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Yiksek Lisans Tezi

OZET

ANOXYBACILLUS AYDERENSIS AY9 B-GLUKOZIDAZ G226E MUTANTININ
KARAKTERIZASYONU

Ozgii YILMAZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Kadriye INAN BEKTAS
2022, 81 Sayfa, 2 Sayfa Ek

Enzimler, metabolik yolaklarin biyolojik anahtarlaridir. Bu metabolik yolaklarda gorev alan
enzimlerden biri olan B-glukozidaz dogada yaygin olarak bulunur ve tiim yasayan organizmalarla
iligkilidir. Glukoz hidrolaz ailesinin 6nemli bir grubunu temsil eden B-glukozidaz ¢ok sayida dogal
ve yapay substratlart bulunur ve bu substratlara karsi 6zgiinliigii farklidir. Bu nedenle, endiistriyel
acidan onemlidir. Bu ¢alismada, Anoxybacillus ayderensis Ay9 susundan onceden kolonlamis ve
N222S mutasyonuna sahip B-glukozidaz enzimine ikinci bir mutasyon yapmak amaciyla 226.
Rezidiistindeki glisin gliitamik aside doniistiirildii. Daha sonra mutasyonun enzim iizerindeki
etkisinin anlasilmasi icin enzim karakterizasyonu substrat olarak p-nitrofenil B-d-glukopiranozid
(pNPG) kullanilarak yapildi. Enzimin optimum sicakligi 50°C ve optimum pH degeri 7olarak
belirlendi. Enzimin K, Vinay, kear V€ Ki/kear degerleri sirasiyla 0,35 mM, 16,61 U/mg, 14,98 1, 42,26
s'mM ! olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus ayderensis Ay9, B-glukozidaz, p-nitrofenil B-d-glukopiranozid
(pNPQG).
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Master Thesis

SUMMARY

CHARACTERIZATION OF MUTANT B-GLUCOSIDASE G226E FROM ANOXYBACILLUS
AYDERENSIS

Ozgii YILMAZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Kadriye INAN BEKTAS
2022, 81 Pages, 2 Pages Appendix

Enzymes are biological keys of metabolic pathways. B-glucosidase taking part in methabolic
pathways is widespread and associated with all living things. B-glucosidase representing an
significant group of glycoside hydrolase family has plenty of natural and artificial substrates. Also,
it shows different substarate specificity against these substarates. Therefore, it is important for
industrial application. In this study, the enzyme which has already been cloned from Anoxybacillus
ayderensis Ay9 was used. Also, this enzyme has already been mutation with N222S. For the purpose
of making the second mutation at position 226, glycine was converted to glutamic acid. After that
enzyme characterization was performed to investigate the mutation effect on the enzyme by using p-
nitrophenyl -d-glucopyranoside (pNPG) as a substrate. The optimum temperature of enzyme was
50°C and the optimum pH was 7. Kinetic parameters were determined as 0,35 mM, 16,61 U/mg,
14,98 s, 42,26 s'mM! for Ky, Vinax kear V€ Ki/keas values, respectively.

Key Words: Anoxybacillus ayderensis Ay9, B-glucosidase, p-nitrophenyl B-d-glucopyranoside
(pNPG).
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Enzimler, ¢ok sayida metabolik yolaklarda yer alan biyolojik anahtarlardir. Bu
anahtarlar canli yasaminin siiriip gitmesini saglamak icin pek ¢ok hayati noktada gorev alir.
Yasamin kokeni olan niikleik asitlerden protein sentezine, canli yasami i¢in vazgegilemez
olan oksijen iiretimine, alinan besinlerin sindirilip enerji dongiisline katilmasina ve daha
bir¢ok olaganiistii siire¢lere dahil olurlar. Bu olaganiistii ve kritik siireglerde yer alan kilit
tasi enzimlerden biri de Beta-glukozidazdir (B-glukozidaz). Cogunlukla mantar, kiif ve
bakteriler tarafindan iiretiliyor olsalarda dogada yaygin olarak bulunurlar ve tiim yasayan
organizmalarla iligkililerdir (Czjzek vd., 2000; Koffi vd., 2012). Enzim, glukozit hidrolazlar
arasinda Onemli bir grubu temsil eder. Basitce [-glukozidaz, oligosakkarit veya
polisakkaritlerin indirgenmemis uglarindan B-1,4-glukozidik bagin hidroliziyle beta-D-
glukoz salinimini gergeklestirir (Opassiri vd., 2004).

Mikroorganizmalarda seliillozun par¢alanmasi, simbiyotik iliskilerde, diicre disindan
besin aliminda, konak patojen etkilesimlerinde onemlidirler (Singh vd., 2015). Bitki B-
glukozidazlar1 endosperm hiicre duvarimin yikilmasi, bitki zararlilarina karsi stres cevabinin
olusturulmasi, hiicre duvari i¢in gerekli maddelerin olusmasi benzeri siireclerde gorev alir.
Tgili enzimin eksikligi insanda otozomal resesif bir hastalik olan Gaucher hastaligina neden
olur (Beutler, 1991).

B-glukozidazlarin ¢ok sayida dogal ve yapay substratlar1 bulunur. Enzimin
substarlarima kars1t tamima, baglanma, hidroliz kabiliyeti agisindan farkliliklar
gostermektedir. B-glukozidazlarim dogada ¢esitli proseslerde yer almalari, substrat
ozgiilliikkleri ve bu 0Ozgiillik sayesinde farkli substratlara etki kabiliyetleri nedeniyle
endiistriyel uygulamalarda genis bir kullanim yelpazesine sahiptirler. Icecek endiistride,
meyve suyu ve sarap iretimi esnasinda aci tadin giderilmesinde, ugucu yag miktar
artirllarak cesitli caylarin aromasinin artirilmasinda kullanilirlar (Gueguen vd., 1998;
Harhangi vd., 2002; Su vd., 2010). Sofralik zeytin tadinin iyilestirlmesinde ve hayvan
yemlerinde katki maddesi olarak kullanilirlar (Sargin, 2015; Krisch vd., 2010).



Biyoteknolojik siireclerde seliilozik atiklardan biyoyakit ve etanol iiretimine ek olarak
onemli B-glukozitlerin sentezinde de kullanilirlar (Li vd., 2013).

Bu calismada, Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma
Laboratuvari’nda Anoxybacillus ayderensis Ay9 susunun daha 6nceden kolonlanmis ve
N222S bolgede mutasyona ugratilmig B-glukozidaz enzimine ikinci bir mutasyon yapmak
amaciyla 226. reziidiideki glisin. glumatik aside doniistiiriildii. Ardindan mutasyonlu
bolgenin, elde edilen proteine olan etksisinin anlasilmasi i¢in enzim karakterizasyonu

gergeklestirildi.

1.2. B-Glukozidaz Enziminin Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) enzimleri, enzimin
belirli kataliz reaksiyon mekanizmasindaki islevine goére adlandirilmasint ve
siniflandirilmasini yapmaktadir. Mevcut durumda yedi sinif bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla
oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ligazlar ve
translokaslardir (McDonald vd.,2009; URL-1). Enzimleri katalizledikleri kimyasal
reaksiyonlara bagli olarak bir Enzim Komisyonu numarast (EC numarasi) alirlar. EC
noktalarla boliinmiis dort sayidan olusur. Bir enzimi sinifa, alt sinifa, alt alt sinifa gore
numaralandirir ve son dordiincii bilesen o alt sinif igindeki tanimlayict bir seri numarasidir
(McDonald vd.,2009). B-glukozidazlar (EC.3.2.21), sirastyla hidrolazlarin bulundugu 3.
smifin (EC.3), glukozil bilesiklerini hidroliz eden glukozid hidrolazlarin (EC.3.2) ve O-
ve S- glukozil bilesenlerini hizroliz eden (EC.3.2.1 ) glukozidazlarin alt sinifinda yer alirlar
(Henrissat vd, 1985 ; Henrissat, 1991 ; Henrissat ve Bairoch, 1996 ; Henrissat ve Davies,

1997 ; Henrissat ve Davies, 2000) (Sekil 1).
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Sekil 1. [IUBMB’e gore B-glukozidazlarin siniflandirilmasi.

1.3. Hidrolazlar (EC 3)

Hidrolazlar, ortamda su varliginda substratlari hidrolize edebilen organik
makromolekiiler katalizorlerdir (Singhania vd., 2017). Substratlarin eter, peptit, ester,
glukozil, anhidrit C-C, C-Halojen, P-N gibi baglarin1 kirarak baglangica gore daha kiigiik
molekiillerin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu islevlerine ek olarak polimer modifikasyonu ve
polimerizasyon reaksiyonlar1 i¢inde kullamilabilmektedirler. Literatiirlerde hidrolaz
enzimlerinin polimer ¢alismalarinda diger enzimlerle kiyaslandiginda daha fazla kullanildig:
goriilmektedir (Kaciran, 2020). Fosfatazlar, glukozidazlar, lipazlar, peptidazlar, esterazlar

ve niikleositazlar yaygin kullanimi olan hidrolazlardan birkagidir (Giibitz ve Paulo, 2003).

1.4. Gluzokit Hidrolazlar (EC.3.2)

Glukozit hidrolazlar (GH), iki ya da ikiden fazla karbonhidrat arasindaki glukozidik
baglar1 hidroliz edebilildigi gibi bir karbonhidrat olan kisim ve karbonhidrat olmayan kisim
arasaindaki glukozidik baglarida hidrolize edebilen bir enzim grubudur. Bu sayede
polisakaritler ve oligosakkaritler icindeki glukozidik baglar1 parcalanmis olur ve daha kiigiik
metabolize edilebilir iiriinler ortaya ¢ikar (Cantarel vd., 2009). B-glukozidik bagin hidrolizi

glikosilasyon ve deglikosilasyon olmak tizere iki asamada gerceklesir. Reaksiyon



genellikle, yiiksek oranda korunmus TFNEP (asit/baz katalizorii) ve YI/VTENG (niikleofil)
peptit motifleri i¢eren katalitik olarak aktif iki glutamat rezidiisii katilimiyla gergeklesir (Xu
vd., 2004).

GH Aile 1 hidrolazlar, canli organizmalarda cesitli ve O6nemli roller oynarlar.
Ornegin, bitkilerde ¢imlenme sirasinda hiicre duvari kaynakli oligosakkaritlerin hidrolizi
edilmesi, bitki zararlilarina kars1 kimyasal savunma, aktif fitohormon seviyelerinin kontrolii
ve lignifikasyon gibi ¢esitli bir ¢ok siirecte onemli gorevleri vardir (Xu, vd., 2004). Ayrica,
GH Aile 1 hidrolazlar seliilolitik bakteri ve mantarlarda seliilozu glukoza indirgemek igin
salgilanan seliilaz komplekslerinin temel bilesenleridir (Be'guin, 1990; Fowler, 1993).
Bununla birlikte, tiim GH Aile 1 iiyelerinin karbonhidrat substratlarini hidrolize etmedigini
belirtmek gerekir (Raychaudhuri ve Tipton, 2002).

Okaryot, bakteri ve arkea GH Aile 1 enzimleri G-O-X ya da G-S-X tipi substratlar
hidrolize edebilmektedirler. Burada G B-bagli glukozil, mannozil, fukozil, galaktozil, 6-
fosfoglukozil veya 6-fosfogalaktozil bakiyesini, X ise diger bir glukozil bakiyesini veya
aglukonu temsil eder (Xu vd., 2004).

1.5. p-Glukozidaz (EC3.2.1.21)

B-glukozidaz ayrica emdiilsin, elateraz, B-1,6-glukozidaz, aril-B-glukozidaz, B-D-
glukozidaz, B-glukozit glukohidrolaz, geniobiaz, sellobiaz, arbutinaz, amigdalinaz, p-
nitrofenil B-glukozidaz, primeverozidaz, isimleriylede adlandirilir (URL-2).

Glukozidazlar glukozidik baglarin hidrolizinde gorevlidirler bu nedenle bakterilerde,
hayvanlarda, mantarlarda, bitkilerde dahil olmak iizere hemen her canlida bulunurlar. -
glukozidazlarin canlilar diinyasinda pek ¢cok biyokimyasal yolakta gorev almasindan dolay1
tim f-glukozidazlarin ortak katalitik ve yapisal oOzelliklerinin olmast beklenir. -
glukozidazlarin Aile 1 enzimlerinin altbirimlerinin 55 ile 65 kDa arasinda oldugu tespit
edilmistir ( Esen, 1993 ). Aile 1 B-glukozidazlarin her birinin monomerlerinin yapisinda
TFNEP, LGLNYY, SAYQIL, DNFEW, YRFSI ve YITENG diye adlandirilan korunmus
peptid motifleri vardir. Bunlardan iki katalitik glutamat igerip enzimin aktif bdlgesinin
bileseni olanlar YITENG ve TENEP’dir (Wiesmann vd., 1995; Sanz-Aparicio vd., 1998).

Aile 1-glukozidaz monomerleri, enzimin kaynagi olan organizmaya bagli olarak

amino asit sayist 447 (6rn., Bacillus polymyxia) ile 527 (6rn., beyaz hardal mirosinaz)



arasinda degisen polipeptit uzunluklarina sahiptirler. En uzun polipeptit zincir dkaryotik
enzimlerde bulunurken, en kisa olanlar ise arkebakteri ve Obakterilerde bulunur.
Glukozidazlarin katalitik olan aktif formu, 120 kDa'lik homodimerden veya bu homodimerin
multimerlerinden olusur (Esen, 2002).

