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OZET

Anoxybacillus gonensis OLIGO-1,4-1,6-ALFA-GLUKOSIDAZ
(SUKRAZ-MALTAZ-iZOMALTAZ) GENININ KLONLANMASI,
GEN URUNUNUN SAFLASTIRILMASI VE BIYOKIMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Fruktoz, saglik agisindan sagladigi faydalar nedeniyle tatlandirici olarak en ¢ok
tercih edilen sekerlerden biridir. Bu nedenle, giivenli olarak kabul edilen fruktozun
alternatif liretim yontemlerinin arastirilmasi onemli bir gerekliliktir. Glinlimiizde
Yiiksek Fruktoz Surubu (HFS) iiretiminde bir¢ok endiistriyel enzim kullanilmaktadir.
Genellikle maltooligosakkaritlerin a-1,4-glukozit baglar1 iizerinde hicbir aktivitesi
olmamasina ragmen, izomaltooligosakkaritlerin indirgeyici olmayan uglart a-1,6-
glukozit baglarin1 oligo-a-1,6-glukozidaz ile kirarak panoz, palatinoz ve bir a-limit
dekstrine hidrolize edilir. Bu ¢calismada, termofilik bir bakteri olan A. gonensis G2"’ye
ait oligo-a-1,6-glukozidazin sakkaroz hidrolize edici aktivitesinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu amagla, A. gonensis G2"nin oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz gen
bolgesi pET28(a)+ ekspresyon vektoriine klonlanmis, ekspresyon iiriinii 1s1 sok islemi,
iyon degisim kolan kromatografisi, hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi
teknikleri ile saflastirildi. Saflastirilmis enzim biyokimyasal olarak karakterize edildi.
Saflagtirilan enzim 60 °C’de ve pH 7,00’de optimal aktivite gosterdi. Enzim
aktivitesinin 60 °C’de 276. saatin sonunda yariya diistiigii belirlendi. Enzim, 60 °C’de
pH 6,00-10,00 araliginda 300 saat sonra bile aktivitesini korudugu gozlendi. Km, Vmax,
Keat Ve keat/Km degerleri sirasiyla 44,69+1,27 mM, 6,28+0,05 pmoL/dk/mg protein,
6,70 1/sn ve 0,15 1/mMsn olarak belirlendi. Enzim aktivitesini Zn*?, Cu*?, Pb*?,
Ag*?, Fe™, Hg*? ve Al*? metal iyonlar diisiik konsantrasyonlarda bile inhibe ederken,
Mn*2, Fe*2 ve Mg*2 iyonlar1 enzim iizerinde aktivatdr etki gdsterdi. Sonug olarak, A.
gonensis G2T oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz, dzellikle Yiiksek Fruktoz Surubu (HFS)
tiretimi i¢in 1lgi ¢ekici 6zelliklere sahip bir enzimdir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus gonensis G2T, oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz,
HFS, sukraz.
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ABSTRACT

CLONING, PURIFICATION AND BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATIiON OF OLiGO-1,4-1,6-ALPHA-
GLUCOSIDASE (SUCRASE-MALTASE-ISOMALTASE)
FROM Anoxybacillus gonensis

Fructose is one the most preferred sugar, as fructose are provides the
sweetening and health benefits for human. Therefore, it is an important requirement to
explore alternative production methods of fructose recognized as safe. Today, many
industrial enzymes are used in the production of HFS. Oligo-a-1,6-glucosidase
hydrolysis non-reducing ends of isomaltooligosaccharides, panose, palatinose and an
a-limit dextrin by breaking a-1,6-glucoside bonds, although it generally has no activity
on a-1,4-glucoside bonds of maltooligosaccharides. In this study, it was aimed to
evaluate sucrose hydrolyzing activity of oligo-a-1,6-glucosidase belonged to A.
gonensis G2T, which is a thermophilic bacterium. For this purpose, oligo-a-1,6-
glucosidase gene region of A. gonensis G2T was cloned in pET28(a)+ expression
vector, the expression product was purified by heat-shock treatment, ion exchange
chromatography, hydrophobic interaction colon chromatography techniques. Purified
enzyme was characterized biochemically. The purified enzyme showed optimal
activity at 60 °C and pH 7.00. It was determined that the enzyme activity was halved
at the end of the 276™ hour at 60 °C. The enzyme maintained its activity even after 300
hours in the pH range of 6.00-10.00 at 60 °C. The values of Km, Vmax, Kcat and Kcat/Km
were determined as 44,69+1,27 mM, 6,28+0,05 pmoL/min/mg protein, 6,70 1/sec and
0,15 1/mMsec’?, respectively. While Zn?*, Cu?*, Pb?*, Ag?*, Fe3*, Hg?" and Al>* metal
ions inhibited the enzyme activity even at low concentrations, Mn?*, Fe?* and Mg?*
ions behaved as activators on the enzyme. In conclusion, A. gonensis G2" oligo-1,6-
glucosidase is an enzyme with interesting properties especially for High Fructose
Syrup (HFS) production.

Keywords: Anoxybacillus gonensis G2, oligo-1,4-1,6-a-glucosidase, HFS, sucrase.
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KISALTMALAR

: Amonyum siilfat’in formiilii’nlin simgesi.

: Santigrad derece’nin simgesi.

: Bovine serum albiimin (S1gir serum albiimin)’in Simgesi.
: Kalsiyum’un simgesi.

: Kobalt’1in simgesi.

- dakika

: Dinitrosalisilik asit.

: Dikloro difenil trikloroetan’in simgesi.

: Glukoz izomeraz.

: High Fructose Corn Syrup (Yiiksek Fruktozlu Misir Surubu)
: High Fructose Syrup (Yiiksek Fruktoz Surubu)

: Civa’nin simgesi.

: 1zo-propil-d-tiogalaktopiranosid.

: Kilodalton’un simgesi.

: Lauria-Bertani.

: Molarite’nin simgesi.

: Magnezyum’un simgesi.

: Mili litre’nin simgesi.

: Mangan veya manganez’in simgesi.

: Notre yakin pH'da biyolojik sistem i¢in miikemmel bir tampondur.
: Molecular weight cutoff (Molekiiler agirlik kesme).

: Sodyum kloriir’iin simgesi.

: Nikel’in simgesi.

: Nano metre’nin simgesi.

: Optical density (Optik yogunluk).

: Polimeraz zincir reaaksiyonu.

: Sodyum Dodesil Stlfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez.

: Cinkon’un simgesi.

: Mikro gram’in simgesi.

: Mikro litre’nin simgesi.
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GIRIS

Diinya niifusundaki artisa paralel olarak insanoglunun gida gereksinimine olan
ihtiyactm1 her gecen giin onemli 6lgiide artirmaktadir. Insanlik tarihindeki gida
tilketimine bagl bu artis bu nedenle her gegen giin gida talepleri karsilanamaz hale
gelmektedir. Diinya lizerinde yasayan insan ve hayvanlar yasamini siirdiirebilmek icin
bitkisel ve hayvansal gidalar1 disardan hazir olarak almak zorundadirlar. Bu hayvansal
ve bitkisel gida maddelerindeki protein, yag ve karbonhidratlar dnce kendilerini
olusturan yapi taglarina enzimler vasitasi ile sindirilir ve yine tasiyici enzimler yardimi
ile gastrointestinal sistemden emlerek hiicre i¢ine girerler. Yapi taslarina ayrilan bu
maddeler sindirim kanalindan emilerek hiicrelerin i¢ine girmesi i¢in tagiyici enzimlere
ihtiya¢ duyulmaktadirlar. Bu enzimler sayesinde hiicre i¢ine alinan yapi taglarindan
yeni maddelerin sentezlemesi gerceklesmektedir. Insan ve hayvanlarin viicutlarinda en
uygun sartlar altinda hiicrelere zarar vermeden metabolizma ve katabolizma
olaylarinin gergeklesmesi igin biyokimyasal reaksiyonlarin meydana gelmesinde
enzimlerin 6nemli gorevleri bulunmaktadir. insan ve hayvanlarda gida maddeleri
agiza alimdiginda nisasta pityalin (o-amilaz) enzimi vasitasiyla sindirilmeye
baslamaktadir. a-amilaz enziminin nisastay1 disakkarit olan maltoz ve kiigiik glukoz
polimerleri olan maltotrioz ve a-dekstrinler gibi daha kiigiik bilesiklere hidroliz ettigi
bildirilmistir (Arda, 1985). Et, yumurta gibi proteince zengin yiyeceklere etki eden
mide 6zsuyundaki asitik ortamda (pH 1,90-2,00) pepsin kuvvetli bir enzim olmasina
karsin, tripsin ise alkali (pH 8,0) bir ortama sahip olan incebagirsaklarda daha iyi
etkinlik gostermektedir. Sindirim sistemindeki proteinlerin daha etkin par¢alanmasi
farkli pH ortamlarinda farkli enzimler tarafindan bu ozellikleri sayesinde
gerceklesririldigi bildirilmistir (Arda, 1985).

Canli organizmanin hiicreleri tarafindan organik madde olarak sentezlenen ve
katalitik kimyasal gorevleri olan birlesiklere enzim denilmektedir. Enzimler hiicre
icindeki biyokimyasal olaylarin hizini artirmakta ve reaksiyona girdikleri maddelerle
gecici bir siire kimyasal birlesmeler yaptiklar1 bildirilmislerdir. Enzimlerin aracilig
olmadan hiicre arasi maddelerin hiicre i¢ine tasmnmasi ve hiicre icindeki
biyokimyasallarin meydana gelmesi ¢ok yavas meydana geldigi rapor edilmistir

(Arda, 1985). Enzimlerin katalize ettigi biyokimyasal reaksiyonlarin hizi, enzimsiz



reaksiyonlardan 108-10° kat daha fazla bir hizda meydana gelmektedir.
Mikroorganizmalara ait enzimlerin sentezi ribozomlarda gerceklesir, golgide
aparatinda paketlenir ve daha sonra lizozomlarda depolanmaktadir. Bu enzimlerin bir
kismi  (endoenzimler, intraselliiler enzimler), anabolizma (asimilasyon) ve
katabolizma (dissimilasyon) olaylar1 i¢in hiicre i¢inde tutulurlar. Diger bir kisim
(ekzoenzimler, ekstraselliiler enzimler) ise, hiicrenin dis ortamina salgilanarak, bliyiik
molekiil yapisina sahip maddelerin (protein, polisakkarid, lipid, vs.) hidrolizasyonlari
sonucu daha kiigiik maddeler meydana getirmede gorev almaktadirlar. Biyokimyasal
reaksiyonlarin baslangicinda substratlar ile gecici bilesikler olusturan enzimler,
reaksiyonlardaki gorevleri bittikten sonra onlardan ayrilip yeni biyokimyasal
reaksiyonlari katalize etmek {izere ilk formlarina geri donmektedirler. Bu reaksiyonlar
sonucunda kaybolmadiklar i¢in uzun siire ¢ok az miktari (bir kag molekiil) bile kisa
bir stire i¢inde ¢ok sayidaki biyokimyasal olaylardaki kimyasal reaksiyonlar: katalize
edebilmektedirler. Ornegin, 2 mL konsantre trypsin enziminin pH 7,50 ve 37 °C’deki
uygun kosullar altinda 2,5-3 kg sigir etinin hidrolizasyonu igin yeterli oldugu
bildirilmistir (Arda, 1985).

Endiistride kullanilan enzimlerin ¢ok az bir kismn bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan saglanmakla birlikte, endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin biiyiik bir
cogunlugu mikroorganizma kaynaklidir. Teknolojik imkanlar kullanilarak laboratuvar
ortaminda enzimler ¢ogunlukla mikroorganizmalardan kolaylikla elde edilebildigi
bildirilmektedir. ~ Enzimlerin tretim kaynagi olarak mikroorganizmalarin
kullanilmasinin baglica nedeni, aktivitelerinin yliksek olmasi, yan iiriinlerinin daha az
meydana gelmesi, daha kararli ve maliyetlerin diisiik olmalari, bol miktarlarda ve
uygun bir saflikta tiretilebilmeleridir (Kiran ve Comlekg¢ioglu, 2003).

Mikroorganizmalardan uygun kosullar altinda biyoteknolojik teknikler
kullanilarak ¢ok daha ekonomik mikrobiyel enzimlerin iiretilebilmesi, ayrica daha
uzun siire etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in suda ¢o6ziinmeyen maddelere
baglanarak immobilize edilebilmesi (Zhou vd., 2020), enzimlerin endiistriyel sahada
kullanilmasindaki artisin temel nedenleri arasinda oldugunun rapor edilmistir
(Glumiisel, 2002). Enzimlerin, canlilarin hiicrelerindeki tiim biyokimyasal olaylari
yonetebildigi ve hiicrelerin fonksiyonlarina zarar vermeden her bir madde i¢in spesifik

katalizorler oldugu gosterilmistir. Enzimatik islemlerin geleneksel yontemlere gore



daha az atik madde olusturmasina bagli olarak ¢evre kirliliginin daha az meydana
geldigi rapor edilmistir (Glimiisel, 2002).

Enzimler, kimyasal ozelliklerinden dolay1 yapisal olarak benzer olduklari
kimyasallar arasinda spesifik secicilik gosterebilmektedirler. Enzimlerin biyokimyasal
reaksiyonlart ¢ok genis pH (2,00-14,00) araliginda ve sicaklik degerleri (0-100 °C)
arasindaki reaksiyonlar1 katalize edebildikleri bildirilmistir. Bu enzimlerin toksik
olmamalar1 ve geri dOniistiiriilebilir olmalarinin yam1 sira mikroorganizmalar
tarafindan ¢ok bol miktarlarda iiretilebildikleri de rapor edilmistir (Smith, 2004).

Tim diinya genelinde endiistriyel sahada mikroorganizmalardan elde edilen
enzimlerin yillik kullanim oranlar1 incelendiginde; %25 alkalin proteaz, %21 diger
proteazlar, %18 amilaz, %10 diger karbonhidratlar1 pargalayan enzimler (seliilaz ve
ksilanaz gibi), %10 renin, %3 tripsin, ve %3 lipaz enzimleri ile birlikte %10 oraninda
analitik ve farmasétik enzimlerin dagilim gosterdigi rapor edilmistir (Rao vd., 1998).

Zor kosullara dayanikli olan enzimlerin endiistriyel alanda kullanilmak
istenmesinin sebebi endiistriyel acidan 6nemli olan bir¢ok kimyasal islemlerin yiliksek
sicaklik ve basing gibi asir1 ekstrem sartlar altinda meydana gelmesidir. Gilintimiizde
ozellikle gida endiistrisinde oldukga yaygin bir sekilde kullanim alani1 bulan mezofilik
mikroorganizmalarin birgok avantajinin olmasina karsin sira dis1 sartlardaki Kimyasal
olaylarda pH, sicaklik ve iyon konsantrasyonlar1 gibi uygulamalarda faydalanilmalari
oldukga simirli oldugu bildirilmektedir (Coskun, 2010). Buna ragmen sira dis1 sartlarda
ireyebilen termofilik mikroorganizmalardan saglanan enzimlerin (ekstremozimler)
bahsedilen olagan dis1 sartlara dayanikli olduklari ve bu sebeple ekstremozimlerin son
30 yilda endiistriyel alandaki biyoteknolojik calismalarda genis bir sekilde
kullanilmaya baslandig bildirilmistir. Ayni1 zamanda bu enzimlerin 1sil etkinlik ve 1s1l
kararlilik anlamimin diizgiin bir sekilde agiklanabilmesi igin protein miihendisliginde
model enzimler olarak kullanildig1 da bildirilmistir (Coskun, 2010).

Mikrobiyel enzimlerin laboratuvar ortamlarinda mikroorganizmalardan kolay
tiretilebilmesi igin besi yeri gereksinimlerinin saglanmasi, besi yerlerinin
hazirlanmasi, bakterilerin uygun kosullar altinda kisa siirede hizli iretilmesi vb.
islemlerin kolayligindan dolay1 aragtirmacilar tarafindan daha fazla ilgi gosterildigi

bildirilmistir (Ozcan, 2019).



Gida endiistrisinde kullanilan enzimlerin ¢ogunlugunu termofilik bakterilerden
elde edilen enzimler olusturmaktadir. Bu enzimlerin deterjanlara ve organik kimyasal
goOziiciilere  kars1  olduk¢a direngli  olduklar1  bildirilmistir.  Termofilik
mikroorganizmalar diger canli organizmalarin sahip oldugu ayni enzimlere sahip
olmalarina karsin termofilik enzimlerinin 1siya daha dayanikli oldugu, proteolize ve
bozulmaya karsi daha saglam karakter gosterdikleri tespit edilmistir. Termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin en 6nemli 6zellikleri gida sanayinde
yiiksek 1sidaki biyoteknolojik islemlerde avantajli bir sekilde kullanilabilmesidir.
Diisiik ¢oziliniirlige sahip olan hidrofobik kimyasal maddenin bulundugu farkli
islemlerde ortamin sicakligini artirmak kimyasal maddelerin ve organik ¢6ziictiniin
¢oziinlirliigiini artirdigr gibi kimyasal reaksiyonun hizinin artirmasini sagladigi ve
ayni zamanda ortamin vizkozitesinin azalmasina karsin difiizyon katsayisinin artigina
bagli oldugu yapilan ¢alismalar sonunda bildirilmistir (Becker vd., 1997; Krahe vd.,
1996).

