek i¢in 100 ml 1 mM CoClz ve 10 mM MgSOs ve 1,3 M amonyum siilfat
iceren 100 mM MOPS (pH:6,5) tamponu kolondan gegirildi. Hidrofobik kolon
kromatografisi deneyi Biologic Lp System (Bio-Rad) cihazt kullanilarak
gergeklestirildi.

Iyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim oziitii ise 2,6 M amonyum
stilfat igeren tampon ile bire bir oraninda seyreltildi ve enzimin amonyum siilfat
igeriginin 1,3 M olmasi saglandi. Cihazda su sekilde bir program yazilarak kromatografi
gerceklestirildi; 50 ml kolunun dengeye getirilmesi, 20 ml enzim 6ziitiiniin kolona
aktarilmasi, 20 ml tutunmayan proteinlerin temizlenmesi, 100 ml amonyum siilfat

gradient kopriisii(1,3 M-0 M), 20 ml tampon ile kolonun temizlenmesi.

Enzim Oziitii yliklenerek yiiksek amonyum siilfat konsantrasyonunda proteinler
hidrofobik kolon malzemesine baglanmas: saglandi. Daha sonra kolonun amonyum
stilfat igerigi 1,3 M’den 0 M’ye diisiiriildii. Bunun i¢in 1,3 M-0 M 100 ml amonyum
stilfat gradient kopriisii kullanildi. Tamponun akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlandi ve
kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam tiipler icerinde 3 ml olacak sekilde topland:.

Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga boyunda absorbans yapilan ol¢iimler
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sonucu belirlendi. Ayrica tiim fraksiyonlarda glukoz izomeraz aktivitesine bakildi. Gl
aktivitesi bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Bir araya getirilen enzim soliisyonu
ile saflagtirma tablosu i¢in gerekli olan analizler (GI aktivitesi, protein miktari, total

hacim vb.) yapildiktan sonra karakterizasyon ¢alismalari baslatildi.

2.5. Biyokimyasal Cahsmalar

2.5.1. Protein Miktan Tayini

Yapilan biitiin ¢alismalarda protein miktarinin tayini Bradford’un (1976)
gelistirmis oldugu metoda gore gergeklestirildi. 1000 ml boya ¢6zeltisi hazirlamak i¢in
100 mg Coommasie Brillant Blue G-250 50 ml % 95’lik etanol igerisinde iyice
¢oziildiikten sonra tizerine 100 ml % 85°lik fosforik asit yavas bir sekilde ilave edildi ve
1000 ml’ye saf su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti filtre kagidindan siiziilerek
temizlendi. Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak bovin serum albumin
(BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 1, 2, 4, 8, 15, 30, 50, 100, 150, 200, 300, 400,
500 pg BSA igeren g¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Ardindan
tizerine 5 ml yukarida anlatildigi gibi hazirlanan boya ¢ozeltisinden ilave edildi ve
vortekslenerek 15 dakika oda sicakhginda beklemeye birakildi. Xmark Microplate

Spectrophotmeter (BioRad) cihazi ile 595 nm’de standart kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Ornekler icin BSA yerinene 2, 4, 8, 15, 30, 50 ul hiicre ekstrat1 kullanilarak aym
islemler gergeklestirildi. Siire sonunda 595 nm’de Slglimler yapildi ve protein miktar

pg/ul cinsinden hesaplandi.

2.5.2. Glukoz izomeraz Aktivite Deneyi

Yapilan ¢aligmalarda fruktoz miktari tayini Seliwanoff metodu kullanildi. 1000 ml
seliwanoff ¢ozeltisi hazirlamak i¢in % 0,05 (w/v) 1 g resorcinol 330 ml 3 N HCI
igerisinde ¢0ziildii ve saf suyla tamamlandi. Reaksiyon degisik miktarlarda enzim oziitii
kullanilarak 25 pl 500 mM glukoz, pH’s1 6,5 olan 100 mM MOPS tamponu igerisinde
son hacim 250 pl olacak sekilde tamamland1 ve 85°C’de 30 dakika TS-100C (Biosan)

thermoshecer cihazinda 1000 rpm’de inkiibe edildi. Reaksiyon, inkiibasyon siiresi
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sonunda ornekler buz iizerine alinarak sonlandirildi. Reaksiyon ¢ozeltilerinden yeni
tiiplere 50 ul alindi. Uzerlerine 600 ul Seliwanoff ¢ozeltisi eklendi ve vorteks
yapildiktan sonra 80°C’de 40 dk inkiibe edildi (Schenk, v.d.,1998). Inkiibasyon siiresi
bitince Ornekler buza alindi soguduktan sonra Xmark Microplate Spectrophotmeter
(BioRad) cihazi kullanilarak 480 nm dalga boyunda 6l¢iimler yapildi. Fruktoz miktar:
hazirlanan fruktoz kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Enzim aktivitesi reaksiyon

sonrasi olusan fruktoz miktarina gore umol/dk cinsinden hesapland:.

2.5.3. Optimum Sicakhk

A. gonensis glukoz izomerazinin ve mutasyon enzimlerin en iyi ¢aligtigi optimum
sicaklik degeri 50 mM glukoz varhiginda pH’s1 6,5 olan MOPS (100 mM MOPS, 10
mM MgSO4, 1 mM CoClz) tamponunda gerceklestirildi. Enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla reaksiyonlar 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95 ve 100°C’lerde gerceklestirildi. Reaksiyonlar 5 ul enzim 6ziitii ile
substrat olarak 500 mM glukoz ve son hacmi 250 pl olacak sekilde MOPS tamponuyla
tamamlandi. Elde edilen veriler kullanilarak cizilen sicaklik grafigine goére GI icin

optimum sicaklik degeri belirlendi.

2.5.4. Optimum pH

Enzim aktivitesine pH’nin etkisini incelemek amaciyla farkli pH araliklarindaki
tamponlari kullanilarak, 85°C’de aktivite tayinleri yapildi. Glukoz izomeraz aktivitesine
pH’nin etkisi i¢in hazirlanan tamponlar, 100 mM Sodyum asetat tamponu pH (5-5,5);
100 mM mops tamponu pH (6- 6,5-7-7,5); 100 mM Tris-HCI tamponu pH (8-8,5- 9);
100 mM glisin tamponu pH (9,5-10) degerlerinde 500 mM glukoz konsantrasyonunda
85°C’de 30 dakikalik reaksiyon sartlarinda incelendi. Elde edilen veriler kullanilarak

cizilen pH grafigine gore GI i¢in optimum pH degeri belirlendi.
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2.6. Enzimlerin Kinetik Parametreleri

Protein konsantrasyonu sabit tutularak, 0-1000 mM konsantasyonda glukoz, pH’s1
6,5 olan MOPS tamponu ile tamamlandi ve 85°C’de aktivite tayinleri yapildi.
Enzimlerin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 0-1000 mM a kadar arttirilan
glukoz konsantrasyonu ile yukarida belirlenen sicaklik ve pH’larda bir seri reaksiyon
gerceklestirildi. Glukoz izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi
ile hesaplandi. Olgiimler sirasinda aym derisimde glukoz igeren kérler kullamildi.
Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri OriginPro 8.1 isimli

analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi.

2.7. Mutasyonlann Isil Kararliig: Uzerine Etkisi

Yapilmis olan bu mutasyonlarin ve A. gonensis G2 GI’smin 1sil Kararlilig
lizerine etkisini belirlemek i¢in saflastirilan enzim o6ziitleri 60°C’de inkiibe edildi.
Belirlenen giin araliklarinda bu Orneklerden enzim alinarak, optimum ¢alisma
sartlarinda 500 mM glukoz pH 6,5 olan MOPS tamponunda 250 pl son hacimde ve
85°C’de 30 dk boyunca pH 6,5 olan MOPS tamponunda reaksiyon gerceklestirildi.
Reaksiyon sonrasi GI aktivite 6lgtimii yapildi ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi.

2.8. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE, protein ve niikleik asitler gibi yiiklii taneciklerin belirli bir pH’da
elektriksel bir alanda molekiil biiyiikliigii ve saflagtirilmasinda yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. Ham enzim o6ziitiinde ve saf enzim eluatinda GI enziminin varligi dogal
poliakrilamid jel elektroforezi ile ortaya konulduktan sonra sodyum dodesil siilfat
(SDS) poliakrilamid jel elektroforeziyle ilgili proteinin molekil agirligi ve farkli alt
birim igerip icermedigi belirlenmeye calisildi. SDS poliakrilamid jel elektroforezi %
12’lik ayirma jeli ve yilikleme jeli kullanilarak gerceklestirildi. SDS poliakrilamid jel

hazirlanmasinda kullanilan maddeler tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler

Bilesenler Ayirma jeli (5 ml % 12°1ik) Yiikleme jeli
H20 1600 pl 1400 pl

% 30 Akrilamid 2000 pl 330 ul

1,5 M Tris -HCI, pH 8,8 1800 pl

1M Tris -HCI, pH 6,8 - 250ul

% 10’luk SDS 50 pl 20 ul

% 10 Amonyum persiilfat 50 pl 20 ul
TEMED 2l 2ul

Jel hazirlandiktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi ve tank SDS yiirlitme
tamponu (7,2 gr glisin 1,5 gr tris base, 500 ml saf su, 5 ml % 10’luk SDS) ile
dolduruldu. Yiikleme yapilacak orneklerden 25 ul ependorf tiiplerine koyuldu {izerine
hazirlanan yiiriitme boyasindan (400 pl % 10’luk SDS, 150 pl TrisHCI, 250 pl gliserol,
60 ul B-merkaptoetanol, 140 pl bromofenol blue) 15 ul ilave edilip hafifce karistirildi.
95 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Orneklerden 20 pl almarak yiikleme yapilidi. Daha sonra
giic kaynag calistirllarak 50 mA, 110 V, 100 W’da ayarlanip 1,5 saat yiiriitiildii.
Elektrik akimi kesildikten sonra jel sistemden dikkatlice ¢ikarildi ve boyama iglemine
gecildi. Orneklerdeki protein bantlarinin gozlenebilmesi igin jel, Coomassie Brillant
Blue G - 250 boyama ¢ozeltisi i¢inde 1 saat bekletildi. Jelden boyanin uzaklagmasi igin
yikama solisyonu (50 ml metanol, 100 ml asetik asit, 40 ml saf su) dokiilerek 1 saat
karanlikta bekletildi. Yikama soliisyonu 2’ den (8 ml metanol, 10 ml asetik asit, 82 ml
saf su) dokiilerek 16-20 saat karanlik ortamda bekletildi.
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3. BULGULAR

3.1. AgoGl (Rekombinant Olarak Uretilen Yaban Tip Enzim) Saflastirmas1 ve
Karakterizasyonu

3.1.1. Kaba Ekstrakt

AgoGl’ya ait kaba ekstraktin protein miktar1 9,3601 pg/ul olarak hesaplandi. Gl
aktivitesini hesaplamak igin enzim 20 kat sulandirilarak reaksiyonlar gergeklestirildi.
Enzim tarafindan iretilen fruktoz miktari ¢ok yogun oldugundan spektrofotometrenin
okuma araligin1 gegcmektedir. 20 kat seyreltilen enzimle reaksiyonlar geceklestirilip elde
edilen degerin 20 ile garpilarak enzimin 1 pl’sinin irettigi fruktoz miktar1 hesaplandi.