B-glukozidazlar substrat se¢cimine gore tice ayrilirlar. Sinif 1 B-glukozidaz enzimleri
aril(alkil)-B-glukozidaz ve glukozil-B-glukozidaz aktiviteleriyle B-p-nitrofenilglukozit, B-p-
nitrofenilfruktozid, B-p-nitrofenilglukozit, laktoz, sellobiyoz ve benzeri substratlari; Sinif 2
B-glukozidaz enzimleri yalnizca glukozil-B-glukozidaz aktivitesine sahip olmasindan dolay1
sellobiyoz ve laktoz benzeri substratlari; Sinif 3 enzimleri sadece aril(alkil)-B-glukozidaz
aktivitesi olmasindan dolay1 B-p-nitrofenilglukozit ve benzeri substratlarin hidrolizini
yapabilirler (Terra ve Ferreira,1994 ).

B-glukozidazlar ilgili glukozitin indirgen olmayan [-1,4 bagli monosakkarit
rezidiilerinin hidrolizini katalize eder. Hangi monosakkariti uzaklastirabilmesine bagl
olarak isimlendirilirler. Ornegin, B-glukozidaz glukozu, B-galaktozidaz galaktozu ve pB-
ksilosidaz ksiloz bakiyelerini hidrolize edebilir. Cogunlukla, ayn1 B-glukozidaz glukozitlerin
farkli monosakarit kalintilarini hidrolize edebilir. Bu baglamda, B-glukozidaz glukozu etkili
bir sekilde uzaklastiran tiim enzimleri isimlendirmek amaciyla kullanilir. B-ksilosidaz, -
galaktozidaz ve digerleri sadece sirayla ksiloz ve galaktozu uzaklastirabilen, etkinlikleri

kisitli olan enzimleri belirtmek amaciyla kullanilir (Terra ve Ferreira,1994 ).



1.6. pB-Glukozidazlarin Kataliz Mekanizmalari

B-glukozidazlarin substrat hidrolizi, iki spesifik glutamik asitin katilmasiyla
glikosilasyon ve deglikosilasyon olmak iizere iki adimdan olusur (Esen, 2002).
Glikolizasyonda (T(F/L/M) NEP motifindeki asit katalizorii glutamik asit rezidiisiiniin,
glukozidik oksijeni protonlamasindan sonra aglukon salinimi ile birlikte kovalent bir
glikozil-enzim ara tirlinii olusur (Withers vd., 1990; Wang vd., 1995). Deglikosilasyon
basamaginda ise, ikinci katalitik glutamat rezidiisii artik bir anyon ve baz katalizoriidiir.
Glutamat sudan bir proton uzaklastirir ve ortaya bir OH- grubunun ¢ikmasini saglar. OH-
enzim ve glukon arasindaki baga niikleofilik bir saldir1 gergeklestirir. Bu durum glukon

salinimi ve niikleofilik glutamat kalintisinin yenilenmesini saglar (Esen, 2002) (Sekil 2).

'(0 0 0 0 ROH
Niikleofil i i \\/<' g‘o_’\l\_o

Glikolizasyon 0 (0\

Deglikolizasyon <.

B I Lo

Gegis durumm

Belirli kosullar altinda glikozil-enzim ara firlinline su yerine aril-, alkil- alkol,
Sekil 2. B-Glukozidaz enziminin glikolizasyon ve deglikolizasyon semas1 (Acar,2013).
monosakarit, disakarit, veya monoterpen alkol gibi farkli bir alic1 niikleofil tarafindan saldir1

gerceklesebilir. Reaksiyona sekerin girisi transglikosilasyona neden olur (Meleiro vd., 2017)

(Sekil 3).
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Sekil 3. Transglikosilasyon gerceklesmesi (Meleiro vd., 2017).

B-S-glukozidaz (mirosinaz) harici yapilarda TFNEP ve I/VTENG motifleri, krater
sekline sahip aktif bolge i¢inde glikon baglanmasi ve katilizinde gorev alirlar (Davies ve
Henrissat, 1995). Mirosinazlarda, B-O-glukozidaz TFNEP’inin homologu olan motif TINQL
bulunur. TINQL’de asit/baz katalizorii glutamik asit rezidiisii, bir glutamin rezidiisii ile
degistirilir. B-Glukosinolatlarin aglukonu kimyasal yapisi nedeniyle kolaylikla ayrilabilen
bir grup olmasindan dolayi, mirosinazda aglukon ayrilmasi i¢in protonik destege
gereksnimin duyulmaz (Esen, 2002).

GH Ailesi 1 tiyeleri, tiimii ayn1 genel (B/a)s katlanmasina sahiptirler ancak ancak
farkli substrat 6zgiilliikklerine sahip enzimleri igerirler (Bhatia ve Mishra, 2002; Esen ve

Cairns, 2010) (Sekil 4).



Halka B

Sekil 4. Misir B-glukozidaz Glul monomerinin {igiinciil yapisinin ve aktif bolgesi serit
diyagrami ile gosterimi (Czjzek vd., 2000). Diyagramdaki a-sarmallar ve -
ipliklerdeki farkli renkler ve renk gecisleri fic1 seklindeki ii¢ boyutlu yapidaki
polipeptit omurga goziikkmektedir.



1.7. Enzimin Endiistriyel Kullanim Alanlari

1.7.1. Besin Kalitesinin Tyilestirilmesi

Ulkemiz bulundugu konum nedeniyle zeytin yetistiriciliginde miisaittir ve diinya
zeytin liretiminde genis bir paya sahiptir. Sekoiridoid glukozit bir bilesik olan Oleuropein
act bir tada sahiptir. Bu fenolik bilesik zeytin agaci meyvesinde ve yapraklarinda
bulunmaktadir. Zeytinin yenilebilir hale gelmesi i¢in bu acilik unsurunun ortadan
kaldirilmas1 gerekmektedir. B-glukozidaz enzimi Oleurpein’in hidrolizini yapabilmektedir.
Sargin (2005) ve calisma arkadaslar1 B-glukozidaz enziminin sofralik yesil zeytin iiretiminde
iiriin kalitesinin artirilmasinda kullanilabilecegini gostermislerdir.

B-glukozidazlar icegek endiistrisinde sarap, sira ve meyve sularinda bulunan
glukozidik Onciillerden aromatik bilesiklerin enzimatik salinimda rol oynarlar. Ortama
ekstra enzim eklenmesi aromatik bilesiklerin salinimini artirabilir. Ayrica yukarida
bahsedilmis olan sofralik yesil zeytin liretiminde aciligin giderilmesi i¢in B-glukozidaz
enziminin kullanilmasi ¢alismasinda oldugu gibi narenciyelerden iiretilen meyve sularinda
Naringenin hidrolizi ac1 tadin azalmasini saglamistir (Krisch vd., 2010; Gueguen vd., 1998).
B-glukozidaz sarap, sira ve meyve sularina ek olarak ¢ay aromasimin artirilmasinda da
onemli role sahiptir. Cay aromasi, i¢ecegin kalitesini belirleyen en onemli etkenlerden
biridir. Bu aroma yenilebilir ugucu yaglar ekleyerek iyilestirelebilir. Bu aromalar g¢ay
bitkisinin yapraklarinda monosakkarit veya disakkarit glukozit Onciileri (B -D-
glukopiranozitler) seklinde tatsiz halde bulunurlar. B-D-glukozidaz gibi enzimlerle
glukozit dnciilerinin hidrolizi sayesinde bu aromalar serbest birakilabilir. immobilize B-
glukozidaz ile muamele edilen yesil cayda %20,69, siyah ¢ayda %6.79 ve oolong (bir gesit
Cin ¢ay1) cayda %10.30 oraninda toplam ugucu yag miktar1 artmistir (Su vd., 2010).

Gida endiistrisinde pek ¢ok gida ve igegegin liretiminin bir pargasi olan soya fastilyesi
glukozidik izoflavonlarca zengindir. Bu izoflavonlarin fitodstrojenik 6zellikleri vardir ve
osteoporoz, kardiyovaskiiler hastaliklar, meme kanseri gibi g¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde ve tedavisinde kullanilirlar. Ne yazik ki bu izoflavonlar esas olarak
glukozitlerin aktif olmayan formundadirlar. B-glukozidaz enzimi uygulanarak glukozitlerin
hidrolizi ile izoflavonlar aglukon formlarina doniistiiriiliir (Singh vd., 2015). Birkag ¢aligma,
soya siitlii fermantasyonu esnasinda B-glukozidaz aktivitesi olan laktik asit bakterilerinin

aglukon igerigini artirabildigini gostermistir (Marazza vd., 2009). izoflavonlarin aglukon
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formlari, glukozidik formlarina gore daha fazla biyolojik aktiviteye sahiptirler. Sindirim
esnasinda daha fazla ve daha hizli bir sekilde emilimleri gergeklesir (Izumi vd., 2000).
B-glukozidazlar insan besini kalitesinin artirilmast veya 1iyilestirilmesinde
kullanilabilmesine ek olarak hayvan yemlerinde de kullanilabilmektedir. Enzimin seliiloz
bazli yemlerde katki maddesi olarak kullanilmas1 yemin sindirilebilirligini artirir. Bu durum

tavuk ve domuz gibi tek mideli hayvanlar i¢in yararlidir (Krisch vd., 2010).

1.7.2. Biyokitle doniisiimii

B-glukozidazlar, biyoteknolojik c¢alismalarda yiiksek potansiyellerinden dolay1
biiyiik ilgi gormektedirler. Ozellikle seliilozun tam hidrolizi i¢in gerekli anahtar enzimdirler.
Lignoseliilozik biyokiitleden biyoetanol iiretiminde gérev alirlar (Meleiro vd., 2017).

Bir polisakkkarit olarak seliiloz canlilar diinyasinda en fazla bulunan
karbonhidratlarin  basinda gelmesine ragmen canlilarin  pek c¢ogu tarafindan
par¢alanamamaktadir. Seliilozun hidrolizinde B-glukozidaz ile birlikte 2 farkli enzim daha
gorev alir. Bu enzimler; endoglukanaz (endo-1, 4-B-glukanaz [EC3.2.1.4]) ve ekzoglukanaz
(sellobiyohidrolaz) (ekso-1, 4-B-glukanaz [EC3.2.1.91])’dir (Teeri, 1997). Endoglukanaz,
seliilloz molekiiliindeki B—1—4 baglarini rastgele hidrolize eder ve eksoglukanaz, sellobiyozu
ve diger oligosakkaritleri serbest birakir. Son olarak, -glukozidaz ise bu serbest kalan
oligosakkaritleri glukoza dontistiiriir (Bhat ve Bhat,1997). B-glukozidazin, sellobiyozu
glukoza hidrolize etmesiyle sellobiyoz inhibisyonu azalir, bu durum seliilolitik enzimlerin
daha verimli ¢aligmasini saglar (Saha ve Bodhast, 1996). Lignoseliilozik biyokiitlenin
dontisiimiindeki 6nemli sinirlama glukozun bilinen pek ¢ok B-glukozidazi gii¢lii bir sekilde

inhibe etmesidir (Meleiro vd., 2017).

1.7.3. insan Saghg ve Tip

Nadir goriilen bir hastalik olan Gaucher hastaligi, B-glukozidaz enziminin
eksikliginden dolay1 lizozomal dokularda glukoseramid birikmesi nedeniyle ortaya cikar.
Enzim ilgili hastalifin tedavisinde O6nemli bir role sahiptir (Butters, 2007). Gaucher

hastaliginin tedavi yaklagimlarindan biri enzim yerine koyma terapisi [Enzyme replacement
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therapy (ERT)]’dir. Tip 1 Gaucher hastaliinda B-glukozidaz enziminin ERT ydnteminde
kullanilmastyla basarili sonuglar elde edilmistir (Brady, 2006). Ayrica besin kalitesinin
tyilestirilmesi kisminda soya fasiilyesinde bulunan glukozidik izoflavonlarin osteoporoz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, meme kanseri gibi cesitli hastaliklarin Onlenmesinde ve
tedavisinde kullanilmasindan dolay1 enzimin dolayl: yoldan insan saglig1 iizerindeki 6nemli

gorevinden bahsedilmistir.

1.7.4. p-glukozidazlarin Diger Uygulamalar1 Alanlar:

Pinus contorta bitkisi B-glukozidazlari, bitkide bulunan koniferininin (4-O-
koniferilglukozid) hidrolizini saglayarak koniferil alkoliin ortaya ¢cikmasini saglar. Koniferil
alkol ligninin en 6nemli Onciiliidiir. Biosferde lignin seliillozdan sonra en fazla bulunan
maddedir ve bu tip B-glukozidazlar lignin biyosentezinde gorev almaktadirlar. Lignin
biyosentezinde islev géren bu B-glukozidazlarin aga¢ dayanikliligini ve bu agaglardan
iretilen kagitlarin kalitesini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Dharmawardhana vd., 1995;
Gemici-Palabiyik, 2004) .

Bitkilerde ayrica B-glukozidaz savunmada, biiyiime ve gelismede gorev alir. Bitkiler
cesitli cevresel kosullara ve bitki zararlilarina karsi stres cevabi olustururlar. Bu cevap
genellikle kimyasal senteziyle olmaktadir. Arabidopsis B-glukozidazi olan AtBG1 inaktif
absisik asitten hidroliz yoluyla aktif absisik asit olusturarak bitkide absisik asit artigina
neden olur. Bitkilerde aktif absisik asit artig1, kuraklik gibi abiyotik strese karsi tolerans
saglar ( Han vd., 2012). Savunma, bitkinin zarar gormesi durumunda toksik ve aci
aglukonlarin ortaya ¢ikarilmasi seklinde de gergeklesebilir. Bitkinin farkli kisimlarinda yer
alan substratlarin ve enzimlerin bir araya gelmesiyle bu cevap olusturulur (Gemici-
Palabiyik, 2004). Enzim, bitkiyi bazi patojenlerden ve otgullardan korumak amaciyla
giberellinler, oksinler, sitokininler gibi konjuge fitohormonlarin hidrolizi i¢in
tiyosiyanatlarin, terpenlerin, kumarinlerin ve siyaniirlin salinmasinda gorev alir
(Esen,1993).Bitki zararlisi bocekler tarifindan  yenilen Arabidopsis thaliana’da  [-
glukozidaz enziminin sifrelenmesinden sorumlu genlerde gen anlatimin artig1
gozlemlenmistir (Stotz vd., 2000). Misir B-glukozidazlari, bitkinin geng¢ ve biiyiiyen
kisimlarinda ¢oziiniir bir protein olarak fazla miktarda bulunmasindan dolayr enzimin bu

bitkideki islevi ve fizyolojik substratlar1 tam olarak bilinmemesine ragmen biiylime ve
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gelismede dnemli bir protein olabilecegi diistiniilmektedir (Esen,1993). Enzim germinasyon

esnasinda, endospermin hiicre duvarinin parcalanmasinda gorev alir (Leah vd 1995).