Soguk aktif enzimlerin diigiik sicakliklarda yiiksek katalitik aktiviteye sahip
olmasinin yani sira azalan 1s1l kararliga da sahip olduklar1 bildirilmistir (Siddiqui ve
Cavicchioli, 2006). Bu molekiiller tipik olarak hidrofobik kalintilarin artan
maruziyetini, hidrofobik ¢ekirdegin kii¢lilen boyutunu ve termostabil hemologlarla
kiyaslandiginda daha yiiksek diizeyde esneklik sagladigi molekiiller arasi baglarin
zayifladigini gosterdigi bildirilmistir. Bunlar genellikle soguk ortamda hayatta kalmak
igin uyum stratejilerinin bir pargasi olarak soguga uyum gostermis organizmalar
tarafindan tretildigi bildirilmistir (De Maayer vd., 2014; Collins ve Margesin, 2019).

Siikroz (=sakkaroz, a-D-glucopyranosyl B-D-fructofuranoside), dogada dogal
organik kimyasallar arasinda en cok iretilen disakkarittir. Ucuz, kararli, saf ve
kimyasal olarak reaktif olmas1 nedeniyle endiistriyel agidan énemli hammaddelerin
tiretiminde baslangic malzemeleri iiretmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.
Endiistriyel sakkaroz iiretiminin 2006 verilerine gore 148 milyon tona ulastig1 rapor
edilmistir (Queneau vd., 2007). Seker kamis1 ve seker pancarindan {iretilen sakkaroz,
1970'lere kadar diinya capinda basglica tatlandirict olarak kullanilmistir. Ancak Kiiba
Devrimi ile sekerin perakende fiyatinin 6 kat artmasi nedeniyle sakkaroz sikintisinin
baslamasini takiben alternatif bir tatlandirici olarak Yiiksek Fruktoz Surubu (HFS)
ticari olarak biiylik 6nem kazanmistir. Yiiksek Fruktoz Surubu (HFS), giiniimiizde



yiyecek ve igcecek endiistrilerinde ana tatlandirici olarak kullanilan bir glukoz ve
fruktoz karisimidir. Fruktoz icerigi nedeniyle diger bir¢cok avantajin saglamasinin yani
sira, genel olarak giivenli gida maddesi olarak kabul edildigi bildirilmistir (Marriott
vd., 2009; White, 2014; Khattab ve Kodaki, 2016). Fruktoz sadece diisiik kalorili degil,
ayn1 zamanda en tatli dogal sekerdir. Esit miktarda sakkarozdan 1,5 ile 2,0 kat daha
fazla tatlidir. Gida endiistrisinde fruktozun kullanimi noktasinda, aroma arttirici, diisiik
glisemik indekse sahip olmasi, yiiksek ¢oziiniirliikte ve iyi bir nemlendirici olmasi,
kristal olusumu olmamasi ve asidik gidalarda stabil olmasinin yani sira yiiksek
ozmotik basing sahip olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 fruktozun bir¢cok avantajinin
oldugu rapor edilmistir (Hanover ve White 1993; Zhang vd., 2004; Singh vd., 2018).
Fruktozun sagladigi yiiksek ozmotik basing ve diisiik su aktivitesi, gidalarin
bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karsi depolama kosullar1 altinda
mikrobiyal kararlilik sagladig: bildirilmistir (Singh vd., 2018; Eke-Ejiofor, 2015).

Fruktoz ve glukoz igeriklerine gore gruplandirilmis HFS-90 (%90 fruktoz ve
%10 glukoz), HFS-55 (%55 fruktoz ve %45 glukoz) ve HFS-42 (%42 fruktoz ve %58
glukoz) gibi HFS’nin birgok tipinin oldugu bildirilmistir (Neifar vd., 2019; Zahou vd.,
2020). HFS genellikle nisastanin ¢oklu enzimatik reaksiyon ile glukoza hidroliz
edildigi, glukoz izomeraz ile glukozun fruktoza izomerizasyonu ve kromatografik
ayirma ile yiiksek saflikta fruktoz elde edilmesi asamalari ile tiretildigi rapor edilmistir
(Antrim vd., 1979; Khattab ve Kodaki, 2016). Bu teknik ticari HFS iiretimi igin
kullanilmasina ragmen, HFS {iretimi i¢in daha basit ve uygun maliyetli bir yontemin
hala gelistirilmesi gerekmektedir. HFS iretimi i¢in sakkarozun dogrudan
monomerlerine (glukoz ve fruktoz) indirgenmesi pratik ve umut verici bir yaklagim
olacaktir.

Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz (E.C.3.2.1.10) enzimi, CAZy veritaban1 yardimi
ile smiflandirilarak (http://www.cazy.org/) bulunan glikozit hidrolaz ailesi 13'in
(GH13_31) 31 nolu alt ailesine ait oldugu bildirilmistir (Stam vd., 2006). Genel olarak
maltooligosakkaritlerin a-1,4-glukozit baglar iizerinde higbir aktivitesi olmamasina
ragmen, izomaltooligosakkaritlerin indirgeyici olmayan uglar1 oligo-a-1,6-glukozidaz
enzimi ile a-1,6-glukozit baglarmin parcalayarak panoz, palatinoz ve bir simir
dekstrine hidrolize edildigi rapor edilmistir (Dong vd., 2020). Enzim ayrica izomaltaz,

sukraz-izomaltaz, dekstrin 6-a-D glukanohidrolaz, a-limit dekstrinaz ve palatinaz



olarak da adlandirilir. Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz, kisa uzunluktaki dalli
oligosakkaritleri hidrolize etmesi ve glukoz verimini artirmasi nedeniyle HFS
tiretiminin sakkarifikasyon asamasinda yaygin olarak kullanildig: bildirilmistir (Dong
vd., 2018). Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz ayrica sakkarozu HFS i¢in degerli
monomerlerine, glukoza ve fruktoza hidrolize edebilir. Bununla birlikte, HFS iiretimi
i¢in sakkaroz hidrolize etme aktivitesi heniiz ¢alisilmamis olmasina karsin oligo-1,4-
1,6-alfa-glukosidazin izomaltooligosakkaritlerin hidrolize etme aktivitesi {izerine

calisildig1 rapor edilmistir (Watanabe vd., 1997).



1. GENEL BiLGILER

1.1 Oligo-1,4-1,6-Alfa-Glukosidaz

Yaygin olarak oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz olarak bilinen enzim ozellikle
HFS iretiminde, nisastanin a-amilaz 1ile parcalanmasindan aci§a ¢ikan
oligosakkaritlerin pargalanarak, nisastanin tamamen glukoza indirgenmesinde
kullanilmas1 nedeniyle endiistriyel bir 6neme sahiptir. Bu 6neminden dolay1 bir¢ok
bakteriden bu enzim izole edilerek karakterize edilmistir.

Nisasta, bitkilerde fotosentetik islemlerin bir sonucu olarak {iretilen bir depo
polisakkariti olarak bilinmektedir. Bitkisel kokenli gida tirlinlerindeki karbohidratlarin
esas depo kaynagi olan nisasta graniilleri bitkilerin kok yumrularinda, bakliyat
kisimlarinda ve tohumlarm igerisinde depolandig: bildirilmektedir. Bir polisakkarit
olan nisasta glukoz molekiillerinin a-D-(1,4) ve a-D-(1,6) glikozidik baglariyla
baglanmasi sonucu olusmustur. Nisasta dogrudan bir gida bileseni olarak kullanilidig1
ve kimyasal veya enzimatik iglemlerle biyoteknolojik agidan 6nemli bir¢ok firiine
doniistiiriilebildigi rapor edilmistir (Hua ve Yang, 2015). Spesifik olarak, nisastadan
elde edilen glukoz surubu, islenmis gida ve iceceklerin imalatinda popiiler bir
tatlandiric1 6zellige sahip olan yiiksek fruktoz icerikli seker surubu elde etmek igin
kullanilan bir hammadde oldugu bildirilmistir. Nisastanin enzimatik islemlerinin
ikinci agsamasinda yiiksek {irlin verimi, reaksiyon karigiminda bulunan enzimlerin
kullanilmasi ile oligosakkaritleri verimli bir sekilde glukoza doniistiirme yetenegine
bagli oldugu ileri siiriilmiistiir (Van Der Maarel vd., 2002). Maltodekstrinlerdeki o-
1,6-glikozidik baglarin pargalamak i¢in kullanilan glukoamilazin yetersiz hidrolizinin
bir sonucu olarak, temizlenmemis yan {iriinler birikerek nihai verimi sinirladigt rapor
edilmistir. Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz (veya izomaltaz) enzimi, glikozil hidrolaz 13
ailesinin (Dong vd., 2020) 31 alt ailesine ait oldugu, dekstrinlerin ve
izomaltooligosakkaritlerin indirgeyici olmayan ucundan a-1,6-glikozidik baglar
hidrolize edebildigi bildirilmistir.  Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazlar, bakteriler,
mayalar, filamentli mantarlar ve hayvanlar dahil olmak iizere farkli organizmalarda
bulundugu bildirilmistir.  incelenen  oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazlarm  hepsi,
molekiiler agirlig1 33-71 kDa olan hiicre i¢i enzimler oldugu rapor edilmistir (Dong

vd., 2020). Genellikle, hafif asidik veya nétr pH'da (5,00-7,00) 30-60 °C sicaklik



araliginda aktivite gosterdigi bildirilmistir. Mezofilik Bacillus cereus'tan karakterize
edilen oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazin 40 °C’de maksimum aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Watanabe vd., 2001). B. coagulans, B. thermoglucosidasius ve B.
flavocaldarius (sirasiyla optimum sicaklik 62, 70-75 ve 87,5 °C) dahil olmak iizere
termofilik mikroorganizmalardan ¢ok sayida oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazin
tanimlandig bildirilmistir (Watanabe vd., 1989; Watanabe vd., 1996; Kashiwabara
vd., 1998). Bununla birlikte, bugiine kadar oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazlarin sadece
bir kag 6rnegi diisiik sicaklikta veya dogal ortam sicakliginda aktif oldugu rapor
edilmistir. Bu tiir enzimlerin gida ve biyoyakit iiretimi sirasinda ortam sicakliginda
verimli nigasta sekerlemesi elde etmek i¢in kullanilabildigi beyan edilmistir (Dong vd.,
2020). Bacillus cereus susuna ait oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz enziminin 6rnek ti¢

boyutlu yapis1 Sekil 1°de verilmistir.

Sekil 1. B. cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz enziminin 6rnek ii¢ boyutlu yapisi
(Watanabe et al., 1997).



Nisastanin tamamen hidroliz olabilmesi ve HFS’ye donistiiriilmesi
islemlerinde, a-amilaz, amilo-a-glukosidaz ve son asamada glukoz izomeraz
kullanilmaktadir. TUBITAK 104T472 nolu arastirma projesi ile desteklenen
calismada, A. gonensis G2" glukoz izomerazi hem dogal hiicreden hem de pET28a(+)
ekspresyon vektoriine klonlanarak rekombinant olarak ekpress edilmistir (Karaoglu
vd., 2013; Karaoglu, 2010). Her iki durumda elde edilen enzimler saflastirilarak
enzimlerin tiim biyokimyasal ve kinetik parametreleri ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen
neticesinde; A. gonensis G2T glukoz izomerazinin, iizerine yapilan ¢aligma sonucunda
elde edilen kinetik parametreleri agisindan, giintimiizde ticari olarak kullanilan birgok
GI’lardan oldukea tistiin niteliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica, enzim
tizerinde cesitli mutasyonlar gergeklestirilmis ve bu mutasyonlardan W137F/ V184S
cifte mutasyonu ile enzimin katalitik etkinligi yaklagik 10 kat daha artirildig1 ortaya
konulmustur (Karaoglu vd., 2013; Karaoglu, 2010).

Fuktoz surubu (HFS); %42 veya 55 fruktoz sekeri bulunduran tath ve besleyici
sakkarit karigimi olup, misir nisastasindaki glukozu mikrobiyel enzim olan glukoz
izomeraz enzimi kullanilarak fruktoza doniistiiriilmesi ile elde edilen bir {iriin oldugu
rapor edilmistir (Knorr, 1987; Bandlish vd., 2002; Mu vd., 2012). Ticari olarak
kullanilan glukoz izomeraz enzimini misir nisastasindan yiiksek fruktoz misir surubu
(HFCS) elde edilmesinden 6nceki yillarda gidalarin tatlandirilmasinda %40°1 seker
pancarindan, %60°1 ise seker kamisindan klasik yontemlerle elde edilen sakkarozun
tatlandirict olarak kullanilmasi ile saglandigi bildirilmistir. Arastirmacilar tarafindan
alternatif tatlandiric1 olarak glukoza ksilozdan 160 kat daha az ilgisi olan
Pseudomonas hydrophila’dan elde edilen glukoz izomeraz ile seker kamisindan
gereksinim duyulan tatlandirici ihtiyact HFCS iiretimi i¢in yeterli oldugu rapor
edilmistir (Marshall ve Koo1,1957). Kiiba’da 1958 yilinda gergeklestirilen Kiiba
Devrimi yiiziinden Kiiba Devletine ambargo uygulanmasi sebebi ile yerli olarak
iretilen seker pancarindan yeterli miktarda sukroz iiretimi gerceklestirilememistir. P.
hydrophila’dan elde edilen glukoz izomeraz ilk kez Japonya’da daha sonra da
A.B.D’de ve Kiiba Devrimi’nden sonra meydana gelen seker pancarindan yeterli
sakkaroz tiretilememesi nedeni ile alternatif olarak yiiksek fruktoz musir surubu elde
etmek icin bu enzim kullanilarak gereksinimin karsilandigi bildirilmistir (Karaoglu,

2004).



Fruktoz suruplarinin tath ve viskozitesinin diisiik olmasinin yani sira daha az
kristallesme gibi 6zellikleri nedeniyle kullaniciya nakil ve saklama iglemleri esnasinda
kolaylik saglayan ¢ok fonksiyonlu bir iiriin oldugu bildirilmistir. Fruktoz surubunun
nem tutma Ozelligi sayesinde gidalarin kurumasini onledigi gibi lezzet gelistirici
ozellikleri oldugu, ozmotik basinc yiiksekligi ve fermente edilebilir sekerler agisindan
zengin oldugu da bildirilmistir. Fruktoz surubu agiza alindiginda dil tizerinde lezzetin
algilanma hissi sakkaroza gore oldukca yiiksek oldugu ve tadin hissedilebilme
stiresinin ise ¢ok daha kisa oldugu bildirilmistir. Bu yiizden gida endiistrisinde
kullanilan fruktoz suruplarinin bu karakteristik tatlandirici 6zelliklerinin lezzetlerin
algilanmasinda daha etkili oldugu rapor edilmistir (Inglett, 1974; Henry,1976;
Pomeranz,1985; Hobbs, 1986; Howling, 1992; CRA, 1994; Kuyper vd., 2005). HFCS,
sakkaroz sekerinden 1,3 kat ve glukoz sekerinden ise 1,7 kat daha fazla tatlilik
verebilen endiistiyel bir iirlindiir. Glukoz sekeri sakkaroz sekerinin sahip oldugu
tatliligin %70-75’ine sahipken fruktoz sekeri ise sakkaroz sekerine gore iki kat daha
fazla tatliliga sahiptir. HFCS lezzetinin tatli olmasi ve dogal ortamda oldukg¢a bol
miktarda bulunan nisastadan imal edildigi diisiiniildiigiinde ve gida endiistrisindeki
lezzet acisindan tatlandirma giicii temel alindiginda HFCS’un sakkaroz sekerinden
%10-20 daha ucuz oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda HFCS sakkarozda oldugu gibi
kristallesme problemi meydana getirmedigi rapor edilmistir. Tiim bunlarin yani sira
fruktoz sekeri midede ¢ok yavas emildiginden ve kandaki glukoz seviyesi lizerine
olumsuz bir etki yapmadigindan dolay1 diyabetik hastalar i¢in bir tatlandirici olarak
kullanildig1 bildirilmistir (Bhosale vd., 1996; Karaoglu vd., 2013). Fruktoz surubu
genellikle hem gazsiz hemde gazli iceceklerde, firin mamiillerinde, hububata dayali
gesitli {riinlerde, siit mamullerinin hazirlanmasi, salamura iirlinlerin islenmesi
asamasinda, endiistriyel islenmis gidalarin hazirlanmasinin yani sira hazir ¢corbalarin
hazirlanmasinda, domates soslarinin hazirlanmasinda, sebze ve meyve gibi
konservecilik iirlinlerinin hazirlanmasi agamasinda endiistriyel katki maddesi olarak
kullanildig: bildirilmistir. Ayrica, HFCS unlu mamiilleri fermente edilebilen bir madde
oldugu, pisirme esnasinda unlu mamiillarin kabuk rengine ve {irliniin lezzetine katkida
bulundugu rapor edilmistir. Ayrica, bu iiriinlerin raf dmriinii uzattig1 i¢in ekmek basta
olmak iizere, biskiivi, kek, kurabiye, tart dolgulari ve jdlelerde uzun siire

saklanabilmesi amaciyla kullanilabildigi de belirtilmistir (Reeder, 1978; Pomeranz,
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1985; Hebeda, 1987; Wulff, 1987; Johnson vd., 1989; Nabors, 1991; Kulp vd., 1991;
Anonymous, 1993; Manohar ve Rao, 1997).

Ulkemizde HFS tamamen dis kaynakli imkanlar ile (yabanci iilkelere patentli
enzimler) tiretilmektedir. Cilinkii iilkemize ait ve bu endiistriyel uygulamada kullanilan
herhangi bir patenli a-amilaz, amiloglukosidaz ve glukoz izomeraz enzimleri
bulunmamaktadir. Glukoz izomeraz ile HFS iiretimi yapabilmek igin kritik safha olan
ve oligosakkaritlerin par¢alanmasinda dnemli bir yere sahip olan oligo-1,4-1,6-alfa-
glukosidazin da iilkemize kazandirilmasi disa bagimliliktan kurtulma yolunda biiyiik
bir adim olacaktir. Karakterizasyonu ve ilgili mutasyon ¢alismalari tamamlanmis olan
bu glukoz izomerazi bir sanayi projesi ile endiistriyel sahada kullanilmasi
planladigindan, bu endiistriyel uygulamanin bir basamagini katalizleyen oligo-1,4-1,6-
alfa-glukosidaz enzimin de bu g¢alismaya katilmasi ve bir biitiinliik saglamasi son
derece 6nem arz etmektedir.

