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OZET

Selillazlar baglica tekstil, kagit, deterjan ve gida endiistrilerinde yaygmn olarak
kullanilmaktadirlar. Endiistriyel proseslerin uygulama kosullarinda ¢aligma ortamimin pH,
sicaklik gibi degerleri enzimin fizyolojik optimum degerlerinden olduk¢a farkl
olabilmektedir. Bu nedenle, gen teknolojisi ve kimyasal modifikasyonlar ile enzimleri
endiistriyel uygulama kosullarma direngli duruma getirmek amaciyla yapilan caligmalar
onemli hale gelmektedir.

Geleneksel olarak seliilazlar etki mekanizmalarmma goére smiflandirilirlar. Ekzo-enzimler
polisakkarid zincirini u¢larindan hidrolizlerler. Endo-enzimler ise zincire rasgele bolgelerden
saldirarak zinciri pargalarlar. Ekzo- ve endo seliilazlar seliiloza sineristik ve kooperatif olarak
etki ederler. Enzimlerin endo-ekzo sinerjistik etkisini agiklayan en gecgerli hipotez endo-
seliillazlarin, ekzo-seliilazlar i¢in serbest uclar olusturmasidir. Seliillozun glukoza kadar olan
hidrolizi ekzoglukanazlar, (selobiyohidrolaz) endoglukanazlar ve B-glukozidazlar tarafindan
tamamlanir.

Bu ¢alismada, ticari 6nemi olan Aspergillus niger’den elde edilen seliillaz kullanildi. Satin
alinan enzim Sephadex G- 50 kolonundan gegirilerek saflastirildi. Mol tartis1 75 000 olan
dekstran sodyum periyodat ile aldehit tiirevine yiikseltgendikten sonra saflastirilan enzime
kovalent olarak baglandi. Farkli mol oranlarinda sentezlenen konjugatlar UV dedektorlii
HPLC, dort dedektorlii (UV, 1sik sacilmasi, vizkozite, kirilma indisi )HPLC (Viscotek) ve
Zetasizer sistemlerinde incelendi.

Saf enzim ve konjugatlarin pH 5°te farkli sicakliklarda, farkli bekleme siireleri ile aktiviteleri
tayin edildi ve sonuglar kiyaslandi. Seliilaz/dekstran mol oran1 1/5 ve 1/1 olan konjugatlar
calisilan 30°C, 40°C, 50° C, 60°C, 70° C, 80° C sicakliklarda 0, 30, 60 dakika bekleme siireleri
ile yapilan tayinlerde saf enzimden daha yiiksek; 5/1 ve 10/1 oranli konjugatlar ise saf enzime
yakin aktivite degerleri gosterdi. 1/10 oranl konjugatta ise aktivite degeri gdzlenmedi.

Anahtar kelimeler: Aspergillus niger seliilaz, Seliilaz-Dekstran konjugatlari, aktivite, GPC,
FTIR, HPLC.
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ABSTRACT

Cellulases are most commonly used in textile, paper, detergent and food industries. The
conditions used in biotechnical processes (temperature, pH) may be different from the
physiological conditions in which enzymes operate optimally. Hence, the studies which aim
to increase the stability of enzymes by gene technology and/or chemical modification are
becaming important. The traditional division of cellulase is based on its mode of action. Exo-
enzymes cleave sugar units from the ends of polysaccharide chain, whereas endo-enzymes
make more random cuts along the chain. Exo and endo enzymes act cooperatively, or
synergistically on cristalline substrates. The current hypothesis to explain endo-exo synergism
of cellulase is that endo-acting enzymes provide new chain ends for the exo-acting enzymes.

In this study, cellulase from Aspergillus niger was examined. The purchased cellulase was
purified by using size exclution column chromatography with Sephadex G- 50, and PBS
buffer, pH 7,2 Dekstran (Mw 75 000) was covalently bound to enzyme after oxidation to its
aldehyde derivative by using NalO,4. Dekstran-cellulase covalent conjugates were synthesized
in different ratio. Conjugates was analysed with HPLC and GPC (4 detectors UV, light
scattering, refractive index, viscocity) systems.

The activities of the pure enzymes and conjugates has been measured after 0, 30, 60 minutes
waiting at 40°C, 50° C, 60°C, 70° C, 80° C for pH 5. The optained results showed that the
activities of two conjugates ( Molar ratio 1/5, 1/1 ) were higher than pure enzyme, whreas the
other two conjugates has similar activities with enzyme.

Key words: Aspergillus niger cellulase, Cellulase-Dextran conjugates, activity, GPC, HPLC,
Zeta-sizer
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1. GIRIiS
Dogada en fazla bulunan polimer olan seliilloz, diiz poli —1,4-B- glukoz zincirlerinden
olugsmaktadir. Seliiloz en fazla bitkilerin hiicre duvarlarinda yapiy1 olusturan baslica bilesen

olarak bulunmaktadir. Bitki hiicre duvarlarinin olduk¢a kompleks yapisi, seliiloz ile birlikte

ksiloglukanlar, hemiseliiloz, pektin ve proteinleri de igermektedir.

Seliillozu parcalayan enzimler selillazlar olarak isimlendirilmektedir ki bu enzimler ii¢ tiir
aktivite gostermektedir. (1) endoglukanaz (1,4-B-D- 4-glukanohidrolaz, E.C. 3.2.1.4) seliiloz
molekiiliiniin i¢ kisminda yer alan baglar1 hidrolizler. (2) Sellobiyohidrolaz (1,4-B-D- 4-
glukan sellobiyohidrolaz, E.C. 3.2.1.91) seliiloz zincirinde uglarda yer alan baglar1 kirar ve (3)
B-glukosidaz (B-p- glukosid glukohidrolaz, E.C. 3.2.1.21) sellobiyoz ve diger ufak
oligosakkaridleri D-glukoza hidrolizler.

Aspergillus tiirlerinin B-glukosidazlar i¢cin iyi bir kaynak oldugu ve Aspergillus niger’in
mikroorganizmalar iginde bugiline kadar bilinen en etkili B-glukosidaz iireticisi oldugu
belirtilmektedir. Shoseyov ve ¢alisma arkadaslarinin A. niger’den tanimladiklar1 B-glukosidaz
Bl (CMI CC324626) diisiik pH’da ve yliksek konsantrasyonda alkol iceren ortamda
calismaktadir. 4.niger’den molekiil tartist (116-137 kDa), izoelektrik noktasi (pI 3.8-4) ve
optimum pH aralig1 (3.4-4.5) farkli bir diger B-glukosidaz da saflastirilmistir. pH aktivite
profilinin kesin pH optimumlar1 enzim kaynagma gore degismektedir. Glukosidazlar igin,
amino asid dizilimlerindeki benzerlikler dikkate alinarak 2000’in iizerinde farkli enzim igeren

77 farkli enzim ailesi (grup) belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Dogada bitki biyokiitlesinin iiretimi ve geri doniisiimii gigantik bolinme siirecidir. Bitkiler
tarafindan yilda kullanilan CO, miktar1 atmosferdeki tiim karbonun %15°1 kadardir. Bu
karbon miktarmm yaris1 yapisal polisakkaritler ve lignin iginde kullanilir. Bunlara toplu
olarak ligno-seliiloz adi1 verilir ve bitkilerde hiicre duvariin ve odunsu maddenin yapiminda
kullanilirlar.  Yilda tahmin edilen 40 milyon ton ligno-seliilozun fotosentez ile
sentezlendigidir. Bitkiler enerji ve karbonu kendileri yaratamazlar ancak hiicre duvarlarinda
depolayabilirler ve bunu yapraklarint dokerek birakirlar. Biyosferde biiylik miktarda bitki
biyokiitlesi olmas1 nedeniyle selilloz ve hemiselillozu karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanan ¢ok miktarda bitkileri pargalayan mikro organizma geligsmistir. Karbonun atmosfere
geri donlisiimiiniin  saglamasi ile karbon dongiisii korunmus olur. Bitkisel biyokiitle
degradasyonunun biiyiik ¢ogunlugu mikrobiyal organizmalar fungi ve bakteriler tarafindan
ekstraselular enzimler araciligi ile gercgeklestirilir. Bu degradasyonun gerceklesmesi igin
seliilazlar adi verilen bir grup enzimin birlikte ¢aligmasina ihtiya¢ vardir. Biyokiitle
parcalayan bu organizmalarin yiiksek kristalize seliillozu tamamen pargalayan seliilolitik
enzim salgilayan yiiksek spesifik tiirlerden (7richoderma reesei), yalnizca birka¢ enzim

sentezleyebilen oportunistik tiirlere kadar genis bir dagilim1 vardir.

2.1 Seliiloz:
Seliiloz bitki biyokiitlesinin ana bilesenidir diinyada en yiiksek oranda bulunan organik

polimerdir. Diinyadaki seliilozun toplam miktar: 7. 10'' tondur.(Coughlan, 1985).

Fotosentez sirasinda karbondioksit ve su D-glukoza doniislir. D-glukoz 2 anomerik formda
bulunur, a-D-glukoz ve B-D-glukoz. a-D-glukoz ve B-D-glukoz (D-glukopiranozil) agik
zincirli aldehit formu ile denge halinde bulunur. D-glukoz selillozun ana bilesenidir.
Anomerik karbon Cliizerindeki aldehid grubu giimiis ya da bakir gibi metal iyonlarini
indirgeme 0zelligine sahiptir. Bu aldehid grubu metal iyonlarini indirgerken karboksilik asite
yiikseltgenir. Serbest C1 karbonuna sahip olan glukoz ve diger karbohidratlar indirgen seker
olarak isimlendirilir. D-glukoz seliilazun ana bilesenidir seliilozun biiyiik kismi yiiksek
bitkilerde hiicre duvar1 bileseni olarak sentezlenir. En dnemli fonksiyonu yiiksek bitkilerde

yapisal bilesen olmasidir. Seliiloz B-D-glukoz birimlerinden olugmaktadir.
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Sekil 2.1 Seliiloz monomeri

Hiicre duvarinda hemiseliiloz ve lignin bir arada kompleks bir yap1 olusturur. Bu yapida
lignin, hemiseliiloz ve seliiloz arasinda kovalent bag olusumu goézlenir.(Scalbert et al.,1985;
Higuchi, 1990) Hemiseliiloz da seliiloz gibi $-1,4 bagh glukoz iskelete sahiptir ancak bagka
seker gruplarmin da bulundugu heterojen bolgelere de sahiptir.(Wong et al.,1988)
Hemiseliilozlar genellikle yapisinda en ¢ok bulunan seker grubuna gore isimlendirilir.
Ornegin ksilans D-ksilan, mannans ise D-mannoz alt birimlerinden olusur. Lignin ise hiicre
duvarini olusturan diger bilesenlerden daha farkli bir yapiya sahiptir. Lignin farkli ve rasgele
baglar igeren aromatik alkol birimlerinden olusan bir polimer kompleksidir.(Crawford ve
Crawford, 1984; Higuchi, 1990) Bu kompleks yap1 fiziksel bir bariyer olusturarak seliilozik

bilesenlerin mikroorganizmalara kars1 direngli olmasini saglar. (Crawford ve Crawford, 1984)

Seliiloz B-1,4 glikozidik bag ile bagl glukoz birimlerinden olusan lineer homo-polisakkarittir
Glukoz halkas1 sandalye konformasyonundadir. Seliilozun tekrarlayan en kiigiik alt birimi bir
disakkarid olan selobiozdur. Glukozun selobioz seklindeki bu diizenlenmesi seliiloz zincirinin
karsiliklt oksijen gruplari lizerinden uzamasina olanak saglar. Glukoz birimlerinin sayis1 yani
seliilozun polimerlesme derecesi (DP) elde edildigi kaynaga bagli olarak 100-1400 arasinda
degisir. Hiicre duvarinda seliiloz, seliiloz zincirlerinin inter ve intra H- baglar1 ile bir araya
gelmesiyle olusan kristalize seliiloz fibrilleri seklinde bulunur. Selilloz-I adi verilen dogal
selillozda glukoz zincirleri paralel diizendedir. Tiim indirgen uglar ve indirgen olmayan uglar
fibrilin ayn1 tarafinda bulunur. Son donemde gerceklestirilen yap1 ¢aligmalar1 dogal seliilozun

2 farkl kristal yapida bulundugunu gostermistir. Bu yapilar iki zincirli monoklinik faz I ve



tek zincirli triklinik faz Io’dir. (Atalla, 1993; Heiner et al., 1995). Seliillozun elde edildigi
kaynaga gore If ve la yapilarinin oranlar1 degisiklik gosterir. Acetobacter xylinum ve Valonia
ventricosa’dan elde edilen Algal ve bakteriyal selilloz Ia’ca zengindir. Buna karsin yiiksek
bitkilerde baskin olan form If yapisidir. Ayrica fibrilleirn kalinlig1 da elde edildigi kaynaga
bagh olarak degisiklik gosterir. (Atalla, 1993; Sugiyama et al., 1991; 1993). Algal Valonia
seliilozunun kalinligi 20nm iken yiiksek yapili bitkilerde hiicre duvarinda yer alan seliiloz
fibrillerinin kalinlig1 2nm olabilir.(Chanzy, 1990) Seliiloz fibrilleri yalnizca kristal yapida
degildir, daha diizensiz amorf bolgeler de icerirler. Kristalizasyon diizeyi de seliilozun elde
edildigi kaynaga gore degisiklikler gosterir. Seliilozun kristalizasyon indeksi goreceli bir
ozelliktir, X-ray ve kat1 faz NMR yontemi ile Olciilebilir. Valonia’dan izole edilen seliiloz

%100 kristalize olarak kabul edilir.(Kulshreshta ve Dwelz, 1973).

Daha 6nce de belirtildigi lizere, glukan zincirinin sonunda yer alan baska bir glukoz artigina
bagli olmayan anomerik karbon polimerin indirgen ucu olarak ifade edilir. Polimerin diger
ucu ise indirgen olmayan ugtur. Sentezden hemen sonra selilloz zinciri, seliiloz
mikrofibrillerinin H-bagi, hidrofobik etkilesimler ve van der Walls kuvvetleri etkisi ile
katlanmas1 sonucu yliksek kristalize seliiloza doniisiir. Bu yiiksek yapili organizasyon seliiloz
zincirinin hidrolize olan dayanikliligini arttirir, mikrofibrillerin kalinlig1 selillozun kaynagina

baglidir (Nieduszynski ve Preston, 1970).
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Selilloz mikrofibrilleri bitki hiicresinin yapisin1 kuvvetlendirir. Yap1 olusurken seliiloz
mikrofibrilleri diger polisakkaritler olan hemiseliilozlarca sarilir. Bitki hiicreleri lignin ve
pektin igeren bir tabaka ile bir arada tutulurlar. Hiicre duvarmin diger bir bileseni olan hemi-
seliiloz ise alkali ile ekstrakte edilebilen fraksiyon olarak tanimlanir. Hemi-selilloz farkli
polisakkaritlerin heterojen bir karigimidir. Ksiloglikan en sik karsilagilan hemi-seliilozdur.
Seliilozda oldugu gibi B-1,4 glukan iskeletine sahiptir ancak her 4 glukoz biriminin 3’iinde
stibstitiye halde PB-ksiloz vardir. Seliilloz dogada ilk sentezlendigi andan itibaren asla tek
zincirli olarak bulunmaz bir¢ok zincirin bir araya gelmesi ile olusan mikrofibril yapilarini

olusturur. (Delmer, 1995)

Selilloz  B-1,4 bagh D-glukoz artiklar1 igeren basit kimyasal kompozisyonuna karsin
kompleks ve heterojen bir yapiya sahiptir.10000°den fazla glukoz artig1 iceren lineer
polimerik zincir suda ¢oziinebilir 6zellikte degildir. Her bir zincir birbirinden izole halde
bulunmaz, paralel halde dizilerek mikrofibril yapilarini olustururlar. Elde edildikleri kaynaga
bagli olarak mikrofibrillerin boyu ve kristalizasyon ozellikleri farklanmaktadir. (Chanzy,
1990). Seliilozun saflastirilmas: ve kurutulmasindaki fiziksel kosullar kristalizasyon ve
polimerizasyon derecesini etkileyebilir. Kristalizasyon mikrofibril boyunca tek bir formda
degildir. Mikrofibriller hem yiiksek kristalize hem de amorf bolgeleri bir arada igerirler.
Ancak seliillozun 6zel bir kaynagi olan alg ve bakterilerden elde edilen seliilloz yliksek
kristalize formdadir. Bu yiliksek kalite selilloz farkli tipte farkli tipte seliillazlarin
karakterizasyonunda model substrat olarak kullanilirlar. (Boisset, 2000) Seliiloz I olarak
isimlendirilen dogal seliiloz, polimer bilimlerince en ¢ok ¢aligilan konulardan biridir. Cok
sayidaki rapor ve yayma ragmen seliilozun yapis1 hala tam olarak ¢oziilememistir. Selillozun
biyosentezi seliiloz mikrofibrillerinin olusumu ile takip edilen enzimatik polimerizasyonun
sonucudur. Bu olayin sonucunda seliiloz zincirleri paralel sekilde bir araya gelerek kristalize
mikrofibril yapilarmi olustururlar. (Hieta, 1984; Chanzy, 1985) Mikrofibriller daha sonra
hiicre duvari ve fibriller gibi yapilar1 olusturmak iizere bir araya gelirler. Seliilozun yapis1 ve
ultrastructural diizeyde gelisebilir. Temel diizeyde bircok bilgi spektroskopik ve kristalografik
yontemler ile elde edilebilmistir. Seliiloz ile ilgili ilk kristalografik tanimlama 1974 yilinda
Sarko-Muggli (Sarko ve Muggli, 1974) ve Gardner-Blackwell (Gardner, Blackwell, 1974)
tarafindan bagimsiz olarak gerceklestirilen, ‘’Algae Valonia’’ den elde edilen seliiloz I’ in
kristal yapist olmustur. Hiicrelerdeki yapi ayni geometrideki iki paralel seliiloz zinciri

2

icermektedir. Sarko ve Muggli’nin “’paralel up’ diizenlenmeyi igeren yapisina karsin,
Gardner ve Blakwell “’paralel down’’ diizenlenmeyi iceren yapilar sunmuslardir. Ancak her

iki calismanin da sonuglar1 son olarak ortaya atilan modelde oldugu gibi X-igin1 kirilma



verilerini icermemektedir.