Kaba ekstraktin GI aktivitesi 0,0045 x 20 = 0,09 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktar1 Tayini GI Aktivitesi
150 0,08
s ) =
: z e
% 100 S 0,06
3 e g
= £ 0,04 ..
T 50 o =
% __..' v =9,360x é 0,02 o y =0,004x
= 4 RZ=0.990 = * R2=0,985
== 0 [ P 0 ' !
0 3 10 15 20 0 5 10 15 20
Kaba ekstrakt (ul) Kaba ekstrakt (ul)

Sekil 4. AgoGI’ nin kaba ekstraktin protein miktar1 ve GI aktivite tayini grafigi
3.1.2. Is1 Soku Uygulamasi

Is1 soku uygulamas1 sonrasi enzim Oziitiiniin protein miktar1 4,8726 pg/ul olarak
hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite sonucu ise 0,0045 x 20 = 0,09
umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Protein Miktar:1 Tayini I Aktivitesi
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Sekil 5. AgoGI’ nin 1s1 soku uygulamasinin protein miktar1 ve GI aktivite tayini grafigi

3.1.3. iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

DEAE-Sepharose kullanilarak BioLogic LP cihazinda gerceklestirilen iyon
degisim kolon kromatografisi asagida goriilmektedir. Grafikte mavi renkte goriilen ¢izgi
kolondan c¢ikan protein miktarini (295 nm’de absorbans degerleri) gostermektedir.
Yuvarlak igerisinde goriilen sayilar her birinin igerisine 3 ml kolondan ¢ikan ¢ozelti
bulunan tiip numaralarint gostermektedir. Kirmizi renkte goriilen ¢izgi ise NaCl
konsantrasyonunu gostermektedir. Mavi renk takip edilecek olursa 10-22 tiipler
arasinda yliksek miktarlarda protein kolondan c¢ikmistir. Burada kolondan ¢ikan
proteinler kolona tutunmayan proteinlerdir. Kirmizi ¢izginin yani NaCl
konsantrasyonun artmaya basladig1 23 tiipten itibaren artan iyonik giicle birlikte ¢esitli
proteinlerin farkl: tiiplere ayrildig1 goziikmektedir. Tiim tiiplerde GI aktivitesi tarand1 ve
27-32 nci tiipler arasinda GI aktivitesi tespit edildi. Hem 10-22 tiipler arasinda hem de
GI enziminin kolondan ayrildiktan sonra 32 ve 42 nci tiipler arasinda gelen yiiksek

miktarda protein gozlenen fraksiyonlarda GI aktivitesi bulunmamaktadir.
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Sekil 6. AgoGI’nin saflastirilmasina ait iyon degisim kolon kromatografisi grafigi

Iyon degisim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi enzim oziitiiniin protein

miktar1 2,6009 pg/ul olarak hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi

sonucunda, 1 pl enzim dziitiinde GI aktivitesi 0,0033 x 20 = 0,066 pumol/dk (Unite)

olarak hesaplandi.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi
100 0,06
o~
£ o g 0.04 ®
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Sekil 7. AgoGI’'nin iyon degisim kolon kromatografisinin protein miktar1 ve GI aktivite

grafigi

3.1.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) kullanilarak BioLogic LP cihazinda

gergeklestirilen  hidrofobik

etkilesim  kolon

kromatografisi

grafigi

asagida

goriilmektedir. Mavi ¢izgi 295 nm’de absorbans degerini kirmizi ¢izgi ise Amonyum
stilfat konsantrasyonunu gostermektedir. Gortildiigii gibi iki noktada kolondan protein

¢ikist olmustur. 8-20 nci tiipler arasinda ¢ikan protein ya da proteinler kolona
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tutunamayan proteinlerdir. Gl enzimi amonyum siilfat konsantrasyonun diismesiyle 48-
53 ncii tiipler arasinda kolondan ayrilmistir. Yapilan GI aktivite ¢aligmalar1 sonrasinda
sadece 48-53 nolu tiiplerde aktiviteye rastlandi. 48-53 arasi tiiplerdeki enzim Oziitleri

birlestirilerek total protein ve aktivite calismalarina gegildi.
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Sekil 8. AgoGIl’ nin saflastirilmasina ait hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
grafigi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi uygulamasi sonrasi enzim 6ziitliniin
protein miktar1 1,6467 pg/ul olarak hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite

deneyi sonucunda, 1yl enzim oziitiinde GI aktivitesi 0,0022 x 20 = 0,044 pumol/dk
(Unite) olarak hesaplandh.

Protein Miktar: Tayini sI Aktivitesi
100 008
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Sekil 9. AgoGI hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinin protein ve Gl aktivite
grafikleri
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3.1.5.Saflastirma Tablosu

Tabloda da goriilecegi lizere tiim saflagtirma uygulamalar1 basarili oldu.

Saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 9,615’ten 26,720 umol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 60 verim ile 2,78 kat saflastirildi.

Tablo 6. AgoGI saflagtirma islemine ait saflastirma tablosu

S.Aktivite

Saflastirma T.Hacim Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite . Saflastirma
Basamaklari (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/dk/pl) (umol/dk) E)Lrl (r)l:gilr/]()lk/mg Verim kat1

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

Is1 Soku 15,1 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 E. 20 1,65 32,93 0,044 880,00 26,720 60,0 2,78

3.1.6. AgoGI’'nmin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

AgoGI'nin saflagtirma uygulamalar1 sonrasinda elde edilen 6ziitlerin 20 pl kadari

SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildi (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi

enzim 6ziitli, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi enzim 6ziitii, D: Hidrofobik

kolon kromatografisi sonrasi enzim 06ziitli). Goriildiigii gibi saflastirma sonrasi GI biiyiik

oranda saflagtirilmistir.

Sekil 10. AgoGI'nin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii
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3.1.7. Optimum Sicakhk

Enzimin optimum c¢alisma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim 0Oziitii ile farkl
sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikte goriildiigii gibi enzim en
iyi 85°C’de ¢alismaktadir.

AgoGI Optimum Sicakhk Grafigi

120 -

100 -

S 50

2 60 A

;5';40—

20 1

0 ——————
2030 40 50 60 70 80 90 100 110

Sicakhik (°C)
Sekil 11. AgoGI’nin optimum sicaklik grafigi

3.1.8.0ptimum pH

Enzimin optimum calisma pH degerini belirlemek i¢in saf enzim 0ziitii ile farkli
pH degerlerinde aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikte goriildigii gibi enzim en iyi
6,5 pH’da caligmaktadir.

AgoGI Optimum pH Grafigi
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Sekil 12. AgoGI’nin optimum pH grafigi

39



3.1.9. Kinetik Calismalar

AgoGI'nin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek icin 1000 mM’a kadar
arttirilan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gerceklestirildi. Glukoz izomeraz
aktivitesi aciga ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler sirasinda
ayni derisimde glukoz igeren korler kullanilarak glukozdan kaynaklanan interferans
sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 3,5 pl saf enzim oziiti (5,775 pg protein)
kullanild1. Michaelis-Menten sabiti (Kmn) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri OriginPro
8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi (R?:
0,99821). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Kpy degeri 124,45 + 2,99 mM
Vmax degeri ise 16,97 £ 0,12 pmol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 56,63 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik

etkinlik degeri olan keat/ Km degeri ise 0,455 olarak hesaplandi.
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T T T T T
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Glukoz (mM)
Sekil 13. AgoGl-yt ait Michaelis-Menten grafigi

3.2. N138G Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Kaba Ekstrakt
N138G’ye ait kaba ekstraktin protein miktar1 2,2025 pg/ul olarak hesaplandi. 10

kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim oziitinde GI
aktivitesi 0,0013 x 10 = 0,013 umol/dk (Unite) olarak hesaplandu.
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Sekil 14. N138G’ye ait kaba ekstraktin protein miktar1 tayini ve Gl aktivite grafikleri
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3.2.2. Is1 Soku Uygulamasi

N138G mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktar1 1,1042 pg/ul olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0014 x 10 = 0,014 umol/dk (Unite) olarak hesapland.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi
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Sekil 15. N 138G 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktari tayini ve Gl aktivite grafikleri

3.2.3. iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

N138G mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 31-35 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizleri yapildiktan sonra hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi uygulamasina baslandi.
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Sekil 16. NI138G mutant enzimin saflagtirilmasina ait iyon degisimi kolon
kromatografisi grafigi

N138G mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmas1 sonrasi elde edilen enzim Oziitiindeki protein miktar1 0,9459 pg/ul olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0018 x 10 = 0,018 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi
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Sekil 17. N138G mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisinin protein miktar1
tayini ve GI aktivite grafikleri