1.8. p-glukozidazlarin Substratlar1 ve Substrat Ozgiilliigii

Dogada farkli B-glukozidazlar, farkli substratlara tanima, baglanma ve aktivite
yoniinden dzgiilliik gdstermektedirler. Ornegin, iki farkli misir B-glukozidazi olan Glul ve
Glu2 cDNA'larmin her biri, sirastyla 566 ve 563 amino asit uzunlugunda Oncii protein
kodlar. Her iki protein olgunlastiginda 512 aminoasit uzunlugundadir. Glul’in tiim bitkide
gen anlatimi yapilirken Glu2 ¢imlenmeden sonraki 6. giinden itibaren yapraklarda gen
anlatim1 yapilir. Bu iki proteinin %90 niikleotid dizi benzerligi olmasina ragmen substrat
Ozgilligli yoniinden birbirlerinden farklhidirlar. Glul yapay aril-glukozitleri yiiksek bir
verimle hidrolize edebilirken Glu2 zayif bir sekilde hidrolize etmekte veya hig¢ hidrolize
etmemektedir (Cigek ve Esen, 1998). Glul nitrofenil glukozitler gibi yapay substratlari
Glu2’den yaklasik olarak bes ile alt1 kat daha verimli hidrolize etmektedir. Ayrica Glul
tarafindan kolaylikla hidrolize edilebilen 6-bromo-2-naftil-b-D-glukoziti, Glu2 hi¢ hidroliz
etmez (Czjzek vd., 2000).

B-glukozidazlarin ikincil fenolik glukozitlere karsi yiliksek substrat 6zgiilliigiine
ornek olarak elma ¢ekirdeklerinde bulunan p-glukozidaz enzimi verilebilir. Elma
cekirdeklerinde bulunan bu enzim floridzin (4,2°,4°,6’-tetrahidroksidihidrokalkon 2° [-
glukozit) substratina spesifiktir. Ayn1 aktivite elma yapraklarinda da goriiliir. Bu glukozidaz
standart kosullar altinda floridzini, 4-nitrofenil B-glukozidle kiyaslandiginda 370 kat daha
hizl1 hidroliz eder. Elma ¢ekirdeklerinde diger bir B-glukozidaz, siyanojenik glukozit olan
amigdalin hidroliz eder. Cekirdeklerin tabakalasmasi esnasinda 90 giin boyunca floridzin
spesifik B-glukozidaz artarken amigdalin hidroliz eden B-glukozidaz aktifitesi 60 giinden
sonra azalir (Hosel, 1993).

Lactobacillus antri  B-glukozidaziyla yapilan calismada enzimin substrat
ozgilliigiiniin glukozit seker bakiyelerinin diizenlemeleri ve baglanti sekilleriyle alakali
olabilecegi gosterilmistir. Enzim 1—6 baglarina, 1—2 baglarindan daha yiiksek 6zgiillikk
gostermistir. Glukozidinin seker pargcasinin C6 bakiyesiyle enziminde yer alan oksijen

etkilesiminin substrat 6zgiilliigiini etkiledigi diisiiniilmektedir (Kim ve Ma, 2018).
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Tablo 1. Farkli organizmalardan elde edilen dogal substratlar (Gemici-Palabiyik, 2004).

SUBSTRAT MONO-/DIGLUKOZIT KAYNAK ORGANIZMA
Amigdalin di- Prunus serotina
Neolinustatin di- Linum usitatissimum
Linustatin di- Linum usitatissimum
Prunasin mono- Manihat esculenta Crantz
Linamarin mono- Linum usitatissimum
Dihurin mono- Sorghum bicolor Moench
Gentiobioz mono- Prunus serotina
Sellobioz di- Trichoderma reesei

Hevea brasiliensis

Koniferin di-
Prunus serotina
Sello-Oligosakkarid di- Trichoderma reesei
Diboaglc mono- Secale cereale
Zea mays
Dimboagle mono-
Hordeum vulgare
Zeatin-O-Glukozid mono- Brassica napus
Piridoksin-5’-O-B-Glukozid mono- Oryza sativa
Benzilglukosinolat mono- Sinapis alba
Sinigrin mono- Lepidium sativum
Glukobrassicin mono- Sinapis alba
2-Hidroksi-3-Butenil-
mono- Sinapis alba
Glukosinolat
Glukosifingolipid mono- Homo sapiens

B-glukozidazlarin farkli organizmalardan elde edilen ¢ok sayida dogal substratlar
bulunmaktadir (Tablo 1). B-glukozidazlarin dogal substratlar1 genellikle saf ve kolay bir

sekilde elde edilebilmelerine ragmen in vitro kosullarda enzimlerin aktivitesini belirleme,
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dogal substratlar karakterize etme, enziminlerin substrata olan ilgisini anlagilmasinda daha
etkili sekilde kullanilabilmeleri ve kullanimlarinin kolay olmasi sayesinde yapay substratlar
B-glukozidazlarin analizlerinde tercih edilmektedirler (Conn, 1993; Czjzek vd., 2000 ). B-
glukozidazlarin yapay substratlarina 6rnek olarak indolglukosinolat, 6-bromo-naftil-B-D-

glukozid, 4-nitrogenil a-D-glukopiranozid ve p-nitrofenil-B-D-glukozit verilebilir.
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H
HO
HO
I EN—o " H on HO LY
c—c=N N\ %
e N H HC=N
. e
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H HO
HO- H H HO
—o HO Y
HO
H HO HH HO
HO H H HH
(o] N—OH H
HO = ) g
H HH HO Y o
< H
DIMBOA-B-glukozid Apigenin 7-O-B-glukozid Diadzin: R=H
Genestin: R=OH
2 & H HO
H HO H HO HO H
HO H HO H
HO Q
HO HO HH
HH HH OO —CHsy H
H H OH
Kumaril Alkol 4-g-glukozid Koniferin B Floridzin
(o)
o H HO
H HO HO
H H HO
HO o 7 i Cﬁ_o« # H oH H
H o
HO
HHoH
H
Absisik Asit Glukozil Ester Salisin
H HO H HO, HO. Glukozil Seramid
H N H H
HO H H o
+HO HO o)
HH HH HO T H H HOTH M
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—o
. b :0 H HO
a (o] H HO H
_ Hy oH N HO
H—n " HH O N a
HO H
H
H H
Striktosidin Laminaribiyoz

Sekil 5. Baz1 B-glukozidaz substratlarinin yapisinin agik gosterimi IUPAC sistemine gore
adlandirilmasi (Esen ve Cairns, 2010).
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Ik olarak siyanojenik glukozidler olan linamarin, dihurin, prunasin ve &nciisii
amigdalin gosterilmistir. Siyanojenik glukozitler bilesimlerinde bulunan siyanidi HCN
seklinde aciga cikararak toksik etki gosterirler (Ayaz vd., 2008). 2-O-B-D- glukopiranozil-
4-hidroksi-7-metoksi-1,4- benzoksazin-3-bir (DIMBOAGIc), flavonoid apigenin 7-O- B-D-
glukozid, izoflavonoid diadzin ve geneistin ve floridzin bitki zararlilarina kars1 savunmayla
iliskililerdir. Koniferin ve kumaril alkol monolignol B-glukozitlerdir. Absisik asit glukozil
ester, salisin ve indoksil B-glukozit bitki glukozitleridir. Striktosidin, ¢esitli monoterpen
alkaloidlerinin metabolik Onciisiidiir. Sellobiyoz ve laminaribiyoz, bitki hiicre duvarindan
bulunan oligosakkaritlerdir. Glukozil seramid, insan asit f-glukozidazin (GBA1) ve diger

memeli B-glukozidazlarinin substratlardan biridir (Esen ve Cairns, 2010) (Sekil 5).

1.9. p-glukozidazin Glukoz Toleransi

Bazi B-glukozidazlar glukoza toleransh olmasina ragmen ¢ogu B-glukozidaz glukoza
kars1 hassattir (Yang vd., 2015). Ozellikle yiiksek seker verimi istenen endiistriyel biyokiitle
hidrolizlerinde [-glukozidazin son iiriinii olan glukoz tarafindan geri beslenme
inhibisyonuna ugramasi sinirlayici bir etkendir (Singhania vd.,2017). Bircok B-glukozidaz,
lignoseliilozik biyokiitle hidrolizinde glukoz tarafindan inhibe edilir (Meleiro vd., 2017).
Seliilozun enzimatik hidrolizi sirasinda B-glukozidazin glukoz inhibisyonuna ¢ok duyarl
olmasmin Oniine gegmek amaciyla seliiloz kokteyline toplu olarak eklenir. Bu durum
enzimlerin maliyetinin artmasiyla sonuglanir. Mevcut sorunu ortadan kaldirmak ve daha
ekonomik fiyatlarda iiriin elde etmek i¢in glukoz tolerans1 yiiksek B-glukozidazlarin tiretimi
zorunludur (Singhania vd.,2013).GH1 ailesi B-glukozidazlari, GH3 ailesi f-
glukozidazlariyla kiyaslandiginda genellikle 10 ile 1000 kat daha fazla glukoza toleranshdir.
Bu durum glukozun katalitik bolgeye erisimiyle alakali oldugu diisiiniiliiyor. Termofilik bir
mantar olan Humicola insolens B-glukozidazinin aktif bolgesini derin ve dar bir boslukta
barmdirirken Abdopus aculeatus B-glukozidazinin aktif bolgesini s1g bir oyukta barindirir.
GHI H. insolens niikleofil rezidiisiiniin derinligi 17 A iken GH1 A. aculeatus 11 A’dur
(Giuseppe vd., 2014) (Sekil 6). Glukoz tolerans1 yliksek olan B-glukozidazlarin substrat
kanallarinda, glukoz girisi ve eliminasyonu i¢in ciddi dinamik farkliliklar bulunmaktadir

(Lima vd., 2021).
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Sekil 6. Iki farkl aileye ait p-glukozidaz enziminin aktif bolgesinin sematik goriiniimii
(Giuseppe vd., 2014). A, GH1 ailesi B-glukozidazinin aktif bolgesini; B, GH3
ailesi B-glukozidazinin aktif bolgesini; GLU glukozu temsil ediyor.

Halothermothrix orenii ve Paenibacillus polymyxa B-glukozidazlarinin modellerinin
benzer derinlik ve geniglige sahip olmalarina ragmen glukoz toleranslari farklidir. Bu durum
glukoz toleransinda ayrica bagska mekanizmalarinda etkili olabildigini gosterir. Glukozun
enzim tlizerinde baglanma bolgesi secimi enzimin toleransini etkiler. Eger glukoz substrat
kanalinin aktif bolgesine baglanma egiliminde ise substratla yarigsa girerek rekabetci
inhibisyon yoluyla enzim aktivitesini inhibe edebilir (Sekil 7.a). Glukoz tercihen kanalin dis
bolgesine baglanirsa substratin aktif bolgeye baglanmasi engellenmis olmaz. (Sekil 7.b).
Glukoz stimiilasyonunda ise kanalin ortasina baglanan glukoz, transglikosilasyon veya
allosterik etkiler gibi diger mekanizmalar sayesinde substratin parcalanma etkinligini

artirabilir. (Sekil 7.c) (Yang vd., 2015).
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(a) (b) (c)

inhibisyon Tolerans Stimiilasyon

Sekil 7. Glukozun, B-glukozidaz enzimine baglanma bolgesi tercihine bagli olarak enzim
aktivitesini gosteren temsili sema (Yang vd., 2015). (a) Glukozun, aktif bolgeye
baglanarak rekabetci inhibisyon yoluyla enzim aktivitesini inhibe etmesi. (b)
Glukozun, enzim aktif bolgesinin disina baglanarak glukoz toleransina neden
olmasi. (c) Glukozun substrat pargalanmasini uyarmasi.