Seliilozun yap1 aydinlatmasi ile ilgili diger bir kilometre tag1 1984 de Atalla ve VanderHart in.
(Atalla ve VanderHart, 1984) Valovia seliilozu lizerinde yaptiklar: yiiksek ¢oziiniirlikli NMR
spektroskopi ¢aligmalaridir. Bu ¢aligmalar Valovia seliillozunun baskin olan Ia faz1 ve daha az

olarak goriilen Ip bileseni olmak tizere 2 farkl kristalografik faz icerdigini gdstermistir.

Selillozun ultrastructural seviyede incelenmesinde ‘’Transmission electron microscopy’’
(TEM) pek cok avantajlar saglamistir. Bu teknik seliiloz zincirin kafes yapisinin dogrudan
gorilintiilenebilmesini saglamistir. (Sugiyama, 1984) Bu veriler monokristalize bolgelerin
selilloz mikrofibrillerini tamamen sardigmi gostermistir. (Revo, 1983) Mikrofibriller elde
edildikleri kaynaga baglh olarak farkli kalinliklarda olabilirler. Mikrofibriller bazi bitkilerin
birincil hiicre duvarlarinda 2 nm’den daha kiiglik yarigaplarda olabildikleri gibi baz1 deniz
yosunu ve deniz hayvanlarinin hiicre duvarlarinda bunun 10 kat1 kadar biiytlik caplara sahip
olabilirler. I¢ kisimda yer almasma ragmen seliilozun amorf yapisi mikrofibrillerin yiizeyini

saran zincirlerle benzerlik gostermektedir. ( Larsson, 1997)

“alonia Micrasterias Halocynthis
/ / / 10 nim
arma
Rami tahta Birincil Hacre Duyvar

Sekil 2.3 Seliilozun Fibril Yapist

2.2 Bitki Biyokiitlesinin Enzimatik Parcalanmasi:
Bitki biyokiitlesinin enzimatik parcalanmasi seliilaz ve hemi-seliilazlardan olusan bir

kompleks tarafindan gergeklestirilir. Bu enzimler polimeri a- ve B-Glikozidazlarca metabolize
olabilen daha kiiclik fragmetlere pargalarlar. Ligno-seliilozik biyokiitlenin karmasik yapist
bunlar1 parcalayan organizmalarin da karmasik yapili enzim sistemleri sentezlemelerini

zorunlu  kilmustir.  Seliillozun  parcalanmasi  bitki artiklar1  ve toprakta yasayan



mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilir. Dogal seliilloz suda ¢6ziinmedigi i¢in hiicre
icine giremez, bu nedenle selillozun biyolojik olarak pargalanmast hiicre disinda
gerceklestirilir. Seliilaz hiicre ylizeyini saran bir tabaka olusturarak ya da ekstraseliilar olarak
seliiloz ile etkilesime girer. Cok az mikroorganizma hidroliz i¢in gerekli tiim enzimleri

sentezleyebilme kapasitesine sahiptir

Mikrobiyal selilloz degredasyonu dogada, iki farkli ¢cevrede gerceklesir. Anaerobik ortamda
seliilolitik isleyis mikroorganizmanin hiicre duvari yilizeyinde bulunan kompleks bir sistem
tarafindan gergeklestirilir. Anaerobik c¢evre toprak ve ¢amur oldugu gibi siirlingen ve
gevisgetiren hayvanlarm bagirsaklarmin arkaduvarini da kapsar. (Troyer, 1991) Aerobik
cevrede ise pek cok mikroorganizma tek basina seliilaz1 sentezleyerek dogrudan hiicre disina

salarlar. Her iki durumda da hidroliz iirtinleri hiicre i¢ine alinarak metabolize edilirler.

Seliillozun dogada en ¢ok bulunan polimerdir ve bir¢ok hayvan tiirii icinde dnemli bir besin
kaynagidir. Ancak seliilozu enerji kaynagi olarak kullanan bir¢ok otobur ve karisik beslenen
hayvan kendi seliilazin1 sentezleyemez. Ornegin gevis getiren hayvanlar seliillozu anaerobik
kosullarda sindirebilmek i¢in bakteri, fungi, protozoalardan olusan bir karisima gereksinim

duyarlar. (Dehority, 1991)

Geleneksel olarak seliilazlar etki mekanizmalarma gore siniflandirilirlar. Ekzoenzimler
polisakkarid zincirini u¢larindan hidrolizlerler. Endo enzimler ise zincire rasgele bolgelerden
saldirarak zinciri pargalarlar. Ekzo- ve endo seliilazlar seliiloza sineristik ve kooperatif olarak
etki ederler.(Nidetzky, 1993; Irwin et al.,1993; Beguin ve Aubert, 1994) enzimlerin endo-
ekzo sinerjistik etkisini agiklayan en gecerli hipotez endo-seliilazlarin, ekzo-seliilazlar i¢in

serbest uglar olusturmasidir.
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Seliilozun glukoza kadar olan hidrolizi ekzoglukanazlar, (selobiyohidrolaz) endoglukanaz ve
B-glukozidazlar tarafindan tamamlanir. Selobiyohidrolaz (1,4- B-D-glukan E.C 3.2.1.91)
genellikle kristalize seliiloz iizerinde etkilidir. Endoglukanaz 1,4- B-D-glukan -4-glukano
hidrolaz EC. 3.2.1.4) daha ¢ok selillozun amorf bdolgeleri iizerinde etkilidir ayrica
karboksimetilseliilloz (CMC) ve hidroksietil-selilloz (HEC) gibi siibstitiiye formdaki seliiloza
kars1 da aktivite gosterir. Selobiyohidrolaz selobiyozu indirgen olan ya da olmayan uglardan
kirabilir. Ancak endoglukanazlar zinciri yalnizca internal olarak kirarlar. B-glukozidazlar (EC
3.2.1.21) selobiyoz ve diger suda ¢0ziiniir oligosakkaritleri glukoza parcalar. (Beguin, 1990)

Glukoza parcanmay1 saglayan bu son adim ¢ok énemlidir ¢linkii selobiyoz seliilazlar i¢in son

Sekil 2.4 Seliilozun glukoza hidrolizi

iiriin inhibitorii olarak etki gosterir.
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Sekil 2.5 Seliilozun glukoza pargalanmasinda enzimlerin etki mekanizmasi

2.3 Seliilazlarin Substratlar:
Seliilaz aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in kullanilan substratlar suda ¢oziiniirliiklerine gore iki gruba

ayrilirlar.

2.3.1 Suda Coziinen Substratlar:
(CoOzilinebilir substratlar 2- 6 arasida diisiik polimerlesme derecesine (DP) sahip

sellodekstrinlerinleri ve DP degeri yaklasik birkag yiiz olan seliilozlar1 ierirler. Bu substratlar

genellikle selliilaz bilesenlerinin tek tek aktivitelerinin 6l¢iilmesinde kullanilirlar.

Sellodekstrinler DP degerinin 6’dan kiigiik oldugu durumlarda kolayca ¢oziilebilirdirler. DP
degeri 6- 12 arasinda ise ¢Oziinebilirligi biraz daha zorlasir. (Zhang veLynd; 2003, 2005)

DP degerindeki artigla beraber sistemin entropik etkisine ve intermolekiiler hidrojen baglaria

baglt olarak molekiiliin ¢o6ziiniirliigii dramatik olarak azalir. Sellodekstrinler genellikle
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selillozun HCI, (Miller; 1960,1963) sulfirik asit ya da bu asitlerin karigimi (HCI ve H,SOy )
(Zhang, Lynd 2003) ile hidrolizi sonucu elde edilir.

Bunun yaninda sellodekstrinler C. thermocellum’dan elde edilen sellobiaz ve sellodekstrin
fosforilaz ya da T. reesei’den elde edilen B-glukozidaz kullanilarak biyolojik olarak
sentezlenebilir. (Strobel, 1995) sellodekstrin karisiminda bulunan farkli DP’ye sahip yani
farkli zincir uzunlugunda bulunan polimerler ince tabaka, katyon degisim ya da molekiiler
eleme gibi kromatografik yontemler kullanilarak ayrilabilir. (Shintate, 2003) (Schmid, 1988)
(Voloch, 1984)

Suda ¢ozilinebilir sellodekstrinden tiirevlendirilen, kromojenik p-nitrofenil glikozid ve
fluorojenik metilumbelliferil-D-glikozid seliilazin kinetik 6zellikleri, reaksiyon spesifikligi ve
baglanma bolgesinin termodinamiginin belirlenmesi 1ile ilgili arastirmalarda oldukca

kullanighdir. (Tuohy, 2002) (Barr, 2002)

Bu substratlar, kromoforlarin substiitiye glukozidden salinmalar1 sonucu sekerden bagimsiz
olarak kolayca oOlciilebilmeleri nedeniyle artan selobiyoz ve glukoz varliginda inhibisyon

katsayisinin belirlenmesi amaciyla da kullanilmaktadirlar.

Uzun zincirli seliiloz tiirevleri de kimyasal yapilari nedeniyle suda ¢oziinebilirler. Iyonik
yapili karboksi metil seliilaz (CMC) endoglukanaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilir. Endoglukanazin molekiiller arasindaki B-glukozitik baglar1 rastgele kirmasi
sonucunda DP degerinde dramatik bir azalma goriiliir. S6z konusu reaksiyon CMC’deki -
glukozitik baglarin kirilmas: oldugunda endoglukanaz CMCaz adint alir. CMC 2 6nemli
fiziksel parametreye sahiptir DS siibstitiisyon derecesi ve DP polimerizasyon derecesi.
CMC’nin ¢6ziinebilirligi maksimum stokiyometrik degeri 3 olan DS degeriyle yakindan
iligkilidir. CMC, DS degeri 0,3-0,7’den biiyiik oldugunda suda ¢o6ziinebilirdir. (Karlsson,
2001)

Ticari olarak satilan CMC’leri DS degerleri genellikle 1,5’den kiigiiktiir. CMC indirgen seker
ve viskozite Ol¢iimiinde substrat olarak kullanilacak ise bu deger siddetle tavsiye
edilmektedir. Cilinkii DS degeri 0,7 ye esit ise hidroliz %2 ile smirlanmaktadir. (Wood, 1988)
Bu deger seliilazin yalnizca non-substiitiye glukoza etki edebilmesi ve hidroliz reaksiyonun en
az 2 veya 3 komsu non-substiitiye glukoz artigina ihtiyaci olmasi nedeniyle onemlidir.
CMC’nin DP degeri indirgen seker 6l¢iimiinde dnemli degildir. Ancak vizkozite azalmasinin
Olciilmesinde biiyilk onem tasir. CMC su igerisinde ¢oziiliirken DP degerini diismesinden

ka¢inmak amaciyla yavasca dondiirerek karistirilmalidir. (Sharrock, 1988) Bununla beraber
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iyonik CMC’nin vizkozitesi pH, iyonik siddet ve polivalent katyon konsantrasyonundan da

etkilenir.

Bu nedenle endo-glukanaz aktivitesinin belirlenmesinde hidroksietil seliiloz (HEC) gibi
iyonik olmayan seliilozlar Onerilmektedir. (Wood, 1988a) Boyanmis c¢oziiniir CMC’ler
remazol brillant Blue R ya da Ruthenium Red gibi boyalarla CMC’nin karigtirilmasi ile elde
edilirler. (Fiilop, 1994) (Rescigno, 1994)

Supernatant i¢indeki ¢ozilinebilir seliiloz tiirevinden salinan renk substratin ¢oktiiriilmesinden

sonra Olgiilebilir.

2.3.2 Suda Coéziinmeyen Substratlar:
Seliilaz aktivitesinde kullanilan ve suda c¢oOziinmeyen substratlar oldukca saf seliiloz

(Whatman Nol filtre kagidi, bakteriyal selilloz, mikrokristalize seliiloz ve amorf seliiloz) ve
saf olmayan seliiloz ( boyanmis seliiloz, a-seliiloz, ligno-seliiloz) olarak smiflandirilabilir.
Dogal seliiloz seliiloz 1 olarak isimlendirilir. Iki farkli kristal formu vardir. I, bakteri ve
alglerde bulunur, Ig yiiksek bitkilerde bulunur. (Atalla, 1984) Dogal seliiloz ¢esitli islemler ile
diger kristal formlara (II-IV) doniistiiriilebilir. (Klein, 1993)

Seliillozun kristalizasyon derecesi (Crl) X-1ism1 difraksiyon modeli ile kantitatif olarak
Olctilebilir. (Krassig 1993) Kristalizasyon derecesi hidroliz diizeyi ile yakindan iligkilidir.
(Converse, 1993) Buna ragmen, kristalizasyon derecesi seliilozun ¢esitli muameleler 6ncesi
ve sonrasinda karakteristigindeki degisimleri gostermek amaciyla kullanilan uygun bir
belirtectir. Yiiksek kristalize selilloza Ornek olarak pamuk, bakteriyal seliilloz Valonia
ventricosa algal selillozu verilebilir. (Fierobe, 2002) Mikrokristalize seliiloz, a-seliiloz, ve
islem gérmemis seliilozik substratlar ortalama Crl degerine sahiptirler ve kristalize fraksiyon
ile amorf fraksiyonun birlesimi olarak kabul edilebilirler. Ancak yine de iki fraksiyon arasinda

kesin bir smir ¢izgisi yoktur.

Pamuk ipligi dogal pamuktan mum, pektin, renkli maddeler gibi safsizliklar uzaklastirildiktan
sonra elde edilir. (Wood, 1988b) Whatman Nol filtre kdgid1 uzun pamuk ipligi hamurundan
diisiik kristalizasyon derecesi (yaklasik %45) ile iiretilir. Hidroseliilaz ya da ticari adiyla
““avicel’’ ¢esitli firmalar tarafindan asagidaki adimlar izlenerek iiretilmektedir. Birinci adim
aga¢ hamurunun seyreltilmis hidroklorik asit ile hidrolizi ile amorf seliiloz fraksiyonunun
uzaklastirilmasidir. Bu adimi hamurun yikanmasi ve kurutulmasi takip eder. (Fleming 2001)
ancak bu iglemler sonucunda mikrokristalize seliiloz hala amorf bolgeler icermektedir. Avicel

diistik DP degeri nedeniyle ekzoglukanaz aktivitesi i¢in iyi bir substrattir.
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Bakteriyal selilloz (BC) Acetobacter xylinum tarafindan iiretilen pelikiilden hazirlanir.
(Hestrin, 1963) Bakteriyal mikrokristalize seliiloz (BMCC) amorf fraksiyonlar1 uzaklagtirmak
icin uygulanan asit hidrolizi ile DP’nin diismesi saglanarak bakteriyal seliilozdan iiretilebilir.

(Valjamae, 1999)

Amorf seliilloz kristalize fraksiyonlarin mekanik ya da kimyasal yontemlerle amorf forma
dontistiiriilmesi ile elde edilir. Bu seliilozlar mekanik olarak amorf hale getirilmis seliilozlar,
alkali ile sisirilmis seliilozlar, fosforik asit ile sisirilmis seliilozlar olabilir. Mekanik olarak
amorf seliiloz hazirlamak i¢in kiirelerle 6glitme ya da pargalama yontemleri kullanilir. (Fan,

1980)

Alkali ile sisirilmis amorf seliiloz ise seliiloz tozunun yiliksek konsantrasyonda NaOH ile
muamelesi sonucunda elde edilir. Fosforik asit ile sisirilmis seliiloz (PASC) kuru seliiloz

tozunun %85°lik o-fosforik asit ile muamelesiyle iiretilir. (Wood, 1988b)

Ogiitme, NaOH, Hs;PO, ile iiretilen amorf selillozun ozellikleri seliilozun elde edildigi
kaynaga, reaksiyon sicakligna, siireye, reaktif tipine ve konsantrasyonuna biiyiikk oranda
baghdwr. Buna bagli olarak da cesitli tipteki amorf selillozun hidroliz diizeylerinin farkli
laboratuarlar arasinda karsilastirilmasi neredeyse imkansizdir. Amorf seliilloz sulu ortamda
saklanmalidir. Amorf seliilozun kurumasi substratin reaktivitesinin kaybi ile sonuglanir.
(Zhang ve Lynd 2004) Substratin reaktivite kaybini 6nlemek i¢in dondurarak kurutma ya da

¢oziicli degisimini takiben kurutma islemi uygulanabilir. (Fan ve Lee 1981)

Geri-dontistiiriilmiis (rejenere) seliiloz ¢oziinmeyen seliillozun, nitrik asit, siilfirik asit, N,N-
dimetil aset amid, (Striegel, 1997) 1-biitil-3-metilimidazolyum kloriir (Swatloski, 2002) gibi
seliiloz ¢oziictileri ile ¢oziiniir hale getirilmesi ile tiretilir. Geri doniisiimii yapilan selillozun en
onemli ticari Uiriinii suni ipektir. Suni ipek tekrar kristallendirme islemine tabi tutuldugundan
yalnizca amorf bdlgeler igermez. Geri-doniistiiriilmiis seliiloz %85°lik soguk H3PO,
kullanilarak da iiretilebilir. Seliilloz hamuru %85°lik soguk H3POy, ile ¢oziildiikten sonra soguk
su ile ¢oktiiriiliir. RAC homojen olmasi nedeniyle seliilaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in oldukga iyi
bir substrattir. (Zhang, 2006) RAC aktivite Ol¢limlerinde daha uygun ve tekrarlanabilir
sonuclar vermektedir bununla beraber ¢ok diisiik seliilaz aktivitelerinin Olg¢iilmesinde

kullanilabilen ¢6ziinebilir non-substiitiye ideal bir substrattir.

a-seliilloz agirlikli olarak seliilloz ve az miktarda hemiseliiloz igermektedir. Holoseliiloz
lignoseliilozdan ligninin uzaklastirmasindan sonra kalan kati yogun kisimdir, a-seliiloz ise

holoseliilozdan alkali ekstraksiyonu ile hemiseliilozun uzaklagtirilmast sonucunda kalan kat1
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yogun kisimdir. (Gren, 1963)

Lignoseliillaza bazi on islemler yapilarak inert yapisi bozulur bunun sonucunda seliilaz
tarafindan daha hizli ve etkin olarak hidrolize edilmesi saglanir. Bu 6n iglemlere 6rnek olarak

seyreltilmis asit ile muamele, sicak su, amonyak ile siizme verilebilir. (Mosier, 2005).