3.2.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

N138G mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 54-58 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesi tespit edildi. Tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizleri yapildi.
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Sekil 18. N138G mutant enzimin satlastiriimasina ait hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi

N138G mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasi sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktar1 0,4972 pg/ul olarak

hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
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oziitiinde GI aktivitesi 0,001 x 10 = 0,01 umol/dk (Unite) olarak hesaplandh.
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Sekil 19. N138G mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinin protein

miktar1 tayini ve Gl aktivite grafikleri

3.2.5. Saflastirma Tablosu

Tabloda da goriilecegi iizere tiim saflastirma uygulamalari basarili olmustur.
Saflagtirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 5,902’den 20,113 pmol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 49 verim ile 3,41 kat saflastirildi.
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Tablo 7. N138G mutant enzimin saflastirma islemine ait saflastirma tablosu

S.Aktivite

Saflastirma T.Hacim Protein ~ T.Protein  Aktivite T.Aktivite . Saflagtirma
Basamaklari (ml) mg/ml (mg) (wmol/dk/ ul)  (umol/dk) E)Lrl g:gilr/]()lk/mg Verim kat1

Kaba E. 22 2,20 48,46 0,0130 286,00 5,902 100 1

Is1 Soku 19,45 1,10 21,48 0,0140 272,30 12,679 95,2 2,15
fyon Degisim 15 0,95 14,19 0,0180 270,00 19,029 94,4 3,22
Hidrofobik E. 14 0,50 6,96 0,0100 140,00 20,113 49,0 341

3.2.6. N138G Mutant Enziminin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

N138G saflagtirma uygulamalari sonrasinda elde edilen oziitlerin 20 pl kadari
SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi
enzim 6ziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonras1 enzim 6ziitii, D: Hidrofobik
kolon kromatografisi sonrasi enzim 6ziitii). Goriildiigl gibi saflagtirma sonrasi GI biiyiik

oranda saflastirilmistr.

Sekil 20. N138G mutant enziminin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii
3.2.7.0ptimum Sicakhk

N138G mutant enzimin optimum ¢alisma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim
oziti ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi tizere enzim en iyi 85°C’de g¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum

caligma sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamustir.
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N138G Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 21. N138G mutant enzimin optimum sicaklik grafigi

3.2.8.0ptimum pH

N138G mutant enziminin en iyi ¢alistigi pH degerini belirlemek igin saf enzim
oziitii ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da calismaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamistir.
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120

100
é 80
2 60
=
£ 40
- 20

0

5 6 7 8 9 10 11
pH

Sekil 22. N138G mutant enziminin optimum sicaklik grafigi
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3.2.9. Kinetik Calismalar

N138G mutant enziminin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek ig¢in 1000
mM’a kadar arttirilan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gerceklestirildi.
Glukoz izomeraz aktivitesi agiga c¢ikan fruktoz miktarinin belirlenmesi ile hesaplandi.
Olgiimler sirasinda aymi derisimde glukoz igeren korler kullanilarak glukozdan
kaynaklanan interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 8 pl saf enzim &ziitii
(4 pg protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax)
degerleri OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile
belirlendi (R?: 0,99873). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Kn degeri 131,09
+ 2,67 mM Vmax degeri ise 44,24 + 0,27 pumol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu
veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 147,60 1/sn olarak hesaplandi.

Katalitik etkinlik degeri olan keat/ Km degeri ise 1,126 olarak hesaplandi.
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Sekil 23. N138G mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi

3.3. G33D Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.3.1. Kaba Ekstrakt
G33D’ye ait kaba ekstraktin protein miktart 14,657 pg/ul olarak hesaplandi. 20

kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim oziitinde GI
aktivitesi 0,0113 x 20 = 0,226 umol/dk (Unite) olarak hesaplandu.
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Protein Miktar: Tayini sI Aktivitesi
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Sekil 24. G33D mutant enziminin ait kaba ekstraktin protein miktari1 tayini ve Gl
aktivite grafikleri

G33D mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktart 8,8694 ng/pl olarak

hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0101 x 20 = 0,202 umol/dk (Unite) olarak hesapland.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi
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Sekil 25. G33D mutant enzimin 1s1 uygulamasina ait protein miktari tayini ve G aktivite

grafikleri

3.3.3. Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

G33D mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile

saflagtirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tlipte yapilan GI aktivite deneyleri

sonucunda 27-32 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizlerinden sonra hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi

uygulamasina baslandi.
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Sekil 26. G33D mutant enzimin saflastirilmasina ait iyon degisimi kolon kromatografisi

G33D mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasi sonrasi elde edilen enzim Oziitiindeki protein miktar1 2,9696 pg/ul olarak
hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
oziitiinde GI aktivitesi 0,0045 x 20 = 0,098 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktar: Tayini I Aktivitesi
250 . 0,08
- _— . N
200 2 0.06 :
2o S 0,04 A7
£ 100 o g 0¥
g 5 o y =2.969x 20,02 - y =0,004x
:: 2 . ER ,’ ,’ 3 " - c A O
£, / R>=0,991 £ 0w R>= 0,991
0 20 40 60 80 i 0 5 10 15 20
Enzim Oziitii (ul) Enzim Oziitii (ul)

Sekil 27. G33D mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisinin protein miktar1
tayini ve Gl aktivite grafikler

3.3.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

G33D mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik yukarida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite
deneyleri sonucunda 52-61 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesi tespit edildi. Saf enzim

Oziitli olarak bu tiipler birlestirildi ve aktivite ve protein analizleri yapildu.
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Sekil 28. G33D mutant enzimine ait saflastirmanin hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi

G33D mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmas1 sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktar1 2,8962 pg/ul olarak
hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde Gl aktivitesi 0,0049 x 20 = 0,098 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi
200 0.06
=2
o 150 » = e
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Sekil 29. G33D mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinin protein
miktart tayini ve GI aktivite grafikleri

3.3.5. Saflastirma Tablosu

Tabloda da goriilecegi iizere tiim saflastirma uygulamalari basarili olmustur.
Saflagtirma sonras1 enzimin spesifik aktivitesi 15,419°dan 33,837 pumol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 61,5 verim ile 2,19 kat saflastirildi.
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Tablo 8. G33D mutant enzimin saflastirma islemine ait saflastirma tablosu

S.Aktivite

Saflastirma T.Hacim  Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite . Saflastirma
Basamaklari (ml) (mg/ml)  (mg) (umol/dk/ul)  (umol/dk) E)Lrl ;?gilr/]()lk/mg Verim kat1

Kaba E. 12,8 14,66 187,61 0,226 2892,80 15,419 100,0 1

Is1 Soku 11,45 8,87 101,55 0,202 2312,90 22,775 80,0 1,48

Iyon degisim 21,6 2,97 64,14 0,090 1944,00 30,307 67,2 1,97
Hidrofobik E. 18,15 2,90 52,57 0,098 1778,7 33,837 61,5 2,19

3.3.6. G33D Mutant Enziminin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

G33D saflastirma uygulamalar1 sonrasinda elde edilen oziitlerin 20 pl kadari
SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi
enzim oziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonras1 enzim 6ziitii, D: Hidrofobik
kolon kromatografisi sonrasi enzim oziitii). Goriildiigii gibi saflastirma sonrasi GI biiyiik

oranda saflastirilmustir.

5 R —

-

Sekil 30. G33D mutant enzimin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii

3.3.7. Optimum Sicakhk

G33D mutant enzimin optimum c¢alisma sicakligint belirlemek i¢in saf enzim
oziitii ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 85°C’de c¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum

calisma sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamustir.
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G33D Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 31. G33D mutant enzimin optimum sicaklik grafigi

3.3.8. Optimum pH

G33D mutant enziminin en iyi ¢alistigt pH degerini belirlemek icin saf enzim
oziitii ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da ¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamustir.

G33D Optimum pH Grafigi
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>
g 40
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0
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pH

Sekil 32. G33D mutant enziminin optimum pH grafigi
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3.3.9. Kinetik Calismalar

G33D mutant enziminin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000 mM’a
kadar arttirilan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gergeklestirildi. Glukoz
izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarinin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler
sirasinda ayni derisimde glukoz igeren korler kullanilarak glukozdan kaynaklanan
interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 6,5 ul saf enzim 6ziitii (18,85 pg
protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi
(R% 0,99801). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Kn degeri 128,44 + 4,89
MM Vmax degeri ise 17,81 £ 0,27 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 59,42 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik

etkinlik degeri olan kcat/ Km degeri ise 0,463 olarak hesaplandi.
0,3 -
)2

)14

Unite (nmol/dk)

0,0 H

(I) Z(I)O 4(I)0 G(I)O SEI)O lOIOO
Glukoz (mM)
Sekil 33. G33D mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi

3.4. T144S Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.4.1. Kaba Ekstrakt
T144S’ye ait kaba ekstraktin protein miktar1 3,1418 pg/ul olarak hesaplandi. 5 kat

sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim dziitiinde GI aktivitesi
0,0017 x 5 =0,0085 pumol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Sekil 34. T144S mutant enzime ait kaba ekstraktin protein miktar1 ve Gl aktivite
grafikleri

3.4.2. Is1 Soku Uygulamasi

T144S mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktar1 2,6081 pg/ul olarak
hesaplandi. 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0016 x 5 = 0,008 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi
100 0.1
o~
80 . = 0,08 )
_ - 2
2’ 60 S 0.06 .
= °. . = ¢
g 40 S 0.04 o
< o. v =2,608x ) e v =10,001x
= 20 Y 200X = 0,02 y = UUhx
= [ 3 R==0975 = .9 R==0,996
A 0 e® = 0 o®
0 5 10 15 20 25 30 35 0 10 20 30 40 50 60
Enzim Oziitii (ul) Enzim Oziitii (ul)
Sekil 35. T144S mutant enzimin 1s1 uygulamasina ait protein miktart ve GI aktivite
grafikleri

3.4.3. iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

T144S mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 22-27 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizleri yapildiktan sonra hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi uygulamasina baslandi.
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Sekil 36. T144S mutant enzimine ait saflagtirmanin iyon degisimi kolon kromatografisi

T144S mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasi sonrasi elde edilen enzim Oziitiindeki protein miktar1 0,3358 pg/ul olarak
hesaplandi. 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0005 x 5 = 0,0025 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktar: Tayini GI Aktivitesi

60 0,03
.