Ayrica oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz enzimi sukrozu (sakkaroz) substrat olarak
kullanarak glukoz ve fruktoza parcalamasi sebebiyle sukraz veya invertaz enzimi
olarak da bilinmektedir. Dolayis1 ile enzimin sukraz aktivitesi ile sakkarozdan HFS
{iretiminin yapilabilmesi de ayr1 bir énem arz etmektedir. Ozellikle sekerpancari
tretiminin popiiler oldugu iilkemizde sakkarozdan direk HFS iiretiminin
gerceklestirilebilmesi iilkemiz acisindan son derece degerli bir kazang olamasi
muhtemeldir. Nisasta molekiillerinden a-amilaz, amilo-a-glukosidaz ve ozellikle
glukoz izomeraz enzimleri kullanilarak HFCS (High Fructose Corn Syrup= Yiiksek
Fruktozlu Misir Surubu) iiretimi ticari bir oneme sahiptir. Nisastanin enzimatik yolla
tamamen hidroliz olabilmesi ve HFCS’ye doniistiiriilebilmesi i¢in yukarida bahsi
gecen ili¢ farkli enzimin kombinasyonuna gereksinim duyuldugu bildirilmistir
(Bhosale vd., 1996; Haki ve Rakshit, 2003). Nisastadan fruktoz surubu iiretebilmek

icin enzimatik yollar ile gergeklestirilen temel basamaklar Sekil 2°de sunulmustur.

Dekstrinler Glukoz | === [Fruktoz

. > .
Nisasta o—Amilaz Maltodekstrinler |Amilo o—glukosidaz Glukoz izomeraz

Sekil 2. Fruktoz surubu iiretimi i¢in temel enzimatik basamaklar.

Polisakkarit olan nisasta molekiilii D-glukoz monomerlerinden olusup, bu

monomerler yaklagik % 10-30 oraninda amiloz ve %70-90 oraninda da amilopektin
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polimerlerini meydana getirmektedir. Amiloz polimeri 6000 kadar D-glukoz
molekiiliiniin birbirlerine a-1,4 glukozidik bag ile baglanmisiyla olusan diiz
zincirlerden olusmustur. Amilopektin; a-1,4 glukozidik bag ile baglh 10 ile 60 adet
glukoz molekiiliiniin biraraya getirdigi kisa diiz zincirler ve bu zincirlere o-1,6
glukozidik bag ile dallanarak baglanmis 15 ila 45 glukoz molekiiliinden olustugu
bildirilmistir (Niehaus vd., 1999, Van Der Maarel vd., 2002). Amiloz ve amilopektinin

kimyasal yapisinin kimyasal formiilii Sekil 3’de verilmistir.

CH,OH
0
CH,OH 1
. o-N\H P
4 OH 0 |
0 CH,OH sCH,0H
OH 0 0
OH "o . NOH
0 0 0
amiloz OH OH
armlopektin

Sekil 3. Amiloz ve amilopektinin kimyasal yapisinin kimyasal formiilii.

Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak tizere iki polimerden olugmaktadir.
Tahillarda bulunan nisasta tipik olarak %70 amilopektin ve %30 amilozdan olustugu
bildirilmistir (Poonam ve Dalel, 1995). Amiloz, glukoz birimlerinin a-1,4 baglar
yoluyla baglandig1 esasen dogrusal bir molekiildiir ve c¢ift sarmal kristal yapiya
sahiptir; sarmal, doniis basina alti D-glukoz molekiilii icermektedirr. Amilopektin,
amilozun tersine, dallanma noktalarinda %4 ile %6 a-1,6 baglar1 olan oldukca
dallanmis bir yapiya sahip oldugu ve dal zincirinin ortalama uzunlugu 20-25 glukoz
biriminden olustu bildirilmistir. Amilopektin, 10%den fazla molekiiler agirhiga sahip
oldugu, bu da onu dogadaki en biiyiik molekiil yaptig1 rapor edilmistir (Poonam ve
Dalel, 1995). Nisasta molekiiliiniin D-glukoz molekiiliine pargalanmasi a-amilaz
familyasina (EC 3.2.1.-) ait bir seri enzimin hidroliz reaksiyonu ile gerceklestirilir.
Endo-enzim olarak bilinen a-amilaz (EC 3.2.1.1) zincirin i¢ bolgesindeki rediikleyici
a-1,4 glukozidik baglarina etki ederek nisasta molekiillerini parcalar. Amilopektin

olusumunda bulunan a-1,6 glukozidik baglar1 ise oligo-1,6-glukozidaz (EC 3.2.1.10)
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ile parcalanarak nisasta molekiiliiniin glukoza kadar tamamen pargalanmasinin
gerceklestigi rapor edilmistir (Poonam ve Dalel, 1995).

Nisastanin tamamen hidrolizinde a-amilaz ile birlikte kullanilmasi sonucunda
oligo-1,6-glukozidazin gbrev almasi ile nisasta metabolizmasindaki Onemini
arttirmaktadir. Bu nedenlerle glukoz ve fruktoz surubu yapimi gibi endiistriyel
islemlerde, nisastanin tamamen hidrolizi i¢in oligo-1,6-glukozidaz, a-amilazlar ile
beraber kullanilmasi belirgin avantajlar sagladig: bildirilmistir (Kelly ve Fogarty,
1983; Kelly vd., 1983).

Birgok mikroorganizmada hiicre igi olarak sentezlenen oligo-1,4-1,6-alfa-
glukosidaz (E.C 3.2.1.10) sakkaroz molekiiliinii glukoz-fruktoz bagini pargalar ya da
B-D-fruktofuranosit fruktohidrolaz, molekiiliinii fruktoz kismindan D-fruktoza
dontisimlii izomerizasyonunu ayrica amilo katalize etmektedir. Enzim oligo-1,4-1,6-
alfa-glukosidaz isminin yani sira -1,4-1,6-alfa-glukosidaz, sukraz-maltaz-izomaltaz,
invertaz, oilgosakkarit-a-1,6-glukoz hidrolaz gibi isimlerle de adlandirilmaktadr.

Invertaz sahip oldugu endiistriyel ©nemden dolay1 birgok bitkiler ve
mikroorganizmalardan karakterize edilmis olup yaygin sekilde caligilmistir.
Saccharomyces cerevisiae'de invertaz ekspresyonunun diizenleme semasinin kantitatif
analizi (Herwig vd., 2001), Candida utilis (Belcarz vd., 2002), Batik ve kat1 hal
fermantasyon Aspergillus niger tarafindan invertaz iiretimi (Romero-Gomez vd.,
2000), Termofilik bir mantar olan Thermomyces lanuginosus'tan yeni bir invertaz
enziminin aktivasyon ig¢in tiyol ve protein gereksinimi (Chaudhuri ve Maheswari,
1996) belirlendigi rapor edilmistir. Penicillium chrisogenum penisilyum iiretiminden
kaynaklanan misel atiklarindan hayvan besleme igin gerekli olan enzimleri (Nuero ve
Reyes, 2002) bir arastirmada incelendigi bildirilmistir. Bir maya olan Saccharomyces
italicus Y1225 (Halvorson ve Ellias 1958) ve bir kiif olan Aspergillus niger (Lee vd.,
2001) gibi 6karyotik moorganizmalar iizerinde yapilan ¢alismalarda izole edilerek
saflagtirilan a-glukozidaz enzimleri ve insan lizozomal a-glukozidazinin (Hermans
vd., 1991) iretildigi bildirilmistir. Ayrica, 80 °C’de iireyebilen Thermococcus sp.
AN185 (Piller vd., 1996) ve Pyrococcus furious (Constantino vd., 1990) gibi
hipertermofilik bakteri suslarindan a-glukozidaz enziminin iretildigi rapor edilmistir.
Bugiine kadar Thermus caldophilus GK24 (Nashiru vd., 2001), Thermomonospora
curvata (Janda vd., 1997), Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (Wimmer vd.,
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1997) ve Rhizobium sp. USDA 4280 (Berthelot ve Delmotte, 1999) gibi bakteriyel
kokenli suslarinin uygun ortamlarda iiretilen kiiltiirlerinden izole edilen a-glukozidaz
calismalar1 6rnek olarak verilebilir.

Bacillus cinsine ait tiirlerin izolatlarindan termostabil a-glukozidaz enzimi
tiretebilen; B. caldovelax DSM411 (Giblin vd., 1987), B. flavocaldarius KP1228
(FERM-P9542) (Suzuki vd., 1987a), B. thermoamyloliquefaciens KP1071 (FERM-
P84776) (Kashiwabara vd., 2000), G. stearotherothermophilus ATCC7953 (Albert
vd.,, 1998), G. stearothermophilus ATCC12016 (Suzuki vd., 1984), G.
thermodenitrificans HR010 (Ezeji vd., 2005), Geobacillus HTA-462 (Hung vd., 2005)
ve Bacillus sp. DG0303 (Lee, 2000) gibi suslarin arastirmacilar tarafindan ¢alisildigi
rapor edilmistir. Ozellikle G. stearothermophilus ATCC 12016 ve G.
stearotherothermophilus ATCC 7953 tiirlerin izolatlarin suslarindan elde edilen o-
glukozidazlarin endiistriyel agidan 6nemli oldugu, bugiin bu enzimlerin ticari olarak
saflastirilarak tiretilme sunuldugu bildirilmistir (Albert vd., 1998; Suzuki vd., 1984).

Bacillus cinsinin hem mezofilik hemde termofilik suslarindan iiretilen a-
glukozidazlarin optimum sicakligi 37 ile 85°C arasinda degisirken optimum pH
degerleri ise 5-9 arasinda bir degisim gosterdigi bildirilmistir (Suzuki vd.,1987a, Hung
vd., 2005). Mikrobiyal a-glukozidazlar yaklasik 70 kDa’un altinda olmakla birlikte,
genel olarak molekiil agirliklariin 30 ile 102 kDa arasinda degisim gdsterdigi rapor
edilmistir (Piller vd., 1996). Geobacillus sp. HTA-462 suslari ile yapilan ¢alismada bir
enzime ait 1,7 kilo bazlik genin klonlanarak E. coli’ye aktarildigi bildirilmis ve tiretilen
enzime ait proteinin 555 amino asit igerdigi ve molekiiler biiyiikligiiniin 65 kDa
oldugu belirlendigi rapor edilmistir (Hung vd., 2005). B. thermoamyloliquefaciens
KP1071 susuna ait 787 amino asit icerdigi belirlen II. bir a-glukozidazin elde edildigi
ve molekiil agirligi 90 kDa olan bu enzimin ii¢ boyutlu yapisinin ortaya ¢ikarildig:
rapor edilmistir (Kashiwabara vd., 2000).

Enzimlerin aktivite etkinligi gosterebilmesi igin gerekli olan fakat protein
yapisinda olmayan, 6zellikle metal iyonlardan meydana gelen yan gruplar, kofaktor
olarak isimlendirilmektedir. Enzimlerin bircogu kofaktdr olarak Cu*?, Fe*?, Mg*? ve
Zn*2iyonlarina ihtiya¢ duymaktadir. Baz1 agir metal iyonlar1 (Ag*?, Cu*? ve Hg*? gibi)
veya bunlarin tiirevleri, bazi enzimlerin -SH gruplariyla birleserek, enzimlerin katalitik

merkezinde bulunan sistein kokleri ile merkaptiir meydana getirebildigi ve yapilarinda

14



stilfidril grubu igeren enzimlerin, bildirilen agir metal iyonlar: ile birleserek inhibe
edildigi bildirilmistir (Zubay, 1988). Yapilan bir arastirmada termofilik archaebacteria
genusuna ait thermococcus tiiriinden elde edilen o-glukozidazin Hg*2, Co*2 ve Ni*2
gibi iyonlari ile tamamen inhibe edildigi, bubunla birlikte Mg*?, Ca*? ve Zn*2 gibi ¢ift
degerlikli metal iyonlarinin ise enzim aktivitesini ¢ok az miktarda disiirdigii
belirtilmistir (Piller vd., 1996).

Enzimlerin 3 boyutlu yap1 ¢alismalarinda, bolgesel spesifik mutasyonlar ile
yapilan inhibisyon g¢alismalari, a-glukozidazlarin substrat ve {irin arasindaki iliski
kurmay1 ve aktif bolge kismindaki amino asitlerin farkli yapilarda olmasinin daha iyi
anlasilmasina yardimci olmustur (Van Der Maarel vd., 2002). Ayn1 zamanda amino
asit yapilarinin analizleri ve amino asit yapilar lizerinde mutasyon c¢aligmalari
sayesinde iyonlagabilen bir aspartat (Asp) ile glutamat (Glu) amino asit kokiine sahip
olan katalitik bolgelerin korunmus dort bolge igerdigi bildirilmistir ve substratin
baglanma bolgelerinde enzimin substratina spesifikligi belirleyen bir histidin (His)
amino asitin varliginin saptanmis oldugu rapor edilmistir (Kelly vd., 1983).

Yapilan bagka bir calismada S. cerevisiae’den a-glukozidaz ve oligo-1,6-
glukozidazlar elde edilmistir. Yapilan bolgesel spesifik mutasyon deneylerinde oligo-
1,6-glukozidazin a-1,6 glukozidik baglara karsi spesifiklikten sorumlu amino asit
kokiiniin  Val216 olmasina karsin, a-1,4 glukozidik baglarma spesifik o-
glukozidazinda bu amino asit pozisyonunun ise Thr273 oldugu ortaya konulmustur.
Enzim iizerindeki tek bir amino asit degisikligi ile enzimin substrat tercihi
degistirilebildigi tespit edilmistir. Bu iki enzim genleri birlestirilerek yeni bir enzim
(kimerik enzim) olusturuldugu bildirilmistir. Mutasyona ugratilarak elde edilen bu
yeni enzim ile hem a-1,4 glukozidik baglari hem de a-1,6 glukozidik baglarin hidrolize
edilebildigi rapor edilmistir. Boylece protein miihendisligi yolu ile ayni
mikroorganizmaya ait hem oligo-1,4-1,6-alfa-glukozidaz hem de o-glukozidaz
aktivitesinin oldugu yeni bir kimerik enzim elde edildigi rapor edilmistir (Yamamoto
vd., 2004).

B. cereus ATCC7064 izolatlarindan elde edilen oligo-1,4-1,6-alfa-
glukozidazin ii¢ boyutlu yapisim1 ¢alisildigi bir arastirmada bolgeye spesifik
mutasyonlar ile enzimin isiya dayanikligini arttirmaya yonelik ¢caligmalarin yapildig:

rapor edilmistir. Mezofilik yapida olan bu enzimin tizerinde rastgele segilen 12 farkl
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noktada yaptiklar1 mutasyonlar ile prolin koklerinin eklenmis oldugu bildirilmistir.
Bunun sonucunda termostabilizasyon normal degere gore 5,6°C kadar arttirilabildigi
rapor edilmistir (Watanabe vd., 1997). Farkli biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarinda
cok yaygm bir sekilde kullanim alani bulan enzimlerin Actinomycetes cinsi
mikroorganizmalar tarafindan iiretildiginin bildirilmesine (Ozcan, 2019) ragmen, son
yillarda gida endiistrisinde kullanilabilecek enzimlerin birgogu termofilik bir bakteri
olan Anoxybacillus gonensis G2T tiiriinde mevcut oldugu rapor edilmistir (Saral, 2011;
Bak, 2017; Kizakli, 2019; Rakict, 2019).

Anoxybacillus gonensis G2T, 55-60 °C’de biiyiime sicakligina sahip olan
termofilik bir bakterinin literatiire kazandirildigi rapor edilmistir (Belduz vd., 2003).
Yapilan galismalarda bu bakterinin oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz aktivitesine sahip
oldugu belirlenmistir. Yine ¢esitli mutasyonlar ile glukoz izomerazin termal
kararlihginin arttirilmas1 ¢alismalart tamamlanmistir (115352 nolu TUBITAK
arastirma projesi). HFCS ftiretiminde glukoz izomeraz ile birlikte oligo-1,4-1,6-alfa-
glukosidaz’a da ihtiyag duyulmaktadir. Anoxybacillus gonensis G2™e ait oligo-1,4-
1,6-alfa-glukosidaz’in sukraz aktivitesinin biyokimyasal karakterizasyonunun
tamamlanarak kinetik parametrelerinin agiga ¢ikarilmasi ve bu degerlerin mutasyonlar
ile gelistirilmesi bu ¢alismanin konusunu olusturmaktadir. Anoxybacillus gonensis
G2"e ait glukoz izomeraz enzimi kinetik parametreleri ve biyokimyasal parametreleri
acisindan endiistriyel olarak kullanimda olan ¢ogu ticari glukoz izomerazlardan {istiin
Ozelliklere sahiptir. Bu bakteriye ait oligo-1,4-1,6 alfa-glukosidazin da endiistriyel
uygulamalar agisindan 6nemli kriterlere sahip olacagi umudunu yasamaktaniz. HFCS
tiretiminde kullanilan 3 enzimden ikisinin ayni bakteri kokenli olmasi enzimlerin
HFCS iiretiminde daha fazla performans saglayacagi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, A. gonensis G2' oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz’1 kodlayan gen
pET28a(+) vektorii i¢erisinde klonlanarak plazmite pETG2SUC2 ismi iiretilen enzime
ise AgoSuc2 ismi verilmigtir. pPETG2SUC2, konak hiicre olan E. coli BL21(DE3) susu
igerisine aktarilarak ekspres edilmistir. Bu sistem E. coli BL21(DE3)/pETG2SUC?2
olarak isimlendirilmis ve gerekli sekillerde stoklanmistir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda;

v AgoSuc2 geninin tespit edilmesi ve klonlanmasi,

v AgoSuc2 enziminin yiiksek miktarda ekpresyonu,
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v" Ekspres edilen enzimin saflastirilmasi,

v' Saflastirilan enzimin biyokimyasal parametrelerinin belirlenmesi (optimum
sicaklik, optimum pH, inhibitdr ve aktivatorlerin arastirilmasi),

v' Saflagtirilan enzimin degisik substratlar1 (sukroz, izomaltoz, amilopektin, vb.)
kullanimina gore kinetik parametrelerinin belirlenmesi,

v Pymol protein modelleme programi kullanilarak enzimin ti¢ boyutlu yapisinin
olusturulmasi ve aktif bolgede var olan amino asitlerin belirlenmesi,

v' Dogal ve mutant enzimleri kullanarak ¢ay sekeri olarak bilinen sukroz

(sakkaroz)’dan HFCS iiretiminin arastirilmasi planlanmaistir.