Substratin 6zellikleri (DP, selillaz tarafindan ulasilabilirligi, lignin igerigi gibi) yukarida

belirtilen bu 6n iglemlere ve bunun yaninda lignoseliilazin kaynagina baglidir.

2.4 Aktivite Tayini:
Seliilaz aktivite tayin yontemleri 3 gruba ayrilabilir.

(1) hidroliz sonrast {iriinlerin 6l¢iimii
(2) substrat miktarindaki azalmanin 6l¢iimii
(3) substratin fiziksel 6zelliklerindeki degisimin 6lciilmesi

Hidroliz {irtinlerinin 6lglimiinde indirgen seker miktari, toplam seker miktar1 ve kromofor
madde miktarinin dlgiilmesi yer almaktadir. indirgen seker dlciimiinde en yaygin kullanilan
metodlar dinitroselisilik asit (DNS) metodu, Somogyi-Nelson metodu, 2,2-bicinchroninat
(BCA), 4-hidroksibenzoilhidrazin (PAHBAH) metodu, ferrisiyanid metodudur. (Miller,
1959) (Waffenschmidt, 1987) (Lever, 1972) (Kidby, 1973)

Toplam seker miktar1 zincir uzunluguna bakilmaksizin fenol-H,SO4 metodu ile dogrudan

Ol¢iilebilir. (Dubois, 1956)

Glukoz hekzokinaz ve glukoz -6-fosfat dehidrojenaz enzim ¢iftinden olusan enzimatik glukoz

kiti yardimiyla ya da hidroliz sonrast HPLC ile 6l¢iilebilir. (Zhang, Lynd 2004a)

Pek ¢ok seker tayini yonteminin dedeksiyon araliklar1 su iki stratejinin kullanilmasi yoluyla
gelistirilmistir. (1) renk reaksiyonundan sonra daha fazla seyreltme yapilmasi (2) reaksiyon
oncesinde drnek basina diisen seker hacmini degistirmek. Ornegin DNS metodunun ilk hali
her bir 6rnek i¢cin 20- 600ug araliginda indirgen seker tayini yapmak i¢in tasarlanmistir.
Ancak bu metodun dedeksiyon araligi dilisyon yapilarak 100- 2500 pg araligma
genisletilmistir. (Ghose, 1987)

Ayn1 durum Somogyi-Nelson metodu i¢in de gecgerlidir. Sigma enzimatik glukoz tayin kiti
reaksiyon karigimi 10pL 6rnek + 1000 pL enzim ¢dzeltisi olacak sekilde seker miktarini 200-
5000 pg/L araliginda 6lgebilmektedir. Bununla beraber dedeksiyon limiti, reaksiyon karigimi
500uL  o6rnek ve 500uL enzim ¢oOzeltisi olarak alindigimda 4- 100ug/L  diizeyine
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diisiiriilebilmektedir. (Zhang, Lynd 2004b) indirgen seker yontemi Cu®" ya da ferrisiyanat gibi
inorganik yiikseltgenlerin indirgenmesi temeline dayanir. Bu yiikseltgenler seliiloz zincirinin
indirgen ucundaki aldehit grubundan elektron alarak indirgenirler. indirgen seker yonteminin
dedeksiyon araliklar1 1- 2500pg/6rnek araligindadir. Somogyi metodu, gorece yliksek seker
tayin aralig1 ve seliilazin girisim etkisinin diigiik olmas1 nedeniyle seliilaz aktivitesinde en sik

kullanilan 2 yontemden biridir.

Bununla beraber bu metodun dezavantaji sellodekstrin ve glukoz standardi arasindaki zayif
stokiyometrik iligkidir. (Coward-Kelly, 2003).Ornegin glukozun standart olarak kullanildig1
ve B-glukozidazin fazla olmadigi durumlarda seliilaz aktivitesi oldugundan daha diisiik olarak
Olgiilebilir.

Ferrsiyanat, PAHBAH ve BCA metotlar1 yiiksek duyarliliga sahip olmalarina karsin

dezavantajlar1 protein ile spesifik olmayan girisim etkisi olusturmalaridir.

Fenol-H,SO4 ve antron-H,SO4 metotlarini kapsayan toplam karbohidrat tayini indirgen seker
tayin yontemleri ile kiyaslandiginda iki Onemli avantaja sahiptirler. Bu ydntemde
sellodekstrin ve glukoz standardi arasinda siki bir iligki vardir. Ayrica proteinin girisim etkisi
cok azdir ya da hi¢ yoktur. Buna ragmen diger karbohidrat ve tiirevlerinin giiglii girisim etkisi
yontemin saf seliiloza uygulanmasinda simnirlayic1 olmaktadir. Enzimatik analiz kiti ya da
HPLC kullanim1 diger sekerlerden kaynaklanan girisim etkisinin yok edilmesini saglar ancak
bu da sellodekstrinin glukoza doniisiimiinii saglayan ekstra bir adimin ortaya ¢ikmasina sebep
olur. Substrattaki azalmay1 6lgmek i¢in kullanilan gravimetrik ve kimyasal pek ¢ok yontem
vardir. Ancak bu metotlar kurutma islemi ile son bulan santrifuj ve filtrasyon gibi siirekli
tekrarlayan iglemleri gerektirmeleri nedeniyle olusan iirlindeki artig1 6lcen metotlar kadar ilgi
gormezler. Gravimetri yontemi standart sapmasinin 6rnek agirligina bagli olmasi nedeniyle
¢ok dikkat gerektirmektedir. Ornegin agirliklar1 1 mg ve 100 mg olan iki drnekte 0,1mg’lik

bir sapma birinci 6rnek i¢in %10 ikinci 6rnek i¢in %0,1 hata anlamina gelmektedir.

Seliillozun o6lgiilebilir fiziksel o6zellikleri, sisme faktorii, yapt sekillenmesi, tiirbidite ve
viskozitedir. Vizikozimetrik olarak aktivite tayini ¢dziinebilir seliiloz tiirevleri kullanilarak tek
basma endoglukanaz aktivitesinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilmaktadir. (Manning,1981) Bu
metot islem siiresince molekiiliin viskozite degeri ortalamasmin molekiil sayis1 ortalamasina
olan oranmn sabit oldugu durumlar i¢in uygundur. (Hulme, 1988) Bunun yaninda bu

metodun uygulanmasi ve otomasyonu zordur.
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2.5 Seliilazlar ve Domainleri:
Seliilazlar domain adi verilen bagimsiz katlanmalara, yapiya ve fonksiyona sahip alt

birimlerin bir araya gelmesi ile olusurlar. Bu karmasik enzim sistemi genellikle bir katalitik
birim, bir veya daha fazla substrat baglayict ya da kompleksi olusturmada goérevli yardimei
birimlerden olusur. Bunlara ek olarak heniiz fonksiyonu bilinmeyen bazi birimlerde bu
kompleksin yapisinda bulunmaktadir. Her bir domain biribirine baglayici peptid ile baglanmis

durumdadur. (Gilkens ve Henrissat, 1991)

Bu baglayicilar genellikle glisin, prolin, serin ve treonince zengin O-glikozillenmis

peptidlerdir. (Williamson, 1992)

Katalitik birimler glikozil hidrolazlardir. 500 farkli dizinin incelenmesi sonucunda, amino asit
dizilerindeki benzerlikler ve hidrofobik grup analizi yontemi (HCA) kullanilarak yapilan
ikincil yap1 aydmlatmalar1 temel aliarak 82 aileye ayrilmislardir.(Henrissat ve Bairoch 1993)
Bu siniflandirma hem yapisal katlanmay:r hem de katalitik mekanizmay1 temel almaktadir.
Bazi aileler amino asit dizilimlerindeki farkliliga ragmen kiiresel yapiyr olusturan benzer
katlanmalara ve katalitik merkez yapisina sahip olduklarindan “’klan’’ formundadir. En biiyiik
klan olan GH-A, 6 farkl aileler icerir ve farklt amino asit dizilimlerine sahip olmalarina kars1
bu ailelerin tiimii benzer katlanmalara ve katalitik aktiviteye sahiptir. Tersi sekilde amino asit
dizilimleri ¢ok benzer olan aile 8 ve 9 katalitik aktiviteleri ve yapisal katlanmalar1 agisindan
farklhidirlar. Farkli seliilazlar bu ailelerden 11° i (aile 5-10, 12, 26, 44, 45, 48) arasinda dagilir.
Katalitik birimlerin {i¢ boyutlu yapilarmin belirlenmis olmasina bagli olarak ayni aileye iiye
olan enzimlerde amino asit dizisinde olan farkliliklara kargin katlanma seklinin korundugu
goriilmiistiir. Aile yapilandirmasi, enzim smiflandirma sisteminden (EC siniflandirmasi)
olduk¢a farkhidir. EC smiflandirmasi substrat spesifikligini temel alarak yapilan bir
smiflandirmadir. Buna bagli olarak bir aile iginde hem ekzoglukanazlar, hem de
endoglukanazlar bulunabilir. Bununla beraber aile- 5 ¢ogunlukla seliilazlardan olusmaktadir
ancak -mannaz, ekzo- 1,3-f-glukanaz ve selodekstrinaz da bu ailenin iiyesidir. (Henrissat,

1994)

Son yillarda seliilazlarm atomik yapist ve katalitik merkezlerinin yap1 aydinlatmasi ile ilgili
cok sayida calisma yapilmaktadir. Hidrolizlenemeyen oligosakkarit tiirevlerinin gelistirilmesi
ve enzimin aktif bolgesini kapatan substrat analoglarinin tasarimi ile aktif bdlgenin yapi

analizleri saglanmaktadir. (Driguez, 1997) (Notenboom, 1998) (Klarskov, 1997)

Ek olarak biflurojenik substratlarin tasarimi seliilazlarin kinetik 6zelliklerinin incelenmesinde

kullanilmaktadir. (Armand, 1997)
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Aktif bolgenin yapisinin anlagilmasi seliilozun nasil aktif bolgeye girdiginin ve seliilazin nasil
calistigmin gosterilmesi i¢in yeterli degildir. Katalitik bolge ve sahip oldugu katalitik aktivite
enzimin tiim oOzelliklerini degistiren ya da yeni Ozellikler ekleyen aksesuar modiillerle
modifiye edilir. Gilinlimiize kadar ¢alisilmis pek ¢ok seliilaz ikinci bir baglayici alt birime
sahiptir. Seliiloz baglayict modiil ya da domain (cellulase binding module/ domain “’CBM”’
“CBD”’) olarak isimlendirilen bu altbirim substrat1 baglamasina karsin onu hidrolizleyemez.
Farkli ailelerin bir ¢ogunda bulunan CBM i¢in amino asit dizi homolojisinin varligi

gosterilmigtir. (Temme, 1995)

Katalitik bolgelerde oldugu gibi her bir CBM ailesinin yapis1 kristalografik ve NMR
yontemleri ile aydinlatilmaya baglanmistir. (Tormo, 1996) (Brun, 1997)

CBM’iin en 6nemli fonksiyonu kristalize seliilozu katalitik bolgeye ulastrmaktir. Enzim
substrat yiizeyinde diflizyona maruz kaldigi halde baglanma oldukca stabildir. (Jervis ve
Haynes, 1997) Bazi CBM’ler kristalize substrat zincirleri arasindaki kovalent olmayan

etkilesimleri bozma isleminde katalizor gorevi iistlenmektedirler. (Din, 1991)

“- ' I :I. vo's) r
L} II'I-IIII.II'I.I-.I.CII“

hembrana

Sekil 2.6 CBM ve seliiloz mikrofibrillerinin etkilesimi
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CBM’iin hiicre duvarinin sentezi sirasinda da bazi fonksiyonlara sahip oldugu belirlenmistir.
Sekilde seliiloz sentezi sirasinda CBM ile seliiloz fibrillerinin etkilesimi gdsterilmistir. CBM
seliloz mikrofibrilleri ile farkli safhalarda etkilesime giriyor olabilir. Kristalizasyonun
baslangicindaki etkilesim sentez hizindaki artis ve fibrillerin uzamasi ile sonuglanirken sentez
sonrasindaki etkilesim hidrolize olmamus fibrillerin kopmasi ile sonug¢lanir. Shpigel (Shpigel
1998) CBM’iin selilloz biyosentezini diizenledigini gostermistir. CBM’nin A.xylinum’da
seliiloz sentez hizint 5 kat arttirdigini gostermistir. CBM varhiginda seliiloz biyosentezinin
elektron mikroskobu ile incelenmesi sonucunda ince kontrol fibrillerine oranla daha kalin yeni

fibrillerin olustugu gosterilmistir.
Substrat spesifikligini temel alan siiflandirmaya gore:

Seliilaz terimi 3 farkl enzim ve 3 farkl katalitik reaksiyonu iceren hidrolitik enzim sistemini

ifade etmektedir.

1.Endoglukanazlar: (EGs, EC 3.2.1.4) suda ¢oziinmeyen seliiloz zincirini rastgele olarak -

1,4 glikozidik bagini1 kirarak hidrolizlerler.

2.Ekzoglukanazlar ya da selobiyohidrolazlar: (CBHs, EC 3.2.1.19) glikozidik bagi indirgen
ya da indirgen olmayan u¢ iizerinden hidrolizlerler diger bir degisle zincirin uglar1 tizerinden
aktivite gosterirler. Hidroliz sonucunda ortaya c¢ikan iiriin iki glukoz biriminden olusan

selobiyozdur.

3.Glukozidaz ya da selobiaz : (EC 3.2.1.21) suda ¢oziilebilir 6zellikteki selobiyozu 2 glukoz

artigina hidrolizlerler.

Mikroorganizmalar 6zellikle de fungiler bu enzimlerin bir karigimini sentezlerler. Seliilolitik
sistemi olusturan bu enzimler etkin ve sinerjistik bir sekilde seliilozu hidrolizlerler (Singh ve
Hayashi, 1995). Diger taraftan bu sistemi olusturan enzimler tek baslarina seliilozu ya hig
hidrolizleyemezler ya da ¢ok az miktarda hidrolizleyebilirler. Bu sinerjistik isbirliginde en iyi
anlasilan B-glukozidazin fonksiyonu olmustur. CBH ve EG’in kataliz sonunda olusan iirlin
olan selobioz tarafindan inhibe edildikleri bilinmektedir(Holtzapple, 1984) (Gusakov ve
Sinitsyn, 1992). Bu isbirliginde B-glukozidazin rolii cok onemlidir. B-glukozidaz diger iki
enzim lizerine selobiozun inhibitor etkisini azaltir. EG ve CBH’nin bu igbirligindeki rolii
halen arastirilmaktadir. Genel olarak EG seliiloz zincirine rastgele etki eder ve serbest ug
sayisini artirir, CBH de bu serbest ug¢lara saldirir. (Kumar, 1996) Diger taraftan CBH’in
aktiviteside EG’nin saldirabilecegi altta kalan seliiloz zincirlerinin agiga ¢ikmasimna neden

olur. Seliilolitik sistemdeki bu kooperatif etki enzimlerin tek tek verdigi aktiviteden daha
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yiiksek bir aktivite olugsmasina neden olur. Pek ¢ok endo ve egzo-glukanaz katalitik domain
ve ona peptid ile baglanmig bir veya daha fazla yardimci domainden olusmustur. (Gilkes et
al., 1991) yalnizca bir mikrobiyal seliilaz ve yiiksek bitkiler tarafindan sentezlenen seliilaz
belirtilen yardimc1 domainleri igermez. Bu seliilazlara 6rnek olarak T.reesei’den elde edilen
EG ve EG3 verilebilir. Buna benzer sekildeki molekiiler organizasyon polimerik
karbohidratlara spesifik diger enzimler olan amilaz ve kitinazda da goriilebilir. (Tomme,
1995) ve biiyiik olasilikla bu organizasyon hetorojen karbohidratlarin biyodegredasyonu i¢in
gereklidir. Ad1 gegcen bu yardimc1 domainlerden biri de CBM (cellulose binding module) ‘dir
ve seliilozun enzimatik pargalanmasinda kritik bir dneme sahiptir. T.reesei’den elde edilen
CBH I’'in CBM olmadan seliilozu hidrolizleyebildigi ancak kinetiginde bazi degisiklikler
olduguna dair kanitlar vardir (Srisodsuk, 1994) .Buna ek olarak EGS5 Humicola insolens’den
izole edilen EGS5 ve Cellulomonas fimi ‘den izole edilen CenA EG, ile yapilan deneyler
CBM varligmin EG aktivitesi i¢in zorunlu olmadigmi gdstermistir(Azevedo et al., 2000).
Endo ve ekzo glukanazlarin molekiiler organizasyonunda tiim modiiller birbirine proteolize
duyarl baglayict bir peptid araciligi ile baglanirlar. Olasilikla proteolize olan bu duyarlilik
baglanmanin sulu fazda gerceklesmesi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Proteolize dayanikliligin
saglanabilmesi amaciyla genellikle baglayict peptidler O-glikozilllenmis durumdadirlar.
Fungal baglayici peptidler prolin, treonin ve serince zengindirler. Bakterilerde bulunan

yaklasik 100 amino asitlik peptidlere gore fungal peptidler daha kisadirlar. (30- 40 aa)

CBM’nin bakteriyal ve fungal seliillazlardaki rolii oldukca net bir sekilde anlasilabilmistir.
(Teeri, 1995) (Din, 1995) Cesitli caligmalar, katalitik birimin kristalize substrata olan
afinitesinin ¢ok diisiik oldugunu gdstermistir. Buna karsin izole edilmis CBM, seliilazin tiim
baglanma 6zelligine tek bagina sahiptir. CBM’nin proteolitik olarak uzaklastirilmasi enzimin
kiigiik ¢oziinebilir substratlar {lizerindeki aktivitesini etkilemez, ancak suda c¢oziinmeyen
selillozun hidrolizi belirgin olarak azalir.(vanTilbeurgh, 1986) (Tomme, 1988) (Kleman-
Leyer, 1994)

Bazi bakteriyal CBM’ler pamuk fibrillerini pargalayarak substrattan kiiciik parcalar
kopartabilme 6zelligine sahiptir. Bu fonksiyon yalnizca substrata baglanma 6zelliginden ¢ok
daha aktif bir fonksiyondur.(Din, 1991) (Kilburn, 1993) . CBM’ler proteinin N- ya da C-
terminalinde bulunur, bunun diginda proteinde internal olarak yerlesmis CBM’lerin de varligi

da gdzlenmistir.