40
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]
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0 40 80“ 120 160 200 0 10 20 “30 40 50 60
Enzim Oziitii (ul) Enzim Oziitii (ul)
Sekil 37. T144S mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisine ait protein
miktar1 ve GI aktivite grafikleri

Protein (ng)
Y
Unite (umol/dk)

3.4.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

T144S mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 50-54 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Saf enzim 6ziitii olarak

bu tilipler birlestirildi ve aktivite ve protein analizleri yapildi.
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Sekil 38. T144S mutant enzimine ait saflastirmanin hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi

T144S mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmas1 sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktart 0,1987 pg/ul olarak
hesaplandi. 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
oziitiinde GI aktivitesi 0,0006 x 5 = 0,003 umol/dk (Unite) olarak hesaplandh.

Protein Miktari Tayini GI Aktivitesi
40 0,02
o @

~ 30 o ® = 0,015 .
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Sekil 39. T144S mutant enzimine hidrofobik etkilesimkolon kromatografisine ait
protein miktar1 ve GI aktivite grafikleri

3.4.5.Saflastirma Tablosu

Tabloda da goriilecegi iizere tiim saflastirma uygulamalari basarili olmustur.
Saflagtirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 2,705’den 15,098 pmol/dk/mg protein’e
yiikselirken enzim % 22,2 verim ile 5,58 kat saflastirildi.
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Tablo 9. T144S mutant enzimin saflagtirma islemine ait saflastirma tablosu

Saflastirma T.Hacim Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite S.Aktivite . Saflastirma
Basamaklari (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/dk/pl) (umol/dk) E)Lrl g:gilr/]()lk/mg Verim kat1

Kaba E. 22,3 3,14 70,06 0,009 189,55 2,705 100,0 1

Ist Soku 19 2,61 49,55 0,008 152,00 3,067 80,2 1,13

Iyon degisim 18 0,34 6,04 0,003 45,00 7,445 23,7 2,75
Hidrofobik E. 14 0,20 2,78 0,003 42,00 15,098 22,2 5,58

3.4.6. T144S mutant enziminin saflastirilmasina ait SDS-PAGE Analizi

T144S saflastirma uygulamalar1 sonrasinda elde edilen oziitlerin 20 pl kadari
SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi
enzim 6ziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonras1 enzim 6ziitii, D: Hidrofobik
kolon kromatografisi sonrasi enzim 6ziitli). Gortildiigii gibi saflastirma sonrasi GI biiyiik

oranda saflastirilmistir.

/
Sekil 40. T144S mutant enzimin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii

3.4.7. Optimum Sicakhk

T144S mutant enzimin optimum calisma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim
oziitii ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 85°C’de c¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum

calisma sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamastir.
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T144S Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 41. T144S mutant enzimin optimum sicaklik grafigi

3.4.8. Optimum pH

T144S mutant enziminin en iyi ¢alistigi pH degerini belirlemek igin saf enzim
oziitli ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da ¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamistir.

T144S Optimum pH Grafigi
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Sekil 42. T144S mutant enzimin optimum pH grafigi
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3.4.9. Kinetik Calismalar

T144S mutant enziminin Kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000 mM’a
kadar arttirilan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gergeklestirildi. Glukoz
izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarinin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler
sirasinda ayni derisimde glukoz iceren korler kullanilarak glukozdan kaynaklanan
interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 25 ul saf enzim o6ziitii (5 pg
protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi
(R% 0,99857). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Kn degeri 165,83 = 3,75
MM Vmax degeri ise 34,59 + 0,26 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda Keat degeri ise 115,41 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik

etkinlik degeri olan keat/ Km degeri ise 0,696 olarak hesaplandi.
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Sekil 43. T144S mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi

3.5. V2931 Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu

3.5.1. Kaba Ekstrakt
V293T’ya ait kaba ekstraktin protein miktart 8,709 pg/ul olarak hesaplandi. 5 kat

sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim dziitiinde GI aktivitesi

0,007 x 5 = 0,035 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Protein Miktar1 Tayini I Aktivitesi
150 0,08
e - A

,@ 100 ; 0,06 s
= @ S 0,04 .
T 50 e = i d ' =0,007x
g : e 2 e K- 0957
& R*=0.992 =

0 e o 0 e

0 5 10 15 20 0 5 10 15
Kaba Ekstrakt (ul) Kaba Ekstrakt (ul)
Sekil 44. V293l mutant enzime ait kaba ekstraktin protein miktar1 ve GI aktivite
grafikleri

3.5.2. Is1 Soku Uygulamasi

V2931 mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktar1 4,2723 pg/ul olarak
hesaplandi. 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0078 x 5 = 0,039 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.

Protein Miktari Tayini s Aktivitesi
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Sekil 45. V293 mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrast protein miktari ve GI aktivite
grafikleri

3.5.3. Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

V2931 mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri

sonucunda 28-33 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizleri yapildiktan sonra hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi uygulamasina baslandi.
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Sekil 46. V2931 mutant enzimine ait saflagtirmanin iyon degisim kolon kromatografisi

V2931 mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmas1 sonrasi elde edilen enzim o6ziitiindeki protein miktart 2,3265 pg/ul olarak
hesaplandi. 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0053 x 5 = 0,0265 umol/dk (Unite) olarak hesapland.

Protein Miktari Tayini GI Aktivitesi
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Sekil 47. V2931 mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisine ait protein
miktar1 ve GI aktivite grafikleri

3.5.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

V2931 mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile

saflagtirmasina ait grafik yukarida goriilmektedir. Her tiipte yapilan Gl aktivite
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deneyleri sonucunda 55-60 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesi tespit edildi. Saf enzim

0ziitli olarak bu tiipler birlestirildi ve aktivite ve protein analizleri yapildi.
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Sekil 48. V293l mutant enzimine ait saflastirmanin hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi

V2931 mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasi sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktart 2,2305 pg/ul olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
oziitiinde GI aktivitesi 0,0026 x 10 = 0,026 umol/dk (Unite) olarak hesaplandh.

Protein Miktar1 Tayini GI Aktivitesi
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Sekil 49. V2931 mutant enzimine hidrofobik etkilesimkolon kromatografisine ait
protein miktar1 ve GI aktivite grafikleri
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3.5.5. Saflastirma Tablosu
Tabloda da goriilecegi iizere tiim saflagtirma uygulamalari basarili olmustur.
Saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 4,019°dan 11,657 umol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 76,1 verim ile 2,90 kat saflastirildi.

Tablo 10. V3981 mutant enzimin saflastirma islemine ait saflagtirma tablosu

Saflastirma T.Hacim Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite (splr“;llf)tll/\(lilli?mg Verim Saflastirma
Basamaklari (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/dk/pl) (umol/dk) protein) kat1

Kaba E. 16,5 8,71 143,70 0,035 577,50 4,019 100,0 1

Is1 Soku 12,5 4,27 53,40 0,039 487,50 9,129 84,4 2,27

fyon degisim 18 2,33 41,88 0,027 477,00 11,391 82,6 2,83
Hidrofobik E. 16,9 2,23 37,70 0,026 439,4 11,657 76,1 2,90

3.5.6. V2931 Mutant Enziminin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

V293l saflagtirma uygulamalari sonrasinda elde edilen oziitlerin 20 pl kadar
SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi
enzim oziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi enzim oziitii, D: Hidrofobik
kolon kromatografisi sonrasi enzim 06ziitli). Gorildiigii gibi saflastirma sonrasi1 GI biiyiik

oranda saflastirilmistir.

Sekil 50. V2931 mutant enzimin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii
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3.5.7. Optimum Sicakhik

V2931 mutant enzimin optimum caligma sicakligini belirlemek icin saf enzim
oziitii ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi tizere enzim en iyi 85°C’de ¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum

calisma sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamastir.

V2931 Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 51. V2931 mutant enzimin optimum sicaklik grafigi
3.5.8.0ptimum pH

V2931 mutant enzimininen iyi calistigt pH degerini belirlemek i¢in saf enzim
oziitii ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de

goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da ¢aligmaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamuistir.

63



V2931 Optimum pH Grafigi
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Sekil 52. V2931 mutant enzimin optimum pH grafigi

3.5.9. Kinetik Calismalar

V293l mutant enziminin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000 mM’a
kadar arttirillan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gerceklestirildi. Glukoz
izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler
sirasinda ayni derisimde glukoz igeren korler kullanilarak glukozdan kaynaklanan
interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 8,5 pul saf enzim ozitii (18,955 ug
protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi
(R% 0,99398). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Kn degeri 129,34 + 5,73
MM Vmax degeri ise 16,22 + 0,21 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 54,10 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik

etkinlik degeri olan kcat/ Km degeri ise 0,418 olarak hesaplandi.
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Sekil 53. V2931 mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi

3.6. V321 Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu

3.6.1. Kaba Ekstrakt

V32I’ya ait kaba ekstraktin protein miktar1 2,9027 pg/ul olarak hesaplandi. 10 kat
sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim oziitiinde GI aktivitesi
0,0021 x 10 = 0,021 umol/dk (Unite) olarak hesaplandu.
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Sekil 54. V32| mutant enzim kaba ekstraktin protein miktar1 ve GI aktivite grafigi

3.6.2. Is1 Soku Uygulamasi
V321 mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktart 1,8529 pg/ul olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0021 x 10 = 0,021 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Sekil 55. V32I mutant enzimin 1s1 uygulamasi protein miktar1 ve GI aktivite grafikleri

3.6.3. Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

V321 mutant enzimin saflagtirmasina ait iyon degisimi kolon kromatografisive
hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemleri ile saflagtirma ¢aligmalar1 basaril
bir sekilde yapilmistir. Fakat ¢aligmalara ait cihazdan elde edilen saflastirma grafikleri

kazara bilgisayardan silinmistir. Enzime ait tiim calismalar yapilmis ve tiim analizler

elimizde mevcuttur. Sadece grafikler eksiktir.