1.10. B-Glukozidaz Enziminde Yapilan Nokta Mutasyonu Calismalari

Enzimlerin aktif bolgelerinde yapilan mutasyonlar sonucu elde edilen mutant
enzimler ile dogal enzimlerle kiyaslandiginda katalitik aktivitelerinde ciddi farkliliklar
gozlenebilmektedir (Kaiser ve Lawrence, 1984). Atomlarin farkli konformasyonel
durumlarinin ortaya ¢ikardigi sonuclari daha anlasilir hale getiren bir 6rnekleme yontemi
olan Hizlandirilmis molekiiler dinamikler ile yapilan yabani tip ve nokta mutasyonlu
mutantlarin  karsilastirmasinda mutasyonlarin glukoz toleransina pozitif yonde etki
edebilecegi gosterilmistir (Balogh vd., 2019; Lima vd., 2021). Trichoderma reesei [3-
glukozidazinin aktif bolge girisinde bulunan iki aminoasit rezidiisiinde ayr1 ayri yapilan
mutasyonlar ile enzimin glukoz toleransinda artis olmustur. Enzimin glukoz toleransinda
gerceklesen artisa ek olarak yabani tiple kiyaslandiginda spesifik aktivitesi 2.4 katina
cikmistir ve glukoz stimiilasyonunda da artis gozlemlenmistir (Guo vd., 2016). Thermotoga
neapolitana seker baglanma bolgesi +2’ye yakin rezidiilerde yapilan tekli, ikili ve {i¢li
mutasyonlar sonucunda direkt veya dolayli yollarla enzim kinetigini ve enzim doniisiim

sayisini etkilemistir (Khan vd., 2011) (Tablo 2).
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Giliney Cin Denizi’nin mikrobiyal metagonomundan elde edilen iki farkli
mikroorganizmaya ait B-glukozidazlar yliksek sekans benzerligi gostermelerine ragmen
glukoza toleranslar1 farklidir. Halothermothrix orenii B-glukozidaz1 diisiik glukoz
seviyelerinde yiiksek glukoz toleransina sahip iken ve Paenibacillus polymyxa ait B-
glukozidazin aktivitesi glukoz tarafindan kalici olarak inhibe edilmektedir. Bu iki proteinin
sekiz bolgesinde dizi farklilifi bulunmaktadir. Bu farkliliklarin enzimin aktif bdlgesine
yakin substrat kanalinda olmasindan dolay1 glukoz potansiyelini etkiledigi diisiiniilmektedir.
Bu farliliklar baz alinarak 228, 301 ve 302. rezidiilerde yapilan bolgeye yonelik tekli ve ¢iftli
nokta mutasyonlartyla glukoza toleransi olmayan enzimin glukoz toleransinin artigi
gozlemlenmistir (Yang vd., 2015) . Paenibacillus polymyxa ile yapilan baska bir ¢alismada
184. rezidiinlin histidinden fenilalanine doniistiirlimesi mutantin glukoza olan toleransini
artirmistir (Liu vd., 2011) (Tablo 2).

Thermoanaerobacter ethanolicus JW200 ve Thermotoga maritima (T. maritima) [3-
glukozidazlar1 ayni ailede bulunmalart ve %53 dizi benzerligi gostermelerine ragmen
muhtemel glukon baglanma bdlgelerindeki rezidii farkliliklarindan dolayr izoflavon
glukozitleri daha kii¢lik aglukonlara hidroliz etme yetenekleri farlidir. Bu farklilikalar g6z
ontine alinarak 7. maritima B-glukozidaz1 dizisinde yapilan tekli, ¢iftli ve tiglii mutasyonlar
sonucu elde edilen yedi mutantta p-nitrofenil -D-glukopiranozide (pNPG) substratina kars1
katalitik verimde gii¢lii bir artis gozlemlenmesine ragmen Michelaelis-Menten sabiti’nde
(Km) bir degisiliklik gozlenmemistir. Tiim mutantlar, izoflavonoid glukozitlerine karsi
katalitik verimliliklerinde diisiis gostermistir ve kuersetin substratina kars1 farkli katalitik
verim sergilemislerdir (Sun vd.,2014). T. Maritima B-glukozidaz: ile yapilan baska bir
calismada, enzimin bir alkil glukozit olan heksil-B-glukozidin sentezlenmeveriminin
artirtlmas1 amaciyla farkli alti rezidiide tekli mutasyonlar yapilmistir. Elde edilen
mutantlardan {iglinde trasnglikolizasyon aktivitesinin ve heksil-B-glukozidin sentezinin
artabilecegi gézlemlenmistir (Xue vd., 2021) (Tablo 2).

Asirt termofilik bir arke olan Pyrococcus furiosus ait B-glukozidazin 372. sirada
bulunan korunmus glutamik asit rezidiisiiniin aspartik asit veya glutamine degistirilmesi
spesifik aktivitede biiylik bir diisiise neden olmasina ragmen enzim Kkinetiginde ve
stabilitesinde 6nemli bir degisiklige neden olmamistir (Voorhorst vd., 1995). Benzer sekilde
Agrobacterium’dan klonlamis B-glukozidazin 358. aminoasiti olup niikleofil olarak islev
goren glutamik asit rezidiislinlin aspartik asit, asparajin veya glutamine doniistiiriilmesi ciddi

aktivite azalmasina neden olmustur. Ayrica bu mutasyon glikozil-enzim ara {iriiniinii ¢ok
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onemli Ol¢lide kararsizlastirmistir (Withers vd., 1992). Arabidopsis thaliana’dan izole
edilen intron icermeyen At2g25630 geninin 385. kodonu bir stop kodonudur. Bu nedenle,
YITENG motifinde yer alan 413. pozisyondaki niikleofil glutamik asit sentezlenemez. 1155.
aminoasit olan adeninin yonlendirilmis nokta mutasyonuyla guanine doniismesiyle (TGA —
TGG) stop kodonu bir triptofan rezidiisiine doniistiiriilmiistiir. Bu sayede tahmin edilen bir
erken durdurma kodonundan katalitik olarak aktif bir enzim elde edilmistir. Glutamik asit
rezidlisliniin substrat hidrolizi i¢in gerekliligi dogrulanmisir (Turan, 2008) (Tablo 2).
Endiistriyel uygulamalarda enzimin verimliligi son derece kritik bir 6neme sahiptir. Mariana
Cukuru'ndaki derin deniz suyundan izole edilen Alteromonas sp. 182 B-glukozidazi
halihazirda etanole tolaranslidir. Bu nedenle endiistriyel uygulamalarda sellobiyoz
doniisiimii ve biyoyakit liretiminde potansiyele sahiptir. Enzimin 171. aminoasit rezidiislinde
yapilan mutasyonla elde edilen mutant enzim yabani tipe gore termal olarak daha stabildir
ve glukoz toleransi daha iyidir. Ustelik rapor edilmis pek ¢ok B-glukozidazdan daha yiiksek
glukoz toleransina sahiptir (Sun vd., 2020) (Tablo 2).

Siit endiistrisi islem atig1 olan laktozun, tekrardan endiistriyel islemlere dahil
edilmesi son derece Onemlidir. Laktozun tekrardan endiistriye katilmasini saglama
yontemlerinden  biri  laktozdan  galaktooligosakkarit  iiretmektir.  B-glukozidaz
transglikolizasyon aktivitesiyle bu islemi gergeklestirebilmektedir.  Thermotoga
naphthophila’nin  414. aminoasit rezidisiniin fenilalaninden serine degistirilmesi

galaktooligosakkarit tiretimini artirmistir (Yang vd., 2017) (Tablo 2).



Tablo 2. B-Glukozidazla yapilan mutasyon ¢aligmalari

Olusturulan Mutasyona Ugratilmis Yapilan Mutasyonun Enzim
Kaynak Organizma Konak Organizma . Kaynakca
Mutasyon Alan/Alanlar Uzerindeki Etkisi
Spesifik aktivitede 200 kat kadar
E372D .
biiyiik bir diislise neden olmustur.
Pyrococcus furiosus Escherichia coli Tekli Voorhorst vd., 1995
Spesifik aktivitede 1000kat kadar
E372Q .
biiyiik bir diislise neden olmustur.
E358Q Ciddi aktivite azalmasina neden
olmustur. Ayrica bu mutasyon
Agrobacterium Escherichia coli Tekli E358D o ) | Withers vd., 1992
glikozil-enzim ara {iriiniinii ¢ok 6nemli
E358N Olciide kararsizlagtirmistir.
Tekli H228T Onemli glukoz toleranst artigt
Paenibacillus polymyxa Escherichia coli ) o Yang vd., 2015
Ciftli N301Q/V302F gozlemlenmistir.
Onemli glukoz toleransi artist
Paenibacillus polymyxa Escherichia coli Tekli H184F o Liu vd., 2011
gozlemlenmistir.
YITENG motifinde yer alan niikleofil
asit kalintisninin beta-glukozidaz
Arabidopsis thaliana Pichia pastoris Tekli 385W Turan, 2008

substrat hidrolizi i¢in mutlak

gerekliligi dogrulanmugitr.

20



Tablo 2’nin devami

F221L pNPG substratina kars: katalitik
verimde giiclii bir artis
Tekli N223L ' ) )
gbzlemlenmesine ragmen Michelaelis-
G224T Menten sabiti’nde (Ku) bir degisiliklik
T gbzlenmemistir. Tiim mutantlar,
Thermotoga maritima Escherichia coli Citli F221L/N223L ) . o Sun vd.,2014.
izoflavonoid glukozitlerine karsi
Ciftli F221L/G224T . o
katalitik verimliliklerinde diisiis
Ciftli N223L/G224T gostermistir ve kuersetin substratina
. kars1 farkli katalitik verim
Ugli F221L/N223L/G224T o )
sergilemislerdir.
N222F Trasnglikolizasyon aktivitesinin ve
Thermotoga maritima Escherichia coli Tekli Y295F alkil glukozidin sentezinin artabilecegi Xue vd., 2021
F414S gozlemlenmistir.
L167W Enzimin glukoz toleransinda
gerceklesen artiga ek olarak spesifik
Trichoderma reesei Escherichia coli Tekli aktivitesinde ve glukoz Guo vd., 2016
P172L

stimiilasyonunda da artis

gozlemlenmistir.
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Tablo 2’nin devami

Enzimin 171. aminoasit rezidiisiinde
yapilan mutasyonla elde edilen mutant

enzim yabani tipe gore termal olarak

Alteromonas sp. L82 Escherichia coli Tekli F171W daha stabildir ve glukoz toleransi daha Sun vd., 2020
iyidir. Ustelik rapor edilmis pek ¢ok -
glukozidazdan daha yiiksek glukoz
toleransina sahiptir.
Enzimin trasnglikolizasyon
aktivitesinin artirilarak endsiirtriyel bir
Thermotoga naphthophila Escherichia coli Tekli F144S yan iiriin olan laktozun Yang vd., 2017
galoktooligosakkaritlere doniistiiriilme
verimi artirilmistir.
Tokli G222M Thermotoga neapolitana seker
N221S baglanma bolgesi +2’ye yakin
rezidiilerde yapilan tekli, ikili ve ti¢lii
Thermotoga neapolitana Escherichia coli N221S/P342L Khan vd., 2011
Ciftli mutasyonlar sonucunda direkt veya
F219L/K214R dolayl yollarla enzim kinetigini ve
Uclii N221S/P165L/M2781 enzim doniisiim sayisini etkilemistir.
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Tablo 2’nin devami

F219L/P165L/M2781

G222Q/V203M/K214R

G222Q/P165L/M2781
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1.11. Anoxybacillus Cinsinin Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi, bakteri aleminin en biiyiik ailelerinden biri olan Bacillaceae
ailesine dahildir (Mandic-Mulec vd., 2015). Sube olarak Firmicutes’te, sinif olarak
Bacilli’de yer alir ve takimi ise Bacillales’tir (Gibsons ve Murray, 1978; Skermanvd., 1989;
Pikuta vd., 2009). Bu cinsin, Bacillus cinsinden ayrimi1 Anoxybacillus pushchinoensis
tanimlanmastyla yapilmistir (Pikuta vd., 2000).

Bacillaceae  familyasinin, dogal yasam alani olduk¢a genistir. Deniz
ekosistemlerinde, tatli sularda, tuz gollerinde, kaplicalarda, toprakta, havada, bitki
koklerinde yasayabilirler. Hatta, Kennedy Uzay Merkezi'nin temiz odalar1 gibi hig
alisilmadik ortamlarda da bulunabilmektedirler (Mandic-Mulec vd., 2015). Ayrica, insan
kaninda da Bacillaceae ailesi iiyesi bakteriye rastlanmistir (Schmidt vd., 2011). Ozellikle
sicak sularda ve hidrotermal habitatlarda yasayabilen termofilik tiirlerinin bulunmas: ticari
degeri yiiksek 1s1 stabil hiicre dis1 enzim iiretimindeki potansiyellerinden dolayr ilgi
cekmektedirler. Bu ailenin ¢ogu iiyesinin radyasyon, 1s1, kuraklik ve ¢esitli kimyasalar gibi
olumsuz cevre kosullarina karsi endospor olusturma yetenekleri vardir (Goh vd., 2013).
Bacillaceae’ler oval (cocci) veya cubuk (basil) sekildedirler (Beldiiz vd., 2015). Cogunlukla
aerobik veya fakiiltatif anaerobik solunum yaparlar ve tipik Gram-pozitif hiicre duvarina
sahiptirler (Mandic-Mulec vd., 2015).

Anoxybacillus sp. TSB-6 harici ¢ogu Anoxybacillus tiirlerinin optimal biiylime
sicakligl 50 ile 65 °C arasindadir (Paul vd., 2012). Anoxybacillus’lar alkalifilik veya alkali
toleranttirlar ve 5.6-10.5 aras1 pH degerlerinde yasayabilirler (Goh vd., 2013; Beldiiz vd.,
2015). Genomlarinda bir¢ok enzimin kodunu barindirirlar. Pullulanaz, amilopullulanaz, a-
amilaz, ksiloz-izomeraz ve CDase gibi nisasta hidrolizi yapabilen enzimleri kodlayan genler
tagiyabilirler (Beldiiz vd., 2015; Bolton vd., 1997; Chai vd., 2012; Kikani ve Singh, 2012;
Turner vd., 2005). Anoxybacillus tirlerinden, L-arabinoz izomeraz, fruktoz-1,6-
bifosfataldolaz, aliiminyum tolerans ATPaz, ksilanaz, tip II restriksiyon endoniikleaz1 (BflI
RE), o-L-arabinofuranosidaz, karboksilesteraz enzimleri dogal veya rekombinant olarak
saflagtirtlmistir (Ay vd., 2011; Beris vd., 2011; Canake¢r vd., 2008; D’Souza vd., 2004;
Ertunga vd., 2007; Kacagan vd., 2008; Li vd., 2011; Wang vd., 2009) (Tablo 3).
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Tablo 3. Anoxybacillus tiirlerinden saflastirilmis baz1 enzimler (Goh vd., 2013).