100’den fazla CBM’iin amino asit dizisinin aydinlatilmasi 6zelliklerinin karsilastirilmasina

ve aileler halinde siniflandirilmasina olanak saglamistir. CBM’lerin pek ¢cogu amino asit
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dizilerindeki benzerliklere gore 10 aileye ayrilmiglardir. (Tomme, 1995)

Pek ¢ok CBM 1,2 ve 3. ailelerde bulunur geri kalan ailelerde yalnizca birkag iiye vardir. 7.
reesei,’den elde edilen CBH I-CBM’nin 3 boyutlu yapis1 niikleer manyetik rezonans (NMR)
yontemi ile aydmlatilmistir. (Kraulis et al.,, 1989) ikincil yapisi kama sekilli ve diizensiz
bolgelerden olusur. Molekiiliin bir yilizeyi hidrofobik yiizey olusturan tirozince zengindir ve

seliilozun baglanma yiizeyini olusturur. (Linder, 1995)

Temel fonksiyonuna ek olarak CBM’nin kati substrat yilizeyine etkiyen etkin enzim
konsantrasyonunu arttirdig1 diisliniilmektedir. Diger bir diisiince ise CBM’nin kristalize
seliilozdan tek bir seliiloz zincirinin kopartilmasmi sagladigr yoniindedir. (Tomme, 1995)

(Linder, 1996) Bu da katalitik merkezin substrata olan aktivitesini miimkiin kilmaktadir.

Bilinen tiim ksilanaz ve seliilazlarin katalitik domainleri amino asit dizilerindeki benzerlikler
temel alinarak simiflandirilabilmislerdir. (Henrissat ve Davies, 1997) tiim ailerin katlanma
modelleri ve ylizey yapilarinda benzerlikler vardir. Bu durum tiim aile iiyelerinin ayni
reaksiyon mekanizmasini kullandiklarini ve benzer substrat spesifikligine sahip olduklarini
gostermektedir. (Tomme, 1995) Bu durum 6 aileye ait 15 farkl: seliilaz i¢in dogrulanmaistir.

[1k katalitik domain yapist 1990 yilinda ¢dziimlenmistir. (Rouvinen,1990)

T. reesei‘den elde edilen CBH II katalitik domaininde o ve B yapilar1 doniisiimlii olarak bir

arada bulunur. Yapida 5 adet a heliks, 7 adet  katlanmis yaprak zinciri bulunmaktadir.

Aktif bolge tlinel olusturmak tizere uzamig 2 kol ile kapatilmistir bu tiinelin uzunlugu 2nm
kadardir ve glikozidil artiklarini baglayabilmek icin 4 adet baglanma bdlgesi igerir. Glikozidik
bagin hidrolizi glikozidil artiklarmmin 2 ve 3. baglanma bolgeleri arasina baglanmasi ile
gerceklesmektedir. Thermomonospora fusca’dan elde edilen ve CBH II ile ayn1 aileden gelen
E2 katalitik domaininin ti¢ boyutlu yapis1i CBH II'ye ¢ok benzer ancak aktif bolgenin
diizenlenmesinde ¢ok Onemli farkhliklar vardir. E2 katalitik domainin aktif bdolgesi

kapatilmamistir ve tiinelden ¢ok oyuga benzer yapidadir. (Spezio, 1993)

Tiim EG’lar bu aileye mensuptur ve tiimiinde tiinel yapist bulunmamaktadir. Buna karsin
bilinen tiim CBH’larda tiinel yapis1 vardir. CBH’nin tiinel sekilli aktif bolge yapis1 EG’lerin
aksine enzim substrat kompleksi ayrilmadan 6nce ¢ok sayida bagin kirilmasmi katalizledigini
diistindiirmektedir. (Teeri et al., 1998). Bu ayn1 zamanda CBH’lerin EG’lara gore kristalize
selillozun polimerizasyon derecesini azaltmada neden yavas oldugunu da agiklar. (Kleman-

Leyer, 1996)

Fungal CBM’in boyutlar1 Tormo ve arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda verilmistir.
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Clostridium thermocellum’dan  elde edilen 155 amino asitlik CBM kompakt bir yap1
olusturmak tizere katlanir ve prizma seklini alir. Bu prizma sekilli yapinin boyutlar1 3x3x4.5
nm kadardir. Tormo ve arkadaglar1 C. fimi’den elde edilen CBM’ler ve T. reesei’den elde
edilen CBH I ile de ¢alismislar ve bunlarin 3 seliiloz zincirini arka arkaya bagladiklar1 ve bu
durumun tiim CBM’ler i¢in gecerli olabilecegi sonucuna varmiglardir. CBM’in seliiloz zinciri
ile etkilesimi seliilozun internal hidrojen baglarinin ayrilmasina neden olur bu durum katalitik

domain tizerinden gerceklesen glikozidik bagin kirilmasini kolaylastirir.

2.6 Fungal Seliilazlar:

Seliilolitik fungiler 6zellikle aerobik soft-rot tiirler (77ichoderma Humicola ve Penicillium
tiirleri) ve white-rot fungi (Phanerochaete) en ¢ok calisilan tiirlerdir. Bu organizmalar dogal
selilozu tamamen hidrolizleyebilme kapasitesine sahiptirler. Genellikle bir ya da iki
ekzoglukanaz, birka¢ endoglukanaz ve en az bir B-glukozidaz sentezlerler. Tiim bu sentez
iirtinlerini kiiltlir ortamma salgilarlar.(Wood, 1989) (Wood ve Garcia-Campayo, 1990);
(Covert,1992) (Schiilein, 1993) Bu kadar farkli yapida enzimin sentezlenmesi belki de
substratin fiziksel heterojenligi ile basa cikabilmek amaciyla gereklidir. Buna ek olarak
selillozun yapis1 parcalanma siiresince degisime ugramaktadir buna bagl olarak farkh
sathalarda farkli enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Rapor edilen enzim sayis1 degiskenlik
gostermektedir bu da seliilazlarin saflastirma isleminin giic olmasindan kaynaklanmaktadir.
(Wo0d,1989) (Reinikainen, 1995) Proteoliz ve glikozilasyon gibi post-translasyonal
modifikasyonlar seliilazin elde edildigi kaynaga bagl olarak farkliliklar gosterir. (Beguin,
1990); (Srisodsuk,1993) Bunun yaninda protein-protein etkilesimlerinin de saflastirma
sirasinda sorunlar ¢ikmasina neden oldugu belirtilmistir. (Sprey ve Bochem, 1993)(Wood,
1989) Baz1 fungal seliilaz genleri kopyalanmistir. Bu calismalarin sonuglar1 fungal enzim
dizilerinin diger glikozil hidrolazlarla karsilagtirilmasina olanak saglamistir. Fungal
selilozlara ait tiim domain yapilar1 ekzoglukanaz, selobiyohidrolaz (CBH) ve
endoglukanazlarda genellikle aynidir. Tiim bu enzimler biiylik bir katalitik birim ve kiigiik
baglayici birim igerirler. Bu iki alt birim birbirine glikozillenmis bir peptid ile baglidir. Bunun
yaninda yalnizca katalitik birimden olusan ekzoglukanaz ve birka¢ endoglukanaz varligi
bildirilmistir. (Covert, 1992) (Ward, 1993) (Schiilein, 1993) Bazi anaerobik funguslar
(Neocallimastix sp.) daha karmagik bir domain yapisina ve ¢oklu katalitik domain yapisina
sahiptirler. Bununla beraber katalitik aktivite gostermeyen domain yapisma sahip fungal
seliilazlarda vardwr. Bazi seliillazlar ise diger polimerik substratlara karsi da aktivite

gosterebililer. Ornegin Trichoderma reesei’den elde edilen endoglukanaz I (EG I) hem ksilan1
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hem de seliilozu pargalayabilir. (Biely,1991)

Fungal seliilazin biitiin olarak kristalizasyonu da oldukc¢a zordur. Bunun sebebi baglayict
peptidin esnek ve/veya glikozillenmis olmasi nedeniyle heterojen yapili olmasidir. Altbirimler
arasindaki uzaysal iligkiyi belirlemede kullanilan iki yontem vardir. Bunlar X-1gmi1 (Abuja,
1988) sagilmasi ve dinamik 151k sagilmasi ( Boisset, 1995) yontemleridir. Her iki yontemle
elde edilen sonuglar Trichoderma reesei’den elde edilen selobiyohidrolaz ve Humicola
insolens’den elde edilen endoglukanazin sekillerinin uzamis iribas benzeri yapida oldugunu

gostermistir.

210 A

Selulaz haglayin &5 Baglavica 1 Katalitik
- domain peptid domain

Sekil 2.7 Fungal seliilazin sematik gosterimi
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Sekil 2.8 Fungal seliilazin ii¢ boyutlu yap1 modeli

Bu yapida katalitik alt birim elipsoidal sekilli bag kismini1 olustururken baglayici peptid ise
katalitik alt birim ile CBM arasindaki baglantiy1 saglar. Baglayici peptid, prolin ve glisince
zengindir ve mentese benzeri bir gorev yapar. Peptidteki amino asitler O-glikozillenmis
durumdadir ve bu da yapiy1 daha rijid bir hale getirir.(Srisodruk, 1993) Peptidteki glikan
gruplarinin katalitik aktiviteye bir etkisi yoktur. (Johansson, 1989)

Katalitik altbirimin amino asit dizisi fungal seliilazlarda tiirden tiire ¢ok biiylik farkliliklar
gosterir.(Penttila, 1986) HCA metodu ile 11 sinifa ayrilmis olan seliilaz ailelerinin 6 tanesinde

fungal seliilazlar vardir.

Aile 6’nin iiyesi olan T.reesei’den elde edilen CBHII katalitik altbirimi atomik diizeyde kristal
yapist ¢oziimlenmis ilk seliilazdir. Polipeptid trioz fosfat izomeraz benzeri o/f yapisina
sahiptir. Ancak trioz fosfat izomerazdan farkli olarak 7 yerine 8 B-zinciri vardir. Aktif bolge
tiilnel benzeri bir yapidadir. Bu yapt CBHII'nin ekzo-enzim olarak aktivite gdstermesini
aciklar. Uzun seliiloz zinciri tiinel boyunca uzanarak yalnizca bir ugtan aktif bolgeye kadar
ulagabilir. Benzer yapiya sahip ayni aileye ait endo-glukanazlarda ise bu tiinel yapist yoktur
buna bagli olarak da endo-glukanazlarda selilloza herhangi bir bolgeden baglanma
gerceklesir. Dizi ve katlanmalar1 benzer olsa da aym aileye ait seliilazlar farkli
mekanizmalarla substrata etki edebilirler. (Rouvinen, 1990) Ayni aileye ait olan
Thermomonospora fusca endoglukanazi E2’nin 3 boyutlu yapist bu hipotezi destekler. E2’de

tiinel yapist daha kisadir ve seliilazin aktif bolgeye baglanmasi u¢ bolgelerden degil zincir
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arasindan rasgele gerceklesir. (Spezio, 1993) Buna karsin, CBHI farkli bir aileye mensuptur
(aile 7) ve tamamen farkli bir katlanmaya sahiptir ancak tiinel yapist aynen korunmustur.

(Divne, 1994)

Sekil 2.9 (a) CBHII ve (b) E2 yapilar1

Fungal seliilaz baglayict modiiller CBM 36 amino asit icerirler ve yiiksek diizeyde dizi
benzerligine sahiptirler. Bu durum benzer katlanmalara sahip olduklar1 sonucunu dogurur.
(Hoffren, 1995) tamami1 CBM aile I’de yer alan (Tomme, 1995) T.reesei’ye ait CBHI
CBM’lerinin tiimiiniin 3 boyutlu yapist NMR ¢aligmalar1 ile aydinlatilmistir. Bu c¢aligsmalar
sonucunda molekiiliin seklinin kama benzeri bir yapida oldugu 3 anti-paralel zincirin 2
disiilfit kopriisii ile baglanarak stabil hale gelmis oldugu ag¢iga ¢ikmistir. Kamanin bir yiizeyi
diizdiir ve bu yiizde ¢ok kiiciik bir alana sikistirilmis halde bulunan 3 aromatik amino asit
art181 bulunur.(Kralius,1989) Site-directed mutagenez ¢aligmalar1 ve sentetik CBM peptidleri
ile yapilan ¢aligmalar gostermistir ki bu iic aromatik halka yapisi seliilozla ilk olarak

etkilesime giren yiizeyi olusturmaktadir. (Reinikainen,1992) (Linder, 1995) (Mattinen,1995)

2.7 Bakteriyal Seliilazlar:

Bakteriyal seliilazlar fungallere gore modiiler yapilanmada farkliliklar gosterirler. En iyi
karakterize edilen bakteriyal seliilazlardan biri olan anaerobik bakteri Clostridium
thermocellum’dan elde edilen seliilazdir. Karmagik yapisi nedeniyle selillozom ismini alir.

Seliillozom yapisinin kristalize seliilloza olan aktivitesi olduk¢a yliksektir. Seliilozomlarin
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molekiil agirligi 2 000 kDa’a yakindir ve yaklasik 20 polipeptid zincirinden olusurlar.(Beguin
ve Aubert, 1994)

Seliilozomlar bir araya gelerek poliselillozom yapilarini olustururlar. Poliseliilozomlar hiicre
yiizeyinde yer alan organel benzeri yapilardir. (Bayer,1994) En biiyiik alt birim katalitik

olmayan altbirim scaffoldindir (S1 ya da CipA) seliilozom yapisinin ¢ekirdegini olusturur.

2.8 Seliilozom Yapaisi:

Karbohidrat Katalitik X-Bilgesi  Dokerin Kohesin
Baglayic1 Modiil Birim Bilgesi Bilgesi

Sekil 2.10 Seliilozom yapisinin sematik gosterimi

Seliilozom ¢esitli bilesenlerinin etkisi ile seliilozun etkin olarak degredasyonunu saglayan bir
makinedir. Seliilozom kompleksi birka¢ farkli seliilaz ve yardimer proteinin scaffoldin alt
birimi yardimu ile bir araya gelmesi sonucunda olusur. Her bir selillozomal altbirim bir¢ok
modiiliin bir araya gelmesi ile olusur bunlardan 2 tanesi (enzim iizerindeki dockerin domaini
ve scaffoldin {izerindeki kohezin domainleri) enzimatik alt birimlerin bir araya gelmesini
saglar. Bir diger scaffoldin modiilii selillaz baglayict modiill (CBM) substratin
baglanmasindan sorumludur. Bazi seliilozomlar hiicre zarina baglanmis olarak bulunmaktadir.
Bu bir araya gelme sonucu olusan seliilozomlar da bir araya gelerek hiicre yiizeyini siisleyen
dinamik poliselillozomal organelleri olustururlar. Seliillozomlar hem hiicrenin substrata

baglanmasini hem de hiicre i¢inde sekerlerin yeniden yapilandirilmasini yonetirler.