Iyon degisimi kolon kromatografisisonrasi her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri

sonucunda 29-34 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizleri

kromatografisi uygulamasina baslandi.

yapildiktan

sonra hidrofobik etkilesim kolon
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Sekil 56. V32I mutant enzimine iyon degisim kolon kromatografisine ait protein miktari

ve Gl aktivite grafikleri

V32I mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile saflastirmasi

sonrast elde edilen enzim 6ziitiindeki protein miktar1 0,6337 pg/ul olarak hesaplandi. 10
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kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim Oziitliinde GI

aktivitesi 0,0011 x 10 = 0,011 pumol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
3.6.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

V32I mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik yukarida anlatilan sebeplerde elimizde bulunmamaktadir. Her
tiipte yapilan GI aktivite deneyleri sonucunda 48-53 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesi

tespit edildi. Saf enzim o0ziitli olarak bu tiipler birlestirildi ve aktivite ve protein

analizleri yapildu.
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Sekil 57. V32l mutant enzimi hidrofobik etkilesim kolon kromatografisine ait protein
miktar1 ve GI aktivite grafikleri

V32I mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmas1 sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktart 0,4068 pg/ul olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 ul enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0009 x 10 = 0,009 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandh.
3.6.5. Saflastirma Tablosu
Tabloda da goriilecegi lizere tiim saflastirma uygulamalar1 basarili olmustur.

Saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 7,235’ten 22,124 umol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 60,8 verim ile 3,06 kat saflagtirildi
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Tablo 11. V321 mutant enzimin saflastirma islemine ait saflastirma tablosu

S.Aktivite

Saflastirma T.Hacim Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite . Saflastma
Basamaklari (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/dk/pl) (umol/dk) g: gtlé)ilr/sik/mg Verim kat1

Kaba E. 12,8 2,90 37,15 0,021 268,80 7,235 100,0 1

Is1 Soku 11,45 1,85 21,22 0,021 240,45 11,334 89,5 1,57
Iyon degisim 21,6 0,63 13,69 0,011 237,60 17,358 88,4 2,40
Hidrofobik E. 18,15 0,41 7,38 0,009 163,35 22,124 60,8 3,06

3.6.6. V321 Mutant Enziminin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

V32| saflagtirma uygulamalar1 sonrasinda elde edilen 6ziitlerin 20 pl kadar1 SDS—

PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrast enzim

oziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonrasi enzim &ziitii, D: Hidrofobik kolon

kromatografisi sonrasi enzim Oziitil). Goriildiigii gibi saflasgtirma sonrast GI biiyiik

oranda saflastirilmistir.

Sekil 58. VV32I mutant enzimin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii

3.6.7. Optimum Sicakhk

V321 mutant enzimin optimum ¢aligma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim 6ziitii

ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gergeklestirildi. Grafikten de goriilecegi

lizere enzim en iyi 85°C’de ¢aligmaktadir. Mutasyon enzimin optimum ¢alisma

sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamustir.
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V321 Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 59. V32I mutant enzimin optimum sicaklik grafigi

3.6.8.0ptimum pH

V32l mutant enziminin en iyi ¢alistigi pH degerini belirlemek igin saf enzim
oziitii ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da ¢aligmaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamistir.
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Sekil 60. V32I mutant enzimin optimum pH grafigi
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3.6.9. Kinetik Caliymalar

V321 mutant enziminin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000 mM’a
kadar arttirilan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gergeklestirildi. Glukoz
izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarinin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler
sirasinda ayni derisimde glukoz igeren korler kullanilarak glukozdan kaynaklanan
interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 30 pl saf enzim 6ziitii (12,300 pg
protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi
(R% 0,99705). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Kn degeri 127,40 + 3,91
MM Vmax degeri ise 16,46 £ 0,15 umol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 54,91 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik

etkinlik degeri olan kcat/ Km degeri ise 0,431 olarak hesaplandi.
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Sekil 61. V321 mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi

3.7. E373K Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu

3.7.1. Kaba Ekstrakt

E373K’ya ait kaba ekstraktin protein miktar1 14,482 pg/ul olarak hesaplandi. 10
kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim Oziitiinde GI

aktivitesi 0,0043 x 10 = 0,043 umol/dk (Unite) olarak hesaplandu.
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Sekil 62. E373K mutant enzim kaba ekstraktin protein miktar1 ve GI aktivite grafigi
3.7.2. Is1 Soku Uygulamasi
E373K mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonras1 protein miktart 4,9954 pg/ul olarak

hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0046 x 10 = 0,046 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Sekil 63. E373K mutant enzimin 1s1 uygulamasi protein miktar1 ve GI aktivite grafikleri
3.7.3. Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

E373K mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tlipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 26-31 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek

aktivite ve protein analizleri yapildiktan sonra hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi uygulamasina baslandi.
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Sekil 64. E373K mutant enzimine ait saflagtirmanin iyon degisim kolon kromatografisi

E373K mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmas1 sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktart 2,0213 pg/ul olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,003 x 10 = 0,03 umol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Sekil 65. E373K mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi protein miktar1
tayini ve Gl aktivite grafikleri

3.7.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

E373K mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik yukarida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite
deneyleri sonucunda 56-62 nolu fraksiyonlarda Gl aktivitesi tespit edildi. Saf enzim

oziitii olarak bu tiipler birlestirildi ve aktivite ve protein analizleri yapildi. Iyon
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konsantrasyonun 33-37 nolu fraksiyonlar arasinda diisiis gostermesinin sebebi deney

esnasinda cihaz kablolarindan birisinin kazara ¢ikmasi sonucudur. Her hangi bir protein

cikis anma denk gelmedigi i¢in sonrasinda yapilan analizlerde herhangi bir problem
olusturmamustir.
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Sekil 66. E373K mutant enzimine ait saflastirmanin hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi

E373K mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile

saflagtirmas1 sonrasi elde edilen enzim oziitiindeki protein miktart 1,4088 pg/ul olarak

hesaplandi. 20 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim

oziitiinde GI aktivitesi 0,0011 x 20 = 0,022 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandi.
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Sekil 67. E373K mutant enzimi hidrofobik etkilesim kolon kromatografisine ait protein
miktar1 ve GI aktivite grafikleri
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3.7.5. Saflastirma Tablosu
Tabloda da goriilecegi iizere tiim saflagtirma uygulamalari basarili olmustur.
Saflastirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 2,969’dan 15,616 umol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 63,7 verim ile 5,26 kat saflagtirildi.

Tablo 12. E373K mutant enzimin saflastirma islemine ait saflastirma tablosu

S.Aktivite

Saflastirma T.Hacim Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite (umol/dk/mg Verim Saflastirma
Basamaklari (ml) (mg/ml) (mg) (umol/dk/pl) (umol/dk) protein) kat1

Kaba E. 135 14,48 195,51 0,043 580,50 2,969 100,0 1

Is1 Soku 11,0 5,00 54,95 0,046 506,00 9,208 87,2 3,10

Iyon degisim 14,7 2,02 29,71 0,030 441,00 14,842 76,0 5,00
Hidrofobik E. 16,8 1,41 23,67 0,022 369,6 15,616 63,7 5,26

3.7.6. E373K Mutant Enziminin Saflastirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

E373K saflagtirma uygulamalar1 sonrasinda elde edilen oOziitlerin 20 pl kadari
SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi
enzim 6ziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonras1 enzim 6ziitii, D: Hidrofobik
kolon kromatografisi sonrasi enzim 06ziitll). Goriildiigii gibi saflastirma sonras1 GI biiyiik

oranda saflagtirilmistir.

Sekil 68. E373K mutant enzimin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii
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3.7.7. Optimum Sicakhk

E733K mutant enzimin optimum c¢alisma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim
oziitii ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 85°C’de calismaktadir. Mutasyon enzimin optimum

calisma sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamustir.

E373K Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 69. E733K mutant enzimin optimum sicaklik grafigi

3.7.8. Optimum pH

E733K mutant enzimininen iyi ¢alistigi pH degerini belirlemek icin saf enzim
oziitlii ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da ¢aligmaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamustir.
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E373K Optimum pH Grafigi
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Sekil 70. E733K mutant enzimin optimum pH grafigi

3.7.9. Kinetik Calismalar

E373K mutant enziminin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000
mM’a kadar arttirillan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gerceklestirildi.
Glukoz izomeraz aktivitesi agiga ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi ile hesaplandi.
Olgiimler sirasinda aym derisimde glukoz igeren kérler kullanilarak glukozdan
kaynaklanan interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 7,5 pl saf enzim
oziti (10,575 pg protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz
(Vmax) degerleri OriginPro 8.1 analiz programi kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten
egrisi ile belirlendi (R? 0,99627). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin K
degeri 124,82 + 4,35 MM Vmax degeri ise 18,24 + 0,18 umol/dk/mg protein olarak
hesaplandi. Bu veriler ile yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 60,86 1/sn
olarak hesaplandi. Katalitik etkinlik degeri olan kca/ Km degeri ise 0,488 olarak
hesaplandi.
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Sekil 71. E373K mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi
3.8. V3801 Mutant Enziminin Saflastirmasi ve Karakterizasyonu
3.8.1. Kaba Ekstrakt
V380I'ya ait kaba ekstraktin protein miktar1 11,262 pg/ul olarak hesaplandi. 10

kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim oziitinde GI

aktivitesi 0,0046 x 10 = 0,046 umol/dk (Unite) olarak hesaplandu.