Enzim Kaynak Organizma Protein Tipi Optimal Optimal
Sicaklik (°C) PH
CDase A. flavithermus Rekombinant 57.5 6.5
L-arabinoz izomeraz A. flavithermus Rekombinant 95 10.5
Fruktoz-1,6- A. gonensis G2 Rekombinant 60 8.5
bifosfataldolaz
Aliiminyum tolerans A. gonensis G2 Rekombinant 73 6.0
ATPaz
Ksilanaz A. puchchinoensis A8 Dogal 55 6.5
Anoxybacillus sp. E2 Rekombinant 65 7.8
Tip Il restriksiyon A. flavithermus Dogal 60 8.0
endoniikleazi
(BfIl RE)
o-L- A. kestanbolensis Rekombinant 65 5.5
Arabinofuranosidaz AC26Sari
Karboksilesteraz Anoxybacillus sp. PDF1 Rekombinant 60-65 8.0
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Tablo 3’un devamudir.

a-amilaz A. flavithermus Dogal 60 5.5-6.0
DSM2641
Dogal 80 7.0
Anoxybacillus sp. TSSC-
1
Rekombinant 60 8.0
Anoxybacillus sp. SK3-4
Rekombinant 60 8.0

Anoxybacillus sp. DT3-1

Rize Ayder’in sicak sularindan izole edilen termofilik Anoxybacillus ayderensis
ABO047 susu, basil sekilli Gram-pozitif bakteri olup biiyeme i¢in gerekli sicaklik 30 ile 70 °C
araligindadir. Optimal biiytime sicakligi ise 50 ile 55 °C araligindadir. D-ksiloz, D-siikroz,
D-mannoz, D-mannitol, D-glukoz, D-fruktoz, D-rafinoz, L-arabinoz, maltoz gibi ¢esitli
karbon kaynaklarmin varliginda iireyebilen fakiiltatif anaeroblardir. Kolenileri 1-2 mm
capinda ve yuvarlak sekillidir. Elverissiz kosullar altinda terminal, kiiresel endospor
olustururlar. Kompleks bir karbonhidrat olan nisasta ve jelatinin hidrolizini yapar. Biiyiime
ortaminda yeterli miktarda ampisilin, tetrasiklin, streptomisin, kanamisin, gentamisin veya

stilfat varliginda biiylime inhibe edilir (Diilger vd., 2004).

1.11.1. Anoxybacillus ayderensis Ay9

Tez kapsaminda, Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma
Laboratuvari tarafindan izole edilip, tanimlanan Anoxybacillus ayderensis Ay9 bakterisi
calistlmuisitr. Anoxybacillus ayderensis Ay9 bakterisi, genomunda B-glukozidaz geni tagiyan
termostabil bir bakteridir. Rize Ayder’in sicak sularindan izole edilip genom dizilemesi
yapilmistir. B-glukozidaz proteini kolonlanmis ve biyokimyasal analizleri sentetik pNPG
substratiyla yapilmistir. Bunun sonucunda GHI ailesine ait oldugu anlasilan enzim,
maksimum aktivitesini 50 °C’de ve pH8’de gostermistir. HgCl> enzimin aktivitesini

tamamen indirgemesine ragmen metallerin cogundan az miktarda etkilenmistir. Deterjan
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testlerinde SDS’in B-glukozidaz enzimi i¢in gii¢lii bir inhibitdr oldugu anlagilmistir. Geri
beslenme inhibisyonuna neden olan glukoza karsi toleransi yiiksek olan bir enzimdir. Enzimi
kimyasallara, bir¢ok metale ve glukoza toleransinin yiiksek olmasi biyoteknolojik ¢alismalar

icin ilgi ¢ekici yapmaktadir (Zada vd., 2021).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), Etil alkol, Kanamisin (Applichem A1493), IPTG (Applichem A1008),
Amfisilin (Applichem A0839), EDTA (Merck 84211000), dNTP seti (Promega), Agar
(Himedia), CaCl> (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem A10070005), Commassie Brillant Blue
G-250, Commassie Brillant Blue R-250 (Merck 2C2133453), Etanol, Fosforik Asit (Merck
563.2500), Sodyum Asetat (Merck TA867065), K2HPO4 (Merck A678671), KH2PO4
(Merck 567300), Trizma Baz (Sigma T1503), SDS, Akrilamid (Sigma A8887), Bis-
akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu 080702), B-merkaptoetanol (Merck
805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), Gliserol (Merck K40789992008),
4-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid (Sigma N7006), TEMED (Janssen Chimica), DNA
Ladder (N3232L), Protein Ladder (V8491), Ncol (Promega), EcoRI (Promega), HindIII
(Promega), T4 DNA Ligaz (NEB), Taq DNA polimeraz (Promega), pGEMT Easy Vector
System I (Promega), Plazmit DNA izolasyon kiti (Fermentas), GeneJET Jel Ekstraksiyon
Kiti (Qiagen), Ni-Metal Affinity Resin (Qiagen) belirtilen firmalardan temin edilmistir.

2.2, Kullanilan Besiyerleri

(Calismalarda kullanilan LB (Luria-Bertani) siv1 besiyeri, 1 L ddH2O igerisinde, %1
(w/v) tripton, %0,5 (w/v) NaCIl, %0,5 (w/v) yeast ekstrakt, olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan besiyeri, otoklavda, 121°C’de 20 dk boyunca steril edildi (Luria, 1984).
LB (Luria-Bertani) kat1 besiyerinin hazirlanis1 sdyledir: 1 L ddH2O igerisinde, %1 (w/v)
tripton, %0,5 (w/v) yeast ekstrakt, %0,5 (w/v) NaCI ve %1,2 (w/v) agar olacak sekilde
hazirlandi. Hazirlanan besiyeri, otoklavda 121°C’de 20 dk boyunca steril edildi (Luria,
1984).
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2.3. Kullanilan Bakteriler ve Vektorler

Calismalarda Escherichia coli BL21, Escherichia coli JM101 ve pET-28a(+)
ekspresyon vektorii (Invitrogen), pGEM-T Easy klonlama vektdrii kullanildi.

2.4. p-glukozidaz Geninde (bglAy9 N222S) G226E Nokta Mutasyonunun
Olusturulmasi

Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari’nda 1001
TUBITAK proje kapsaminda daha dnceden elde edilip mutasyona ugratilarak klonlanmig
olan Anoxybacillus ayderensis Ay9 kaynakli N222S mutasyonlu B-glukozidaz genini
(bglAy9 N2228S) iceren pET28a(+)-bglAy9 N222S plazmiti kalip olarak kullanildi. bglAy9
N222S B-glukozidaz geninin 226. bdlgesinde bulunan glisini glutamik asit ile degistirmek
icin 226. bolgede glutamik asit olusturacak sekilde dizayn edilen P3 ve P4 primerleri, bir
sonraki asamada [-glukozidaz geninin bir biitiin olarak elde edilmesi i¢in birbirine
komplementer bolgeler igerecek sekilde dizayn edildi. Ayrica, elde edilen geni pET28a(+)
vektoriine klonlamak igin restriksiyon enzim bolgelerini iceren P1 ve P2 primerleri dizayn

edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Kullanilan Primerler

Kodu | Primer Adi = Primer Dizisi Restriksiyon
Enzimi Kesim
Bolgesi

P1 AydA9-F 5'- ggCCATggTgCTTCAgTTTCCgAAAgAT -3°  Ncol

P2 AydA9-R  5- AAgCTTTTTgTCATTgTCTACTTgCaaTC -3' = Hindlll

P3 G226E-R 5’-ACCgCATACTGAggTgTCAAATTC-3° =

P4 G226E-F  5°- ATTTgACACCTCAgTATGCggTCg -3° —
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Nokta mutasyonu, iki agsamali olmak iizere ii¢ PZR reaksiyonu (PZR1, PZR2, PZR3)
ile gergeklestirildi. Ilk asamada, gende hedeflenen mutasyonun olusmast i¢in iki ayr1 PZR
reaksiyonu (PZR1 ve PZR2) gerceklestirildi. PZR1 reaksiyonunda, P1 ve P3 primerleri
kullanilarak fragment 1; PZR2 reaksiyonunda, P2 ve P4 primerleri ile fragment 2 elde edildi.
Bu agamada birbirine komplementer bolgesi bulunan eksik iki parga olarak elde edildi. PZR1
ve PZR2 reaksiyonlar1 belirli kosullar altinda gergeklestirildi. PZR 1 i¢in Go taq polimeraz
1X buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.2 uM P1 ve P3 primerleri, 1.25 U Go tag DNA
Polimeraz ve 1 pl pET28a(+)-bglAy9 N2228S kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlands. ilk
denatiirasyon 95 °C’de 180 sn tek dongii olarak gerceklesti. Denatiirasyon 95°C’de 30
saniye, baglanma 50 °C’de 30 sn, uzama 72 °C’de 30 sn olmak iizere birbiri ardina
gerceklesen reaksiyonlar 36 dongii olarak gergeklesti. Son uzama 72 °C’de 300 sn olarak
gerceklestirildi. PZR 2 i¢in Go taq polimeraz 1X buffer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.2
uM P2 ve P4 primerleri, 1.25 U Go taqg DNA Polimeraz ve 1 pl pET28a(+)-bglAy9 N222S
kullanilarak reaksiyon karisimi hazirlandi. Ilk denatiirasyon 95 °C’de 180 sn tek déngii
olarak gergeklesti. Denatiirasyon 95°C’de 30 saniye, baglanma 51 °C’de 30 sn, uzama 72
°C’de 30 sn olmak iizere birbiri ardina gerceklesen reaksiyonlar 36 dongii olarak gerceklesti.
Son uzama 72 °C’de 300 sn olarak gerceklestirildi. Elde edilen PZR1 ve PZR2 iiriinleri %1
agaroz jelde yiriitiildii. Biorad jel goriintiileme cihaziyla goriintiilendi. Beklenen agirliktaki
PZR iiriinleri jel piirifikasyon kitiyle ekstrakte edildi.ikinci asamada, PZR1 ve PZR2
sonucunda agaroz jelden ekstrakte edilen fragment 1 ve fragment 2 kalip olarak kullanilarak,
P1 ve P2 primerleri ile PZR3 reaksiyonu gerceklestirildi. PZR3 i¢in, Go taq polimeraz 1X
buffer, 1.5 mM MgCly, 0.2 mM dNTP, 0.2 uM P1 ve P2 primerleri, 1.25 U Go taqg DNA
Polimeraz 1 pl fragment 1 ve 1 pl fragment 2 kullanilarak reaksiyon karigimi hazirlands. ik
denatiirasyon 95 °C’de 180 sn tek dongii olarak gerceklesti. Denatiirasyon 95°C’de 30
saniye, baglanma 50 °C’de 30 sn, uzama 72 °C’de 30 sn olmak {izere birbiri ardina
gerceklesen reaksiyonlar 36 dongii olarak gergeklesti. Son uzama 72 °C’de 300 sn olarak
gergeklestirildi. PZR3 reaksiyonu sonucunda fragment 3 elde edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Mutasyon olusturmak i¢in takip edilen PZR basamaklari. A, bglAy9 N222S
mutantina ait diziye primerlerin baglanma yerlerini gosteriyor. B, PZR1 ve PZR2
gergeklestirildikten sonraki olusan fragment 1 ve fragment 2. C, PZR3 i¢in
fragment 1, fragment 2 iizerinde P1ve P2 primerlerinin baglanma bdlgelerini temsil
ediyor. D, PZR3 sonucu mutasyonlu fragment 3. P1 AydA9-F primerini, P2
AydA9-R primerini, P3 G226-R primerini ve P4 G226E-F primerini temsil ediyor.

2.5. bglAy9 N222S /G226E Mutant B-Glukozidaz Geninin pGEM®-T Easy
Klonlama Vektoriine Klonlanmasi

Elde edilen DNA fragmenti, baz dizilimi belirlemek amaciyla pPGEM®-T Easy
Klonlama vektori ile ligasyon yapildi. 16°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Reaksiyon
belirli sartlar altinda gergeklesti (Tablo 5). Ardindan CaCl, methodu ile hazirlanan
Echerichia coli JM101 kompetent hiicresine transforme edildi. Transformasyon amaciyla,
igerisinde 200 pl konak hiicresi bulunan santrifiij tiipiine, 10 pl ligasyon iiriinii eklendi ve
ardindan 30 dk buz iizerinde bekletildi. Inkiibasyon ardindan 6rnek, 42°C’lik 1sitict blokta
iki dk bekletildi ve siirenin sonunda her bir tiipe 200 ul LB siv1 besiyeri eklendi. 37°C’de iki

saat inkiibasyondan sonra, 50 pg/mL kanamisin igeren LB agar petrilerine yayilarak,
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37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi (Sambrook vd., 1989). LacZ geni

icerisine yerlestirilen DNA fragmentini iceren hiicrelerin olusturdugu beyaz koloniler
secildi. Plazmit izolasyonu yapildi ve EcoRI kesimi ile genin varligi tesbit edildi. Elde edilen
fragment sekans analizi yapilmak iizere Macrogen firmasina génderildi. Sekans sonucu,
BLAST araciligi ile, Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC) verilerle karsilagtirildi ve
elde edilen sekansin bglAy9 N222S/G226E B-glukozidaz genine ait oldugu tespit edildi.