Son yillarda pek ¢ok makromolekiiler makine ve multienzim kompleksi tanimlandi,

siniflandirildi ve hiicresel aktivitesi incelendi. (Alberts, 1998)

Uzun zamandir pek ¢ok bakteri ve funginin kristal formdaki seliilozu parcalamak i¢in farkli

tipte seliilaz sentezledigi bilinmektedir. (Be guin ve Aubert, 1994) (Tomme, 1995a). Kisa bir
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stiredir ise mikrobiyal seliilaz sistemlerinin suda ¢éziinmeyen seliilozu parcalayabilmek i¢in
sinerjistik olarak etki eden farkl tipte seliilazlar igerdigi diisiiniilmektedir. Gergekte ise pek
cok seliilaz sistemi Ozellikle de aerobik mikro organizmalara ait olanlar, serbest enzimler
olarak karakterize edilmislerdir. Ancak multi kompleks enzim kompleksi seliillozom
anaerobik, termofilik, selulolitik bir bakteri olan Clostridium thermocellum’da ilk olarak

belirlenmis ve tanimlanmigtir. (Lamed,1983)

Bu bakteriden elde edilen bilgiler seliillozomlar ile ilgili olarak pek ¢ok yeni kesfin ortaya

cikmasini saglamistir. (Belaich,1997); (Tamaru, 2000- 2001 )

C. thermocellum ‘a ait olan selillozomun kesfi biyokimyasal, immunolojik, yapisal ve genetik

tekniklerin bir birlesimi sonucu ortaya ¢ikmistir. (Kenig, 1983)

Biyokimyasal veriler bu organizmaya ait olan major seliilolitik aktivitenin biiyiik ve
ekstraselular bir kompleks tarafindan gerceklestirildigini ortaya koymustur. Yapisal kanitlar
selilozomun ¢ok bilesenli yapisint boyutlarint ve hiicre yiizeyinde olusturduklar
poliselillozom organellerinin yapisini ortaya koymustur. Geleneksel biyolojik uygulamalar ise
selillozom yapisin1 olusturan bazi seliilazlara ait klonlama, dizi analizi ve ekspresyon
calismalar1 sonuclarin1 ortaya koymustur. (Be'guin, 1990) (Hazlewood,1988) Farkl
organizmalardan elde edilmis seliilazlarla yapilan karsilastirmali analizlere gore, seliilazlar

fonksiyonlar1 biyokimyasal kanitlarla dogrulanmis modiil ya da domainlere ayrilir. (Gilkes,

1991)

Son zamanlarda segilen seliilozomal protein domainleri ile yapilan {i¢ boyutlu kristal yap1
caligmalar1 seliilozom kompleksinin tiim pargalarin yavas yavas bir araya gelmesi ile

olustugunu aciklamistir. (Bayer, 1998)

2.9 Seliilozun Hidroliz Mekanizmasi:

Seliiloz D-anhidroglukopiranoz birimlerinin f-1,4-glikozidik bag ile bir araya gelmesi sonucu
olusan, 100- 20 000 polimerizasyon dercesine sahip lineer bir polimerdir.(Krassig, 1993)
Anhidroselobioz selillozun tekrarlayan birimidir. Komsu seliiloz zincirleri arasindaki H-
baglar1 ve van der Waals kuvvetleri paralel diizenlenme ve kristal yapinin olusmasini saglar.
Kristal yap1 ve fibrillerin diizenlenmesi molekiile esneklik ve saglamlik katar. (Demain, 2005)

(O'Sullivan,1997) (Nishiyama, 2003)

Seliiloz molekiilii ¢ok kararhdir. B-glukozidik bagin 25°C’de yarilanma omrii 5-8 milyon

yildir. (Wolfenden, 2001) Ancak selillozun enzimatik olarak parcalanmasi ¢ok daha hizli
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olarak gergeklesir. Bu parcalanma karbonun tekrar atmosfere donebilmesi acisindan hayati

onem tasir. (Berner, 2003) (Falkowski, 2000)

Endoglukanazlar, ulasilabilir olan intramolekiiler f-1,4-glukozidik baglar1 rastgele
hidrolizleyerek, yeni zincir uglarinin olusmasini saglarlar. Selillozun enzimatik olarak
hidrolizinde en ¢ok kabul edilen mekanizma endo-glukanaz (EC 3.2.1.4), ekzo-glukanaz ya da
diger adiyla selobiyohidrolaz (EC 3.2.1.91) ve B-glukozidazmn sinerjik etkisi ile seliilozu
parcaladiklaridir. (Henrissat, 1994) Endoglukanaz seliiloz zincirinin ulasilabilir olan B-1,4-
glukozidik baglarmni kirarak yeni zincir uclar1 olugsmasimi saglar, ekzo-glukanazlar seliiloza bu
serbest u¢lardan etki ederek suda ¢oziinebilir selobiyoz ve glukozun agiga ¢ikmasina neden
olur. Son olarak da B-glukozidazlar selobiyoz inhibisyonunu dnlemek amaciyla selobiyozu
glukoza pargalar. Kati substrat ylizeyinde gerceklesen ilk hidroliz polimerizasyon derecesi en
fazla 6 olan suda c¢oziinebilir, endo- ve ekzo-glukanazlarca hidrolizlenebilen seker
oligomerlerinin agiga ¢ikmasina olanak saglar. Endo- ve ekzo-glukanazlarca gergeklestirilen
depolimerizasyon adimi tiim seliiloz hidroliz siirecinin hizini belirleyen adimdir. Sivi fazda
gerceklesen ikincil hidroliz adimi selobiyozun ve daha uzun zincirli olan sellodekstrinin f3-

glukozidazlarca glukoza hidrolizini igerir.(Zhang ve Lynd, 2004)

Seliiloz  hidrolizi ~ siirecinde  substratin  karakteristigi ~ siirekli ~ degisir. ~ Ornegin
endoglukanazlarca olusturulan ve ekzoglukanazlarca tiiketilen seliiloz zincirinin ug¢larinin
sayis1 strekli olarak degisim gosterir. (Kongruang, 2004) Bunun yaninda seliiloz
fragmentasyonu ve substratin tiiketimi sonucunda kati fazdaki selilloza enzimlerin

ulasabilirligi artar. (Lee, 1996- 2000)

Endo- ve ekzo-glukanazlarin birlikte etkisi sonucu seliiloz ylizeyinde meydana gelen

degisimler hidroliz hizin1 biiylik oranda farklandirir.

Seliiloz hidrolizi yapisindaki anomerik karbon atomunun yapilandirilmasindaki degisim ile
birlikte gerceklesir. Bu degisim enzimin aktif bdlgesindeki iki karboksil grubu tarafindan

saglanir.

Glikozidik bagin hidrolizinde kullanilan 2 farkli katalitik mekanizma vardwr. Retaining

(stirekli) ve inverting (ters) mekanizmalar (Davies ve Henrissat, 1995)
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Sekil 2.11 Kompleks olmayan sistemde seliiloz hidrolizinin mekanistik semasi
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Sekil 2.12 Glikozidik bagn hidroliz mekanizmalar1

2.9.1 Siirekli (retaining) Mekanizma:

Stirekli mekanizmada, substratin anomerik karbonu C1’in konfigiirasyonu karsilikli yer
degistirme mekanizmas: ile kirilmadan sonra tamamen korunur. iki katalitik karboksil artig1
seker diizleminin yaklasik 5.5 A yakmina karsilikli olarak yerlesir. ilk olarak glikozilasyon
cifte yer degistirme adimi gergeklesir. Retaining mekanizmasi cifte yer degistirme
mekanizmasi ile kirilmadan sonra substratin C1 anomerik karbonunun konfigiirasyonunu
korur. 2 Katalitik karboksil artig1 seker diizleminin yaklasik 5.5 A karsisinda yer alir. 11k
adim glikozilasyon adim1 2 karboksilik artigmin birindeki ¢ifte yer degistirme mekanizmasi
ayrilan grubun uzaklagmas: ile asit katalizini saglar. 2.karboksil grubunun anomerik karbona
saldirmasi ile glikozil-enzim ara {iriinii olusur. 2. adim deglikozilasyon bu adimda ilk
karboksil artig1 baz olarak fonksiyon gosterir olusan niikleofilik gruptan proton alarak onu

aktive eder. Bu adimda bir su molekiilii hidrolize olur.

2.9.2 Kesikli (inverting) Mekanizma:

Inverting mekanizmada kirilmadan sonra substratin C1 anomerik karbonunda tam bir donme
gerceklesir.f- glikozidik bagin hidrolizi a-konfigiirasyonunda bir {iriin olusturur. Bagn
kirilmast tek bir niikleofilik yer degistirmesi mekanizmasi iizerinden gergeklesir. Bu enzimin
katalitik kismu ayn1 zamanda iki katalitik karboksilat icerir. Bu iki karboksilat artig1 asit

katalizi ile ayrilan grubu uzaklastirir. Seker halkasinin karsi tarafindan su molekiili
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niikleofilik atak gerceklestirir.

2.10 Aspergillus niger Seliilazinin Ozellikleri:

Sekil 2.13 Aspergillus niger

Aspergillus tiirleri enzim kompleksinde yer alan {i¢ enzimi de {iretebilme kapasitesine sahiptir
(Hosnino,1997) ve seliiloz iizerine gii¢lii hidrolitik aktivite gosterir. Aspergillus niger temel
olarak B-glukozidaz ve endoglukanazlarm tiretiminde kullanilir ancak B-selobiyohidrolazin
endiistriel boyutta iiretimi ile ilgili olarak sinirlt sayida bilgi vardir. Seliilaz sentezi oligomerik
ve dimerik bircok seker ile indiiklenebilir. (Magnelli ve Forchiassin, 1999) Enzimin iiretimi
kullanilan  karbon kaynagma gore degisiklik gosterir. Glukozun ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarinda bile B-selobiyohidrolaz (CBH) diizeyi minimumdur. Enzim {iretimi
diger karbohidratlarla stimiile edilebilir. Bugday kepegi ve seliiloz B-selobiyohidrolaz ativitesi

izerine promotdr etkisi gosterir.

Seliillaz pek c¢ok endiistriel siirecte uygulama alani bulan Onemli bir endiistriel

enzimdir.(Esterbauer ve ark. 1991)

Selillaz kompleksi iginde yer alan selobiyohidrolaz, endoglukanaz ve p-glikozidaz
lignoseliilolitik biyokiitle iizerinek sinerjistik olarak etki ederler. Hidroliz sonucunda agiga

cikan glukoz fermentasyon islemi ile etanol, biitanol, aseton ya da 2,3 biitandiole; biitandiol
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ise biyolojik yakitlara dontistiirtilebilir( Gadgil ve ark.1995) .

Lignoseliilotik substratlar icinde bulunan seliiloz ve seliilozik bilesenler transkripsiyon
seviyesinde seliilazin sentezini kontrol eden mRNA’nin olusumunda gereklidir. Diger taraftan
glukoz katabolik baskilama metabolizmasi yoluyla seliilaz sentezini translasyon agamasinda

baskilar.(Beguin 1990)

A.niger yiliksek aktivitede B-glukozidaz tiretir. Yiiksek aktiviteli B-glukozidaz ise substratin
glikozilasyonu sonucunda seliilaz i¢in indiikleyici olan gentiobiozun olusmasina sebep olur.

(Suto ve Tomita, 2001)

Son zamanlarda bakteri ve mantar gibi c¢esitli organizmalarda seliillozun molekiiler
biyolojisiyle ilgili pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Pek ¢ok arastirmacmin da belirttigi gibi
seliilaz ¢ok genis dagilimdaki mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilmektedir. (Kubicek,

1993)

2.11 Seliilazin Endiistriyel Uygulamalar:

Seliilaz ile ilgili uygulama ve arastirmalar II. Diinya savasi swrasinda Amerikan ordusunun
cadirlarindaki ¢abuk yipranmanin dnlenmesi amaciyla baglamigtir. 1960°’larda Mandels ve
Reese Trichoderma mutantlarindan elde edilen seliilaz ile ilgili ilk raporu sunmuslardir.
(Mandels ve Reese, 1960) 1970’lerde ortaya g¢ikan petrol sikintisi ile birlikte seliilozdan
glukoz eldesi, glukozun da etanole fermentasyonu ve alternatif yakita doniistiiriilebilmesi
nedeniyle seliilaza olan ilgi hizla artmistir. (Lynd, 1991). Ancak 1980’lerin ortalarinda tekstil
endiistrisinde kullanilmak {izere biiyiik Olgekli seliilaz iiretimi gerceklestirilebilmistir.
Giiniimiizde seliilazdan firmecilik, meyve suyu iiretimi, tekstil, deterjan ve kagit endiistrisinde

yararlanilmaktadir. (Tolan ve Foody 1999)

CBM de seliillazdan ayrilarak ¢esitli uygulamalarda kullanilabilir. CBM afinite 6zelligine
bagli olarak saflastirma, biyoprosesler, biyosensor, ¢esitli protein ve hiicrelerin

immobilizasyonu amaciyla baglayic1 molekiil olarak kullanilmaktadir. (Ross, Mayer 1991)

Endiistriyel enzimlerin son yillarda gida, ilag, tip, tekstil, deterjan sanayi gibi alanlarda
uygulama alanlar1 oldukca gelismistir ve gelismeye devam etmektedir. Bu enzimlerden biri
olan seliilaz da tekstil endiistrisinde iplik ve kumasin islenmesi sirasinda ¢ok kullanilan bir
ajan olmustur. Selillaz ayn1 zamanda kagit endiistrisinde islem goérmemis ve geri-

doniistiiriilmiis olan kagitlarin diizlestirilmesinde de kullanilmaktadir. (Sarkar ve ark. 1995)

Seliilaz gida endiistrisinde tohumlarin yaglarmin ¢ikartilmasi igleminde yardimei olmaktadir.
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(Che Man, 1996)

Etanol, yanmasi sonucunda fosil yakitlara gore daha diisilk CO, salinimina sebep olur. Bu
nedenle fosil yakitlar yerine kullanimi istenilen bir durumdur. Seliilloz etanole
doniistiiriilebilen glukozun en 6nemli kaynagidir. Biliminsanlarmnin amaci bu islemi miimkiin
olan en ekonomik yolla gerceklestirebilmektir. Seliilozun etanole doniistiiriilmesi, seliilozdan
glukoz iiretimi ve mayalar yardimi ile glukozun etanole fermentasyonu adimlarini igerir. 11k
asama odun ve saman fibrillerinden olusan bir hamur hazirlamaktir. Bunun sonucunda seliiloz
ulagilabilir hale gelir. Bu hamura ¢esitli seliilazlardan olusan bir karigim eklenir glukozun
ortaya ¢cikmasi i¢in 4-7 giin beklenir. Bu isleyis enzimin yiiksek maliyeti nedeniyle ekonomik

degildir ve enzimatik performans sinirlidir. (Mansfield, 1999)

Etkin seliilaz iiretimi i¢in kulanmilan diger bir yontem Arabidopsis bitkisinde yliksek
konsantrasyonda eksprese olan, termostabil EGaz kullanmaktir. Bu enzimin aktivite
gosterdigi optimum sicaklik 81° C’dir. Bununla birlikte bu islem duyarh g¢alismalarla
gelistirilmeye devam etmekte maliyet ve etkinligi dengeli olan yeni metotlar denenmektedir.

(Boisset,1999)

Seliilazlarin tekstil endiistrisinde kullanim amaglar1 kumaslarin taslanmasi (eskitilmesi)
islemidir. 80’lerin sonlarinda seliilazlar gergek taslara bir alternatif olarak kullanilmaya
baslandi. Kullanilan ilk seliilazlar Trichoderma ve Humicola tiirlerinden elde edilen ham
enzimlerdi. Bu enzim karigimmin kullanilmasi ipliklerin saglamlhigini azalttig1 igin

sorunluydu. (Cavaco-Paulo,1998).

Tekstil endiistrisinde karsilagilan bir diger sorun, pamuk ve pamuk olmayan materyallerin
karistirilmasi sirasinda uygulanan islemler ve sonrasinda yapilan yikamalarla kumaglarda
olusan parlaklik kaybi1 ve eski goriinlimdiir. Selillazin tekstil endiistrisindeki ana kullanim
alani1 taglama (eskitme) ve kumas tizerindeki liflerin uzaklastirilmasi islemleridir. Bu siirecte
kumaglar seliilazla birlikte ve mekanik olarak calkalanir, bu sekilde kumas iizerindeki lifler
uzaklastirilir. Islem sonucunda kumas orijinal parlak goriiniimiine déner. Seliilaz ile yapilan
muamele sonunda kumasm yumusakli§i azalabilir bu durumda katyonik yumusaticilar
kullanilir. Protein miihendisligi seliilazin ortamda anyonik surfaktans, proteaz, beyazlatici
madde bulunan yikama asamasinda kullanilabilmesini ve kumasin dayanikliliginda en az

azalma olmasini amaglamaktadir. (Hakamada, 2001)

Seliilazin seliiloza olan fiziksel etkisini goriintiilemek ve anlamak i¢in transmisyon elektron

mikroskobu ile ¢aligmalar yapilmistir. Humicola insolens’ den elde edilen EGS ile yapilan
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caligmalarda iplik ylizeylerinde kaybin ve iplik i¢indeki hasarin en az oldugu goriilmiistiir.

(Boisset, 1997)

Sekil 2.14 Kimyasal madde (solda) ve seliilaz ( sagda) ile muamele gormiis pamuk ipligi

Sekilde kimyasal iglem gormiis pamuk ipligi (solda) ve seliilaz ile islem gérmiis pamuk ipligi

(sagda) gosterilmistir.