Protein Miktar: Tayini I Aktivitesi
200 0,05 N
~ 150 _.-‘. g 0,04 .
S o = 0,03 o
= 100 ° 2 0.02 .
T 0 ) = Ve RPN
= 30 P y=11.26x = . v =0,004x
S e R>=0.998 ; 0,01 ’ R>=10.991
A0 e 2 0e
0 5 10 15 20| 0 5 10 15
Kaba ekstrakt (ul) Kaba ekstrakt (ul)

Sekil 72. V380I'ya ait kaba ekstraktin protein miktarive GI aktivite grafikleri

3.8.2. Is1 Soku Uygulamasi

V3801 mutant enzimin 1s1 uygulamasi sonrasi protein miktar: 5,7142 pg/pl olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
oziitiinde GI aktivitesi 0,0029 x 10 = 0,029 umol/dk (Unite) olarak hesapland.
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Sekil 73. V3801 mutant enzimin 1s1 uygulamasi protein miktar1 tayini ve GI aktivite
grafikleri

3.8.3. Iyon Degisim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

V380l mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 29-34 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Bu tiipler birlestirilerek
aktivite ve protein analizleri yapildiktan sonra hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisi uygulamasina baslandi.
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Sekil 74. V3801 mutant enzimine ait satlagtirmanin 1yon degisim kolon kromatografisi

V3801 mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmas1 sonrasi elde edilen enzim Oziitiindeki protein miktar1 1,7613 pg/pl olarak
hesaplandi. 10 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
oziitiinde Gl aktivitesi 0,001 x 10 = 0,01 umol/dk (Unite) olarak hesaplandh.
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Sekil 75. V3801 mutant enzimin iyon degisimi kolon kromatografisi protein miktar1 ve
Gl aktivite grafikleri

3.8.4. Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi Uygulamasi

V380l mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflagtirmasina ait grafik asagida goriilmektedir. Her tiipte yapilan GI aktivite deneyleri
sonucunda 56-61 nolu fraksiyonlarda GI aktivitesi tespit edildi. Saf enzim 6ziitii olarak

bu tiipler birlestirildi ve aktivite ve protein analizleri yapildi.
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Sekil 76. V380l mutant enzimine ait saflagtirmanin hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi

V3801 mutant enzimin hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi yontemi ile
saflastirmas1 sonrasi elde edilen enzim Oziitiindeki protein miktar1 1,1878 pg/pl olarak
hesaplandi. 5 kat sulandirilarak yapilan GI aktivite deneyi sonucunda, 1 pl enzim
oziitiinde GI aktivitesi 0,002 x 5 = 0,01 pmol/dk (Unite) olarak hesaplandh.
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Sekil 77. V3801 mutant enzimin hidrofobik kolon kromatografisi protein miktar1 tayini
ve Gl aktivite grafikleri

3.8.5. Saflastirma Tablosu

Tabloda da goriilecegi iizere tiim saflagtirma uygulamalari basarili olmustur.

Saflagtirma sonrasi enzimin spesifik aktivitesi 4,085’den 8,419 pumol/dk/mg protein’e

yiikselirken enzim % 34,2 verim ile 2,06 kat saflagtirildu.

Tablo 13. V380l mutant enzimin saflastirma islemine ait saflagtirma tablosu

Saflastirma T.Hacim Protein T.Protein  Aktivite T.Aktivite Eaivite : Saflastirma
Basamaklar1 (ml) (mg/ml) (mg) (nmol/dk/pl) (umol/dk) E)}:g;;)ilr/]()lldmg el kat1

Kaba E. 10,50 11,26 118,25 0,046 483,00 4,085 100,0 1

Is1 Soku 8,80 571 50,28 0,029 255,20 5,075 52,8 1,24

fyon degisim 17,00 1,76 29,94 0,010 170,00 5,678 35,2 1,39
Hidrofobik E. 16,50 1,19 19,60 0,010 165 8,419 34,2 2,06

3.8.6. V3801 Mutant Enziminin Saflagtirilmasina Ait SDS-PAGE Analizi

V380l saflastirma uygulamalar1 sonrasinda elde edilen oziitlerin 20 pl kadari

SDS-PAGE’e yiiklenerek yiiriitiildii (A: Kaba ekstrakt, B: Is1 Soku uygulamasi sonrasi

enzim oziitii, C: Iyon degisim kolon kromatografisi sonras1 enzim &ziitii, D: Hidrofobik

kolon kromatografisi sonrasi enzim 06ziitli). Gorildiigii gibi saflastirma sonrasi1 GI biiyiik

oranda saflastirilmistir.
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Sekil 78. V380l mutant enzimin SDS-PAGE jel elektroforez goriintiisii

3.8.7. Optimum Sicakhik

V380l mutant enzimin optimum c¢alisma sicakligini belirlemek i¢in saf enzim
oziitii ile farkli sicakliklarda bir seri aktivite deneyi gerceklestirildi. Grafikten de
goriilecegi tlizere enzim en iyi 85°C’de c¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum

calisma sicakliginda herhangi bir degisime neden olmamustir.

V3801 Optimum Sicakhk Grafigi
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Sekil 79. V3801 mutant enzimin optimum sicaklik grafigi
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3.8.8. Optimum pH

V380l mutant enziminin en iyi ¢alistigi pH degerini belirlemek i¢in saf enzim
oziitii ile farkli pH degerlerinde bir seri aktivite deneyi gergeklestirildi. Grafikten de
goriilecedi lizere enzim en iyi 6,5 pH’da ¢alismaktadir. Mutasyon enzimin optimum pH

degerinde herhangi bir degisime neden olmamuistir.

V3801 Optimum pH Grafigi
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Sekil 80. V380 mutant enzimin optimum pH grafigi

3.8.9. Kinetik Calismalar

V3801 mutant enziminin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek i¢in 1000 mM’a
kadar arttirilan glukoz konsantrasyonu ile bir seri reaksiyon gergeklestirildi. Glukoz
izomeraz aktivitesi agi8a ¢ikan fruktoz miktarmin belirlenmesi ile hesaplandi. Olgiimler
sirasinda ayni derisimde glukoz igeren korler kullanilarak glukozdan kaynaklanan
interferans sorunu ortadan kaldirildi. Reaksiyonlarda 10 pl saf enzim 6ziitii (11,900 pg
protein) kullanildi. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri
OriginPro 8.1 analiz programi1 kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi
(R% 0,9977). Programda yapilan analiz sonucunda enzimin Km degeri 129,79 + 3,49
MM Vmax degeri ise 17,09 + 0,14 pumol/dk/mg protein olarak hesaplandi. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda kcat degeri ise 57,03 1/sn olarak hesaplandi. Katalitik

etkinlik degeri olan kcat/ Km degeri ise 0,439 olarak hesaplandi.
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Sekil 81. V380l mutant enzime ait Michaelis-Menten grafigi

3.9. Enzimlerin Isil Kararhlhik Calismalari

Mutant enzimlerin 1s1l kararliligini belirlemek i¢in saflastirilan enzim o6ziitleri
ozellikle endiistriyel uygulamalarda tercih edilen 60°C’de inkiibe edildi. Farkli zaman
araliklarinda bu oOrneklerden enzim alinarak, optimum ¢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 reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Reaksiyon sonrasi
GI aktivite Ol¢iimii yapilarak ve enzimin kalan aktivitesi hesaplandi. Buharlasma
problemini ortadan kaldirmak i¢in enzim oziitleri contali ve vidali kapakli santrifiij

tiiplerinde 60°C’de inkiibe edilmistir.

Her 24 saatte bir enzimlerin GI aktivite Olgiimleri yapildi. Enzimlerin
aktivitelerinin uzun siire diisiis gdstermemesi nedeniyle 11. giinden sonra 6lgiimler her
48 saatte bir, 17. giinden sonra 36 saatte bir, 21. giinden sonra 48 saatte bir ve 32.
giinden sonraki giinler haftada bir 6rnekler alinmaya baslandi. Grafikten de anlasilacag
tizerine V321 mutasyonu enzimin 1s1l kararlilifinda diisiise sebep olmus ve 2. giiniin
sonunda enzim yarilanma Omriine ulagmistir. Enzim 28. giinlin sonunda aktivitesi

tamamen bitmistir.
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N138G, E373K, V380l ve V2931 mutasyonlar1 ise AgoGI ile kiyaslandiginda 1s1l
kararlilikta ¢ok az bir diisiise sebep olmaktadir. T144S ve G33D mutasyonlar ise
AgoGI'nim 1s1l kararliliginda herhangi bir etki yapmamais gibi goriilmektedir.

Deneylerin bu kadar uzun siirecegi ongoriilmedigi icin etiive ayrilan 6rnekler
tilkenmistir. V380l ve E373K 39. giin sonunda, N138G 46. giin sonunda ve diger

enzimler ise 60. giin sonunda tiikkendigi i¢in deneyler sonlandirilmistir

Enzimlerin Isill Kararhhklar:
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Sekil 82. Mutasyon enzimlerin 1s1l kararlilik grafigi
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Anoxybacillus gonensis G2' glukoz izomerazi hem dogal hiicreden izole edilmis
hem de pET-28a(+) ckspresyon vektoriine klonlanarak bu vektére pETG2GI ismi
verilmistir. pPETG2GI, konak hiicre olan E. coli BL21(DE3) susu igerisine aktarilarak

ekspresyonda kullanilmistir.

GIL, glukozu fruktoza izomerize etmesi sebebiyle endiistriyel alanda, ozellikle
HFCS iiretiminde ticari bir 6neme sahiptir. GI kullanim1 oldukca pahalidir. Ciinkii bu
enzim hiicre i¢i bir enzimdir ve glukoza ilgisinin diisiik olmas1 sebebiyle (yiiksek Km),
reaksiyonlarda ¢ok yiiksek miktarlarda enzim kullanimina ihtiyag vardir. Bu nedenle Gl
enzimini tretiminin maliyetini azaltmak ve biyokimyasal ve kinetik parametrelerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Enzimin 1s1l kararliligmminda arttirilmasi endiistriyel
kullanim alanlarinda artisa neden olacaktir. Bu yiizden kritik goriilen yedi noktada
mutasyonlar meydana getirildi. G33D, V32I, E373K, V293I, V380l, N138G, T144S
mutasyonlart ile Gl enziminin biyokimyasal ozellikleri ve kinetik parametleleri
caligmalart yapildi. Mutant enzimlerin kinetik parametreleri incelendi ve dogal enzimle

olan karsilastirilmasi: Tablo 14’ de verildi.