1.2 Anoxybacillus gonensis G2 sususunun ozellikleri

Balikesir ilinin Génen ilgesindeki su sicakligi 70 °C olan Kaplica suyundan
alinan &rneklerden termofilik bir bakteri olarak Anoxybacillus gonensis G2T sususu ilk
kez izole edildigi rapor edilmistir (Belduz vd., 2003). Geleneksel klasik yontemler ve
genetik teknikler ile identifikasyonu yapilarak ismlendirildigi rapor edilmistir.
Anoxybacillus gonensis ksilanolitik, sporlu, fakiiltatif anaerob ve biiylime igin
optimum sicakligi 55-60°C olan basil seklindeki termofilik bir bakteridir. G27
sususunun hareketli, Gram pozitif oksidaz ve katalaz testi pozitif oldugu tespit
edilmistir (Belduz vd., 2003). Uygun besleyici agar ortami, G2T susu, krem renkte,
diizensiz sekilde, piiriizlii kenarli ve 23 mm ¢apinda kii¢iikk kolonileri meydana
getirmektedir. Isik mikroskobu ile yapilan muayenede gubuk seklinde ve hareketli bir
bakteri oldugu tespit edildi bildirilmistir (Belduz vd., 2003). Ksiloz ve glikoz tizerinde
yiiksek diizeyde ksiloz izomeraz aktivitesi gosterdig bildirilmistir. 16S rRNA gen
dizisi analizi, bu izolatin Anoxybacillus flavithermus DSM 2641T'ye >%97 benzerlik

gosterdigi rapor edilmistir (Belduz vd., 2003).
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2. YAPILAN CALISMALAR

Bu calismada, Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi,
Temel Bilimler Anabilim Dali’nin Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’ndaki
-20 °C’de stoklanan A. gonensis G2 bakterisinin oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz
(sukraz-maltaz-izomaltaz) geninin rekombinant olarak (pETG2SUC2) seklinde
klonlanip E. coli BL21 (DE3) susunda iiretilmesi, gen {iriinliniin saflagtirilmas1 ve

saflagtirilan enzimin biyokimyasal karakterizasyonu galisilmistir.

2.1 Enzim Deneylerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasallar ticari olarak Aldrich-Chemie (Steinheim, Almanya), Merck A.G.
(Darmstadt, Almanya), Fluka Chemie A.G. (Buchs, Isvi¢re) ve Sigma Chem. Co. (St.
Louis, MO, ABD)'den satin alindi. Wizard Genomic DNA Saflasgtirma Kiti, Wizard
Plus SV Minipreps DNA Saflastirma Sistemi, Taq DNA Polimeraz, dNTP ve
restriksiiyon endoniikleazlarin tiimii Promega Corp. (Madison, WI, ABD)’tan satin
alindi. Tiim kimyasallar ayirag (reaktif) sinifindaydi ve tiim ¢ozeltiler damitilmis ve
deiyonize su ile yapildi. Bu kimyasallar asagida listelemistir.

Tripton (Fluka), Yeast Ekstrakt (Merck), NaCl (Sigma), CaClz (Sigma), CoClz,
MgSQO4 (Merck), D-Glukoz (Sigma), 4-Morpholinepropanesulfonic acid (MOPS,
Fisher scientific), Lizozim (Bioshop), Etil alkol (Smyras), Ampisilin (Fisher),
Kanamisin (Fisher), IPTG (Bioshop), Commassiee Brillant Blue G-250 (Panreac),
Commassiee Brillant Blue R-250, BSA (NEB), DEAE-Sepharose (Sigma), Phenyl
sepharose 6 Fast Flow (Sigma), Amonyum siilfat (Merck), Amonyum asetat (Merck),
Sodyum asetat (Merck), Tris (Fisher Scientific), Potassium phosphate (Merck), Glisin
(Fluka), Gliserol (Fluka), Hydrochloric acid (Sigma aldrich), Sodium hydroxide
(Applichem), ZnCl2 (Merck), CuClz (Merck), SnClz (Merck), HgClz (Merck), MgSOa4
(Merck), KCI (Merck), BaCl2 (Merck), PbCl2 (Merck), Ag20sS (Merck), MnSQOa4
(Merck), FeSO4 (Merck), Al2(SO4)s (Merck), Borik asit (Vivantis), Ure, Cadmium
(Merck), 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS), Na/K tartanat, Agaros, EDTA (Merck),
IPTG (Sigma), Dimethyl Formamide (DMF), Sodyum Dodesil Siilfat (SDS),
Amonyum persiilfat, TEMED, -merkaptoetanol.
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2.2 Suslar ve Vektorler

A. gonensis G2 NCIMB 13933T, E. coli BL21 (DE3):pLysS, Novagen'den
(Madison, WI, ABD) ve Jm101 Stratagene'den (La Jolla, CA, ABD) satin alinmistir.
Calismada Promega (pGEM®-T Easy) ve Novagen (pET28 (a)+) plazmit vektorleri
kullanilmistir. Rekombinant plazmitler igeren tiim E. coli suslari, aksi belirtilmedikge,
uygun sekilde, 37 °C’de ve pH 7,40’te 100 ug/mL ampisilin veya kanamisin ile
desteklenmis Luria-Bertanie (LB) ortaminda kiiltiirlendi.

2.3 Luria-Bertani (LB) Siv1 ve Kat1 Besi Yerlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan bakteri suslarmin tretilmesi i¢in sivi ve kati Lauria-
Bertani (LB) besi yeri hazirland1. Sivi LB besi yeri i¢in 10 g tripton, 5 g yeast ekstrakt
ve 5 g NaCl kimyasal maddeler hassas terazide tartildi ve 900 mL saf suda manyetik
karigtiricr yardimi ile ¢6ziildii. Kat1 LB besi yeri i¢in yukaridaki formiile 12 gr/L agar
eklendi ve 1sitmali manyatik karistirict yardimi ile ¢6ziildii. Hazirlanan besi yerlerinin
pH’s1 7,40 + 0,20a olacak sekilde 1 N NaOH ve 1 N HCI tamponlari ile titre edilerek
1 litreye tamamlandi. Hazirlanan besi yeri otoklavda 121 °C’de 20 dakika (dK) siire ile

steril edildi.

2.4 A. gonensis G27de Oligo-1,4-1,6-Alfa-Glukosidaz Varh@inin Tespiti

A. gonensis G2T 100 mL sivi LB besi yerinde sallamali etiivde 55°C’de 16
saatte boyunca iiretildi. Inkiibasyon sonunda iiretilen bakteri 50 mL falkon tiipiine
aktarilarak sogutmali santrifiijde 7500 rpm’de 5 dk boyunca ¢oktiiriildii. Pellet tizerine
100 mM MOPS (pH 7,00) tamponundan ilave edilerek vortekslendi. Tekrar 7500
rpm’de santriflij ile ayni siirede ¢oktiiriildii. Hiicreler yukarida belirtilen tampon
icerisinde tekrar ¢oziilerek 1 pg/mL lizozim ilavesiyle 37 °C’de 20 dk inkiibe edildi.
Bu siire sonunda 10 dk boyunca sonikatorle patlatildi ve elde edilen hiicre 6ziitii 14800
rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve Siipernatant steril tiiplere aktarildi. Reaksiyon ¢ozeltisi
icin eppendorf tiiplere 420 uL 100 mM MOPS tamponu 40 uL 0,5 molar sukroz
substrati ve elde edilen hiicre 6ziitiinden 40 pL ilave edilerek son hacim 500 pL
ayarlandi. Kontrol eppendorf tiiplerine 460 uL 100 mM MOPS tamponu 40 pL 0,5
molar sukroz substrat ilave edildi ve vortekslenerek karistirildi. Eppendorf tiipleri 60

°C’deki thermo shaker’de 30 dk inkiibe edildi. Sonra tiipler buz igine alinarak

19



sogutullarak reaksiyon sonlandirildi. Bu 6rneklerden ayri1 eppendorf tiiplere 200 ul
alinip tizerine 200 ul DNS ilave edilerek 100 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Eppendorf
tiiplerin ig¢indeki enzim aktivitesinin varligi reaksiyon sonrasinda olusan renk

degisimine gore kontrol ile kiyaslanarak degerlendirildi.

2.5 Molekiiler Calismalar

2.5.1 PZR ile Oligo-1,4-1,6-Alfa-Glukosidaz Geninin Tespiti

A. gonensis G2T bakterisi LB besiyerinde bir gece 55 °C'de inkiibe edildi.
Uretilen hiicreler 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1 ve hiicreler 13.000
rpm'de 5 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriildi. Wizard Genomic DNA Purification Kiti
(Promega) iiretici firmanin kullanim talimatlarina gére kullanilarak A. gonensis G2"in
genomik DNA’s1 izole edildi. A. gonensis G2"in oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz geni,
AG-SUC2-F (5’-CCCATGGAACGGACATGGTGGAAA G-3’) ve AG-SUC2-R (5°-
CGAATTCTTATTGTAATGCATAAATTCTGC-3’) primerleri ile amplifiye edildi.
Primerler, Ncol ve EcoRlI restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleriyle tasarlandi. PZR
reaksiyonu, 200 pL’lik PZR tiiplerinde 50 upL’lik son hacimde hazirlandi. PZR
reaksiyon igerigi, 5 pL 10 X PZR tamponu, 5 pL 200 uM dNTP karisimi, 4 pL. MgCl2
(25 mM), 1 pL her bir primerden (10 uM), 1 uL. Taq DNA polimeraz ve 2 pL kalip
genomik DNA olacak sekilde ayarlandi ve reaksiyonlar Thermo Cycler PZR cihazi
vasitasiyla (Bio-Rad, Hercules, CA) yapildi. PZR adimlari: 3 dk boyunca 94 °C'de ilk
denatiirasyon, 40 amplifikasyon dongiisii, 1 dk boyunca 94 °C’de denatiirasyon, 40
saniye 49 °C’de baglanma (annealing) ve 90 saniye 72 °C’de uzama ve 72 °C'de 10 dk
son uzama olarak ayarlandi. PZR iiriinii 0,5 pg/mL etidyum bromiir iceren %1°lik

agaroz jelde yiritiildi ve tiretilen DNA bantlar1 goriintiilendi.

2.5.2 A. gonensis G2™den SUC Geninin Klonlanmasi ve Dizilenmesi

PZR’da ¢ogaltilan reaksiyon lriinii ve vektor, pGEM®-T Easy klonlama
kitinin prosediiriinde bildirildigi sekilde, 16 °C’de 12 saat siiresince ligasyona tabi
tutuldu. Ligasyon iiriinleri, CaClz transformasyon metodu ile E. coli DH5a kompotent
hiicresine aktarildi. Tansforme olan hiicreler 1 mg/mL olacak sekilde Xgal ve IPTG

ile birlikte 1 mg/mL ampisilin ihtiva eden LB agar lizerine yayma ekim yontemi ile
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inokiile edildi. LB agar 37°C’de 16 saat siiresince etiivde bekletildi. LB agar {izerinde
tireyen mavi ve beyaz kolonilerden beyaz koloniler segildi. Beyaz koloniler oligo-1,4-
1,6-alfa-glukosidaz genini iceren pGEM®-T Easy vektorinin E. coli DH5a
hiicresinde iiredigini gosterir. Bu koloniler 1 mg/mL ampisilin ihtiva eden LB besi
yerine plazmit eldesi i¢in inokiile edildi. Bir gece boyunca inkiibasyon sonrast hiicreler
coktiirtilerek, plazmit izolasyonu Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
kiti kullamlarak iiretici firmanin énerdigi protokole gore gerceklestirildi. Izole edilen
plazmitler Magrogen sirketine sekans ettirildi ve enzime ait genin DNA dizisi tespit
edildi. Ede edilen veriler, Advanced Blast Program of GenBank (NCBI, NIH,
Washington DC) verileri kullanilarak analiz edildi. CLUSTALW programi, oligo-1,4-
1,6-alfa-glukosidaz  (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) ¢oklu dizi hizalamasinin
gerceklestirilmesi icin kullanildi ve MEGA X programi (diizeltilmemis p-mesafe
modeline gore komsu birlestirme yontemiyle) filogenetik analiz ve oligo-1,4-1,6-alfa-
glukosidazin dendogram yapimu i¢in kullanildi (Kumar vd., 2018).
Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz genini igeren rekombinant plazmit ve pET28a
(+) ekspresyon vektorii, Ncol ve EcoRlI restriksiyon endoniikleazlari ile kesildi. Enzim
kesimi, son hacim 50 pL olacak sekilde 35 pL plazmit, 5 pL buffer, 1 uL Ncol, 1 pL
EcoRl igerecek sekilde 37 °C’de 30 dk bekletilerek gerceklestirildi. Kesim sonrasi elde
edilen pET28a (+) vektorii rekombinant plazmitinten elde edilen insert, %1°lik agaroz
jele yiiklenerek yiiriitiildii. Jelde belirlenen vektor (pET28a (+)) ve insert (AgoSuC2’yi
kodlayan DNA pargasi) DNA pargalari ultraviole ortaminda bistiiri ile kesildi. Jelden
cikarilan parcalar Thermo Scientific Jel Extarction Kiti ile yikanarak jelden izole
edildi. Elde edilen inset ve vektor DNA pargalar ligasyon islemi ile birlestirildi.
Ligasyon; 10 uL son hacimde olacak sekilde 3 pL vektor ve 3 uL insert, 1 uLL T4 buffer
1 uL DNA ligaz, 2 pL saf su ile hazirlanip 12 saat siiresince 16 °C’de gergeklestirildi.
CaCl: transformasyon reaksiyonu igin steril eppendorf tiipiine 200 pL E. coli DH5a
kompotent hiicresi koyuldu ve tizerine 10 pL ligasyon iiriinii ekleyip 45 dk buzda
bekletildi. Daha sonra 43 °C’ye ayarlanmus 1sitict blok (thermoshaker)’da 1,5 dk 1s1
soku yapildi. Hiicrelerin tizerine 250 pLL LB besi yeri eklenip 37 °C’de 2 saat inkiibe
edildi. Bu iiriin 6nceden hazirlanmig 1 mg/mL kanamisin iceren LB agar iizerine
inokiile edildi ve steril cam baget ile yayma yapildi. LB agar 37 °C’de 16 saat siiresince
etlivde bekletildi. Boylece, rekombinant plazmit (pETG2SUC2), CaClz yontemi ile E.
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coli DH5a kompotent hiicresine transformase edilmis oldu. Daha sonra E. coli DH5a
PETG2SUC2 sisteminden elde edilen koliniden plamit izolasyonu yapmak i¢in
kanamisin igeren LB besiyerine ekim yapildi. Besiyeri 37 °C’de 16 saat etiivde
bekletidi. Elde edilen plazmit tekrar CaCl2 transformasyon metodu ile E. coli BL21
(DE3) kompotent hiicresine aktarilarak E. coli BL21 (DE3)/pETG2SUC2 sistemi
olusturuldu.

Kompotent hiicre hazirlama; 20 mL LB besi yerine E. coli BL21 (DE3) susu
veya E. coli DH5a susu ekildi. Ekim yapilan besiyeri 37 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakilip O.D. olgiildii. O.D. degeri 0,1 olacak sekilde bu kiiltiirden taze kiiltiir
hazirland1 ve LB besiyerine ekildi. Taze kiiltiiriin O.D’si 0,4 - 0,8 oluncaya kadar 37
°C’de (yaklasik 1 saat) calkalamali etiivde iiretildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir 50
mL’lik falkon tiiplerde 4400 rpm’de sogutmali santrifiijde 5 dk boyunca ¢oktiiriildii.
Stipernatant dokiiliip pellet tizerine 10 mL steril CaCl2 (100 mM) eklendi ve hiicreler
¢oziilerek 30 dk buzda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi sogutmali santrafiijde 4400
rpm’de 5 dk siiresince tekara ¢oktiiriildii. Siipernatant kismi1 dokiiliip pellet iizerine 2

mL steril CaClz (100 mM) eklendi. Buzdolabinda (+4 °C) 2 saat tutuldu.