EGaz’larin gida endiistrisinde birincil kullanim alani arpa ve bugday firiinlerinin islenmesi
stirecleridir. Seliilaz uygulamalar1 hayvanlarin bagirsaginda gidanin viskozitesini azaltarak,
vitaminlerin barsaklarda emilimini ve karbohidratlarin sindirilebilirligini arttrmaktir. (Cowan,
1996) Meyve suyu iiretim siirecinde seliilazlar oldukca faydali olmaktadir. Seliilaz aktivitesi
meyve piresinin viskozitesini azaltir bu da meyve suyunun geri alimmi kolaylastirir.
Polisakkaritlerin sekere doniigiimii, {lriiniin sivi hale gelmesini, berrakligmi ve lezzetini

arttirir. (Grassin, 1993)

Ekmek yapiminda seliilazlar, hamurun yapisindaki macunumsu kivamin azaltilmasi amaciyla
kullanilir. Seliilazlar bu amag i¢in kullanildiginda, yiiksek aktivitenin hamurun yapisina zarar
vermesinin dnlenmesi ve ekmegin kalitesinin diigmemesi i¢in, aktiviteleri yumusatilmalidir.
Trichoderma seliilazlarmin aktiviteleri oldukga agresiftir bu nedenle ekmek yapiminda daha

cok Aspergillus seliilazlar1 kullanilir. (Godfrey, 1996)

Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde nisastanin modifikasyonu amaciyla enzimler genis
kullanim alan1 bulurlar. Bununla beraber ekonomik ve teknik nedenlerle az sayida enzimin
kullanimi miimkiin olmaktadir. Enzimlerin kagit sanayindeki en onemli uygulama alani

ksilanazlarin kagit hamurunun beyazlatilmasinda kullanimidir. (Viikari, 1994)

Endoglukanazlarin kagit endiistrisinde iki nemli kullanim alani vardir; suyun ve miirekkebin
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uzaklagtirilmasi.

Suyun uzaklastirilmasi kagit tiretimindeki en 6nemli adimlardan biridir. Su basing, sicaklik ve
vakum yardimi ile yeni iiretilmis olan kagit yapragindan uzaklastirilir. Seliilaz gii¢lii su tutucu
ozellige sahip kiicliik pargaciklarin ¢ozlinmesini saglayarak bu adima yardimci olur.

(Bhardwaj,1996)

Miirekkebin uzaklagtirilmasi kagidin geri-doniistiiriilmesinde kullanilan bir diger onemli
adimdrr. Miirekkebin uzaklastirilmas: kagidin islatilip hamurlagsmasini takiben kimyasal
beyazlatma islemleri adimlarini igerir. Miirekkebin enzimatik yolla uzaklastirilmasi ikinci kez
kullanilan kagidin kaliteli bir iirline doniigsmesi i¢in yeni bir yaklagim getirmektedir. Seliilazin
tekrar hamurlastirma isleminde kullanimi1 ekonomik olarak ve etkinlik bakimindan birgok
fayda saglamaktadir. Miirekkebin enzimatik olarak uzaklastirilmas: kimyasal uzaklastirmaya
gore yiiksek parlaklik, diisiik miirekkep kalintis1 gibi iistiin fiziksel 6zellikler saglamaktadir.
Ayrica miirekkebin enzimatik olarak uzaklastirilmasi kimyasal beyazlatma isleminde daha az

kimyasal ve surfaktan kullanimina sebep olur. (Ilan, 2002)

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar CBM’lin tek basma kagidin 6zelliklerinin degistirilmesi
amaciyla kagit endiistrisinde kullanilabilecegini gostermistir. C. cellulovorans’ dan elde
edilen aile III CBM’lin iki tanesinin birlestirilmesi ve kagit lizerinde kullanilmasi gerilme
giiclinde artis ve parlaklik gibi mekanik O6zelliklerde artisa sebep olmustur. CBM’iin tek
basma kullanimi da bazi1 mekanik 6zelliklerin artisina sebep olmustur ancak bu 6zellikler iki
CBM’nin flizyonunda oldugundan daha diisiik diizeyde olmustur. Ayrica CBM’nin kagitla
olan muamelesi kagida daha hidrofobik ve suyu uzaklastirict 6zellik kazandirmistir. (Levy,

2002)

Pseudomanas fluorescence’den elde edilen aile II CBM ile yapilan bir diger ¢alismada,
CBM’nin kagidin higbir mekanik 6zelligine etki etmedigi gosterilmistir. Son zamanlarda
yapilan c¢alismalar, EGaz, selobiyohidrolaz ve onlarin c¢ekirdek proteinlerinin kagit
hamurunun beyazlatilmast islemine olan etkileri ile ilgilidir. CBM varlhiginmm EGaz
aktivitesine olan etkisinin kagit hamurunun 6zelliklerini olumlu yonde arttirdigi gosterilmistir.

(David, 1998) (Suurnakki, 2000)

Seliilazin yiiksek spesifikligi, toksisitesinin olmamasi, biyobozunur olmasi ve optimum pH,
sicaklik, basing gibi 6zelliklerinin 1limli araliklarda olmasi seliilazin inorganik katalizorlere

gore daha avantajli olmasini saglamaktadir. (Taylor, 1991)

Tim avantajlarinin  tersine enzimlerin endiistriel uygulamalar1 bazi nedenlerle
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sinirlanmaktadir.
(1) Bir¢ok enzim ¢ok diisiik stabiliteye sahiptir
(2) Enzimin izolasyon ve saflagtirma igslemleri ¢ok maliyetlidir.

(3) Katalitik reaksiyon sonunda enzimi reaksiyon karigimi iginden alarak tekrar kullanmak

yiiksek maliyet getirir.

Tiim bu problemleri asmak i¢in enzim immobilizasyon yontemleri kullanilmaktadir.
Immobilizasyon islemi icin kullanilacak ydntemin iyi belirlenmesi gereklidir. Heterojen
reaksiyon sistemlerinde, substrat ile enzim arasindaki zayif etkilesim kadar, immobilize
enzimin reaksiyona girmemis substrattan ayrilmasi da 6nemli sorunlara neden olabilir. Bu
nedenle kullanilan enzimin substrati makromolekiiler ya da ¢oziinmeyen 6zellikte olacak ise
enzimin kat1 ylizey yerine c¢Oziilebilir matriks ile immobilizasyonu daha uygundur.

(Fujimura,1987).

2.12 Enzim Stabilizasyonu:

Enzim ve proteinlerin stabilizasyonu biyoteknolojik uygulamalarda biiyiik bir 6neme sahiptir.
Uygulama ve depolama sirasindaki stabilizasyon 0Ozellikleri enzim yapili {riinlerin
kullanilabilirligini etkilemektedir. Depolamadaki stabilite ya da diger adiyla raf omrii,
enzimin uretimi ile kullanimi arasindaki siirede katalitik 6zelligini ne kadar korudugu
anlamina gelmektedir. Operasyonal stabilite ise kullanim kosullarina bagl olarak uygulama
sirasinda katalitik 6zelliklerini ne kadar korudugunu ifade eder. Genel uygulama semasit
uygulama sirasinda, enzimin performansini ve inaktivasyon kosullarmi tanimlar. Kimyasal
modifikasyon stabilizator katki maddelerinin eklenmesi ile saglanir. Termofilik ve
ekstremofilik proteinlerin anlagilmasi ve karakterizasyonu protein stabilizasyonun
saglanmasimda 6nemli bilgilerin elde edilmesini saglamistir. Proteinlerin stabilizasyonunun
saglamas1 amaciyla protein miihendisligi ve kimyasal modifikasyon tekniklerinden
yararlanihr. Ornegin immobilizasyon islemi &nemli oranda protein stabilizasyonu

saglamaktadir.

Yiiksek basing altinda, ylisek veya diisiik sicaklikta fizyolojik pH disinda pH degerine sahip
ortamlarda, yiiksek tuz konsantrasyonunda sonu¢ olarak normal dis1 kosullarda yasayan
organizmalar ve bulundurduklar1 proteinlerin bu kosullarda stabil olmas1 insanlarin dikkatini
cekmistir. Ozellikle termofilik proteinler, bu proteinlerde katlanma ve buna dayali

fizikokimyasal 6zellikler, stabilite ve yliksek sicaklikta ¢aligan enzimleri tasarlamada 6nemli
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olmustur. Yiiksek sicaklikta ¢caligan enzimler deterjan, gida v.b, endiistrinin ¢esitli alanlarinda
cok yararli olmaktadir. Termofilik enzimlerin mezofilik homologlarina goére proteolize daha
dayanikli oldugu da belirlenmistir (Kamalakkannan, 2004) (Roy, 2005) (Balabuchevich,
2004).

Suda ¢ozlinen globular proteinler sikica paketlenmis gibi bir yap1 gostermektedirler ve
bunlarin i¢ kismi ¢ogunlukla katiya benzer bir hal almistir. Proteinlerde sikistirilmis gibi bir
yap1 bulunmasi stabilite agisindan 6nemlidir. Bu nedenle, dogal olarak amino asid dizilimi ile
protein ii¢ boyutlu yapisi arasindaki baglanti 6nem tasimaktadir. Genetik miithendisligi
tekniklerinden faydalanarak amino asid dizisi degistirilmis, dolayisiyla fizikokimyasal
ozellikleri farkli modifiye enzimler elde edilmektedir (Kamalakkannan, 2004) (Roy, 2005)
(Balabuchevich, 2004) (Collen, 2001) (Hakamada, 2001) (Vogt, 1997)

Ufak molekiillii kimyasal maddeler veya suda ¢oziinen polimerler kullanilarak yapilan
kimyasal modifikasyon islemleri ile 6zellikleri degistirilmis enzimler elde edilebilmektedir
(Fuentes, 2004) (Abian, 2002). Bu sekilde iiretilen optimum sicakligt ve pH aralig1 farkl,
ortamda bulunan kimyasal maddelere direngli enzimler ¢esitli uygulamalar i¢in yararh
olmaktadir. Enzimlerin immobilizasyonu da genel olarak stabilitelerinde artma saglamaktadir.
Dogal ve sentetik makromolekiillerin antijenler, antikorlar, ila¢ aktif maddeleri ve enzimler ile
olusturdugu konjugatlar tipta ve biyoteknolojinin ¢esitli dallarinda kapsamli uygulama
alanlar1 bulmaktadir (Mustafaev, 1996) (Mustafaev, 1998) (Mustafacv, 1996) (Salman, 2001)
(Karsilayan, 1997)

Endiistriyel enzimlerin stabilitesinin korunmasi biyoteknolojik uygulamalarda kritik bir
oneme sahiptir. Protein miihendisligi, immobilizasyon teknikleri, stabilatér maddelerin
eklenmesi ya da kimyasal modifikasyon endiistriyel uygulamalarda pek ¢ok avantaj saglar.

(Brannigan, 2002)

Endiistriyel uygulama sirasinda enzimin inaktivasyonuna sebep olan bir¢ok faktor vardir. Cift
fazli sistemlerde suda ¢oziinebilir 6zellikteki enzim ile organik ¢oziicli ylizeyi arasindaki
etkilesim ya da karigtirilabilir sistemlerde gaz kabarciklar1 ile enzim yiizeyi arasindaki
etkilesim ¢ok onemli olabilir. Bu ara yiizeyler proteindeki elektrostatik, hidrofobik ya da H-
bag1 etkilesimlerini bozarak enzimin geri-doniissiiz denaturasyonuna sebep olabilir. (Wu,
1993) Ara ylizeyden kaynaklanan inaktivasyon pordz yapilara immobilizasyon yontemi ile
coziilebilir. Ancak bu yontem bazi durumlar i¢in uygun olmayabilir. Bu durumda ¢oziinebilir
enzimin inaktivasyona karsi stabilitesini saglayan yeni araclarin gelistirilmesi gerekir. Enzim

yiizeyinin hidrofobik yiizey ile etkilesimini kesen hidrofobik bir polimer ile kaplanmasi iyi bir
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stratejidir. Modifikasyon sonrasmnda polimer enzimin kiiclik molekiillii substrat ile
etkilesimini kesmemeli ve enzimin hidrofobik ylizey ile etkilesimine engel olusturmalidir.

Buna ek olarak secilen polimer enzim yiizeyi ile reaksiyona girebilecek gruplar icermelidir.

Dekstran aldehit tiim bu gereksinimleri karsilayabilen esnek bir polimerdir ve multimerik
enzimlerin ¢apraz bagli immobilizasyonunda kullanilabilir. (Hidalgo, 2003) Bu enzimlere
hidrofilik bir ¢evre saglar, kullanilan destek materyali ile makromolekiil arasindaki etkilesimi

azaltir.

2.12.1 Protein Miihendisligi:

Protein miihendisliginin kullandig1 yontemlerden bazilari; yonlendirilmis degisim, polipeptid
zincirinin uzatilmasi ile stabilizasyonun arttirilmasi, site-spesifik mutajenez ve antikor ile

tirevlendirmedir.

2.12.2 Kimyasal Modifikasyon:

Polipeptid zincirinin R-gruplarinin kimyasal modifikasyonu son yillardaki genetik stratejilere
ragmen yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal ve genetik teknikler birbirinin
tamamlayicist olabilir. Genetik olarak 1siya dayanikliligi arttirilmis olan bir enzim kimyasal

modifikasyonlarla 1siya kars1 daha da dayanikli hale getirilebilir. (Lehmann,2000)

2.12.3 Capraz Bagh Enzim Kiristalleri:

Yapay c¢apraz baglar polipeptid zinciri i¢inde (intramolekiiler) olusturulabilir. Molekiil i¢i
capraz baglar siddetli kosullarda proteinin agilmasmi ve li¢ boyutlu yapmin bozulmasini
onleyerek proteinin dayanikliligini saglar. Ayni zamanda iki polipeptid zincirini de ¢apraz
baglayicilarla baglamak miimkiindiir. Iki enzim kristali bifonksiyonel ¢apraz baglayici reaktif
glutaraldehit ile baglanabilir. Bu sekilde baglanmis olan enzim kristalleri (CLEC’s
crosslinked enzyme crystals) hicbir islem gérmemis enzim ile kiyaslandiginda depo ve
uygulama kosullarinda 6nemli miktarda dayanikliligin artmasini saglarlar. Enzim, dayanikli
partikiiler yapida oldugu icin reaksiyon karigimindan tekrar kullanilmak iizere kolayca
ayrilabilir. Capraz bagh kristaller diflizyon ile substrat ve reaksiyon iirliniinden kolayca
ayrilabilir. Bu yontemle dayanikliligi arttirilmis enzimlere ornek olarak lipaz, penisilin

akrilaz, subtilisin ve termolizin verilebilir. Govardhan, 1999)

2.12.4 Polimere Kovalent Olarak Baglama:

Capraz baglamaya alternatif olabilecek bir diger uygulama ise proteinin suda c¢oziiniir

ozellikteki polimere birden fazla noktadan baglanmasidir. Bieniarz ve arkadaslari protein
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stabilizasyonu igin bir protokol gelistirmislerdir. (Bieniarz, 1998) Metod (SPO; * ) yan
zinciri igeren polifosfotioat polimeri kullanimini gerektirir. Alkalin fosfataz (ALP) polimer ile
kimyasal olarak tiirevlendirilmis protein arasindaki gapraz bag olusumunu saglar. ilk olarak
istenilen protein heterobifonksiyonel suksinimid-maleimid ile muamele edilir. Suksinimid
protein yiizeyindeki serbest amino gruplar ile reaksiyona girer. Bu baglanma sonunda protein
serbest maleimid grubuna sahip olur. Maleimid grubu tiolat ile reaksiyona girme 6zelligine
sahiptir. Lineer polifosfotioat polimeri ¢ok sayida (SPO; * ) grubuna sahiptir. Hedef
protein, ALP ve polimer bir arada kullanilir. ALP fosfotiolat grubundaki ortofosfati
uzaklastirarak polimer iskeleti iizerinde reaktif tiyol gruplari olugsmasini saglar. Yeni olusan
bu tiol gruplar1 modifiye edilmis protein yiizeyindeki maleimid gruplar1 reaksiyona girerek

polimer ile hedef protein arasinda birgok noktadan baglanmay1 saglar.

2.13 Dekstran:

Dekstran fraksiyonlar1 ortalama molekiil agirligi ve molekiil agirligi dagilim ile karakterize

edilir. Dekstran farmakoloji, gida endiistrisi, tarim gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir.
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Sekil 2.15 Dekstran molekiiliiniin yapisi

Dekstran asagida sayilan 6zellikleri nedeniyle pek ¢ok kullanim alani bulmustur
(1) Dekstran dogal ve su da ¢oziinebilirdir.

(2) Kolayca filtre edilebilir

(3) Biyouyumludur

(4) Biyolojik olarak parcalanabilir (biodegradable)

(5) 5 y1ldan daha uzun siire stabilitesini korur
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2.13.1 Dekstranmin Fiziksel Ozellikleri:

Dekstran fraksiyonlarmin molekiiler agirliklart 1 000- 2 000 000 Da arasinda degisebilir.
Molekiil agirlig1 pek ¢ok uygulama ic¢in anahtar role sahiptir. Molekiil agirlig: ile tanimlanan
molekiil agirligi ortalamasi (Mw) ve ortalama molekiil agirligindaki molekiillerin sayisidir

(Mn). Asagidaki sekilde Dekstran 10’un molekiil agirligr dagilimi verilmistir.

lgili cevap

log Mw
Sekil 2.16 Dekstran 10’a ait molekiil agirligi dagilimi

Dekstrana  verilen numaralar dekstranin  molekiil agirhigint  belirtmek amaciyla

kullanilmaktadir. Ornegin dekstran 10’un molekiil agirli 10 x 1000 = 10 000 Daltondur.
Dekstran esnek ve genisleyebilir bir polimerdir ve ¢ozeltide siserek yumak seklini alir.

Dekstran su ve elektrolit ¢ozeltilerinde stabil olarak ¢ozilinebilir. pH ¢6ziiniirliik lizerine etki
etmez. Dekstran ayni zamanda gliserol, etilen glikol, formamid, metil siilfit gibi diger
cozgenlerde de ¢oziinebilme Ozelligine sahiptir. Dekstran metanol, etanol gibi monohidrik

alkollerde ve aseton, 2-propanon gibi pek ¢ok ketonda ¢dziinmez.