Tablo 5. pPGEM®-T Easy vektorii ligasyonu igin tepkime bilesenleri.

pGEM®-T Easy klonlama vektorii ligasyon bilesenleri
1 pL 10X T4 DNA ligaz tamponu
3 puL Kalip DNA

1 pL (1:1 sulandirilmis vektor)pGEM-T Easy klonlama vektori
1 uL T4 DNA ligaz (1 U)
4 uL ddH20

2.6. bglAy9 N222S/G226E Geninin pET28a (+) Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

Rekombinant pGEM-T Easy vektorii (icerisinde bglAy9 N222S/G226E genini igeren
vektor), Ncol ve Hindlll enzimleri ile kesildi. Daha sonra, ayni enzimlerle kesilmis olan
pET28a(+) ekspresyon vektoriine T4 DNA ligaz kullanilarak firmanin 6ngérdigii sartlar
altinda ligasyon yapildi. Ligasyon liriinii, E. coli BL21(DE3) LysS susuna, yukarida anlatilan
CaCl; transformasyonu yontemi ile aktarildi ve transformasyon iirtinti, 50 pg/mL kanamisin
igeren LB agar petrilerine yayilarak, 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda
elde edilen kolonilerden, plazmit izolasyonu yapildi. Bos pET28a(+) vektoriinden agir olan
plazmitler 6nce Ncol enzimi ile kesildi. 65°C’de 15 dakika enzim inaktif hale getirildi.
Ardindan HindIll enzimi ile kesim yapildi. Kesim reaksiyonlariin her biri 37°C’de 2 saat
boyu inkiibasyonla gerceklestirildi. Kesimin ardindan 6rnekler, DNA ladder ile birlikte %

0,8’lik agaroz jelde vyiiriitiildii. Istenen biiyiikliikte elde edilen fragmentin sekans analizi
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yapilmak tlizere Macrogen firmasina gonderildi. Sekans sonucuna gore mutasyonun varligi,

Clustal omega, Gentle ve Snapgene programlar1 kullanilarak tespit edildi.

2.7. bglAy9 N222S/G226E mutant p-glukosidaz Geninin Asir1 Ekspresyonu

bglAy9 N222S/G226E [-glukosidaz genini igceren Rekombinant pET28a (+)
vektoriine sahip kolonilerden (E. coli BL21(DE3) LysS) hiicre, 50 pg/ml kanamisin igeren
50 ml LB sivin besiyerine ekilerek gece boyu inkiibe edildi. Ardindan gece kiiltiiriinden
optik yogunlugu 0.1 olacak sekilde 50 pg/ml kanamisin igeren 2L LB s1v1 besiyerine ekim
yapildi. Kiiltiir, optik yogunluk 0,6-0,9 ulasincaya kadar 37°C’de inkiibe edildi ve genin
overekspresyonu i¢in son hacim 1 mM olacak sekilde IPTG (Isopropil eklenerek T7
promotoru indiiklendi. Indiiklemenin ardindan kiiltiir 37°C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.
Biiyiitiilen hiicreler 11.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant atild1 ve
pellet 50 mM Sodyum Fosfat tamponu (pH 8) ile ¢oziildii. Ardindan %70 siddetinde, 0,6
devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikatdr ile sonike edildi. Elde edilen hiicre soliisyonu
14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Pellet kism1 atilarak siipernatant alindi. Elde
edilen {irtin, 5 mM pNP-G substrati ile 40°C’de 30 dk inkiibe edilerek B-glukozidaz aktivitesi
tespit edildi.

2.8. BglAy9 N222S/G226E Enziminin Ni- Afinite Kromatografisi ile
Saflastirilmasi

BglAy9 N222S/G226E proteinini saflastirmak icin Ni Afinite kolonu kullanildi.
Kromatografi manuel olarak yapildi. 1 ml kolon maddesi iceren kolon 3 ml buffer A ile
dengeye getirildi. Daha once B-glukozidaz aktivitesi teyit edilmis olan ham protein, 1:1
oraninda buffer A ile karistirildi ve kolona yiiklendi. Histidin etiketi igermeyen proteinlerin
uzaklastirilmasi i¢in kolondan 10 ml Buffer A gecirildi. Son olarak, kolondan 1’er mllik
ependorflara ayrilarak, 10 ml buffer B gecirildi. Elusyon {iriinlerinden B-glukozidaz

aktivitesi olan ependorflardan alinan 6rneklerin safligit SDS-PAGE analizi ile tespit edildi

(Tablo 6).
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Tablo 6. Ni-Afinite kromotografisinde kullanilan soliisyonlar.

Buffer A Buffer B
20 mM Tris.HCI buffer (pH 7,5) 20 mM Tris.HCI buffer (pH 7,5)
5 mM B-merkaptoetanol 5 mM B-merkaptoetanol
0,2 M NaCl 0,2 M NaCl
0,5 M Imidazol

Elde edilen enzimi kimyasallardan arindirmak i¢in diyaliz yapildi. Bunun i¢in enzim
diyaliz membrani i¢ginde 20 mM Sodyum Fosfat (ph 8) tamponu igerisine 1 gece boyunca

manyetik karistiricida dondiiriilerek inkiibe edildi.

2.9. SDS-PAGE Analizi

Protein jel elektroforezi Hoeffer SE 600 marka cihazla gercekleistirildi. Elde edilen
proteinin molekiiler agirhignin tayini i¢in molekiil agirligi bilinen bir markerla SDS
(Sodyum dodesilsiilfat) poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildii. Her 6rnek (50 pg
protein) yiiklenirken esit miktarda muamele tamponu (%20 Gliserol; 0,15 M Tris-HCl pH
6,8; % 6 B-merkaptoetanol; % 4 SDS) eklendi. Ardindan 99°C’de dort dakika bekletilip
%12’lik sodyum dodesil siilfatpoliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklendi (Maniatis
vd.,1982). 15 mA akim verilerek yiirlitme boyasmin jelden ¢iktig1 emin olunana kadar
yiriitildi. Yiriitme tamamlandiktan sonra Commasie Brillant Blue (%50 metanol, % 0,125
Brillant Blue R-250, %10 asetik asit) boyasiyla 1 saat boyunca boyandi. Boyamanin hemen
ardindan jel 1. yikama soliisyonuna (%10 Asetik asit, %50 Metanol, %40 ddH20) alind1 ve



35

1 saat bekletildi. Bir saatin sonunda jel 2. yikama solusyonuna (%7 asetik asit, %5 metanol)
alindi ve protein bantlar1 belirginlesmesi beklendikten sonra bilgisayar tarayicisiyla

fotograflandi.

2.10. Bradford Yontemiyle Protein Konsantrasyon Tayini

Protein konsantrasyon tayini Bradford (1976) metodu ile tespit edildi. ilk olarak,
Commassie Brillant Blue G-250 boya soliisyonu hazirland1. %5 etanol igerisine % 0,01 (w/v)
boya solusyonu ¢oziindiiriildii ve karanlik ortamda filtre kagidi1 yardimiyla filtre edildi.
Protein standart grafigi olusturmak i¢in BSA (Bovin Serum Albumin) kullanild1. 5,10, 15,
20, 40, 60, 80 pg konsantrasyonlarindaki BSA proteini 0,15 M NaCl ile 100 pl’ye
tamamlandi. Her bir ¢ozeltiye 6nceden hazirlanan 3 ml CBB-G250 boya soliisyonundan
eklendi, Ornekler vortekslendi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Ardindan
spektrofotometrede 595 nm’de dl¢iim alinarak standart grafigi olusturuldu.

Calisma boyunca protein konsantrasyon tayinleri hazirlanan standart kullanilarak
olgiildii. Olgiim icin; 10 ul protein, 90 ul 0.15 M NaCl ve 3 ml CBB-G250 karistirildi,

vorteksiendi ve 15 dakika inkiibasyonun ardindan spektrofotometrede okutuldu.

2.11. BglAy9 N222S/G226E Enziminin Karakterizasyonu

BglAy9 N222S/G226E enziminin biyokimyasal aktivitesi, standart aktivite testine
gore p-NPG substrati kullanilarak yapildi. Reaksiyon toplamda 500 pl olacak sekilde 1mM
p-NPG, 50 mM sodyum fosfat (pH 8) ve 0.2 pg enzim kullanilarak kuruldu. 50°C’de 10
dakika inkiibe edildikten sonra ImM 500 pl NaxCOs3 durdurma tamponuyla muamele edildi.
Enzim igermeyen reaksiyon kor olarak kullanilarak renk degisimi spektrofotometre
cihazinda 450 nm’de 6l¢iildii. Mevcut deney kosullarinda, bir pmol pNP/dakika olusumunu

icin gerekli olan enzim miktar1 bir birim enzim aktivitesi olarak belirtilmistir.
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2.11.1. Optimum Sicakhk

BglAy9 N222S/G226E‘nin en iyi ¢alistig1 optimum sicaklik degeri 30, 40, 50, 60, 70
ve 80°C’ye ayarlanmuis 1sitic1 blokta gergeklestirilen seri reaksiyonlar ile p-NPG varliginda
belirlendi. Bu aralikta aktive dl¢limii yapilarak bir optimum sicaklik grafigi olusturuldu.

Devaminda yapilan ¢alismalar tespit edilen optimum sicaklik baz alinarak gergeklestirildi.

2.11.2. Optimum pH

BglAy9 N222S/G226E enzimi i¢in en uygun pH degerinin anlagilmasi i¢in farkli pH
degerlerinde tamponlarla reaksiyon gerceklestirildi. 50 mM sodyum sitrat tamponu (pH 3-
6), 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7-8) ve 50 mM Glisin-NaOH (pH 9-10) tamponlari
kullanildi. Devaminda yapilan c¢alismalar tespit edilen optimum pH baz alinarak

gerceklestirildi.

2.11.3. Enzim Kinetigi

50°C’de 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) i¢ersinde farkli konsantrasyondaki
(0,2-1,6 mM) p-NPG substratinin hidroliz edilme orani 6lgiildii. Elde edilen verilerden
yararlanilarak enzimin maksmimum hiz1 (Vmax) ve Michaelis-Menten sabiti (Ky») saptandi.

Michaelis-Menten ve Linewever-Burk grafikleri olusturuldu (Lineweaver ve Burk, 1934).

2.11.4. Termal Kararhhk

Isinin BglAy9 N222S/G226E enzimin termal kararliligina olan etkisinin anlagiimasi
i¢in, enzim oda sicakliginda ve 55°C’de 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) icerisinde 1,
3,5,24,48, 76,96 ve 168 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite
(%); optimum pH ve sicaklikta p-NPG substrat1 ile 30 dk.’lik bir reaksiyon sonucunda
ol¢iildii.
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2.11.5. pH Kararhhg

pH’nin BglAy9 N222S/G226E termal kararliligina olan etkisinin anlagilmasi i¢in 50
mM sodyum fosfat tamponu pH 6, 50 mM Tris-HCI tamponu pH 7 ve 50 mM Tris-HCI
tamponlarinda 50°C’de 168. saate kadar inkiibe edildi. inkiibasyonun 1., 3., 5., 24., 48., 76.,
96. ve 168. saatlerinde kalan aktivite (%); optimum pH ve sicaklikta pNPG substrat1 (10
mM ) ile 30 dk.’lik bir reaksiyon sonucunda 6l¢iilerek enzimin en kararli oldugu pH degeri

belirlendi.

2.11.6. Metal iyon Etkisi

NiClz, KCI, MnSOs4, CaCl;, MgCl,, CoClz, ZnSO4, CuSos4, FeSO4, HgCl> tuzlar
metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisinin anlagilmasi amaciyla kullanildi. Enzim, ialve
edilen 0.5mM ve 5 mM metal tuzlar ile 50°C’de 30 dakika inkiibe deildi. Inkiibasyon
sonrast, metal igeren enzimlerin aktivitesi p-NP butirat substrati kullanilarak belirlendi.
Metal tuzlar1 olmadan enzimin aktivitesi, metal igeren enzimlerin kalan aktivitesinin

belirlenmesi amaciyla %100 olarak kabul edildi.

2.11.7. Deterjanlarin, inhibitérlerin ve Organik Céoziiciilerin Etkileri

Iyonik veya non-iyonik deterjanlar olan Tween 20, Triton X-100, SDS (%1 v/v, %5
v/v, %10 v/v ), organik ¢dziicli olarak propanol, etanol, biitanol, DMSO, metanol, dioksan
(%5 vIv, %10 vIv, %20 v/v ), potansiyel inhibitér olarak EGTA, DTT, EDTA ve DEPC (1
mM, 10 mM ) kullanilarak 50°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmesiyle enzimin
aktivitesi iizerindeki etkileri belirlendi. Deterjan, oraganik ¢oziicii ve potansiyel inhibitorler
olmadan enzimin aktivitesi, kalan aktivitenin belirlenmesi amaciyla %100 olarak kabul

edildi.
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2.11.8. Glukoz Toleransi

Glukozun enzim aktivitesine olan etkisi belirlenmesi 1, 2, 4, 6, 8, ve 10 mM glukoz

konsantrasyonlari kullanilarak 50°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmesiyle belirlendi
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3. BULGULAR

3.1. bglAy9 N222S/G226E Geninin Elde Edilmesi

bglAy9 N222S/G226E mutasyonlu [-glukozidaz geninin elde edilmesinde
uygulanan iki asamali PZR reaksiyonunun birinci basamaginda 1. PZR sonucunda 688 bp
ve 2. PZR sonucunda 699 bp’lik DNA fragmentleri elde edildi. 3. PZR sonucunda ise 1365
bp’lik fragment elde edildi (Sekil 9).

M 1. PZR 2. PZR 3. PZR M
10000bp
3000bp
2000bp 10000bp
1500bp 3000bp
1000bp 2000bp
500bp

1500bp
1000bp

500bp

Sekil 9. Mutasyon olusturulmak i¢in yapilan PZR ardindan olusan fragmentlerin agaroz
g g
jel goriintiileri.