2.5.3 Enzimin Uretilmesi

E. coli BL21(DE3)/pETG2SUC2’1n 1 mg/mL Kanamisin ihtiva eden LB siv1
besi yerine ekilen gece kiiltiiriinden, O.D.’si 0,1 olacak sekilde 200 mL kanamisinli
LB besi yerine taze ekildi. Taze kiiltir, O.D’si 0,8 oluncaya kadar 37 °C’de
calkalamal1 etiivde (yaklasik 1 saat) inkiibe edildi. Biiylime miktar1 spektrofotometre
ile yapilan 6l¢iimler ile takip edildi. O.D’si 0,8’e ulasan hiicre kiiltiirli son hacimde 1
mM olacak sekilde IPTG ilavesi ile uyarildi ve 4 saat daha 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Bu siire sonunda iireyen bakteri kiiltiirti 7500 rpm’de 5 dK santrifiij edilerek
¢oktiirtildi. Coktiiriilen bakteri hiicreleri 100 mM MOPS (pH 7,00) tamponunda
yikanarak temizlendi. Yikama sonrasi bakteri hiicreleri tekrar 7500 rpm’de santrifiije
edilerek ¢oktiiriildii. Isleme tabi tutulan bakteri hiicreleri 100 mM MOPS tamponunda
yeniden ¢6ziilerek i¢ine 1 ug/mL lizozim ilave edilip 37 °C’de etiivde bir saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Bu islemden sonra bakteri hiicreleri 5 dk SONIC Vibra Cell
marka sonikator kullanilarak %20 giicte 1 dongiide patlatildi ve elde edilen hiicre 6ziitii
sogutmali santrafiij yardimi ile 15.300 rpm’de 20 dk santrifiije edildi. Ustte kalan
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siipernatant kismi temiz bir tiipe aktarildi. Elde edilen siipernatantdaki enzim ile

saflagtirma islemine gecildi.

2.5.4 Enzimin Saflastirmasi

2.5.4.1 Is1 Soku Muamelesi

E. coli BL21/pETG2SUC?2 sistemi ile iiretilen AgoSuc2 termofilik karakter
tagimaktadir. Dolayisi ile ekspresyon vektoriinden ifade edilen enzimimiz diginda
diger proteinlerin biiyiik bir boliimii (E. coli BL21 hiicresine ait) mezofilik karakterde
olduklarindan dolay1 kisa bir sicak soku uygulanarak bu proteinlerin ¢ok biiyiik bir
kismi denatiire edildi. Termofilik karakterli enzimimiz ise bu durumdan
etkilenmeyecektir. Bu amag¢ dogrultusunda, saflastirmanin ilk adimi olarak, kaba
ekstrakt olarak elde edilen mezofilik hiicre (E. coli BL21/pETG2SUC?2) 6ziitiindeki
konak hiicreya ait proteinleri elimine etmek i¢in 60 °C’de 30 dk 1s1 soku uygulamasi
yapildi. Is1 soku sonrasi denatiire olan tiim proteinler 15.300 rpm’de 20 dk santrifiij
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Is1 soku uygulanan hiicre 6ziitiiniin protein miktari
Bradford metodu (Bradford, 1976) ile ve aktivite miktart DNS yontemi (Miller, 1959)
ile olgiildii. DNS su sekilde hazirlandi; 1 g DNS, 50 mL damitilmis su iginde
¢cozlindurildi. 30 g K-Na-Tartrat ve 20 mL 2N NaOH ilave edilerek son hacim 100
mL’ye tamamlandi (Miller, 1959).

2.5.4.2 Tyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, 30 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon
kullanilarak, Biyolojik Lp Sistemi (Bio-Rad) cihazi vasitasiyla gergeklestirildi. Kolon
malzemesi olarak DEAE-Sepharose fast flow (Sigma) kullanildi. Kolon malzemesi ve
deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazlar1 vakum pompasi kullanilarak alindi. Gazi
almmis olan kolon malzemesi oda sicaklifina getirildikten sonra bir pastor pipeti
yardimiyla yavas bir sekilde kolona dolduruldu. 50 mM MOPS (pH 7,0) tamponunun
250 mL ile dengeye getirildi. Daha sonra 7,7 mL enzim &ziitii dengelenmis olan kolona
yiiklendi. Tutunmayan proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi i¢in 25-30 mL kadar
ayn1 tampon kolondan gegirildi. Kolondan ¢ikan 6rnekler bir tiip igerisinde biriktirildi.

Bu tiip igerisinde oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz aktivitesi arandi. Daha sonra kolonun
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NaCl konsantrasyonu sifirdan baslayarak 0,6 M kadar ytikseltildi. Bunun i¢in 0-0,6 M
NaCl gradient kopriisii kullanildi. Kolondan ¢ikan fraksiyonlar gesitli tiipler i¢erisinde
biriktirildi. Fraksiyonlardaki protein miktar1 280 nm dalga boyunda yapilan dlgiimler
sonucu belirlendi. Uygulama sonunda elde edilen tiim fraksiyonlarda oligo-1,4-1,6-
alfa-glukosidaz aktivitesine bakildi. Aktivite bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi.
Toparlanan enzim 6ziitii (saflastirma tablosu i¢in gerekli verilere ulasildiktan sonra)
50 kDa cut off Vivaspin Consantrator kullanilarak 7500 g’de 10 dk santrifiij edilerek
yogunlastirildi.

2.5.4.3 Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi i¢in 20 cm uzunlugundaki ve 0,75
cm capindaki bir kolon kullanildi. Bu c¢alismada kolon malzemesi olarak Phenyl
Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) kullanildi. Uygulama Biyolojik Lp Sistemi (Bio-Rad)
cihazi vasitasiyla gergeklestirildi. Kolon malzemesinin gazi vakum pompasi ile alindi
ve oda sicakligina geldikten sonra bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir
sekilde dolduruldu. Kolon doldurma islemi bittikten sonra 1,3 M amonyum stilfat
iceren 100 mL tampon 50 mM MOPS tamponu (pH 7,00) ile dengeye getirildi. Iyon
degisim kromatografisinden elde edilen enzim oOziitiine esdeger hacimde 2,6 M
amonyum siilfat iceren tampon ile bire bir oraninda seyreltildi ve 6ziitiin amonyum
siilfat igeriginin 1,3 M olmas1 saglandi. Oziit kolona yiiklenerek yiiksek amonyum
siilffat konsantrasyonunda proteinler hidrofobik kolon malzemesine baglanmasi
saglandi. Daha sonra kolonun amonyum siilfat icerigi 1,3 M’den 0 M’ye diisiiriildii.
Bunun i¢in 100’er mL’lik amonyum stilfat gradient kopriisii kullanildi. Tamponun akis
hiz1 0,5 mL/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar cam tiipler igerinde 1,7
mL olacak sekilde toplandi. Fraksiyonlardaki protein miktari 280 nm dalga boyunda
yapilan Olglimler sonucu belirlendi. Ayrica tim fraksiyonlarda oligo-1,4-1,6-alfa-
glukosidaz aktivitesi aragtirildi. Aktivite bulunan fraksiyonlar bir araya toplandi. Bir

araya getirilen bu enzim soliisyonu ile karakterizasyon calismalar1 sathas1 baslatildi.

2.5.4.4 SDS PAGE Analiz Yontemi
Enzim saflastirilirken saflagtirma igleminin her kademesinde (kaba ekstrakt, 1s1

soku muamelesi, iyon degisim ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi) bir
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miktar Oziit saklanarak saflastirma isleminin sonunda SDS-PAGE analizine tabi
tutuldu. Boylelikle saflastirmaya ait jel goriintiisii de elde edildi. SDS-PAGE’de
%12'lik jel, Harlow ve Lane (1988) bildirdigi sekilde hazirlandi. 1,6 mL su, 2 mL
%30’1luk akrilamid karigimi, 1,3 mL 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,05 mL %10 SDS; 0,05 mL
%10 amonyum persiilfat, 0,002 mL TEMED ile %12’lik ayirma jeli ve 1,4 mL saf su,
0,33 mL %30 akrilamid karigim1, 0,25 mL 1 M Tris (pH 6,8), 0,02 mL %10’luk SDS,
0,02 mL tamponu %10 amonyum persiilfat, 0,002 mL TEMED ilave edilerek derisim
jeli hazirlandi. SDS-PAGE vyiiriitme tamponu 14,4 gr glisin, 3 gr Tris-base, 10 mL
%10’Iuk SDS 1000 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi. Yiriitme boyast 400 pl %10’luk
SDS, 150 uL 1 M Tris (pH 6,80), 250 uL gliserol, 60 puL B-merkaptoetanol, 140 pL
bromofenol blue ile hazirlandi. 15 plL yiiriitme boyasina 25 pL enzim 6ziitii eklenip
95 °C’de 5 dk bekletilerek SDS-PAGE jele yiiklendi ve 15 mA akimda yiiriitme boyasi
jelden ¢ikana kadar yiiriitme islemine devam edildi. Sonrasinda SDS-PAGE jel,
Commasie Brillant Blue (% 0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10
asetik asit) boyasi ile 1 saat siireyle boyandi. Ardindan yikama soliisyonu I (50 mL
metanol, 10 mL asetik asit, 40 mL saf su) SDS-PAGE jeli yikandi. Yikama soliisyonu
I1 (7,5 mL metanol, 10 mL asetik asit, 82,5 mL saf su) 3 saat siiresince yikanarak bir

bilgisayar tarayicisi ile fotograflandi.

2.6 Enzimin Kinetik ve Biyokimyasal Parametrelerinin irdelenmesi

2.6.1 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Yapilan biitiin ¢aligmalarda protein miktarinin tayini Bradford’un (1976)
gelistirmis oldugu metoda gore gergeklestirildi. 1000 mL boya ¢ozeltisi hazirlamak
icin 100 mg Coommasie Brillant Blue G-250 50 mL %96°lik etanol igerisinde iyice
¢oziilerek tizerine 100 mL %85°lik fosforik asit ilave edildi ve 1000 mL’ye saf su ile
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile siiziilerek temizlendi.

Hazirlanan kalibrasyon egrisinde standart olarak bovine serum albumin (BSA)
kullanildi. Kalibrasyon egrisi i¢in; 0, 1, 2, 4, 8, 15, 30, 50, 100, 150, 200, 300 ug BSA
igeren ¢ozeltiler 0,15 M’lik NaCl ile 100 pL’ye tamamlandi. Ardindan tizerine 5 mL
yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan boya ¢o6zeltisinden ilave edildi ve vortekslenerek

15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda 595 nm’de 6l¢iimler spektroskopik
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dlgiimler yapilarak protein miktar1 ug/uL cinsinden hesaplandi. Ornekler i¢cin BSA
yerine 0, 2,4, 8, 15, 20, 30, 50, 75, 100 uL hiicre ekstrakt1 alinip tizerine 5 mL bradford
cozeltisi ilave edildi. Oda sicakliginda 15 dk bekletilip 595 nm 6l¢iildi.

2.6.2 Enzim Aktivite Deneyi

Substrat olarak ister sukroz kullanilsin isterse amilopektin kullanilsin oligo-
1,4-1,6-alfa-glukosidaz aktivitesi, aciga ¢ikan glukoz miktarmin tespiti 3,5-
dinitrosalisilik asit reaktifi (DNS) yontemi ile sakkarozdan indirgeyici glukoz salinimi
Olctilerek belirlendi. DNS su sekilde hazirlandi; 1 g DNS, 50 mL damitilmis su iginde
¢oziindirildi. 30 g K-Na-Tartrat ve 20 mL 2N NaOH ilave edilerek son hacim 100
mL’ye tamamlandi (Miller, 1959).

Aktivite reaksiyonu i¢in 100 mM MOPS tamponu (pH 7,00), 500 mM sukroz
ve 25 puL enzim ile nihai hacim 500 pL’ye hazirlandi ve 60 °C’de 30 dk inkiibe edildi.
Reaksiyon karigimi buz {izerine yerlestirilerek reaksiyon sonlandirildi (Watanabe vd.,
1998). Daha sonra reaksiyon karisimindan 25, 50, 75, 100 ve 200 uL steril eppendorf
tiiplere konuldu. Her bir eppendorf tiiplerinin {izeri son hacim 200 pL olacak sekilde
tampon eklendi ve tiiplere 200 pL DNS soliisyonu ilave edildi. Tiipler 100 °C’de 10
dk inkiibe edildi. Siire sonunda buz iizerine alind1. Uzerine 400 uL saf su ilave edildi.
Indirgeyici seker miktar1, xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer (Bio-
Rad) cihazinda 540 nm'de spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Standart grafik glukoz
kullanilarak ayni cihazda olgiilerek ¢izildi. Serbest kalan sekerlerin tahmini i¢in DNS
yontemi kullanildi. Bir unite oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz, substrat olarak sukroz
kullanarak reaksiyon kosullar1 altinda 1 umol indirgeyici sekeri serbest birakan enzim

miktar1 olarak tanimlanda.

2.6.3 Optimum Sicakhik

Enzimin en iyi ¢alistigr en uygun sicaklik degeri; 500 mM sukroz substrati
varhiginda, pH’s1 7,00 olan 100 mM MOPS tamponunda son hacim 500 plL’de
gerceklestirildi. Reaksiyonlar 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 ve 100 °C’de 30 dk boyunca inkiibe edilerek gerceklestirildi. Farkli
sicakliklardaki reaksiyon tiiplerinin her birinden 25, 50, 75, 100 ve 200 uL olacak

sekilde steril eppendorf tiiplere alindi. Her bir eppendorf tiiplerinin {izeri son hacim
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200 uL olacak sekilde tampon eklendi ve tiiplere 200 uL. DNS soliisyonu ilave edildi.
Tiipler 100 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Siire sonunda buz iizerine alindi. Uzerine 400
uL saf su ilave edildi. Indirgeyici seker miktari, xMark™ Microplate Absorbance
Spectrophotometer (Bio-Rad) cihazinda 540 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiildii.
Belirlenen optimum sicaklik bu asamadan sonraki tiim aktivite deneylerinde

kullanildi.

2.6.4 Optimum pH

Enzimin en etkili oldugu pH degeri, pH degeri farkli tamponlar ile bir dizi
reaksiyon sonrasinda belirlendi. Reaksiyonlar pH 5,00 ve 5,50’lik 50 mM asetat
tamponunda; pH 5,50, 6,00, 6,50, 7,00, 7,50, 8,00’lik 50 mM fosfat tamponunda; pH
8,00, 8,50, 9,00, 9,50 ve 10,00’luk 50 mM glisin tamponunda belirlenen optimum
sicaklikta ve 30 dk boyunca gergeklestirildi. Bu siire sonunda yapilan tiim reaksiyon
basamaklar1 optimum sicaklikta (2.6.3) yapildig1 gibidir. Belirlenen optimum pH

degeri bu agsamadan sonraki tiim aktivite deneylerinde kullanildi.

2.6.5 Enzimin Isil Kararhliklari, Mg*? ve DTT’nin Isil kararhhga Etkisi

Enzimin optimum sicakligi olarak tespit edilen 60 °C’deki kararlilig1 ve bu
kararlihiga Mg*? ve DTT nin etkisi belirlendi. Enzimin sade hiicre &ziitii, 10 mM Mg*2
iceren hiicre oziitii, 10 mM Mg*? ile 10 mM DTT igeren hiicre 6ziitii 60 °C’de
inkiibasyona birakildi. Her bir tlipten 5, 15, 20, 25 pL hiicre 6ziitii alinip 500 mM
sukroz substrati varliginda pH’s1 7,00 olan 100 mM MOPS tamponunda son hacim
500 pL’deki enzim aktivitesi xMark™ Microplate Absorbance Spectrophotometer
(Bio-Rad) cihazinda 540 nm'de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Enzim aktivitesinin

ilk 6l¢iimii 0. saatte yapilip sonraki dl¢timler 12 saatlik araliklarla belirlendi.

2.6.6 Enzimin pH Kararhhklar

Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazin pH kararliliginin belirlenmesi i¢in sade hiicre
oziitii, 10 mM Mg*? iceren hiicre 6ziitii, pH 4,00 - 4,50, 5,00 - 5,50 sodyum asetat; pH
5,50 -6,00, 6,50 - 7.00 potasyum fosfat; pH 7,00 - 7,50, 8,00 - 8,50 - 9,00 tris tamponu;
pH 9,00-9,50, 10,00; glisin-NaOH tamponlarinda +4 °Cde inkiibasyona birakildi. Her
bir hiicre oziitiinden 50 pL alimip 500 mM sukroz pH 7,00’deki 100 mM MOPS
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tamponu son hacim 500 ul’de enzim aktivitesi 6l¢iildii. i1k 8l¢iim 0. saatte olup 24 saat

araliklarla 336. saatte son 6l¢iim yapilip enzimin kararli oldugu pH degeri belirlendi.

2.6.7 Enzimin Kinetik Parametrelerinin Belirlenmesi

Enzimin kinetik parametrelerini hesaplayabilmek icin 500 mM’a kadar
arttirilan sakkaroz substratin konsantrasyonu ile optimum sicaklik ve pH’larda bir seri
reaksiyon gergeklestirildi. Enzim aktivitesi agiga ¢ikan glukoz miktarinin belirlenmesi
ile hesaplandi. Olgiimler sirasinda substrattan kaynaklanan interferans sorunu; ayni
derisimde substrat i¢ceren korler kullanilarak ortadan kaldirildi. Michaelis-Menten
sabiti (Km) ve maksimum hiz (Vmax) degerleri OriginPro 2021 analiz programi

kullanilarak ¢izilen Michaelis-Menten egrisi ile belirlendi.