Dekstranin berrak ¢ozeltiler olusturmasina ragmen, yiiksek konsantrasyonda 5-10 gibi diisiik

molekiil agirlikli dekstranlarin bulanik ¢ozeltiler olusturdugu da rapor edilmistir.

Dekstran kolayca filtre edilebilir. Konsantre dekstran ¢ozeltileri daha biiylik filtre ya da filtre
serileri kullanimimi gerektirebilir. Filtrasyon islemi sirasinda yiiksek basing kullanilmas: da
filtrasyon hizimi arttirir. Filtrasyon hizini artirmak icin sicaklik da arttirilabilir. Kullanilacak

filtrenin se¢imi dekstran ¢ozeltisinin hacmine ve konsantrasyonuna gore farklanir.

Dekstran ¢ozeltileri Newtonian akis karakteristigi gOsterir buna gore akis hizi makaslama

gerilmesinden bagimsizdir.
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Sekil 2.17 Dekstranin konsatrasyona bagli vizkozite degisim grafigi

Dekstranin  dogal bir polisakkarit olmasi nedeniyle vizkozitesi, pH ya da tuz

konsantrasyonundan etkilenmez.

Dekstranin pek ¢ok kullanim alaninda kolloid osmotik basing biiyiik bir 6neme sahiptir.
Molekiiliin etkilesimde oldugu membran1 gegebilmesi osmotik basmcina baghdir. Ayni
konsantrasyondaki iki ¢oziinen maddenin osmotik basinglar1 biiyilkk oranda molekiil
agirhiklarma baghdir. Dekstran biiylik boyutlu dogal bir polimer oldugu i¢in tuz gibi
dokulardan kolayca difiizlenebilen maddelerin tersine pek ¢ok insan dokusundan gecemez ve

uygun osmatik ¢evreyi siirdiiriir.

Dekstran kuru olarak depolandiginda 5 yildan daha uzun siire stabilitesini korur. Dekstran
hava ile temas ettiginde yavasca nemgeker. Dekstran ¢ozeltileri otoklavlanabilir. Bu ¢ozeltiler
uzun yillar sabit sicaklikta saklanabilirler. Depolama i¢in ¢dzeltinin optimal pH’s1 6-7

olmalidir.

2.13.2 Dekstranin Biyo-uyumlulugu:

Dekstranin 50 yili askin siiredir klinik kullanimda olmasi onun giivenligini ve kalitesini
kanitlamistir. Dekstranin agiz dis1 yollarla (damar i¢i uygulamalar gibi) uygulandigi pek ¢ok
giivenlik ¢aligmasinda dekstranin 40 000- 70 000 molekiil agirlikli formlar1 kullanilmistir.
Intravendz yolla alman dekstran 70’in 6liimciil dozu farelerde 55g/kg viicut agirhg,

insanlarda 18g/kg viicut agirhgi, kopeklerde 10g/kg viicut agiwrhigr olarak bulunmustur.
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Dekstran agiz yoluyla da almabilir ve tolere edilebilir. Dekstranin agiz yoluyla alinmasini
takiben kan sekeri ve karaciger glikojeni artmis ve dekstran kolayca sindirilebilmistir.
Dekstranin tipta pek cok kullanim alant mevcuttur. Dekstran iceren ¢ozeltiler oftalmik
uygulamalarda, intrauterin muayenelerde, krem ve merhem yapiminda kullanilmaktadir. Tim
bu uygulamalar dekstranin biyo-uyumlulugunu destekleyen kanitlardir. Verticillium
Penicillium’dan elde edilen dekstranaz dekstrani parcalama ozelligine sahiptir. Bu enzim
reaksiyonu sonunda ortaya ¢ikan lriinler glukoz ve izomaltoz gibi diisiik molekiil agirlikli
sekerlerdir. Lactobacillus, Cellvibrio, Cytophaga, ve Bacillus gibi bakteriler ekstraseliilar
olarak dekstranaz iiretirler ve dekstrani parcalayabilirler. Bu nedenle dekstran biyobozunurdur

ve dogal cevre tarafindan tamamen absorblanir.

2.13.3 Dekstranin Kullanim Alanlari:

Dekstran 40-60-70 ¢ozeltileri asagidaki amaglarla klinik uygulama alan1 bulmaktadirlar.
(1) Kan kayb1 durumunda kan yerine kullanilir
(2) Plazma yerine kullanilirlar
(3) Pihtilasmanin 6nlenmesi amaciyla
(4) Hacim arttirma
(5) Akisin diizenlenmesi

Dekstran glukoz birimlerinden olusan kolay ¢6ziinebilir, biyobozunur ve biyouyumlu bir
polimerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle 1 000-2 000 000 arasinda degisen molekiil agirliginda ve
yiiksek saflikta olan dekstran genis c¢apli biyoteknolojik ve teknik uygulamalarda arabulucu
(linker) reaktif olarak gorev almaktadir. Yiiksek safliktaki bu dekstran T-dekstran adii alir.
T-dekstran fotograf endiistrisinde fotografin giimiis emiilsiyon kalitesini arttirmasi1 amaciyla

kullanilir.

Dekstran demir-dekstran sentezinde Onemli bir baslangic molekiiliidiir. Demir-dekstran
hayvan ve insanlarda demir eksikliginden kaynaklanan anemilerin tedvai edilmesinde

kullanilir.

DEAE dekstran ( dietilaminoetil dekstran), dietilaminoetil kloriir ile dekstrandan sentezlenir.
Dekstran 500°den hazirlanan DEAE dekstran polikatyonunun serum kolesterol ve trigliserid
degerini disilirdiigli gosterilmistir. Sentezlenen dekstran tiirevinin kalitesi ve yeniden

iretilebilirligi, sentezlendigi dekstranin safligina ve kalitesine baghdir.

Dekstran siilfat, (dekstran hidrojen siilfat Na tuzu) polianyonik dekstran tiirevidir. Yiiksek
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kalitede ve iyi karakterize edilmis cesitli dekstranlardan sentezlenir. Dekstran siilfat klinikte
heparin gibi antikoagiilant amagli olarak kullanilabilir. Dekstran siilfatin diger bir etkisi bazi

biyolojik sistemlerde enzim inhibisyonuna sebep olmasidir [1]



3. MATERYALLER:

3.1
Kaba terazi

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler:

Hassas terazi

Manyetik karistirict
Vorteks

Su banyosu
Liyofilizator

Saf su cihazi

pH metre cihazi

HPLC sistemi

GPC sistemi

Protein ayrigtirma cihazi

U.V. Visible Spektrofotometre

Kullanilan malzemeler

Otomatik pipet
Beher

Penisilin siseleri
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: Precise BJ 6100D
: Precise XB 220A
: Heidoloph MR 3001
: Heidolph Type REAX top
: GFL 1086
: Telstar Cryodos
: Millipore FASN77678
: Inolab
: Schimadzu Program Class VP.
: Viscotek 4 detektorlii SEC-HPLC-GPC
: Model 2110 fraction collector

: Model V-530 JASCO Program

: Finnpipette 0-50 pl, 100-1000 pl
: 50ml, 100 ml, 500 ml, 1 L

3.2 Kullamlan HPLC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri:

Kolon

Boyut

Akis hizi
Dedektor
Mobil faz

Akis hizi

: Silika jel kolon
( LC column Shim Pack Diol-300)
:7,9mm x 50cm
: 1 ml/dak
: UV-VIS detektor (SPD-10AV)
: PBS; pH= 7,0; %0,05 NaNj3;

: Iml / dakika
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Kolon sicakligt :25°C

Dalga boyu : 280 nm

3.3 Kullamilan Viscotek Marka GPC Sisteminin Techizat ve Calisma Parametreleri:
Viscotek cihazi dolgulu kolon kullanan bir kolon sivi kromatografisidir. Viscotek cihazinda

stv1 hareketli faz yliksek basingta ufak tanecikli hareketli faz lizerinde hareket ettirilmektedir.

Bu teknige yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) adi verilmektedir.
Viscotek cihazi {i¢ boliimden olusur:

1. Numune hazirlama ve pompa bolimii

Viscotek GPCmax VE2001 GPC SOLVENT / SAMPLE MODULE

2. Kolon ve dedektor kismi

Viscotek TDA 302 Triple Detector Array

3. Bilgisayar kism1

Yazilim adi: Omnisec 3.1 programi.

Viscotek cihazinda poroz tipli kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir. Por6z kolonlar igindeki
dolgu maddesinin taneciklerinin ¢ap1 3-10 pum arasinda degismektedir.

Kolon 1 : TOSOH G 5000 PWXL

Polimer dolgulu kolon

Akis hizi : 0,8ml/dak

Boyut 7,8mm x 30 cm

Kolon 2 : Shim-Pack Diol 300
Silika dolgulu kolon

Akis hizi : Iml/dak

Boyut :7,9mm x 50 cm

Kolon 3 : TOSOH G 3000 SWXL
Silikon dolgulu kolon

Akis hizi : 0,8ml/dak

Boyut : 7,8 mm x 30cm

Mobil faz : PBS; pH= 7,0; %0,05 NaNj3;
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Kolon sicakligt :25°C

Dalga boyu : 280 nm

3.4 Kullamilan UV-Vis Spektrofotometresinin Techizat ve Calisma Parametreleri:

Optical System : Single monochromator
Detektor : Silikon fotodiod (S1337)
Isik kaynagi : Deuterium lamp : 190 to 350 nm

Halogen lamp :390to 1100 nm

3.5 Kullanilan Protein Ayristirma Cihazinin Techizat ve Calisma Parametreleri:

U.V. monitdr : Biorad Econo (model EM-1)
Fraksiyon toplayici : Biorad model 2110 fraction collector
Kayit edici : Biorad chart recorder model 1327

Pompa : Biorad Econo pump (model EP-1)



3.6 Kullanilan Kimyasal Maddeler:
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Cizelge 3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler

Cellulase from
Aspergillus niger

CMC
DNS
K-Na Tartarat
NaH,P04.2H,0
Na;HPO4.7H,0
NaCl

Citric acid monohydrate

Dextran Mw=75.000

Sephadex G50
Acetic acid solution
Phenol
Sodium metabisulfite
SnCl,.2H,0
D-(+)-Glukoz
NaOH
NalOy4
KBr
NaBH4

Dialysis Tubing
Cellulose Membrane

Uretici Firma
Fluka

Fluka
Fluka
Fluka
Riedel-de Haen
Fluka
Riedel-de Haen
Riedel-deHaen

Pharmacia Fine
Chemilab.

Fluka
Fluka
Merck
Fluka
Fluka
Sigma
Riedel-de Haen
Fluka
Fluka
Merck

Sigma

Lot No.

22178

21902
42260
60413
04269
71647
13423
22102

84946
45754
822296
71928
96528
G7528-250G
06203
71862
60089
S3912873 403

D9777-BULK
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4. DENEYSEL CALISMA

4.1 Dekstranin Aldehit Tiirevinin Eldesi

Kullanilan Cozeltiler
1) 3,33g Dekstran 30ml destile suda ¢oziildii.
2) 8 g NalO4 70ml destile suda ¢oziildii.
Deneyin Yapihisi
1) Dekstran ¢ozeltisinin iizerine NalO4 yavas yavas karistirilarak eklendi.
2) Bu ¢ozelti karanlikta, oda sicakliginda 24 saat siireyle karigtirildi.

3) Elde edilen yiikseltgenmis dekstran ile birlikte ortamda bulunan fazla iyonlar1
uzaklagtirmak i¢in {iriin 24 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda destile suya kars1

diyalize birakild1.

4) Sogutarak kurutma ile (liyofilizatorde) aldehid gruplar1 bulunduran dekstran elde
edildi (Sacco, D., 1988, Betancor, L., 2004, Dobrechenko, S., 1993).

".'J'-/
47 B # D;‘*‘j /
S+ 2NalD, — H o + HCOOH + 2Nal(y
OH 0 f,lr
O CH
R
OH o

OH
Sekil 4.1 Dekstranin aldehitlenme reaksiyonu

4.2 Dekstranin FTIR Spekturumlarinin Alinmasi:

Orneklerin her biri icin madde miktar1 %1 olacak sekilde saf KBr ile karistirilip preste 10 ton
basing altinda tablet haline getirilir. Aletin havaya karsi baseline’t alindi. Daha sonra

hazirlanan tablet alete yerlestirilerek 6rnegin spektrumu alind.

4.3 Enzim (Seliilaz) Aktivitesi Tayini:
Kullanilan Cozeltiler

A) Sitrat tamponu 0,05M, pH 5

B) Enzim ¢ozeltisi: sitrat tamponunda (pH 5 ), 1 ml’de 2mg protein (Azg0/1,34) olacak
sekilde hazirlandi.
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C) Sitrat tamponunda (pH 5), %2’lik CMC (carboxymethyle cellulose) olacak sekilde

hazirlandi.
D) DNS renk reaktifi ¢ozeltisi:

10,6g 3,5-Dinitrosalisilik asid ile 19,8g NaOH 1416ml destile suda karistirilarak
¢oziildii ve iizerine 306g Na-K tartarat, 50°C de eritilen 7,6ml Fenol, 8,3g Na

metabisilfit eklendi.

E) Konsantrasyonu 2mg/ml olan glukoz standart ¢dzeltisi hazirlanda.

Deneyin Yapihisi
I. Deney 50ml’lik erlenlerde yapilda. BLANK TEST
1. Sitrat tamponu (50°C’deki su banyonsunda beklemekte olan) 9ml 9ml
2. CMC ¢ozeltisi eklendi. 0,5ml 0,5ml
3. Seliilaz enzimi ¢6zeltisi eklendi ve karigtirilarak 0,5ml -—--

50°C su banyosunda 30 dakika bekletildi.
4. 30 dakika siire sonunda seliilaz enzim ¢ozeltisinden
blank’e de eklendi - 0,5ml
5. 50 mI’lik silifli kapakl erlenlere bu ¢ozeltilerden
2ml almip tlizerine DNS ¢6zeltisi eklendi. Her iki erlen kapaklar1 3ml 3ml
kapatilmis halde 100°C’da kaynamakta olan su banyosunda 15 dakika bekletildi. Bu siire
sonunda her iki erlen buzlu su bulunduran ortama alinarak hizla sogutuldu.

6. UV-Vis spektrofotometrede test ¢ozeltisinin 540nm’deki absorbansi blank’e karsi

okundu.
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I1. Aktivite tayini icin glukoz ¢ozeltisi ile standart egrinin hazirlanmasi.

1. 50 ml'lik silifli kapakli erlenlere asagidaki tabloda verilen glukoz ¢ozeltileri ve blank

alindi.
Cizelge 4.1 Glukoz Standartlarmin Hazirlanmasi

Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
Glukoz ¢ozeltisi 0,05 ml 0,06 ml 0,07 ml 0,08 ml
Destile su 1,95 ml 1,94 ml 1,93 ml 1,92 ml
DNS 3ml 3ml 3ml 3ml

Std 5 Std 6 Std 7 Std 8
Glukoz ¢ozeltisi 0,09 ml 0,1 ml 0,11 ml 0,12 ml
Destile su 1,91 ml 1,90 ml 1,89 ml 1,88 ml
DNS 3ml 3ml 3ml 3ml

Std 9 Std 10 Std 11 Blank
Glukoz ¢ozeltisi 0,13 ml 0,14 ml 0,15 ml ———-
Destile su 1,87 ml 1,86 ml 1,85 ml 2ml
DNS 3ml 3ml 3ml 3ml

2. Kapaklar1 kapatilnus halde, erlenler 100°C°da kaynamakta olan su banyosunda 15 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda erlenler buzlu su bulunduran ortama almarak hizla sogutuldu.
3. UV-Vis spektrofotometrede standart ¢ozeltilerinin 540nm’deki absorbansi blank’e karst

okundu (Ghose, T., K., 1987).
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Hesaplamalar
Glukoz ¢ozeltisi:
Konsantrasyonu 2mg/ml olacak sekilde hazirlanan 10ml stok glukoz ¢6zeltisinden ¢ikilarak;
Std 1.
Iml’de 2 mg glukoz

0,05 ml’de y

Y =0,1 mg/5ml =0.02 mg/ml glukoz
Std 2. y=0,024 mg/ml glukoz
Std 3. y=0,028 mg/ml glukoz
Std 4. y=0,032 mg/ml glukoz
Std 5. y=0,036 mg/ml glukoz
Std 6. y=0,040 mg/ml glukoz
Std 7. y=0,044 mg/ml glukoz
Std 8. y=0,048 mg/ml glukoz
Std 9. y=0,052 mg/ml glukoz
Std10. y=0,056 mg/ml glukoz

Std11. y=0,060 mg/ml glukoz
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Cizelge 4.2 Glukoz Standartlar1

STANDARTLAR (glukoz) | ABSORBANS (540 nm)
Std 1. (0,02 mg/ml) 0,01760
Std 2. (0,024 mg/ml) 0,04981
Std 3. (0,028 mg/ml) 0,07902
Std 4. (0,032 mg/ml) 0,11922
Std 5. (0,036 mg/ml) 0,17644
Std 6. (0,040 mg/ml) 0,22635
Std 7. (0,044mg/ml) 0,27575
Std 8. (0,048 mg/ml) 0,30533
Std 9. (0,052 mg/ml) 0,39069
Std10.(0,056 mg/ml) 0,42421
Std11.(0,060 mg/ml) 0,43082
0,5
0,45 - y = 11,318x - 0,2279 A
E 041 R? = 0,986 IS
S 0,35
B 03
2 0,25 -
8 02-
2 0,15 1 ¢
< 01 ¢
0,05 -
ot ‘ ‘ ‘ ‘
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Glukoz konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.2 DNS metodu ile glukoz konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen kalibrasyon
grafigi

Y =11,318 X -0,2279 R?=0,986
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Seliilaz enziminin katalizi ile CMC’den glukoz olusmasini saglayan reaksiyon 50°C’da, 10 ml
sitrat tamponu (pH 5) ¢ozeltisinde gergeklestirildi. Bu 10 ml ¢ozeltiden alinan 2 ml 6rnek
tizerine 3 ml DNS c¢ozeltisi eklendi ve boylece renk reaksiyonu 5 ml hacimda
gerceklestirilmis oldu. Bu islemden sonra, satin alinan (herhangi saflastirma islemi gérmemis)

enzim kullanilarak yapilan denemede 540 nm’de absorbans degeri 0,2619 olarak okundu.