3.2. bglAy9 N222S/G226E Geninin pGEM®-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

bglAy9 N222S/G226E-pGEM-T klonunun EcoRI ile kesimi sonucunda yaklagik
1365 bp uzunlugunda fragment elde edildi (Sekil 10).
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10000bp
8000bp
6000bp
5000bp
4000bp
3000bp
2000b
1500b
1000b
500bp

Sekil 10. G226E B-glukozidaz geninin pGEM-T easy vektori ile
klonlanmasi. M: Marker (N3232L), 1: EcoRlI ile kesilmis
bglAy9  N222S/G226E, 2: kesilmemis  bglAy9
N222S/G226E -pGEM-T klonu.

3.3. G226E B-glukozidaz Mutasyon Analizi

bglAy9 N222S/G226E geninin elde edilmesinde kalip olarak kullanilan bglAy9
N222S mutasyonlu ve yaban tip (bglAy9 WT) B-glukosidaz amino asit hizalamalari
sonucunda 226. bolgede Glisinin (G) Glutamik asite (E) doniistiigii tespit edildi (Sekil 11).
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CLUSTAL Q{1.2.4) multiple, SRQUENce, aLiOment
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N2223
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WI
N222s
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N222s
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N2223
N2225/G6226E
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WVLOFPRDFINGAAT S5V QIEGTATGEDKIY STWDHF SRIPGEVANGINGDIATDHYNRY
MVLOFPRDFINGAAT S5V QIEGTATGEDKIY SIWDHF SRIPGEVANGINGDIATDHYNRY
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REWDGEMNRWELDEVERGOY PADMLEVY KDY LEDVYKEGDLOT IQQPIDFEGENYYSTAT
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LEDWETGDREPIVFEHVSTGREVI DMNWEVHENGLEDLMVRLEKDYGDIPLYITENGAAY
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LEDWETGDREPIVFERVSTGREVI DMNWEVHENGLEDLMVRLEKDYGDIPLYITENGAAY
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KDRVNEQGEVEDDERVAYIRERLIACHRATEQGVINLEGY YVWSLE DNFENAF GYDERFGI
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VIVOYETLERIPEKSALWYKET I INNGLOVINDEELARALE % ~——--~ 48l
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120
120
120
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240
240
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300
300
300

3460
3460
3460

420
420
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Sekil 111. N2228S, N222S/G226E mutantlar1 ve yabantip -glukozidazlarin Clustal Omega
ile Hizalanmasi
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3.4. bglAy9 N222S/G226E Geninin pET28a (+) Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

bglAy9 N222S/G226E-pET28a(+) klonunun Ncol ve HindIll enzimleri ile kesimi
sonucunda yaklasik 1365 bp’lik fragment elde edildi (Sekil 12).

10000bp
8000bp
6000bp
5000bp
4000bp
3000bp
2000bp
1500bp
1000bp
500bp

Sekil 122. G226E B-glukozidazin pET28a (+) vektorii ile klonlanmasi. 2:
B-glukozidaz PZR sonucu DNA fragmenti, 3: kesilmemis bglAy9
N222S/G226E-pET28a (+) klonu, M: Marker (N3232L).

3.5. BglAy9 N222S/G226E Enziminin SDS-PAGE Analizi

Ni-afinite kromatografi sonrasi yaklasik 54 kDa biiylikliiglinde saf protein bandi
tespit edildi (Sekil 13).
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150 kD
100 kD
75 kDa

50 kDa

35 kDa

25 kDa

15 kDa

Sekil 13. Saf G226 B-Glukozidazin SDS-PAGE goriintiisii. M:
Marker (V8491), 1. Fraksiyon, 2. Fraksiyon.

3.6. BglAy9 N222S/G226E Enziminin Karakterizasyonu

3.6.1. Optimum Sicakhik

30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C’de yapilan aktivite 6l¢timleri sonucu optimum sicaklik
grafigi olusturuldu ve enzimin optimum sicakligi 50°C olarak belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Enzimin optimum sicaklik grafigi.

3.6.2. Optimum pH

Enzim, pH 3.0 ve 10.0 araliginda sekiz farkli tamponla muamele edilip bir optimum pH

grafigi olusturuldu. ilgili enzimin en iyi aktiviteyi pH 7.0 tamponunda gosterdigi saptandi (Sekil 15).
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Sekil 15. Enzimin optimum pH grafigi.

3.6.3. Enzim Kinetigi

Enzimin K, Vinar, kear Ve Kn/kear degerleri sirasiyla 0,35 mM, 16,61 U/mg, 14,98 s,
42,26 s'TmM! olarak belirlendi (Sekil 16).
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Lineweaver-Burk y =142,36x + 401,47

R?=0,9851
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1/18]

Sekil 16. Enzimin Lineweaver-Burk grafigi.

3.6.4. Termal Kararhhk

Enzimin 55°C ve oda sicakliginda yapilan Ol¢iimleri sonucunda termal kararlilik
grafigi olusturuldu. Grafige gore, enzimin aktivitesi oda sicakliginda 168 saatte yarilandi ve

55°C’de 168 saat sonunda %30 azald1 (Sekil 17).

120 =8— Oda Sicaklig1

100 >3

80
60

40

Goreceli Aktivite (%)

20

0s ls 3s 5s 24 s 48 s 76's 96s 168 s
Zaman

Sekil 17. Enzimin termal kararlilik grafigi.
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3.6.5. pH Kararhhg

Oda sicakliginda farkli pH araliginda yapilan 6lgtimler sonucunda enzimin pH 8’de
3 saatin sonunda aktivetesi yarilamis, 168 saatin sonunda ise enzim aktivitesini tamamini
kaybetmistir. pH 6’da ise enzim 5 saatin sonunda enzim aktivitesinin %50’sini, 76 saatin
sonunda enzim aktivitesini tamamini kaybetmistir. pH 7°de 168 saatin sonunda %60

oraninin iizerinde aktivite gostermeye devam etmistir (Sekil 18).

120
100

80
-&-pH 6

60 —o—pH 7

40 pH 8

Goreceli Aktivite (%)

20

0s 1s 3s 5s 24 s 48 s 76 s 96 s 168 s
Zaman

Sekil 18. Enzimin pH kararlilik grafigi.

3.6.6. Metal Iyon Etkisi

0.5 ve 5 mM konsantrasyonda farkli metallerle yapilan deneyler sonucunda 0.5 mM
metal konsantrasyonunun enzimin aktivitesini etkilemedigi veya ¢ok az etkiledigi
gozlenmistir. 5 mM konsantrasyondaki K* iyonu enzim aktivitesinde 6nemli bir degisiklige
neden olmamistir. Diger iyonlar (5 M) ise %11 ile %49 arasinda enzimde aktivite diisiisiine

neden olmustur. Hg*? iyonu enzim aktivetisini tamamen inhibe etti (Sekil 19).
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3.6.7. Deterjanlarin, Inhibitorlerin ve Organik Céziiciilerin Etkileri

Enzim aktivitesini %1, %5 ve %10 deterjan konsantrasyonlarinda dlgiilerek grafik
olusturuldu. %1 Tween 20 enzim aktivitesinde %7’lik bir azalmaya neden olurken %5 ve
%10 Tween 20 konsantrasyonu enzimin aktivitesinin tamamen kaybolmasima neden
olmustur. %1 Triton X-100 enzimin aktivitesinde %12’lik diisiise neden olurken deterjan

konstansrasyonun artmasiyla sirasiyla %3 ve %9’luk enzim aktivesi artis1 gdzlemlenmistir.

Sekil 19. Enzime metal iyonlarinin etkisi grafigi.

m(0.5 mM
B5mM

Enzim hi¢ bir SDS deterjan1 konsanstrasyonunda aktivite gdstermemistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Enzime deterjanlarin etkisi grafigi.

Organik ¢oziiciilerle %5, %10 ve %20 konsantsrasyonda yapilan 6l¢iimler sonucunda
en fazla aktivite kayb1 ortamda biitanol varliginda ger¢eklesmistir. Biitanoliin ortamdaki
%1’lik yogunlugu enzimin aktivitesinde %66’lik bir aktivite kaybina neden olmustur. Enzim
biitanoliin diger konsantrasyonlarinda aktivitesini tamamen kaybetmistir. Ortamda %10
etanol veya diakson bulunmasi enzim aktivesinde degisiklige neden olmamaistir. Kullanilmis
olan tiim organik ¢oziiciilerin %20’lik konsantrasyonu enzimde aktivite kayiplarina neden
olmustur (Sekil 21).

1 mM ve 10 mM konsantrasyonda inhibitorlerle yapilan 6lgtimler sonucunda DEPC
enzimde aktivite kaybina neden olmamistir. EGTA ise enzim i¢in gii¢lii bir inhibitor olup
enzim ortamda EGTA varliginda hi¢ aktivite gostermemistir. EDTA enzimde az miktarda
da olsa aktvite kaybina neden olmustur. 1 mM DTT %10, 10 mM %56 enzimde aktivite
diisiisiine neden olmustur (Sekil 22).
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Sekil 22. Enzime organik ¢oziiciilerin etkisi grafigi.
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Sekil 21. Enzime inhibitorlerin etkisi grafigi.
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3.6.8. Glukoz Toleransi

Enzimin glukoz tolerans grafigi 1, 2, 4, 6, 8 ve10 M glukoz varliginda 0,3 ve 1,5 mM
p-NPG substrat kullanilarak olusturuldu. Enzimin 10 M glukoz varliginda %80 aktivite
gosterdigi belirlendi (Sekil 23).

Glukoz Toleransi
140
120
100
80
60

Bagik Aktivite (%)

40
20

0 2 4 6 8 10 12
Glukoz Konsantrasyonu (M)

—0—0,3mM B-pNPG ~ —@—1,5 mM B-pNPG

Sekil 23. Enzimin glukoz toleransi grafigi.
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4. TARTISMA

B-glukozidaz enzimi kullanim alani ¢esitliliginden dolay ensiistriyel 6lgekte dnemli
bir enzimdir. Termofilik bakterilerin enzimleri, yliksek pH ve sicakliktaki kararliliklarindan
dolay1 biyoteknolojik ¢alismlarda dmemli yere sahiptir. Ek olarak, bu enzimlerin yapisal
ozelliklerini, pH ve sicaklik kararliligini, ¢esitli inhibitorler ve organik ¢oziiciilere karsi
kararliligini, metal iyonlarina verdikleri tepkileri iyilestimek amaciyla ¢esitli mutasyon
calismalar1 yapilmaktadir (Oz, 2016). Ornegin, Paenibacillus polymyxa B-glukozidazinda
yapilan farklt mutasyonlarda enzimin glukoza olan toleransi arttig1 gézlemlenmistir (Yang
vd., 2015; Liu vd., 2011). Mutasyon ¢alismalarindan her zaman olumlu sonuglar alinmasa
bile mutasyon yapilan bdlgenin enzimin iglevindeki etkisini anlamak agisindan son derece

onemlidir.

GH1 ailesi B-glukozidazlari aktif bolgesi -1, +1 ve +2 alt bogelerinden olusur . Farkli
inhibitorlerle yapilan calismalarda -1 alt bolgesinin seker se¢imi i¢in 6nemli oldugu
anlagilmistir. -1 alt bolgesinin korunmus rezidiileri Q19, H120, N164, E409, W402,
W410’dur. Subsratin aglikon kismi +1 ve +2 alt bolgeleri biiylik Olciide yerlesir. +1 alt
bolgesinin korunmus dizilert W34, F37, W121, N164, A411, F418’dir. 1 ve +1 alt bogeler
yiiksek oranda korunmus rezidiilere sahip olmasindan dolayr bu bdlgede yapilan
mutasyonlar B-glukozidaz aktivitesini kolaylikla degistirebilir. +2 alt bdlgesi ise aktif bolge
kanalinin 6iiniinde veya alt yiiziinde bulunur ve Anoxybacillus ayderensis Ay9 bu bolgede
korunmamig L221, N222, 1223, T224, P225, G226, Y227 rezidiileri igerir. GH1 B-
glukozidazlarinda bu amino asitlerin degiskenligi, aktif bolgede ilgili rezidiilerin daha fazla
substrat1 barindirmak i¢in varsayilan mutasyon bdolgeleri olabilecegini gosterir( Zada vd.,

2021).

BglAy9 WT pNPG subsratiyla yapilan calismada enzim maksimum aktivitesini
50°C’de gdstermistir ( Zada vd., 2021). Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvarininda Anoxybacillus ayderensis Ay9 B-glukozidazinin N222S
(BglAy9 N222S) mutasyonlu yaymlanmamis c¢alismada BglAy9 N222S maksimum
aktiviteyi 60°C’de gostermisken diger mutantlarin optimum sicakligr yaban tiple aymdir.
BglAy9 N222S/G226E optimum sicakligt 50°C olarak belirlenmistir. Yabani tip ve
mutantlarin termal olarak kararli olduklar1 belirlendi. BglAy9 WT enzim 50°C’de 24 saat
sonunda aktivetesinin yarisini korumustur BglAy9 N222S 50°C’de termostabilitesinde
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onemli bir degisiklik gozlenmemistir. BglAy9 N222S/G226E 168 saatin sonunda dahi
aktivitesinin %50’den fazlasini korumustur. Bu durum, BglAy9 N222S/G226E’nin diger
B-glukozidazlara kiyasla termostabilitesinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Ornegin
Scytalidium thermophilum B-glukozidazi yar1 aktivitesine 20. dakikada ulasmistir ( Zada
vd., 2021).

BglAy9 WT maksimum aktivitesini pH 8’de goOstermistir ( Zada vd., 2021).
Mutantlarin optimum pH degeri 7°dir. BglAy9 WT pH 7 ile pH 10 arasinda aktivitesinin %
80’den fazlasini korumustur ( Zada vd., 2021) . BglAy9 N222S BglAy9 WT ile benzer pH
stabilite profiline sahiptir. BglAy9 N222S/G226E pH 7’de aktivitesinin % 60’dan fazlasini

korumustur.