2.6.8 Oligo-1,4-1,6-Alfa-Glukozidaz Uzerine Aktivator ve Inhibitorlerin Etkisi
Farkl1 metal iyonlariin (Zn*?, Cu*?, Pb*2, Sn*?, Hg*?, Ca*?, Mg*?, K*, Co?",
Na*, Ba*2, Ag*?, Mn*?, Fe*?, AlI'3 ve Fe*®) ve ¢esitli kimyasal bilesiklerin (amonyum
stilfat, borik asit, lire, oksalik asit, sodyum sitrat, EDTA ve DTT), 1 mM, 5 mM ve 10
mM konsantrasyonlarinda, metanol, etanol, gliserol ve aseton %5, %10 ve %?20
konsantrasyonlarinda, SDS, Tween80 ve [p-merkaptoetanol %1, %5 ve %10
konsantrasyonlarinda ayr1 ayri reaksiyon tiiplerine eklenip iizerine 25 pL hiicre 6ziiti,
500 mM sukroz, pH 7,00 olan 100 mM MOPS tamponu ile son hacim 500 uL’de,
cesitli reaksiyonlar gergeklsetirilerek enzim aktivitesi (2.6.2.) Olgiildii. Kontrol
numunesinin aktivitesi (herhangi bir katki maddesi yoklugunda) %100 oldugu

varsayilarak aktivite yiizdesi olarak ifade edildi.

2.7 Bulgular

2.7.1 A. gonensis G2™de Oligo-1,4-1,6-Alfa-Glukosidaz Varhgi

Deneme sonunda eppendorf tiiplerde olusan kirmizimtirak renk sukrozun
sukraz tarafindan parcalandigin gostermekte ve kontrol grubunun sukraz ilave
edilmedigi icin olusan sari renk sukrozun parcalanmadigini gdstermektedir.
Calismanin sonunda deneme ve kontrol grubuna ait eppendorf tiiplerde olusan renk

degisimi ait goriintli Sekil 4’de verildi.
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Sekil 4. Deneme ve kontrol gruplarina ait eppendorf tiiplerinde olusan renk degisimi.

2.7.2 AgoSuc2’nin Kaba Ekstrakti

AgoSuc2 enzimin ekspresyonu deneyi sonunda elde edilen hiicre 6ziitiindeki
(kaba ekstrakt) protein miktar: Bradford metodu ile hesaplanarak 21,581 pug/uL olarak
tespit edildi. Hiicre dziitiindeki kaba ekstraktinin protein miktarina ait grafik Sekil 5’de
verildi. Deneme sonunda sukraz aktivitesi ise 0,0023 umol/dk olarak belirlendi ve
sukraz aktivitesine ait grafik Sekil 6°da sunuldu.

Protein Miktar1 Tayini
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Sekil 5. Hiicre 6ziitii saflagtirmasinda Kaba ekstraktin protein miktarina ait grafik.
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Sekil 6. Hiicre o6ziitii saflastirmasinda kaba ekstraktin sukraz aktivitesine ait grafik.

2.7.3 AgoSuc2’nin Is1 Soku Muamelesi

AgoSuc2 kaba ekstrakt enzim oziitiiniin 1s1 soku muamelesi sonunda protein
miktar1 16,017 pg/uL olarak tespit edildi. Sukraz aktivitesi ise 0,003 pmol/dk olarak
belirlendi. AgoSuc2’nin saflastirilmasinda 1s1 soku uygulamasi sonrasi elde edilen
hiicre Oziitiine ait protein miktarina ait grafik Sekil 7°de verildi. Is1 soku muamelesi

sonunda tespit edilen sukraz aktivitesi Sekil 8’de verildi.

350 Protein Miktar1 Tayini (nug)
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Sekil 7. Is1 soku sonrasi elde edilen hiicre 6ziitline ait protein miktar1 grafigi.
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Sekil 8. Is1 soku sonrasi elde edilen hiicre 6ziitline ait sukraz aktivitesi grafigi.

2.7.4 Tyon Degisim Kromatografisi

Is1 soku uygulamasi sonrasi elde edilen hiicre Biyolojik Lp Sistemi (Bio-Rad)
cihazinda DEAE-Sepharose kullanilarak gergeklestirilen AgoSuc2 saflastirilma
sonrasina ait iyon degisim kromatografisi asagidaki Sekil 9’da verilmistir. Sekil 9’daki
grafikte kirmizi renkli ¢izginin NaCl konsantrasyona ait yogunlugunu ifade
etmektedir. Mavi renkli ¢izgi ise kolondan ¢ikan 295 nm absorbansdaki protein
miktarini gostermektedir. Yatay sutunda yuvarlak iginde bulunan rakamlar, her biri 3
mL olacak sekilde kolondan ¢ikan franksiyonlarin cam tiip numaralarini ifade
etmektedir. Grafikdeki mavi renkli pikler irdelendiginde yiiksek miktarlarda
proteinlerin kolondan ¢iktigini géstermistir. Tiiplerin hepsi sukraz aktivitesi yoniinden
tarandiginda 28-32. tiipler arasindada sukraz aktivitesi belirlendi. Diger mavi pikler
ise kolona tutunmayan proteinleri ifade etmektedir. Cihazin maksimum 6l¢iim aralig
295 nm’de 2,0 absorbansda oldugu i¢in tiiplerin bazilarinda piklerin tepe noktalarina

ait degerler grafikte gosterilememistir.
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Sekil 9. AgoSuc? saflastirilma sonrasina ait iyon degisimi kolon kromatografisi.

Iyon degisim kolon kromatografisi deneyinin sonunda AgoSuc2 enzim
Ozlitlinin protein miktar1 5,2426 pg/uL olarak belirlendi. Sukraz aktivitesi 0,003
umol/dk olarak tespit edildi. AgoSuc2’nin saflastirilmasinda iyon degisim kolon
kromatografisinde elde edilen hiicre 6ziitiine ait protein miktar1 Sekil 10°da verildi.
AgoSuc2’nin saflagtirilmasinda iyon degisim kolon kromatografisindeki hiicre

Oziitline ait sukraz aktivitesi Sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 10. Iyon degisim kolon kromatografisinde hiicre dziitiindeki protein miktarina
ait grafik.
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Sekil 11. iyon degisim kolon kromatografisinde hiicre &ziitiindeki sukraz aktivitesine
ait grafik.

2.7.5 Hidrofobik Etkilesim Kolon Kromatografisi

Iyon degisim kolon kromatografisindeki hiicre oziitii Biyolojik Lp Sistemi
(Bio-Rad) cihazinda Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) kullanilarak
gergeklestirilen AgoSuc2 saflastirllma sonrasina ait hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisi Sekil 12°de wverildi. Grafikdeki kirmizi ¢izgi amonyum siilfat
konsantrasyonunu, mavi renkli ¢izgi ise kolondan ¢gikan 295 nm absorbansdaki protein
miktarin1 gostermektedir. Grafikdeki mavi renkli ¢izgi irdelendiginde 9-18 tiipler
arasinda proteinin kolondan ¢iktigin1 gostermistir. Bu proteinler kolona tutunmayan
proteinleri ifade etmektedir. Tiiplerin hepsi sukraz aktivitesi yoniindan tarandiginda
52-58. tiipler arasindada sukraz aktivitesi belirlendi. Elde edilen hiicre oziitii ile

biyokimyasal ve kinetik parametreler ¢alisildi.
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Sekil 12. AgoSuc? saflastirilma sonrasina hidrofobik etkilesim kolon
kromatografisine ait grafik.

AgoSuc2’nin saflagtirilmasinda hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinde
elde edilen enzim Gziitiiniin hesaplanan protein miktar1 1,7649 pg/uL olarak belirlendi.
AgoSuc2’nin saflastirilmasinda hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinde elde
edilen enzim Oziitiiniin hesaplanan Sukraz aktivitesi ise 0,001 pmol/dk olarak tespit
edildi. AgoSuc2’nin saflastirilmasinda hidrofobik etkilesim kolon kromatografisine ait
hiicre 06ziitii protein miktar1 Sekil 13’de gdsterildi. Hidrofobik etkilesim kolon

kromatografisinde elde edilen hiicre 0ziitii ait sukraz miktar1 Sekil 14’de verildi.
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Sekil 13. Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinde hiicre 6ziitiindeki protein
miktarr ait grafik.
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Sekil 14. Hidrofobik etkilesim kolon kromatografisinde hiicre 6ziitiindeki sukraz
miktarina ait grafik.

2.7.6 Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Protein konsantrasyonu Bradford (1976)’un metot ile belirlendi. Standart igin
BSA kullanildi. AgoSuc2 enziminin protein saflagtirmasina ait veriler Tablo 1’de
verildi. Calisma sonunda yapilan tiim saflastirma islemlerinin basarili oldugu tespit

edlmistir. Saflagtirma islemleri sonunda spesifik protein aktivitesi 0,107 den 0,397
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pmol/dk/mg’a yiikselirken AgoSuc2 enzimi %52,4 oraninda verim ile 3,72 kat

saflastirilmistir.

Tablo 1. AgoSuc2 enziminin protein saflastirma tablosu.

Saflastirma Basamaklari
Kaba Ekstrakt Isisoku iyon degisim Hidrofobik E.

Parametreler

T. Hacim (mL) 9 7,7 9,75 15,5
Protein (mg/mL) 21,58 16,02 8,94 1,76
T. Protein (mg/) 194,23 123,33 87,16 27,36
Aktivite (umol/dk/ pL) 0,002 0,003 0,002 0,001
Aktivite (umol/dk/ pL) 20,70 20,02 18,53 10,85
S. Aktivite (umol /dk/mg protein) 0,107 0,162 0,213 0,397
Verim 100 96,7 89,5 52,4
Saflastirma Kati 1 1,52 1,99 3,72

2.7.7 SDS-PAGE Analizi

Enzim saflastirilirken saflastirma igleminin her kademesinde (kaba ekstrakt, 1s1
soku muamelesi, iyon degisim ve hidrofobik etkilesim kolon kromatografisi) bir
miktar Oziit saklanarak saflastirma isleminin sonunda SDS-PAGE analizine tabi
tutuldu. Caligma sonrasi elde edilen saflastirmaya ait jel gortntiisii Sekil 15°de

verilmigtir.

A B C D Ladder
-k o kDa

97,2

66,4

44.3

29.0

20.1

(A: Gen ekspres edilen konak hiicreye ait hiicre 6ziitii (kaba ekstrakt), B: Is1 soku sonrasi elde edilen
enzim 6ziitii, C: Iyon degisimi kolon kromatografisi bitiminde birlestirilen birlestirilen fraksiyonlardan
meydana gelen enzim 6ziitii, D: Hidrofobik etkilesim sonrasikolon kromatografisinde birlestirilmis
fraksiyonlardan meydana gelen enzim 6ziitii).

Sekil 15. AgoSuc? saflastirma adimlarinin SDS-Page analizleri.
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A. gonensis G2T oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz’1 kodlayan 1617 baz ¢ifti geni
parcasi pET28a(+) vektorii igerisinde klonlanarak plazmite pETG2SUC?2 ismi iiretilen
enzime ise AgoSuc2 ismi verilmistir. pETG2SUC2, konak hiicre olan E. coli
BL21(DE3) susu igerisine aktarilarak ekspres edilmistir. Bu sistem E. coli
BL21(DE3)/pETG2SUC2 olarak isimlendirilmis, gerekli sekillerde ve uygun ortamda
stoklanmustir. A. gonensis G2 bakterisinden elde edilen 1617 baz ¢ifti oligo-1,4-1,6-
alfa-glukosidaz geninin amino asit (aa) ve baz dizilimi agagidaki Sekil 16°da ve Seklin

devami 17°de verilmistir.
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1 M K R T w W K E A V V Y Q \Y Y W R S F F

1 ATG AAA CGG ACA TGG TGG AAA GAA GCC GTC GTA TAT CAA GIG TAT TGG CGC AGC TTT TTIT
21 D S N G D G Y G D L E G L | Q K L D Y [
61 GAC TCA AAT GGT GAT GGG TAT GGC GAT TTA GAA GGG CTT ATT CAA AAA CTC GAT TAC ATT
41 R D L G \Y D \Y | W L N P C Y E S P D K D
121 CGC GAC TTA GGG GTIG GAT GIC ATT TGG CTG AAT CCG TGC TAT GAG TCG CCT GAT AAA GAT
61 N G Y D | S D Y Y R | M D K A G D M E T
181 AAC GGA TAC GAC ATT TCT GAT TAC TAT CGC ATC ATG GAT AAA GCA GGG GAT ATG GAG ACG
81 F D R L L N E V H K R G M K L | M D L \Y
241 TIT GAC CGC TTG CTG AAC GAG GTG CAT AAA CGT GGA ATG AAA TTA ATT ATG GAC CTT GTC
101 \Y N H T S D Q H P w F | E S R S S K D N
301 GTG AAC CAT ACA TCT GAT CAA CAT CCT TGG TTIT ATT GAA TCT CGT TCG TCA AAA GAC AAT
121 P K R D W Y | Wi R D K P N N W R S Y F T
361 CCG  AAA CGC GAT TGG TAC ATA TGG CGC GAC AAA CCG AAT AAC TGG CGC TCG TAC TTIT ACT
141 P S A W E Y D E K T G Q Y Y F H S F A \Y
421 CCA TCC GCA TGG GAA TAT GAT GAA AAA ACA GGA CAG TAT TAT TTC CAT TCG TIT GCG GTA
161 E Q P D L N W E N E E \ R E E | Y K M M
481 GAA CAG CCA GAT TIG AAC TGG GAA AAC GAA GAA GTIT CGT GAA GAA ATT TAT AAA ATG ATG
181 R F w L D K G | D G F R L D A | A L L A
541 CGT TTT TGG TTA GAT AAA GGG ATC GAT GGG TTC CGT TTA GAT GCG ATT GCC TTA CTA GCC
201 K P E G F P D A E N P Y D | R Y L T N N
601 AAA  CCT GAA GGA TTC CCA GAT GCC GAA AAC CCG TAT GAC ATT CGT TAT TTA ACA AAC AAT
221 P G \Y H D Y L Q E M H E K \Y L K H Y D [
661 CCA GGC GTG CAT GAT TAT TTA CAA GAA ATG CAC GAA AAA GTA TTA AAA CAT TAT GAT ATT
241 F T \Y G E \Y A F \Y S P E E G L K Y \4 G E
721 TTC ACC GTC GGA GAA GTC GCT TTIC GTA TCG CCA GAG GAA GGA TTA AAA TAT GTC GGA GAA
261 D R N E L H T L F H F E \Y C D E M P T W
781 GAC CGA AAC GAA CTA CAT ACT TTIG TTIC CAC TIT GAA GTIG TGC GAC GAA ATG CCG ACA TGG
281 D P | R F K Q | Q K R W Y E G L W G K G
841 GAT CCG ATT CGT TTIT AAA CAA ATT CAA AAA CGT TGG TAC GAA GGA TIG TGG GGC AAA GGG
301 w N S Q F L N N H D H T R Q V T R Y G N
901 TGG AAC TCG CAG TIT TTA AAC AAT CAC GAC CAT ACG CGA CAA GIG ACG CGC TAC GGA AAC
321 D K Q F R \Y E S A K L L A T L \Y H T L P
961 GAT AAA CAG TTC CGC GTIC GAA TCA GCA AAA TIG CIC GCT ACG CTC GTIG CAT ACG TTG CCG
341 G T P Y | Y Q G E E | G M T G \ K F D T
1021 GGA ACC CCA TAT ATT TAT CAA GGT GAA GAA ATT GGC ATG ACT GGC GTC AAG TIC GAC ACG
361 | E D Y N D | A M K N K Y A E E \Y A K G
1081 ATC GAA GAC TAT AAC GAC ATT GCG ATG AAA AAT AAA TAT GCA GAA GAA GTC GCA AAA  GGT

Sekil 16. A. gonensis G2T oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz amino asit ve baz dizilimi.



381 R D P K E \Y L E ) L Q L L S R D N S R T
1141 CGC GAT CCG  AAA GAA GTG CTT GAA AGC TIG CAG CTA CTIG AGC CGA GAT AAC TCG CGT ACA
401 P M Q W D D S E H A G F T T G T P W L K
1200 CCA ATG CAG TGG GAT GAT AGC GAA CAT GCT GGA TTIT ACA ACA GGA ACA CCT TGG CTA AAA
421 \ N P N Y K E | N V K Q A L A D P N S \Y
1261 GTG AAT CCG AAC TAT AAA GAA ATC AAT GTA AAA CAA GCA TTA GCG GAT CCG AAC TCT GTA
441 Y Y Y Y K K L | Q L R K Q H A \Y M \Y Y G
1321  TAT TAT TAC TAT AAA AAG CTC ATT CAA TIG CGC AAG CAA CAT GCC GTIT ATG GTIG TAC GGA
461 T F R D F S E N D P Y | Y A Y T R E L D
1381  ACG TTC CGC GAT TIT TCG GAA AAT GAT CCG TAC ATT TAC GCT TAC ACG CGC GAG CTC GAT
481 G \Y R W L | \Y L N H C D N D N \Y Y E L P
1441 GGC GTT CGT TGG CTC ATC GTC TTA AAC CAT TGC GAC AAC GAC AAC GTA TAT GAG TTIG CCA
501 E E L A S A H R H L L L G N Y T D \Y K E
1501 GAA GAG CTT GCT TCG GCT CAC CGC CAT CIT TTG CTC GGC AAT TAT ACA GAT GTA AAA GAA
521 E G T T L Y M R P H E A R | Y A L Q *

1561 GAA GGC ACA ACG CTT TAT ATG CGT CCG CAC GAA GCA AGA ATT TAT GCA TTA CAA TAA

6€

Sekil 16 (Devamu). A. gonensis G2T oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz amino asit ve baz dizilimi.