DNS renk reaktifi ile glukozun reaksiyonundan sonra 540 nm’de okunan absorbans degeri ile

glukoz konsantrasyonu (mg/ml) arasinda ¢izilen kalibrasyon egrisinin denklemi:
Y =4,5184 X - 0,225

Mglukoz (mg)= (Asso +0,2279)/11,318 formiiliinden, olusan glukozun konsantrasyonu 0.04mg/ml

olarak bulundu.

5 ml olan renk reaksiyonu ¢dzeltisindeki glukoz konsantrasyonu = 0,04 x 5/2 = 0,1mg/ml
10 ml toplam hacimdeki glukoz miktar1 = 0,1mg/ml x 10 ml = Img

1 U, 1 daikada CMC’den 1pmol glukoz agiga ¢ikaran enzim miktari. (U/mg enzim)

1IU=[ x 1000 ]/ mg protein

180,2 x 30
[ Img x 1000 ]

U = /0,25 mg protein

180,2 x 30
Yukaridaki esitlikten satin alinan enzimin aktivitesi 0,74 U olarak bulundu.
Glukoz M;,=180.2 Da
1000 : mmol’ii pmol’e ¢evirmek i¢in kullanilan deger

30 : Reaksiyon siiresi (30 dak)

4.4 Saflastirma islemleri:

Satin alinan seliilaz enziminin (Fluka 22178) %28 protein igerdigi belirlendi ( Azgo/ 1,34). Bu
enzim Orneginin Viscotek cihazinda alinan kromatogramlar1 da degerlendirilerek, dekstran -
seliilaz konjugatlarini elde etmek i¢in yapilacak calismada kullanmak iizere, daha saf enzim

ornegi kullanmanin yarali olacagina karar verildi. Jel filtrasyon iglemleri uygulandi.
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Jel Filtrasyon ile (Sephadex G-50) Saflastirma

2 g enzim tartilarak S5ml PBS’de (pH 7,3) ¢oziildii. Ornek tamponla yikanarak kolona verildi.
PBS tamponu kullanilarak her bir tiipte 30 damla olacak sekilde fraksiyonlar toplandi.

Bu maksatla Bio —Rad marka protein saflastirma sistemi Scm x 30cm kolon ile kullanilarak
jel filtrasyon iglemi uygulandi. Akma hiz1 0,35 ml/dakika olacak sekilde ayarlandi. Kolon
dolgu maddesi olarak sephadex G-50 kullanildi. Eluasyon igslemi UV monitor vasitastyla
izlendi. Alman fraksiyonlarin 280 nm’de okunan absorbans degerlerinden yararlanarak

protein konsantrasyonlar1 ( Azso/ 1,34) ve aktiviteleri tayin edildi.

PBS ile alinan fraksiyonlardan havuzlar olusturup aktiviteleri hesaplandi. Havuz 1’de aktivite

olmadig1 goriildii. Konjugasyon isleminin Havuz 2 ile yapilmasma karar verildi.

4.5 Enzim-Polimer Konjugatlarinin Sentezi:

Aldehid gruplar1 bulunduran dekstran ile konjugat olusturmak iizere enzim/polimer mol orani

1, 1/5, 1/10, 5 ve 10 olarak alindi. Bu islem i¢in gerekli enzim miktar1 asagidaki gibi

hesaplandi.
Nprotein Cprot . MA pol
Npolimer Cpol . MA prot

Copro= 2 mg/ml
Ma poi=75.000

Ma pro=31.000

nprotein 2 l’l’lg/l’l’ll . 75.000

npolimer Cpol . 3 1 000

Cpo=4,84 mg/ml
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Nprotein 2 mg/ml. 75.000

____________ = —- =35
Npolimer Cpor. 31.000

Cpoi=0,96 mg/ml

Nprotein 2 mg/ml. 75.000

____________ = - =10
Npolimer Cpor. 31.000

Cpo= 0,48 mg/ml

Nprotein 2 mg/ml. 75.000

____________ = - = 1/5
Npolimer Cpor. 31.000

Cpo=24,19 mg/ml

Nprotein 2 mg/ml. 75.000

____________ = - = 1/10
Npolimer Cpor. 31.000

Cpo=48,38 mg/ml

Enzim ve polimer ¢ozeltileri toplam hacim 5ml olacak sekilde karistirilarak 16 saat 25 °C’de
PBS (pH7.3) tamponu igerisinde reaksiyona sokuldu. Daha sonra pH degerini arttrmak i¢in
8,75 ml soguk (4°C) 100 mM sodyum bikarbonat (pH 8,5) eklendi. Kalan aldehit gruplarimni
indirgemek ve aminoaldehit bagmni olusturmak amaciyla konsantrasyonu 1mg/ml olacak
sekilde sodyum borhidriir eklendi.( Guisan, 1997) Bu ¢ozelti 15 dakika boyunca 4°C’ de
karstirildi. 15 dakika sonunda 1mg/ml olacak sekilde sodyum bor hidriir tekrar eklenerek 15
dakika 4°C’de karigtirildi. Bu igslem sonunda pH 7’ye ayarlandi. Aldehidin karbonil grubu ile
proteinin amin grubu arasinda kondensasyon reaksiyonu gerceklesmesi sonucu, bir schiff bazi

olan enzim-polimer konjugati elde edildi.
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Enzim-polimer konjugatlarinin, daha 6nce satin alman enzim i¢in uygulanan yontemde
oldugu gibi farkli sicakliklardaki aktiviteleri tayin edildi. Sentezlenen konjugatlar viskotek,

HPLC ve Zeta-sizer cihazlari ile karakterize edildi.
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Sekil 5.1 Seliilazin jel filtrasyon kolon kromatogrami

Satin alman seliillaz enzimi sephadeks G-50 kolondan gecirilerek iki fraksiyona ayrild1.

Havuz-I adi1 verilen 1. fraksiyonda enziamatik aktivite gdzlenirken, arkadan gelen Havuz-II

adi1 verilen farksiyonda aktivite olmadig1 goriildii.
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Sekil 5.2 Dekstran ve dekstran aldehite ait FTIR spektrumlari
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Dekstran deneysel kisimda anlatildig1 sekilde aldehit tiirevine yiikseltgendi. Alman FTIR

spektrumu ile aldehit grubu olustugu gosterildi.
Farkh Sicakhlarda Elde Edilen Aktivite Degerleri:

Saf enzim ve hazirlanan konjugatlarin aktivite degerleri pH 5°de farkl sicakliklarda 0, 30, 60
dakika bekleme siireleri ile 6l¢iildii. Bu sicakliklarda O dakika ve 30 dakika bekleme siireleri
ile olciilen aktivite degerleri 1/5 ve 1/1 oranli konjugatlar i¢in saf enzimden daha yiliksek
degerde, 10 ve 5/1 oranhi konjugatlar i¢in enzime yakin degerde elde edildi. 60 dakika
bekleme siiresi ile yapilan tayinlerde ise, 1/5 ve 1/1 oranh konjugatlar yine enzimden yiiksek,
5/1 ve 10/1 oranli konjugatlar enzimden diigiik aktivite degerleri gdsterdi. Oran 1/10°da ise
aktivite goriilmedi. Bu durum dekstranin enzimin substratla olan etkilesimine bu oranda engel
oldugu ile agiklandi. Dekstran bu oranda sterik engel olusturarak substratin enzim aktif

merkezine ulagmasini engellemistir.

Cizelge 5.1 0. Dakikada Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Aktivite Degerleri

saf
0.dk enzim |n=1 n=5 n=10 |n=1/5

30°C (0,675 (0,824 |0,717 |0,67 0,834

40°C (0,712 0,921 0,852 (0,73 0,992

50°C 10,892 (0,981 |0,912 0,882 |1,074

60°C 10,697 |0,901 |0,572 |0,669 |0,882

70°C 10,441 |0,597 |0,397 0,425 |0,524

80°C (0,148 10,387 |0 0 0,459
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Cizelge 5.2 30. Dakikada Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Aktivite Degerleri

saf
30.dk |enzim |n=1 n=5 n=10 |n=1/5

30°C 10,563 {0,732 0,626 |0,521 0,751

40°C {0,589 10,769 0,715 (0,601 |0,784

50°C 0,642 {0,861 |0,809 (0,733 |0,918

60°C 10,448 |0,716 0,482 (0,495 0,768

70°C 10,046 |0,399 |0 0 0,49

80°C |0 0 0 0 0,221

Cizelge 5.3 60. Dakikada Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Aktivite Degerleri

saf
60.dk |enzim |n=1 n=5 n=10 |n=1/5

30°C 10,267 {0,315 |0,251 0,192 0,457

40°C |0,346 |0,418 |0,303 |0,284 0,505

50°C 10,384 {0,503 |0,335 0,302 |0,582

60°C 10,209 {0,331 |0,132 0,125 |0,458

70°C 10,045 |0,214 |0 0 0,282

80°C |0 0 0 0 0,179




58

Aktivite (U)

0. dakika

—_
N

>

o
o

/
7

o

30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C
Sicakhk

—e— saf enzim
—=—n=1

n=5

n=10
—*—n=1/5

Sekil 5.3 0. dakika saf enzim ve konjugatlara ait aktivite grafigi

Aktivite (U)

30. dakika

0,9
0,8 1
0,7 1
0,6
0,5
0,4 -
0,3
0,2 1
0,1 1

30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C
Sicakhk

—e— saf enzim
—=—n=1

n=5

n=10
—*—n=1/5

Sekil 5.4 30. dakika saf enzim ve konjugatlara ait aktivite grafigi
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60. dakika
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Sekil 5.5 60. dakika saf enzim ve konjugatlara ait aktivite grafigi
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Sekil 5.6 Konjugatlar, Seliilaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz ile Kirilma indisi
Dedektdr Kromatogramlari



Kolon :
Numuneler :
Akis hizi :
Mobil faz
Dedektor ad1

Sicaklik :

100 e

60

Tosoh G 3000 SWXL
Seliilaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar

0,8 ml/dak

: PBS

Kirilma Indisi
25°C
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Sekil 5.7 Konjugatlar, Seliilaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz ile UV Dedektor

Kolon
Numuneler
Akis hizi
Mobil faz
Dedektor ad1

Sicaklik

Kromatogramlari

: Tosoh G 3000 SWXL

: Seliilaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar
: 0,8 ml/dak

: PBS

UV

:25°C
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Sekil 5.8 Konjugatlar, Seliilaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz ile Isik Sagilmasi
Dedektdr Kromatogramlari

Kolon : Tosoh G 3000 SWXL

Numuneler : Seliilaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar
Akis hizi : 0,8 ml/dak

Mobil faz : PBS

Dedektor ad1  : Isik Sagilmasi

Sicaklik :25°C
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Sekil 5.9 Konjugatlar, Seliilaz ve Dekstran Aldehitin Viscotek Marka Cihaz ile Vizkozimetre
Dedektdr Kromatogramlari

Kolon : Tosoh G 3000 SWXL

Numuneler : Seliilaz, Dekstran Aldehit, 1, 5, 10, 1/5, 1/10 Konjugatlar
Akis hizi : 0,8 ml/dak

Mobil faz : PBS

Dedektor ad1  : Viskozite

Sicaklik :25°C

GPC (4 dedektor) ile yapilan analizler sonucunda oran 1/5 ve 1/10°da konjugatin olustugu
seliilazdan farkli zamanda ¢ikan ve farkl karakteristige sahip piklerin varligi ile gosterilmis

oldu.
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Sekil 5.10 Islem Gérmemis Enzim, Havuzl ve Havuz2’nin HPLC Cihazi ile Alinan

Kromatogramlar1
( havuz 1, ----- islem gérmemis enzim, ------- havuz 2)
Kolon : Shim-Pack Diol 300
Numuneler : Islem gérmemis enzim, havuz 1 ve havuz 2
Akis hizi : 1 ml/dak
Mobil faz : PBS

Dedektor adi  : UV
Sicaklik :25°C

HPLC cihaz ile yapilan analizlerde ticari olarak alinan enzim ile sephadeks G- 50 kolondan
gegirilen saf enzim arasindaki fark ortaya konmustur. Satin alinan enzim Sephadeks G- 50

kolondan gecirilerek safsizlik olusturan ikinci pik uzaklastirilmistir.
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Sekil 5.11 Havuz1’in HPLC Cihaz1 ile Alinan Kromatogrami
Kolon : Shim-Pack Diol 300
Numuneler :Havuz 1
Akis hizi : 1 ml/dak
Mobil faz : PBS
Dedektor adi1  : UV
Sicaklik :25°C
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Sekil 5.12 Dekstran Aldehitin HPLC Cihazi ile Alinan Kromatogrami
Kolon : Shim-Pack Diol 300
Numuneler : Havuz 1

Akis hizi : 1 ml/dak
Mobil faz : PBS
Dedektor adi  : UV

Sicaklik :25°C



Doy A (IS | Enincion & (i Enincior Ap3iens § Cwlerior k(e | niesion At |
o | =t — | — e — g — i E : : Lag
M- nipa L 0 pl b i e ' p i pot b
=
n
= ]
L]
@ Mg
g -
E
'Ei E
-
o
o
] ¥ 4 L L 3 1 L] a L L I EL i w w

Sekil 5.13 Farkli oranlarda hazirlanan konjugatlarin HPLC Cihazi ile Alinan Kromatogramlar1

( n=1, n=5, ---—-- n=10, ----- n=1/5, ------- n=1/10)

Kolon : Shim-Pack Diol 300
Numuneler :n=1, 5, 10, 1/5, 1/10 konjugatlar
Akis hizi : 1 ml/dak

Mobil faz : PBS

Dedektor adi  : UV

Sicaklik :25°C
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Sekil 5.14 Farkli oranlarda hazirlanan konjugatlar ve Havuzl saflagtirilmis seliilazin HPLC
Cihazi ile Alinan Kromatogramlari

( =1, n=>5, ----—-- n=10, ----- n=1/5, ------- n=1/10, Havuz 1)
Kolon : Shim-Pack Diol 300

Numuneler :n=1, 5, 10, 1/5, 1/10 konjugatlar ve saflastirilmis seliilaz
Akis hizi : 1 ml/dak

Mobil faz : PBS
Dedektor adi  : UV

Sicaklik :25°C

HPLC cihazina hazirlanan konjugatlar ve saf enzim verilmis, elde edilen sonuglar GPC (4
dedektor) ile alman sonuglart desteklemistir. Bu cihazda da 1/5 ve 1/10 oranlarinda saf

seliilazim verdigi pikten once gelen ve farkli karakteristikdeki piklerin varligi gosterilerek

konjugasyon olusumu kanitlanmigtir.

Zeta-sizer cihazi ile yapilan analizler sonucunda alinan konjugat oranlarmma bagh boyut

degisim grafigi asagida verilmistir. Grafikten de anlasilacagi lizere oran 1 i¢in saf enzimin

yaklasik iki kat1 boyutunda yeni bir yap1 olugmustur.
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Cizelge 5.4 Saf Enzim ve Konjugatlara Ait Boyut Dagilimi

Oran Boyut
0 8,98
0,1 11,7
0,2 9,23
1 16,7
5 10,4
10 9,42

Parcacik Boyutu

-
(o]

N
»
I

N
N
|

N
N
I

|
|

nSeliilaz/nDekstran

Sekil 5.15 Konjugasyon oranina bagli parcacik boyut dagilimi grafigi
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Sonuc¢larin degerlendirilmesi;

Konjugasyon igleminde ilk olarak dekstran aldehit tiirevine yiikseltgendi. FTIR spektrumunda
1632 nm’de olusan pik Dekstran siilafat’ta C=0 bag1 olustugunu, dolayis1 ile D-CHO

tiirevinin sentezlendigini gosterdi.

Satin alinan enzim sephadeks G- 50 kolondan gegirilerek iki fraksiyona ayrildi. Havuzl adi
verilen ilk fraksiyonda enzim aktivitesi belirlendi ve Havuz 2 ad1 verilen ikinci fraksiyonda
ise enzim aktivitesi olmadigi, dolayisiyla safsizliklardan olustugu belirlendi. Havuz 1’in saf

enzimden olustugu HPLC ve viscotek cihazlari ile de kanitlandi.

n= 1, 5, 10, 1/5, 1/10 oranlarinda Seliilaz-Dekstran konjugatlar1 sentezlendi. Elde edilen
konjugatlar, GPC, HPLC ve Zeta-sizer ile karakterize edildi.

Konjugatlarin ve saf enzimin pH 5’de farkl sicakliklarda, farkli bekleme siireleri ile aktivite
tayinleri yapildi. Buna goére 0, 30 ve 60 dakika bekleme siireleri ile yapilan tayinlerde
enzim/dekstran oran1 1/5 ve 1/1 ola konjugatlar enzimden daha yiiksek; 5/1 ve 10/1 oranlt
konjugatlar enzime yakin ya da daha diisiik aktivite degerleri gosterdi. 1/10 oranli konjugat

aktivite gostermedi.
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