Tablo 14. AgoGI ve mutant enzimlerin kinetik parametmrelerinin karsilastirilmasi

Km mM Vmax(umol/dk/mg protein) Keat (1/sn)  Keat Km
AgoGl 124,45 +2,99 16,97 £0,12 56,63 0,455
G33D 128,44 + 4,89 17,81 £0,27 59,42 0,463
V321 127,40 +£ 3,91 16,46 £ 0,15 54,91 0,431
E373K 124,82 + 4,35 18,24+ 0,18 60,86 0,488
V293l 129,34 £5,73 16,22 £ 0,21 54,10 0,418
V3801 129,79 + 3,49 17,09 £0,14 57,03 0,439
N138G 131,09 +2,67 4424 + 0,27 147,60 1,126
T144S 165,83 £3,75 34,59 £ 0,26 115,41 0,696

Mutasyonlarin {i¢ boyutlu goériiniimleri Pymol enzim modelleme programi ile
belirlendi. Bu ¢alismalarin sonunda mutant enzimlerin gergeklestigi yerler ve sonuglarin

degerlendirmeleri asagida anlatilmistir.
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Sekil 83. G33D mutasyonuna ait li¢ boyutlu goriintiisii ve amino asitlerin yapilari

A.gonensis GI’sinda 33. glisin (G) amino asidi aspartat (D) amino asidi ile
degistirilerek G33D mutasyonu gerceklestirildi. Glisin yiiksiiz ve hidrofobik ozellik
gosteren bir amino asittir. Aspartat ise negatif yiikli ve hidrofilik 6zellik gosteren bir
amino asittir. Aspartat aminoasidi glisine gére daha uzun yan zincire sahip amino asittir.
Bu bolgenin hemen karsisindaki a-heliks tabakasinda 368. amino asit olan hidrofobik
tirozin (Y) amino asidi bulunmaktadir. Aspartat amino asidi 368. aminoasit olan tirozin
(Y) ile hidrojen bag etkilesimi yapar. Bu mutasyon ile birlikte bu bolgede ektra bir
hidrojen bagi etkilesimi gerceklestirilmistir. Bu da enzimin 1s1l kararliliginda artisa
neden olacaktir. Mutasyonun gergeklestirildigi bolge, enzimin ug¢ kisminda ve enzimin
aktif bolgesine uzak oldugu i¢in enzim kinetik parametrelerinde herhangi bir degisiklik

beklenmemektedir.

Tablo 14 incelenecek olursa yapilan G33D mutasyonu, A.gonensis GI’sinin
kinetik parametrelerinde (Km, Vmax, Keat ve katalitik etkinlik degeri olan Kcat/ Km) onemli
bir degisime neden olmamustir. Ayrica eklenen hidrojen bagi etkilesimi enzimin 1sil

kararlilik tizerinde de bir etkiye neden olmamustir.

Literatiirde daha onceki yillarda glukoz 1zomerazin bu bdlgesinde yapilmis bir

¢alisma bulunmamaktadir.
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Sekil 84. V32I mutasyonuna ait {i¢ boyutlu goriintiisii ve amino asitlerin yapllaﬁ

A. gonensis GI’sinda 32. Valin (V) amino asidi iz6l6sin (I) aminoasidi ile
degistirilerek V321 mutasyonu gerceklestirildi. Valin amino asidi hidrofobik 6zellikte
bir aminoasittir. izoldsin, valine gore daha uzun yan zincire sahip bir amino asit olup
daha fazla hidrofobik 06zellik gosterir. Bu bolgenin hemen karsisindaki a-heliks
tabakasinda 365. amino asit olan hidrofobik Losin (L) aminoasidi bulunmaktadir.
A.gonensis GI’sinda 32. Aminoasit olan valin, 365. amino asit olan 16zin ile hidrofobik

etkilesime girmektedir.

Yapilan V321 mutasyonu ile daha hidrofobik olan izoldsinin valinin yerine
degistirilmesi buradaki hidrofobik etkilesimin daha da kuvvetli olmasini saglayacaktir.
Bu da enzimin 1s1l kararliliginda artisa neden olacaktir. Mutasyonun gergeklestigi bolge
enzimin u¢ kisminda ve aktif bolgeye uzak oldugu icin enzim kinetik parametrelerinde

bir degisiklik beklenmemektedir.

Tablo 14 incelenecek olursa yapilan V321 mutasyonu, A. gonensis GI’sinin
kinetik parametrelerinde (Km, Vmax , Keat ve katalitik etkinlik degeri olan Kcat/ Km) 6nemli
bir degisime neden olmamustir. Fakat 16sin amino asidi izoldsin ile hidrofobik
etkilesime girdiklerinden bulunduklari heliks yapilarin1 bozarak hidrofobik etkilesim
artmistir. Ayrica hidrofobik etkilesim enzimin 1s1l kararlilik {izerinde de bir etkiye

neden olmamustir.

Literatiirde daha onceki yillarda glukoz izomerazin bu bolgesinde yapilmis bir

calisma bulunmamaktadir.
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Sekil 85. E373K mutasyonuna ait {i¢ boyutlu goriintiisii ve amino asitlerin yapilari

A. gonensis GI’sinda 373. glutamat (E) amino asidi lizin (K) amino asidi ile
degistirilerek E373K mutasyonu gergeklestirildi. Glutamat negatif yiikli hidrofilik
ozellik gosteren bir amino asittir. Lisin ise pozitif yliklii ve hidrofilik 6zellik gdsteren
daha uzun yan zincire sahip bir amino asittir. Lizin amino asidinin bulundugu a-heliks

tabakada 369. amino asit olan hidrofilik tirozin (Y) bulunmaktadir.

E373K mutasyonu ile birlikte Lizin amino asidia-heliks tabakada bulunan 368.
aminoasit olan tirozin (Y) ile hidrojen bagi etkilesimi yapar. Bu bolgede mutasyon ile
birlikte hidrojen bagi etkilesimi ger¢eklesmistir. Bu da enzimin 1s1l kararliliginda artiga
neden olacaktir. Mutasyonun gergeklestigi bolge enzimin u¢ kisminda ve aktif bolgeye

uzak oldugu i¢in enzim kinetik parametrelerinde bir degisiklik beklenmemektedir.

Tablo 14 incelenecek olursa yapilan E373K mutasyonu, A.gonensis GI’sinin
Kinetik parametrelerinde (Km, Vmax , Keat ve katalitik etkinlik degeri olan Keat/ Km) 6nemli
bir degisime neden olmamistir. Ayrica hidrojen bagi etkilesimi enzimin 1s1l kararlilik

tizerinde bir etkiye neden olmamuistir.

Lonn ve arkadaslart Thermus thermophilus GI’'nin 372. amino asidi olan glutamat
(E) bilinen en kiiciik glisin (D) amino asidine degistirilerek E372G mutasyonu yapilmis.
Bu mutasyon sonucunda D-ksiloz ile 60°C calisildiginda kcat turn over sayisini 9 kat
artmasina sebep olmustur. Bizim E373K mutant enzimimiz bu c¢alismaya
benzemektedir. Fakat bu c¢alisma ksiloza yonelik oldugundan sonuglarda benzerlik

gostermemistir.
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Sekil 86.V2931 mutasyonuna ait {i¢ boyutlu goriintiisli ve amino asitlerin yapilari

A. gonensis GI’sinda 293. valin (V) amino asidi izolosin (I) amino asidi ile
degistirilerek V2931 mutasyonu gerceklestirildi. Valin amino asidi hidrofobik 6zellikte
bir aminoasittir. izoldsin hidrofobik &zellikte ve valine gore daha uzun yan zincire sahip
bir amino asittir. V2931 mutasyonu gerceklestigi p—levhanin hemen karsisinda 329.
hidrofobik 18sin amino asidi bulunmaktadir. Izoldsin ile hidrofobik 6zellikteki 16sin
amino asidi hidrofobik etkilesim yapar. Bu bdlgede mutasyon ile birlikte hidrofobik
etkilesimi gerceklesmistir.

V2931 mutasyonun gerceklestigi yer B-levha tabakasi iizerinde ve aktif bolgeye
yakin oldugundan dolay1 aktif bdlgeyi daraltabilir. Mutasyon B—levha {iizerindeki
hidrojen baglarinada bir etkide bulunmus olabilir. Aktif bolgede bir daralma
oldugundan Vmax degerinde azalma beklenmektedir. K degerinde ise 6nemli bir degisim

beklenmemektedir.

Tablo 14 incelenecek olursa yapilan V2931 mutasyonu, A.gonensis GI’sinin
kinetik parametrelerinde (Km, Vmax, Kecat ve katalitik etkinlik degeri olan Kcat/ Km)
Km’sinde kiigiik bir artis goriilmiistir ve mutasyon aktif bolgeyi daralttigindan
Vmax’sinda beklenildigi gibi bir azalma goériilmemistir. Keat Ve Katalitik etkinlik degeri
olan Kcat/ Km degerinde onemli bir degisim meydana gelmemistir. Ayrica hidrofobik

etkilesimi enzimin 1s1l kararhlik {izerinde bir etkiye neden olmamustir.