2.7.8 Optimum Sicakhk

AgoSuc2 i¢in optimum sicaklik 60 °C olarak belirlendi. Bu ¢alismada
AgoSuc2’nin +4 °C’deki aktivitesini kaybetmeden aylarca kararli kaldig1 belirlendi
(veriler gosterilmemistir). Enzim aktivitesini belirlemek i¢in 60 °C’de yapilan 1s1l
kararlilik testlerinin 276. saatin sonunda enzim aktivitesinin yartya indigi tespit edildi.
Sade hiicre 6ziitii 780. saatte, Mg*? iceren hiicre dziitii 1404. saatte, Mg*? ile DTT
iceren hiicre 6ziitli 120. saatte son dl¢iimleri yapildi. Bu ¢alismada AgoSuc2’nin 276.
saatlik yar1 dmre sahip olmasi endiistriyel uygulamalar i¢in 6énemli bir enzim oldugu
tespit edildi. Bu galismada tespit edilen AgoSuc? i¢in optimum sicaklik grafigi Sekil
17°de ve 1s1l kararlilik grafigi ise Sekil 18°de verilmistir.
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Sekil 17. AgoSuc2’nin optimum sicaklig1 grafigi.
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Sekil 18. AgoSuc2’nin 1s1l kararlilig1 grafigi.

2.7.9 Optimum pH ve pH Kararhhg

Enzim, AgoSuc2’nin optimum pH araligmi belirlemek i¢in 30 dk boyunca
farkli araliklardaki pH tampon serilerinde inkiibe edildi. Optimum pH ¢aligmalarinin
sonuglarma goére enzimin optimum aktivitesini pH 7,00°de gosterdigi ortaya ¢ikarildi.
Enzim, pH 6,50-7,50 araliginda %80’in tizerinde aktivite sergiledigi belirlendi.
AgoSuc2’nin optimum pH grafigi Sekil 19°da gosterildi. . Enzimin pH stabilitesini
belirlemek i¢in saflastirilan enzim belirli zaman araliklarinda fosfat tamponunda
tutuldu ve daha sonra sukraz aktivitesi 6l¢iildii. Sekil 20°de gosterildigi gibi enzim, pH
6,00-10,00 araliginda 300 saat sonra bile aktivitesini korudugu belirlendi. Enzim
aktivitesi 300. saatin sonunda pH 5,00’te %55’e ve pH 4,00°de ise %17,5’e kadar
diistiigii belirlendi. Mg*? igeren hiicre dziitiinde pH 5,00 - 10,00 araliginda 300. saat
sonra aktivitesini korudugu belirlendi. Enzim aktivitesi pH 4,00°’de %31,5’¢ 300.
saatten sonra diistiigii belirlendi. Mg*2 igeren hiicre dziitiinde pH kararligina ait grafik

Sekil 21°de gosterilmistir.
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Sekil 20. AgoSuc2’nin pH stabilitesi grafigi.
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Sekil 21. AgoSuc2’nin Mg*? aktivatorliigiinde pH kararlilig1 grafigi.

2.7.10 Enzimin Kinetik Parametrelerine Ait Bulgulari

Enzimin basit Michaelis-Menten kinetigi gosterdigi ortaya ¢ikti. OriginPro
2021 programu ile yapilan analizlerin bir sonucu olarak protein degerleri sirasiyla, Km,
Vmax, Keat V€& Keat/Km, 44,69 + 1,27 mM, 6,28 + 0,05 umolL/dak/mg 6,70 1/sn ve 0,15
1/mM snt belirlendi. Sukroz i¢in Michaelis-Menten egrisi grafigine ait veriler Sekil

22’de gosterildi.
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Sekil 22. Sukroz i¢in Michaelis-Menten egrisi grafigi.
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3. SONUC VE TARTISMA

3.1 Protein Dizilerinin Karsilastirilmasi

1617 bp iceren A. gonensis G2 oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz geninin DNA
dizisi, GenBank'ta (NCBI, NIH, Washington DC) (WP_035064406.1) olarak kodlanan
gen ile %100 ortiismiistiir. Glikozit hidrolazlar (GH'ler), a-amilaz siiper ailesinin en
biiyiik smifin1 olusturur. GH smifina ait enzimlerin 30 farkli tipi bulunmaktadir
(Oslancova ve Janec ek, 2002). Glikozit hidrolazlarin en biiyiik sinifi olan GH13
ailesi, a-glikozidik baglar tizerinde etkili olan bir dizi enzim aktivitesi gergeklestirir.
Stam vd. (2006), oligo-1,4-1,6-alfa-glukozidazin (E.C 3.2.1.10) GH13 ailesinin alt
ailesine ait oldugunu belirtmistir. Baz1  bakterilerin  oligo-1,4-1,6-alfa-
glukozidazlarinin amino asit dizilerine gére, MEGA X programu ile ¢izilen filogenetik
agac analizi ile AgoSuc2’nin GH13 31 familyasina ait bir malL gen {irinii oldugu
(komsu birlestirme yontemi ile diizeltilmemis p-mesafe modeline) belirlendi. GH13

ailesinin temsili bakteriyel a-glukosidazlarin filogenetik agaca ait veriler Sekil 23’de

sunuldu.
Anoxybacillus gonensis (WP 035064406) )
Bacillus cereus (AAP10934)
Bacillus coagulans (BAA11354)
Streptococcus mutans (AAA26939)
— GH13_31
Lactobacillus acidophilus (AAV42157)
Bifidobacterium adolescentis (AAK27723)
Lactobacillus brevis (ABJ65230)
Lactobacillus plantarum (ADN97381) _
_|: Enterococcus faecalis (EET95916) } GH13 29
Lactobacillus sakei (CAI55503)
| Xanthomonas campestris (BAC87873) } GH13_23
Thermomenospora curvata (AAAST313) } GH13_30
Paenibacillus polymyxa (AAD05199) } GH13 36
Lactococcus lactis (ABJ73336)
Bacillus flavocaldarius (BAB18516) ; GH13 20
Bacillus stearothermophilus (AAA22622)
Enterobacter hormaechei (ACI16355) GH13_16
Xanthomonas axonopodis (AAQ93678) } GH13_4
Bifidobacterium adolescentis (AAO33821) GH13_18
e——
0.20

Sekil 23. GH13 ailesinin temsili bakteriyel a-glukosidazlarin filogenetik agaci.
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BlastN programu ile ¢izilen filogenetik aga¢ sonucunda, AgoSuc2’nin amino
sekansi agisindan en ¢ok B. cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaza benzedigi belirlendi.
AgoSuc2’nin iigiinciil yapisi, SWISS-MODEL programi ile sablon olarak B. cereus’un
oligo-1,4-1,6-alfa-glukozidaz1 kullanilarak modellenmistir. Proteinin {igiinciil yapisi
benzer bir (B/a)-varil (altigen) yapist gosterdi ve GH13 ailesine ait enzimlerde katalitik
konumun varligi modellerde de goriildii. Bacillus cereus’un tahmin edilen dizi
modeline gore hazirlanan AgoSuc2’nin tahmin edilen tgiinciil yapisina ait goriintii
Sekil 24’de verildi. AgoSuc2’nin yapisinin tahminde bir dizi modeli olarak kullanilan
Bacillus cereus’tan (B) malL’nine (Watanabe vd., 1997) ait goriintii ise Sekil 25’de

sunuldu.

Sekil 24. AgoSuc2’nin tahmin edilen {igiinciil yapist (Bu ¢alismada).
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Sekil 25. Bacillus cereus’tan (B) MalL’ninki AgoSuc2’nin tahmin edilen bir dizi
modeli olarak kullanilan gorintiisii (Watanabe vd., 1997).

Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin kristal yapisi1 aydinlatilmistir
ve 3 boyutlu yapist Protein Data Base’de mevcuttur. UCSF Chimera programi
kullanilarak, AgoSuc?2 enzimi ve Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazi amino
asit homolojisi dikkate alinarak (protein data base’den edilen pdb dosyasi ile (pdb file:
luok)) modellenmistir (Sekil 26). Yine ayni pdb dosyasi kullanilarak Bacillus cereus
oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin aktif bolgesinde bulunan ve katalitik aktivitede rol
oynayan amino asitler Pymol protein modelleme programu ile belirlenmis ve bu amino

asitlerin varligi AgoSuc? iizerinde gosterilmistir.

46



1
1

1MKRTWWKEAYV VYQVYWRSFF DSNGDGYGDL EGLIQKLDY I

51
51

51 NPCYESPDKD NGYDISDYYR

101
101

11

61

111

21

71

| MDKAGDMET
121

101 VNHTSDQHPW FIESRSSKDN PKRDWY IWR.

151
151
146 YDEKTGQYYF

201
201
19 |ALLAKPEGF

251
251

241 FTVGEVAFVS PEEGLKYVGE DRNELHTLFH

301
301

351
351

32 LATLVHTLPG TPYIYQGEEI

401
401

451
451

501
501

481 GVRWLIVLNH CDNDNVYELP EELASAHRHL

161

171

HSFAVEQPDL NWENEEVREE

21

PDAENPYD. .

261

311

361

411

461

511

221

31

81

41

RDLGVDVIWL
91

FDRLLNEVHK RGMKLIMDLYV

131

141

. .DKPNNW RSYFTPSAWE

181

191

I YKMMRFWLD KGIDGFRLDA

231

241

.IRYLTNN PGVHDYLQEM HEKVLKHYDI

271

321

371

GMTGVKFDT I

421

471

521

281

FEVCD. ..

331

381

291

.E MPTWDP. ...
341

LLTLKENLTK WQKALEHT W NSLYWNNHDQ |'RVVSRFI ND " MYR|ESAKM
283 . IRFKQIQKR WYEGLWGKGW NSQFLNNHDH TRQVTRYGND KQFRVESAKL

391

EDYND I AMKN KYAEEV.AKG

431

481

531

441

EDIEKVMQS| YIK RDNART |'MQWDDQNHA “FTTOEIWIT VNINYKEINV
381RDPKEVLESL QLLSRDNSRT PMQWDDSEHA GFTTGTPWLK VNPNYKEINV

491

KQAIQNKDS | FYYYKKLIEL RKNNEIVVY  SYDLILENNI STFAYVRTY
431 KQALADPNSV YYYYKKLIQL RKQHAVMVYG TFRDFSENDP YIYAYTRELD

541

LLGNYTDVKE EGTTLYMRPH

Sekil 26. UCSF Chimera programi kullanilarak AgoSuc2 enzimi (alt sira) ile B.
cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin (iist sira) amino asit (aa) homolojisi
bakimindan karsilagtirilmasi.

Amino asit dizilerinin detayli hizalama ¢alismalar1 sonucunda, GH13 31 alt

familyasinda 7 karakteristik korunmus bdlgenin varligi belirlendi (Oslancova ve
Janec“ek, 2002). Bu korunan bdlgeler 48 (GVDVIWLNP), 102 (DLVVNH),
170(QPDLN), 199 (GFRMDVISL), 240 (EMPG), 330 (YWSNHD) ve 367
(GTPFIYQGE)’dir ve bunlarin varligi AgoSuc2’de tespit edildi. AgoSuc2’de korunan

“QPDLN” bolgesinin varligi, enzimin bir oligo-1,4-1-6-alfa-glukozidaz oldugunu

gosterir. Bu korunmus bolgelerde bulunan 194D ve 245E, AgoSuc2’nin aktif

bolgesinde bulunan amino asitlerdir (Tablo 2).
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Tablo 2. Bazi oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazlarin GH13 31 ailesinin hizasinda korunmus bolgeleri.

Conserved region
.gonensis
.cereus
.coagulans
.mutans
.acidophilus
.adolescenetis
.brevis
.plantarum
Active site
Site

[ e B VAN o B Co R v B oy il

48
44
44
43
44
43
60
44
44

GVDVIWLNP
GVDVIWLNP
GIDVIWLSP
GIDCIWISP
GVMAIWLSP
GIDAIWLSP
GVDVLWLSP
GADVIWLNP
GADVIWLNP

102
98
98
96
98
97

114
98
98

DLVVNH
DLVVNH
DLVVNH
DLVVNH
DLVVNH
DLVVNH
DLVVNH
DLVVNH
DIVVNH

170
162
167
167
163
166
189
167
167

QPDLN

QPDLNW
QPDLNW
QPDLNW
QPDLNW
QPDLNW
QPDLNW
QPDLNW
QPDLNW

199
190
195
195
190
194
217
195
195

GFRMDVISL
GFRLDAIAL
GFRMDVINF
GWRMDVIGS
GFRMDVIDM
GFRMDVIEL
GFRMDVITQ
GFRMDVINL
GFRLDVINL
D

240
245
255
255
236
240
290
256
255

EMPG
EVAF
EMPG
EAIG
ETWG
ETWN
EAPG
EMPG
ETPG
E

330
305
324
327
308
311
358
328
328

YWSNHD
FLNNHD
YWNNHD
YFENHD
FWNNHD
FWENHD
FFCNHD
YWNNHD
YWNNHD

D

367
341
355
365
341
342
396
365
366

GTPFIYQGE

GTPYIYQGEE
GTPYIYQGEE
GTPFIYQGEE
GTPYIYQGEE
GTPYIFNGEE
GTPYIYEGEE
GTPYVYEGEE
GTPYIYEGEE




3.2 AgoSuc2’nin Asir1 Ekpresyonu ve Saflastirilmasi

A. gonensis G2" oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz geni, pET28(a)+'ya klonland1 ve
acik okuma cercevesinin (ORF) (1617 bp) varligin1 dogrulamak i¢in Macrogen'de
(Kore) DNA dizin analizi yapildi. Enzim, E. coli BL21 (DE3) icinde ifade edildi.
Vektor ve vektorden eksprese edilen enzim sirasiyla pETG2SUC2 ve AgoSuc? olarak
adlandirildi. pETG2SUC?2 / E. coli BL21 (DE3) klonu IPTG ile indiiklendi ve 4 saat
inkiibe edildi. Ekspresyondan sonra, 0,107 umol/dk/mg protein sukraz spesifik
aktivitesine sahip 9 mL hiicre i¢i ham ekstrakt elde edildi. Enzim sirasiyla 1s1 soku
uygulamasi, iyon degisimi ve hidrofobik kolon kromatografileri ile saflastirildi.
Enzimin saflastirma kati ve sukraz spesifik aktivitesi, asagida verildigi gibi her
saflagirma adiminda belirlendi; Ist soku uygulamasinda 1,52-kat ve 0,162
umol/dk/mg protein, DEAE-Sepharose kolon kromatografisinde 1,99-kat ve 0,213
umol/dk/mg protein, Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (Sigma) kolon kromatografisinde
3,72 kat ve 0,397 umol/dk/mg protein tespit edildi. Tiim saflastirma asamalarinin
sonunda enzim, 52,4 verimle 3,72 kat saflastirildi (Tablo 1).

SDS-Page analizlerine gore, AgoSuc2 basariyla saflastirildi (Sekil 22).
Expasy.org lizerinden yapilan amino asit dizi analizi sonucunda gen iiriiniiniin olas1
molekiiler agirligi 63981,64 dalton ve izoelektrik noktas1 5,17 olarak hesaplandi. Sekil
15'de (SDS-Page analizleri) gosterildigi gibi, saflastirilmis enzimin molekiiler agirligi
yaklasik 64 kDa olarak bulundu.

Bu c¢alismaya benzer sekilde, Bacillus coagulans, Parageobacillus
thermoglucosidasius, Bacillus flavocaldarius, Bacillus thermoamyloliquefaciens
KP1071, Bacillus cereus, Bacillus sp. F5'nin oligo-1,6-glukosidazlarinin molekiiler
agirhigr 60-66 kda olarak hesaplandigi bildirilmistir (Suzuki vd. 1987b; Suzuki vd.,
1982; Yamamoto ve Horikoshi 1990). Mikrobiyal oligo-1,6-glikosidazlar genellikle
hiicre i¢i enzimler olmasina ragmen, Bacillus thermoglucosidius KP'nin hiicre dis1
oldugu belirtilmistir (Suzuki vd., 1979). Bu ¢alismada AgoSuc2’nin herhangi bir sinyal
peptidi igermedigi ve AgoSuc2’nin hiicre i¢i bir enzim oldugu Signal P5.0 ile yapilan

analizlerle belirlendi.
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3.3 Optimum Sicaklik ve Isil Kararhhk

Bu tez ¢alismasinda AgoSuc? i¢in en uygun sicaklik degerinin 60 °C olarak
tespit edilmistir (Sekil 17). Gida endiistrisinde kullanilan endiistriyel enzimlerin
ozellikle yiiksek sicakliklarda aktivite gostermeleri gerekmektedir (Karaoglu vd.,
2013). Yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen islemler, mezofilik karakterli
organizmalarin neden oldugu kontaminasyon riskini ortadan kaldirmistir. Bu agidan
AgoSuc2, 60 °C'lik optimum caligma sicakligi ile ozellikle gida endiistrisindeki
uygulamalarda  tercih  edilmektedir. = Benzer  sekilde  Parageobacillus
thermoglucosidasius enzimi i¢in optimum ¢alisma sicakligi 60 °C olarak hesaplandigi
rapor edilmistir (Suzuki, 1979).

Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazin ~ optimum  sicaklik  degeri  Bacillus
thermoglucosidasius i¢in 70 °C (Watanabe vd., 1988) iken, Bacillus cereus igin 42 °C
(Suzuki vd., 1982) olarak bildirilmistir. AgoSuc2’ye yakin olan Bacillus coagulans'tan
elde edilen enzimin optimum sicakliginin 62 °C olarak belirlendigi rapor edilmistir
(Suzuki ve Tomura, 1986). Bu calismada, AgoSuc2’nin +4 °C'deki aktivitesini
kaybetmeden aylarca kararli kaldig1 belirlenmistir. Enzim aktivitesini belirlemek i¢in
60 °C'de yapilan 1s1l kararlilik testlerinin 276. saatin sonunda enzim aktivitesinin
yariya indigi tespit edilmistir. Sade hiicre 6ziitii 780. saatte, Mg*? iceren hiicre dziitii
1404. saatte ve Mg*? ile DTT igeren hiicre dziitii ise 120. saattin sonunda dl¢iimleri
yapilmistir (Sekil 18). Uygulamalardaki enzimin kararliligi, olusan iiriin miktarinda
bir artisa neden olmaktadir. Bu ¢alismada, tespit edilen 276 saatlik bir yarilanma 6mre
sahip olmas1 AgoSuc2’nin endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli bir enzim oldugunu
tespit edilmistir. Bacillus sp. SAM1606 susunun oligosidaz enziminin yar1 dmriiniin
75 °C’de 10 dk oldugunu rapor edilmistir (Nakao vd., 1994). Baska bir arastirmaya
gore Bacillus thermoamyloliquefaciens’ten elde edilen oligo-1,4-1-6 glukozidazin
yartlanma 6mrii 70 °C’de 10 dk olarak bulundugu bildirilmistir (Suzuki vd., 1987b).

3.4 Optimum pH ve pH Kararhhgi

Enzim, AgoSuc2’nin optimum pH araligini belirlemek i¢in 30 dk boyunca
farkli tampon serilerinde araliklarla inkiibe edildi. Optimum pH ¢alismalarinin
sonuclarina gére enzimin optimum aktiviteyi pH 7,00’de gosterdigi ortaya ¢ikarildi.

Enzim, pH 6,50-7,50 araliginda %80'in lizerinde aktivite sergiledigi belirlendi (Sekil
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19). Mikrobiyal oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazlar genellikle pH 5,00-8,00 araliginda
aktif gostermektedirler. Bacillus coagulans'tan elde edilen enzimin optimum pH’1 5,20
olarak bildirilmistir (Suzuki ve Tomura, 1986). Baska bir arastirmada ise Bacillus
thermoamyloliquefaciens’ten elde edilen enzimin optimum pH’st 5,90 olarak
belirlendigi rapor edilmistir (Suzuki vd., 1987b). Diger bir ¢alismada Bacillus cereus
bakterisinden elde edilen enzimi i¢in optimum pH 6,7 olarak belirlendigi bildirilmistir
(Suzuki vd., 1982).

Enzimin pH stabilitesini belirlemek i¢in saflastirilan enzim belirli zaman
araliklarinda fosfat tamponunda tutulmus ve daha sonra sukraz aktivitesi 6l¢tilmiistiir.
Sekil 20’de gosterildigi gibi enzim, pH 6-10 araliginda 300 saat sonra bile aktivitesini
korumustur. Enzim aktivitesi 300. saatin sonunda pH 5,00’de %55'e ve pH 4,00°de ise

%17.5'e kadar diistiigii belirlenmistir.

3.5 AgoSUC2’nin Kinetik Parametreleri

AgoSuc2’nin kinetik parametrelerini belirlemek i¢in sukroz ile 0-500 mM
araliginda bir dizi reaksiyon gergeklestirilmistir. Oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazlar da
yaygin olarak izomaltaz ve maltaz olarak adlandirilir. Enzim izomalt heksoz,
izomaltoz, maltoz gibi ¢esitli substratlar {izerinde aktivite gostermekte ve dzellikle bu
oligosakkaritlerdeki 1-6 glikozidik bagi hidrolize etmektedir. Bu aktivitelere ek olarak
enzim, sakkarozda bulunan 1,2 glikozidik baglarin1 hidrolize etme yetenegine de
sahiptir (Delgado vd., 2017). Enzimin sukraz pargalayici aktivitesi ile ilgili ¢alisma
olarak substrat olarak siikroz kullanildi. Bu deneyin sonunda tespit edilen protein
degerleri sirasiyla, Km 44,69+1,27 mM, Vmax 6,2840,05 umolL/dak/mg, Kcat 6,70 1/sn
ve KeaKm 0,15 1/mM snt olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, oligo-1,4-1,6-alfa-
glukozidazin sukroza kars1 aktivitesi ile 1ilgili birkag calisma yapilmstir.
Saccharomyces cerevisiae’den elde edilen oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazin Km ve
Keat/Km degerlerinin sirasiyla 147 mM ve 351/mM sn! oldugunu bildirmistir (Deng
vd., 2014). Bacillus subtilis'ten elde edilen oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidaz'in Km degeri
10.2 mM olarak belirlemistir (Schonert vd., 1998).
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3.6 Inhibitérlerin ve Aktivatorlerin Etkileri

Cesitli metal iyonlarinin ve organik bilesiklerin AgoSuc2 aktivitesi iizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in pH 7,00’de 60 °C'de bir dizi enzim reaksiyonu
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak herhangi bir metal iyonu veya organik
bilesik kullanilmadan yapilan deneyler secilmistir. Deneyler sonucunda Zn*?, Cu*?,
Pb*?, Ag*?, Fe*3, Hg"? ve Al*2 metal iyonlarinin diisiik konsantrasyonlarda (1 mM) bile
enzim aktivitesini inhibe ettigi gozlendi. Calismada iginde siikroz bulunan eppendorf
deneme tiiplerine 1 mm Co*? iyonunun eklenmesi ile enzim iizerinde bir aktivator etki
yaratirken, daha yiiksek konsantrasyonlarda Co*? (5 mM, 10 mm) iyonu eklenmesi
durumunda enzim {izerinde engelleyici bir etki gosterdi. Siikroz iceren eppendrof
deney tiiplerine Mn*2, Fe*? ve Mg*? iyonlarinin enzim iizerinde aktivatdr olarak
davrandig1 tespit edildi. Ayrica, siikroz igeren deney tiiplerine K*, Na*, Ba*? ve Ca*
iyonlar1 enzim iizerinde ne aktivator ne de inhibitor etki gostermedigi tespit edildi
(Sekil 27).
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Sekil 27. Metal iyonlarinin AgoSuc? iizerindeki etkisi.

Bu calismada, siikroz bulunan eppendorf tiiplerin i¢ine 10 mM Sn*2 kullanin

enzim lizerinde herhangi bir inhibisyona neden olmazken, bu metal iyonunun 1 mm
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*2°nin zay1f bir inhibitor etkisi tespit edildi. Bu ¢alismanim

ve 5 mM kullaniminda Sn
sonuglari literatiirle uyumlu oldugu goriildi. Benzer sekilde, Thermoanaerobium
Tok6-B1'in oligo-1,4-1,6-alfa-glukozidaz: iizerinde Mn*? ve Mg*? metal iyonlarmnin
aktivatorler olarak gorev yaptigi rapor edilmistir (Plant vd., 1988). Metal iyonlarina
ilaveten, enzim iizerinde bir¢ok organik bilesiklerin aktivatér ve inhibitor etkileri
acisindan arastirllmistir. Amonyum stilfat, borik asit, iire, oksalik asit, sodyum sitrat
ve EDTA'nin enzim iizerinde herhangi bir inhibitor veya aktivator etkisinin olmadigi
belirlendi. Bir gelatlama ajan1 olan EDTA'nin enzimin aktivitesine herhangi bir
etkisinin olmamasi, enzimin kofaktore sahip olmadigini ve bir apoenzim olarak var
oldugunu destekleyen bir kanitti. Tween 80°nin %1, %5 ve %10’luk konsantrasyonlari
sirastyla %103, %112 ve %116 aktivator etki gosterirken, DTT nin %1, %5 ve
%10’luk konsantrasyonlar1 ise sirasiyla %144, %196, %229 yiiksek aktivator etki

gosterirmistir. Metanol, etanol gliserol, aseton, SDS ve B-merkapto etanoliin diisiik

konsantrasyonlarda bile enzimi inhibe ettigi belirlendi (Sekil 28).
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Sekil 28. Bazi organik bilesiklerin AgoSuc? iizerindeki etkisi.

Bu calismada, Anoxybacillus gonensis G2"in oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazi

PET-28a(+) vektori kullanilarak eksprese edilmis, saflastirilmis ve iyi bir sekilde
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karakterize edilmistir. Enzim, diger bir¢ok sukraz ve invertaz enziminden daha iistiin
kinetik ve biyokimyasal parametrelere sahip oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, bu
doktora tez caligmasinda iiretilen enzim, sakkarozu pargalayici 6zelliginden dolay1

HFS iiretimi i¢in 6nemli bir potansiyele sahip oldugu diistiniilmektedir.

3.7 Oneriler
Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin aktif bolgesinde bulunan ve
katalitik aktivitede rol oynayan amino asitler Pymol protein modelleme programu ile
belirlenmistir. Bu veriler dogruldusunda AgoSuc2 iizerinde su mutasyonlarin
tasarlanmasi planlanabilinir:
» DG60E: 60. bolgede bulunan aspartatin glutamat amino asitine doniisttirilmesi,
» YO63F: 63. bolgede bulunan tirozinin fenil alanin amino asitine doniistiiriilmesi,
» YO63H: 63. bolgede bulunan tirozinin histidin amino asitine doniigtiiriilmesi,
>

F139E: 139. bolgede bulunan fenil alaninin glutamat amino asitine

doniistiiriilmesi,
» R192K: 192. bolgede bulunan arjininin lizin amino asitine doniistiiriilmesi,
» DI9%4E: 194. bolgede bulunan aspartatin  glutamat amino asitine

doniistiiriilmesi,

» Al195V: 195. bolgede bulunan alaninin valin amino asitine doniistiiriillmesi,

Y

A195T: 195. bolgede bulunan alaninin treonin amino asitine doniistiiriilmesi,

» E245D: 245. bolgede bulunan glutamatin aspartat amino asitine
doniistiiriilmesi,

» D310E: 310. bolgede bulunan aspartatin glutamat amino asitine
doniistiirilmesi,

» R395H: 395. bolgede bulunan arjinin histidin amino asitine doniistiiriillmesi

seklinde gergeklestirilmesi diistiniilebilinir.

Watanabe ve arkadaglarinin (2001) yapmis olduklar1 ¢aligmada H103N,
D199N, E255Q, H328N, D329N mutasyonlari ile histidinlerin substrati baglamada
D199, E255 ve D329 amino asitlerinin ise katalitik aktivitede 6nemli rol oynadiklarini
belirlemislerdir. Yukaridaki analizden de anlagilacagi gibi bu 3 amino asit (D199,

D329 ve E255) ve mutasyon yapilmasi planlanan diger 6 amino asit D60, Y63, F144,
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R197, V200 ve R415 enzimin aktif bolgesinde bulunmaktadir ve katalitik aktivitede
rol alma olasilig1 ¢cok yiiksektir.

Bu analizler dogrultusunda AgoSuc2 enzimi {lizerinde su mutasyonlarin
yapilarak katalitik etkinlige olan etkileri arastirilmasi planlanabilinir. Pymol protein
modelleme programi ile Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin aktif

bolgesi ve bu bolgede bulunan amino asitlerin molekiiler yapist Sekil 29’da gosterildi.

Sekil 29. Pymol protein modelleme programi ile Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-
glukosidazinin aktif bolgesi ve bu bolgede bulunan amino asitlerin gésterimi.

» DI194E mutasyonu; Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin D199
amino asidi AgoSuc2 enziminde 194. pozisyonda bulunmaktadir. Aspartik asit
glutamik aside gore daha kisa bir yan zincire sahiptir. S6z konusu mutasyon ile
uzayan radikal grubunun substrat ile daha iyi etkilesmesi saglanilabilinir. Bu
mutasyon ile Km degerinde diisiis ve dolayisi ile substratlarina olan ilgide bir
artts olmasi beklenebilinir. Asparat ve glutamat amino asitlerin molekiiler

yapis1 Sekil 30°da verildi.
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Sekil 30. Asparat ve glutamat amino asitlerin molekiiler yapisi.

E245D mutasyonu; Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin E255
amino asidi AgoSuc?2 enziminde 245. pozisyonda bulunmaktadir. Aspartik asit,
glutamik aside gore daha kisa bir yan zincire sahiptir. S6z konusu mutasyon ile
aktif bolge genisleyeceginden substratin aktif bolgeye girisi kolaylasabilir ve
Vmax degerinde ise bir artisin olmasi beklenilebilinir.

D310E mutasyonu; Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin D329
amino asidi AgoSuc2 enziminde 310. pozisyonda bulunmaktadir. D194E
mutasyonunda oldugu gibi Km degerinde bir diisiisiin olmas1 beklenilebilinir.
D60E mutasyonu; D194E ve D310 E mutasyonunda oldugu gibi Km degerinde
bir diistisiin gergeklesecegi diistintilebilinir.

Y63F ve Y63H mutasyonu; Tirozin, fenil alaninle benzer sekilde benzen halkasi
ihtiva eder, fakat fenil alaninden farkli olarak hidroksil bulundurdugu igin
hidrofilik karakterdedir. 63. amino asit olan trozin, aktif bolgenin tam ortasinda
bulunup aktif bolgenin hemen arka tarafinda bulunan D98 ile hidrojen bag1
etkilesimi yapmaktadir. Tirozinin fenil alanine doniistiiriilmesi aktif bolgedeki
yapiy1 bozmadan (Benzen halkasindan dolay1) bu etkilesimi ortadan kaldirip
ve aktif bolgenin esnekligini arttirmasi planlanabilinir. Bu mutasyonla katalitik
etkinlikte (KcavKm) bir artis1 olmasi beklenilebilinir. Ayrica histidin ilavesi ile
tersi bir durumda nasil bir etki olusabilecegi Y63H mutasyonu ile arastirilamasi
planlanabilinir. Y63F ve Y63H mutasyonunlarina ait molekiiler yap1 Sekil

31’de sunuldu.
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Sekil 31. Y63F ve Y63H mutasyonunlarina ait molekiiler yapi.

» F139E mutasyonu; Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin F144
amino asidi AgoSuc?2 enziminde 139. pozisyonda bulunmaktadir. Fenil alanin,
aktif bolgenin hemen giris kisminda bulunmaktadir. Hidrofobik karakterli fenil
alanin, negatif yiiklii ve oldukg¢a hidrofilik olan glutamik aside doniistiiriilmesi
ile substratla olan hidrofilik olan etkilesimlerin arttirilmasi planlanilabilinir. Bu
mutasyon ile enzimin katalitik etkinliginde bir artisin olmasi beklenilebilinir.

» R192K mutasyonu; Arjinin ve lizin amino asitleri pozitif yiiklii amino
asitlerdir. Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin R197 amino asidi
AgoSuc2 enziminde 192. pozisyonda bulunmaktadir. Aktif bolgede rol
oynayan D194 (Bacillus cereus 'ta D199) ve aktif bolgenin arkasinda bulunan
D98 amino asitlileri ile yogun sekilde hidrojen bagi etkilesiminde
bulunmaktadir. Yine pozitif karakterli lizin amino asidi ile degistirilmesi bu
etkilesimlerin bir kismin1 ortadan kaldirmasi beklenilebilinir ve bu durumda
aktif bolgede, yiik karakterini degistirmeden esneklik saglamasi
diistiniilebilinir. Bu mutasyon ile enzimin katalitik etkinliginde bir artisin
olmas1 beklenebilir. R192K mutasyonuna, lisin ve arjinin amino asitlerine ait

molekiiler yap1 Sekil 32°de verilmistir.
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Sekil 32. R192K mutasyonuna, lisin ve arjinin amino asitlerine ait molekiiler yapi.

» Al195V ve A195T mutasyonu; Yamamoto ve arkadaslari (2004) tarafindan
yapilan ¢aligmada bdolgeye spesifik mutasyon deneylerinde oligo-1,6-
glukozidazda, a-1,6 glukozidik baglara karsi1 spesifiklikten sorumlu amino asit
kokiiniin Val216 oldugu, fakat a-1,4 glukozidik baglara spesifik o-
glukozidazda bu amino asit pozisyonunda Thr273 oldugu bildirilmektedir.
Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin V200 amino asidi AgoSuc2
enziminde 195. pozisyonda alanin amino asidinin bulundugu rapor edilmistir.
Bu bolgede A195V ve A195T mutasyonlart meydana getirilerek enzimin
substrat tercihinin degistirilmesi planlanabilir. Alanin, valin ve treonin amino

asitlerin molekiiler yapis1 Sekil 33’de verilmistir.
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Sekil 33. Alanin, valin ve treonin amino asitlerin molekiiler yapi.
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» R395H mutasyonu; Bacillus cereus oligo-1,4-1,6-alfa-glukosidazinin R415
amino asidi AgoSuc?2 enziminde 395. pozisyonda bulunmaktadir. Arjinin amno
asidi aktif bolgede rol oynayan D310 (Bacillus cereus’ta D329) ve aktif
bolgenin arkasinda bulunan D366 (Bacillus cereus 'ta D385) amino asitlileri ile
yogun sekilde hidrojen bagi etkilesiminde bulunmaktadir. Histidin amino asidi,
pozitif yikli olup arjininden daha kisadir. Arjinin yerine histidin
yerlestirilmesi ile azalan hidrojen bagi etkilesimi yiiziinde esnekligin
artirtlmasi, histidinin daha kisa olmasi sebebiyle aktif bolgede genisleme ve
histidinin substrat baglanma bolgesi olarak rol oynama ihtimali nedenleri ile
Km degerinde bir azalis olmasina karsin, Vmax ve katalitik etkinlik degerlerinde
ise bir miktar artis olmasi beklenebilir. R395H mutasyonuna ait molekiiler yap1

Sekil 34°de gosterilmistir.

ASP-329

ARG-415

Sekil 34. R395H mutasyonuna ait molekiiler yapi.
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