Proteinlere yiiksek afiniteyle baglanma egiliminde olan metal iyonlari, spesifik
bolgelerde negatif yiiklii aminoasitleri baglarlar. Genellikle agir metaller siilthidril, karbonil
ve karboksil gruplari birbirine baglayarak enzim aktivitesinin artmasinda veya azalmasinda
onemli rol oynarlar (Kagiran, 2020). K* (5 M) iyonu BglAy9 N222S/G226E enziminin
aktivitesinde 6nemli bir degisiklige olmamistir. Benzer sekilde K* (10 M) iyonu Bacillus
licheniformis’in enzim aktivitesinde degisiklige neden olmamustir (Chen v., 2017). Zn** (10
M) Bacillus licheniformis’in aktivitesinde %25 aktivite artisina neden olurken Zn>* (0.5 M)
BglAy9 N222S/G226E enziminin aktivitesinde %13 artisa neden olmustur. Zn** (5 M)
olmas1 durumunda ise %33 aktivite kaybma neden olmustur. Mg>* (10 M) Bacillus
licheniformis’in  aktivitesinde %25  aktivite artisna neden olurken 0.5 M Mg**
BglAy9N222S/G226E enziminin aktivitesinde degisiklige neden olmamustir. 5 M Mg** %35
aktivite kaybina neden olmustur. Mn?* (10 M) Bacillus licheniformis’in aktivitesinde %40
ciddi bir aktivite artisina neden olurken BglAy9 N222S/G226E 0.5 M’da %20 artisa, 5 M’da
%40 aktivite kaybina neden olmustur. BglAy9 N222S/G226E enzimi Cu** 0.5 M’da %10
aktivite, 5 M’da %35 aktivite kaybina neden olmustur. BglAy9 N222S/G226E enzimi Ca**
0.5 M’da %10 aktivite artigina neden olurken 5 M’da %10 aktivite kaybina neden olmustur.
Bacillus licheniformis Cu** (10 M) ve Ca®>* (10 M) iyonlar1 varliginda aktivitesi bilyiik
oranda azalmistir (sirasiyla %40, %20) (Chen v., 2017). BglAy9 WT ve ilgili mutantlarin
hepsi ortamda Hg*? varliginda aktivitelerini tamamini kaybetti. HgCl> enzimi inhibe etmesi

stilthidril grubun ve sisteinin etkilesiminden kaynakli olabilir (Zada vd, 2021).
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Kiiltere edilmemis toprak mikrooragizmalarindan elde edilen [-glukozidazlarin
metal iyonu baglanma bolgesi igermedigi anlasilmistir (Jiang vd., 2011). Talaromyces
thermophilus B-glukozidazin1 Mg>*, Mn?*, Ca?*, Co** metal iyonlarindan etkilenmemistir
(Mallek-Fakhfakh ve Belghith, 2016). Bacillus licheniformis’in metal iyonlar1 varliginda
aktivitesindeki degisimler neticesinde enzimin aktif katalitik bolgesinin divalent metal iyonu
baglanma bolgesine sahip oldugu diisiiniilmektedir (Chen vd., 2017). Benzer sekilde BglAy9
N222S/G226E enziminin aktif katalitik bolgesinin divalent metal iyonu baglanma bolgesine
sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Deterjanlarin enzimin tizerindeki etkisi kiyaslandiginda SDS mutantlar ve yabani tip
icin  giiclii bir inhitibitdrdiir. BglAy9 WT, BglAy9 N222S Tween 20 deterjaninindan
etkelenmemis olmamalarina ragmen BglAy9 N222S/G226E enziminin aktivitesi %5 v/v ve
%10 v/v Tween 20’de tamamen inaktive olmustur. Deterjanlar, enzimin hidrofobik
bolgeleriyle reaksiyona girerek enzimin 3 boyutlu yapisinda degistirerek enzimi inaktif
edebilen amfifil molekiillerdir (Shoja ve Minai-Tehrani, 2021). Benzer sekilde sert bir
anyonik deterjan olan SDS, enzimin hidrofobik kisimlarini etkilemesi ve {i¢iincii yapisinda

degisiklige neden olmasi nedeniyle enzimi inaktive ettigi diisliniilmektedir (Zada vd, 2021).

Organik  c¢oziiciler, muhtemelen enzimlerin  esnekligini  azaltmast  ve
dengesizlestirmesi nedeniyle ¢ogu B-glukozidazin aktivitesinin diigmesine neden olurken
BglAy9 WT test edilen organik ¢oziiciilerin %20 v/v konsantrasyonda %95'ten fazla enzim
aktivitesini korudu (Zada vd, 2021). BglAy9 N222S/G226E biitanol varliginda biiyiik 6l¢iide
inhibe olmustur. BglAy9 N222S biitanolden etkilense de tamamen inhibe olmamis ve diger
organik ¢oziiciilere karsi aktivitesini korumustur. BglAy9 WT ve BglAy9 N222S EGTA
%20 v/v konsantrasyonda tamamen inhibe olurken BglAy9 N222S/G226E mutant1 ortamda
EGTA varliginda hi¢ aktivite gostermemistir. BglAy9 WT ve ilgili mutantlar ortamda
EDTA olmasindan etkilenmemislerdir. Bu durum BglAy9 WT ve ilgili mutantlarin bazi
rapor edilen B-glukozidazlar gibi aktivasyon icin kofaktorlere ihtiyaci olmadigini gosterir

(Zada vd, 2021).

BglAy9 WT ve BglAy9 N222S/G226E enzimlerinin sentetik p-NPG substrati
kullanilarak kinetik parametreleri hesaplandi. Sirasiyla K degerleri 0,28 ve 0,35 mM
bulundu. Biyoteknolojide onemli yere sahip substratlar1 etkileyen pek cok endiistriyel

enzimlerin K degerinin 0,01 mM ile 100 mM arasinda oldugu saptanmistir (Oz, 2016).
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BglAy9 N222S/G226E enzminin bu aralikta K, degerine sahip olmasi endiistriyel kullanima

uygun olabileceginin gostergesidir.

Endiistriyel iiretimde son iiriin olan glukoz inhibisyona neden olabilmektedir. Bu
nedenle kullanilan enzimlerin glukoza toleransinin yiiksek olmasi iiriin verimliligi i¢in son
derece dnemlidir. BglAy9 WT enzimi dikkat ¢ekici sekilde glukoz toleransi yiiksektir (Zada
vd, 2021). BglAy9 N222S/G226E glukoz toleransi BglAy9 WT enzimi ile kiyaslandiginda
daha zayif oldugu saptanmis olsada pek ¢cok B-glukozidaza gore glukoz toleransi yiiksektir.
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5. SONUCLAR

Karadeniz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvari’nda daha
onceden izole edilmis olan Anoxybacillus ayderensis Ay9 susunun B-glukozidaz enzimi
kolonlanmistir. Yaban tip enzim ve mutasyona ugratilmis enzimler karakterize edilmistir.
Bu calismada, N222S mutasyonlu B-glukozidaza (BglAy9 N222S) ikinci bir mutasyon
yapmak amaciyla 226. reziidiideki glisin glumatik aside doniistiiriildii. bglAy9 N222S-
pEt28a(+) plazmiti kalip olarak kullanildi. Mutasyon olusturmak i¢in iki asamali {i¢ farkl
PZR gergeklestirildi. 3.PZR sonu 1365 bp’lik fragment elde edildi. bg/Ay9 N222S/G226E
geni pGEM-T easy vektoriine klonlandi. Dizi sekanslandiktan sonra NCBI BLAST araciyla
genin B-glukozidaz kodlayan gen oldugu dogrulandi. Clustal araci kullanilarak bgl/Ay9
WTve bglAy9 N222S kiyaslanarak mutasyonun gerceklestigi teyit edildi. Daha sonra
enzimin bol miktarda elde edilebilmesi amaciyla, bglAy9 N222S/G226E geni pET28a(+)
vektoriine klonlandi. Genin sonuna eklemis oldugumuz 6X histidin etiketi sayesinde
proteinin Ni- Afinite kromatografisi ile saflastirildi. Elde edlen protein SDS-PAGE’de
yuritilldi. Yaklagik 54 kDa biiyiikliigiinde saf protein bandi tespit edildi. Ardindan enzmin
karakterizasyonu p-NPG substratiyla yapildi.

Enzimin optimum sicakligt 50°C olarak belirlendi. En 1iy1 aktiviteyi pH 7
tamponunda gosterdigi saptandi. Termal ve pH kararli bir enzim oldugu anlasildi. Enzim
SDS harici deterjanlarda aktivite gostermis fakat yabani tipe benzer sekilde ortamda SDS
deterjan1 olmas1 halinde aktivite gdstermemistir. Hg™ iyonu enzim aktivetisini tamamen
inhibe etsede diger metal iyonlarina karsi kararligin1 korumustur. Organik ¢oziiciilerle
yapilan deneylerde enzim en fazla aktivite kaybini ortamda biitonol varliginda oldugu
gozlemlenmistir. EGTA harici potansiyel inhibitorlere karsi kararliligimi korumustur.
Glukoza kars1 toleransi bir enzimdir. Enzimin Ky, Vinax, kear Ve Kin/kear degerleri sirasiyla 0,35
mM, 16,61 U/mg, 14,98 s, 42,26 s'mM! olarak belirlendi. K;,’si diisiiktiir bu nedenle

enzimin kullanilan p-NPG substratina ilgisi oldugu anlasiimistir.
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6. ONERILER

BglAy9 N222S/G226E baska yapay substratlara ve dogal substratlara karsi

verimliligi incelenebilir.

BglAy9 N222S/G226E mutantinin  substratlarina  karsi  antioksidan  etkisi

incelenebilir.

Enzime {iglincii bir mutasyon yapilarak enzime olan etkisi inlenebilir.
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8. EKLER

EK-1
N226S/G226E mutantinin dizisi. Sar1 alt1 ¢izili 6X His tagi, sar1t G226E’yi, yesil N222S’yi

temsil ediyor.

GGTTTAGATTTTTATAAGCGTCTTGTACATGAATTGCTAGAGAACGGTATCGAGCCAAT
GTTGACCATTTATCATTGGGATATGCCACAAGCTCTTCAAGAGAAAGGTGGCTGGGAA
AATCGTGATATCGTTCACTACTTCCAAGAATACGCTGCTTTCCTTTACGAGAATCTTGG
GGATGTCGTGAAAAAATGGATTACGCATAATGAGCCGTGGGTTGTCACCTATTTAGGA
TATGGGAATGGCGAACATGCCCCAGGGATTCAAAACTTTACATCATTTTTAAAAGCAG
CACATCATGTTCTTCTCTCACACGGGGAAGCGGTAAAAGCGTTTCGAGCAATCGGTTC
GAAAGATGGGGAAATTGGTATTACGTTGTCTTTGACACCTGAATATGCGGTCGATCCG
AAAGATGAAAAAGCAGTTGATGCCGCTCGAAAATGGGACGGCTTTATGAATCGTTGGT
TTTTAGATCCTGTATTTAAGGGACAATATCCAGCAGATATGTTAGAAGTGTATAAAGA
TTATTTACCAGACGTTTACAAAGAGGGAGATTTACAAACGATTCAGCAACCGATCGAC
TTTTTCGGATTTAACTATTATTCAACAGCAACATTAAAAGATTGGAAAACAGGTGACC
GTGAACCGATCGTATTTGAACATGTGAGCACAGGAAGACCTGTGACGGATATGAATTG
GGAAGTGAATCCAAACGGTTTGTTTGATTTAATGGTGCGATTGAAAAAAGATTATGGC
GATATTCCATTATACATTACCGAAAACGGTGCTGCATACAAAGATCGCGTCAACGAAC
AAGGTGAAGTAGAAGATGATGAGCGAGTTGCTTATATACGGGAGCATTTAATCGCTTG
CCACCGCGCGATTGAACAAGGCGTCAATTTAAAAGGATATTATGTATGGTCGCTGTTC
GATAATTTTGAGTGGGCATTTGGATATGATAAGCGCTTTGGGATTGTATACGTGGATTA
TGAAACGCTAGAGCGCATCCCGAAAAAGAGTGCATTATGGTACAAGGAAACGATTAT
AAACAACGGATTGCAAGTAGACAATGACAAAAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCA
CCACCACCACCACTGA
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Ek-2
N222S ve G226E mutasyonlarina sahip Anoxybacillus ayderensis kaynakli B-glukozidazin

gen Uirilinli 466 amino asittir ve C-terminalde 6X histidine etiketi icermektedir.

VLQFPKDFIWGAATSSYQIEGTATGEDKIYSIWDHFSRIPGKVANGDNGDIAIDHYNRYVE
DIALMKALHLKAYRFSTSWARLYCETPGKFNEKGLDFYKRLVHELLENGIEPMLTIYHWD
MPQALQEKGGWENRDIVHYFQEYAAFLYENLGDVVKKWITHNEPWVVTYLGYGNGEHA
PGIQNFTSFLKAAHHVLLSHGEAVKAFRAIGSKDGEIGITLSLTPEYAVDPKDEKAVDAAR
KWDGFMNRWFLDPVFKGQYPADMLEVYKDYLPDVYKEGDLQTIQQPIDFFGFNYYSTAT
LKDWKTGDREPIVFEHVSTGRPVTDMNWEVNPNGLFDLMVRLKKDYGDIPLYITENGAA
YKDRVNEQGEVEDDERVAYIREHLIACHRAIEQGVNLKGYYVWSLFDNFEWAFGYDKRF
GIVYVDYETLERIPKKSALWYKETIINNGLQVDNDKKLAAALEHHHHHH
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