Literatiirde daha onceki yillarda glukoz 1zomerazin bu bolgesinde yapilmis bir

¢alisma bulunmamaktadir.
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Sekil 87. V3801 mutasyonuna ait ti¢ boyutlu goériintiisii ve amino asitlerin yapilari

A.gonensis GI’sinda 380. Valin (V) amino asiti iz6losin (1) amino asidi ile
degistirilerek V380l mutasyonu gerceklestirildi. Valin amino asidi hidrofobik 6zellikte
bir amino asittir. Izolosin hidrofobik 6zellikte ve valine gore daha uzun yan zincire
sahip bir amino asittir.  Mutasyonun gergeklestigi bolgenin karsisinda a-heliks
tabakasinda 426. hidrofobik 16sin(L) amino asidi bulunmaktadir. izolosin o-heliks
tabakasinda bulunan 426. 16sin (L) amino asidi hidrofobik 6zellikte oldugundan
hidrofobik etkilesime girerler. Bu bolgede mutasyon ile birlikte hidrofobik etkilesimi
gerceklesmistir.

V380l mutasyon aktif bolgeye uzak oldugundan dolayr Km ve Vmax’sinda bir
degisiklik beklenmemektedir. 1ki o-heliks tabaka arasinda hidrofobik etkilesim
oldugundan sulu ortamda hidrofobikligi arttirarak 1s1l kararhilikta bir artis
beklenmektedir.

Tablo 14 incelenecek olursa yapilan V3801 mutasyonu, A.gonensis GI’sinin
kinetik parametrelerinde (Km, Vmax, Keat ve katalitik etkinlik degeri olan Keat/ Km) onemli
bir degisime neden olmamistir. Ayrica hidrofobik etkilesimi enzimin 1s1l kararlilik

tizerinde bir etkiye neden olmamustir.

Literatiirde daha onceki yillarda glukoz izomerazin bu bdlgesinde yapilmis bir

calisma bulunmamaktadir.
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Sekil 88. N138G mutasyonuna ait {i¢ boyutlu goriintiisii ve amino asitlerin yapilar

A. gonensis GI’sinda 138. asparajin (N)amino asidi glisin (G) amino asidi ile
degistirilerek N138G mutasyonu gergeklestirildi. Asparajin amino asidi hidrofilik ve
yiiksliz uzun zincir tastyan Ozellikte bir aminoasittir.Glisin hidrofobik o&zellikte ve
bilinen en kiigiik amino asitlerden biridir. Glisinin bulundugu yerin yanindaki p-levha
tabakasinda 99. Histidin (H) amino asidi bulunmaktadir ki bu amino asit aktif
bolgedeki substrati pargalayan ve reaksiyonu katalizleyen en 6nemli amino asdittir.
Yapilan N138G mutasyonu sonucunda, bu mutasyon noktasinin hemen yaninda bulunan
B-levha tabakadaki histidin ile glisin arasinda etkilesmeler meydana gelebilir. Boyle bir
durumda da bu mutasyon Histdinin gerektigi sekilde islev gésterememesine ve iyi

calismamasina sebep olabilir. Boylelikle K “de artig, Vmax ‘ta ise azalisa neden olabilir.

N138G mutasyonun gerceklestigi yer aktif bolgedeki p-levha tabakasi
tizerindedir. Glisin asparajine kiyasla oldukga kisa bir yan zincire sahip bir amino
asittir. Asparajin glisin amino asidi ile degistirilmesi aktif bolge alaninda substrata
baglanma bolgesini genigletecektir. Enzimin substrat ile daha kolay bir sekilde
kompleks olusturmasina izin verecektir. Aktif bolgede bir genisleme oldugundan

yapilan bu mutasyon Vmax degerinde artis beklenmektedir.

Ayrica substrat olan D-glukoz molekiili olduk¢a hidofilik karakterde bir
molekiildiir. 138. amino asit olan hidrofilik asparajinin hidrofobik olan glisine
dontistiiriilmesi ile substrat ile enzim arasindaki hidrofilik etkilesimler azaltilmistir.
Boyle bir durumda enzimin substrata olan ilgisinde azalma beklemekteyiz. Bu

nedenlerden dolay: yapilan bu mutasyon ile enzimin Ky degerinde artis beklemeteyiz.
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Tablo 14 incelenecek olursa yapilan N138G mutasyonu, A.gonensis GI’sinin
kinetik parametrelerinde (Km, Vmax, Kcat ve katalitik etkinlik degeri olan Keat/ Km) Onemli
bir degisime neden olmustur. Enzimin Ky degeri 6n goriildiigii gibi 124,45 + 2,99 mM’
dan 131,09 + 2,67 mM’a yiikselmistir. Beklendigi gibi enzimin Vmax degeri 16,97 + 0,12
umol/dk/mg proteinden 44,24 + 0,27 umol/dk/mg proteine yiikselmistir. Bu veriler ile
yapilan hesaplamalar sonucunda keat degeri 56,63 1/sn’ den 147,60 1/sn’ye yiikseldi.
Katalitik etkinlik degeri olan kcat/ Km degeri 0,455‘ten 1,126’ya yiikselmistir. Enzim
2.47 kat etkin bir hale getirilmistir.

Zu ve arkadaglari Thermus thermophilus GI’nin 91. Amino asiti olan asparajini
(N) aspartat (D) amino asidine degistirilerek N91D mutasyonu yapmislardir. Bu
mutasyondaki 91. asparajin bizim mutasyonumuzdaki 138. asparajine denk gelmektedir.
N91D mutant enziminin kinetik 6zellikleri subsrat olarak D ksiloz ile belirlenmistir.

Aktivitede artis saglandi ve 1s1l kararlilikta azalma goriilmiistiir.

Trionin Serin Asparajin
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Sekil 89. T144S mutasyonuna ait {i¢ boyutlu goriintiisii ve amino asitlerin yapilari

A. gonensis GI’sinda 144. trionin (T) amino asidi serin (S) amino asidi ile
degistirilerek T144S mutasyonu gergeklestirildi. Trionin ve serin amino asidi yliksiiz
hidrofilik 6zellikte bir aminoasittir. Serin 141. amino asit olan hidrofilik asparajin (asn)
ile hidrojen bagi etkilesimi yapar. Bu bolgede mutasyon ile birlikte hidrojen bagi
etkilesimi gergeklesmistir. Ayrica aktif bolgede 59. fenil alanin ve 99. histidin amino

asitleriyle etkilesime girer.

T144S mutasyonun gerceklestigi yer aktif bolgededir. Trionin serin amino asidi

ile degistirildigi icin aktif bolge alaninda substrata baglanma bdlgesini genisleterek
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enzimin substrat ile daha kolay bir sekilde kompleks olusturmasina izin vermektedir.
Aktif bolgede bir genisleme oldugundan Vmax degerinde artis beklenmektedir. Aktif
bolge icerisinde birden fazla amino asitlerin birbirleriyle etkilesimleri enzimin
hareketini engelliyebilecegi ve substrata ilgisini diisiirebileceginden dolay1 Km degerinde

artis beklenmektedir.

Bu mutasyon ile aktif bolgenin disa bakan agiz kisminda birden fazla hidrojen
bagi etkilesimi meydana getirilmistir. Ayrica Fenil alanin 58. amino asidi farkli bir
incirdedir. Dolayisiyla buu mutasyon sonucunda serin ile fenil alanin arasinda meydana
gelen hidrojen bagi etkilesimi iki farkli zincirin birbirleriyle hidrojen bagi ile

baglanmasini ifade etmektedir. Bu da enzimin 1s1] kararliliginda artisa neden olabilir.

Tablo 14 incelenecek olursa yapilan T144S mutasyonu, A.gonensis GI’sinin
kinetik parametrelerinde (Km, Vmax, Kcat ve katalitik etkinlik degeri olan Keat/ Km) Onemli
bir degisime neden olmustur. Enzimin Ky degeri 124,45 + 2,99 mM’ dan 165,83 + 3,7
mM’a yiikselmistir. Vmax’sinda beklendigi gibi Vmax degeri 16,97 + 0,12 pmol/dk/mg
proteinden 34,59 + 0,26 umol/dk/mg proteine yiikselmistir. Bu veriler ile yapilan
hesaplamalar sonucunda kcat degeri 56,63 1/sn’ den115,41 1/sn’ye yiikseldi ve katalitik
etkinlik degeri olan kcat/ Km degeri 0,455’ten ise 0,696’ya artis olarak hesaplandi. Ayrica

aktif bolgenin zincirlerle saglamlagmasi 1s1l kararliligin direncini arttirmistir.

Literatiirde daha onceki yillarda glukoz izomerazin bu bdlgesinde yapilmis bir

calisma bulunmamaktadir.
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5. ONERILER

Gl, endiistrinin ihtiya¢ duydugu 6nemli enzimlerden birisidir. HFCS ve etanol
iretimi gibi endiistriyel alanlardaki Onemli rolii sebebiyle, bir¢ok arastirma
yapilmaktadir. Sahip oldugu Endiistriyel énemden dolay1 bir¢ok mikroorganizmanin
GI’1 incelenmistir ve mutasyonlar ile gelistirilmesine 6nem verilmektedir. Endiistrinin
yeni iiretilen glukoz izomerazdan beklentisi 1sil kararlilikta artis gostermeleri ve diisiik
optimum pH sahip olmalaridir. Ciinkii yiiksek pH ve yiiksek sicaklik uygulamari
istenmeyen yan triinlerin olusmasina sebeb olmaktadir. Isil kararliliginin arttrilmasi ve
ph degerinin diisiiriilmesi i¢in asidik ve termofilik glukoz izomerazlar arastirilabilir.
Kinetik parametrelerinin (Km, Vmax, Kcat ve Kkatalitik etkinlik degeri olan Kea/ Km)
gelistirilmesine yonelik pymol enzim modelleme programi ile mutasyon yapilacak

yerler tasarlanabilir.

Glukoz izomeraz hiicre igi bir enzim olup olduk¢a pahali bir enzimdir. Glukoza
ilgisinin  diisiik  oldugundan reaksiyonlarda fazla miktarlarda kullanilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle tiretim maliyetini azaltmak i¢in enzimin reaksiyondan sonra
tekrar kullanimin1 saglayarak immobilize etmektir. Boylelikle enzimin tekrar tekrar

kullanimin1 saglanabilir.
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