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AMAC [

Son yillarda 6zellikle Biyoteknoloji biliminin gelismesi ile gesitli enzim
ve proteinlerin dretiminde mikroorganizmalara ydnelinmisgtir. Bu yolla gelismis
bir ¢ok (ilke ekonomilerine biiyiik katkilar saglamaktadiriar.

Calisma materyali olarak sectiimiz Cermik Termal Kaplicalarindan
izole edilen Bacillus subtilis gerek kolay dretilmesi gerekse bir gok eksoenzim
salgilamasi nedeniyle uygun bir materyal olarak tesbit edilmigtir. Uretim ve
saflagtirma agamalarindan sonra elde edilen Noétral Proteazin uygun
aktivitede olmasi ve ortamda ¢inko varliginda Nétral Proteaz aktivitesinin artig
gostermesi biyoteknolojide yeni geligmelefe neden olacagi saniimaktadir.

Bu enzimin deterjan ve deri sanayisinde kullaniimasi nedeninden
dolayi (ilkemiz ekonomisi igin dnemli bir yer tutmaktadir. B.subtilisten elde
edilip saﬂagtlrllan Notral Proteazin biyokimyasal 6&zellikleri incelenmeye

cahsiimstir.



OZET v

Bu calismada Cermik Termal kaplicalarindan izole edilerek tiir teshisi

yapilan termotoleran Bacillus subtilis kullanidi.

B.subtilis'in hangi besi ortaminda daha iyi Nétral proteaz (irettigi
saptanarak bu ortamdan nétral proteazin saflastinimasina gidildi. Yapilan
deneylerde 10 M Zn2% iceren nutrient broth besiyerinde Uretilen B.
subtilis'in salgiladi§i nétral proteazin hem aktivite yGninden, hem de
salgilanan enzim miktarni bakimindan en uygun besi ortamm oldugu
saptandi.Saf olarak elde edilen Nétral proteaz igin molekil agirhg: 29.000

Daiton, Km degeri de 0.952 olarak beliriendi.



SUMMARY \

in this study , thermotoleran Bacillus subtilis which isolated from

Cermik thermal hot spring and identified has been used.

The most appropriate growth medium in producing of the neutral
protease was determined and the neutral protease was purified from this

medium.

With the experiments have been done, neutral protease of B.subtilis
that produced in nutrient broth which contains 10-2 M Zn2*, both activity and

amount of secreted enzyme has been obtained as the best growth medium.

It was counted that molecular weight of the purified neutral protease
—

was 29.000 Dalton and for Km was 0.952.



1. GIRIS

Canlilar evrimine bir gdz attigimizda, mikroorganizmalarin diinyamizda
ilk olugan canlilardan olduklarini gériiriz. Mikroorganizmalarin bazilari yer
ylziinde yasam kosullarinin ¢ok degismesine ragmen, degisen durumiara

karsi uyum yetenekleri sayesinde varliklarini zamanimiza dek sdrdirmiglerdir.

Yiksek sicakliklarda yasayan mikroorganizmalarin dogal cevreleri
kaplicalardir. Yeryiiziinde ender bulunan arsenik, florir ve aitin gibi
elementlerin gogu, kaplicalarda diisiik ve farkl konsantrasyonlarda bulunurlar.
Bir cok kaplicanin igerdigi radyoaktivite yeryiizii sularindakinden pek fazla
degildir. Bazi kaplicalar silikat, bazilan CaCOg, elementel siilfir, hepsi
olmazsa bile bir gok kaplica H2S 'ihtiva eder. Mikroorganizmalari sicakliga

bagli olarak yapilan en genel siniflandirmaya gére (i¢ sinifta toplayabiliriz (1).

1-Psikrofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 0°C ile 25°C arasinda iyi biyiirler.

300°C'in (izerindeki sicakliklarda 6lmeye baslarlar.

2-Mezofil Bakteriler: Bu gruptaki bakteriler 20°C ile 45°C arasinda

yasamilarini sirddrdrler.

3-Termofil Bakteriler: Blylimeleri igin ylksek sicaklia gereksinim gdsteren
bakterilerdir. 45° ile 60°C arasinda yagamsal faaliyetlerini sirdrirler.
Fakdltatif termofiller olarak adlandirilan bazi bakteri tiirlerinin blyime sinirlar
mezofil organizmalarin sicaklik sinirlarina yaklagabilir. Bu gruba giren ancak
mutlak termofil olan Thermus aquaticus bakterisi 799C'ta normal blyime
gosterir. Fakilltatif termofil bakteriler kullandiklari enerji kaynaklarina gére de

farklilik gosterir. Ornedin enerji kayna@i olarak giines enerjisini kullanan



"Fotosentetik termofil bakteriler" ve enerjilerini bazi organik ve inorganik
bilegiklerin redoks potansiyelleri reaksiyonlariyla karsilayan "Kemosentetik

termofil bakteriler" gibi (2).

Bir bakterinin 6zgiil 6zellikleri (Bir karbohidrati kullanma, amino asitleri
sentezleyebilme v.b) belirli bir enzim yada enzimleri sentezleme yetenegine
sahip olmasina baghdir. Bir bakteri tlirGni diger bir tlrden farkli yapan
nedenlerden biri Dbelirli enzimleri sentezleme yeteneklerindeki farktan

kaynaklanmaktadir (3).

Farrell ve Campbell termofilik kaynaklardan elde edilen enzimleri (g
ana sinifa ayirmiglardir. llki, 55-65°C'ta sentezleri gergeklesen ve kararli olan
enzimleri kapsar. Bu enzimler sentezin gergeklestigi sicakligin biraz lizerinde
inaktif olan enzimlerdir. Ikincisi, sadece substrat varliginda sentezin
gergeklestigi sicaklikta aktif olan enzimleri ihtiva eder. Uglinciist ise, yiiksek
derecede i1stya dayanikh olan ve sentezin gergeklestigi sicakligin yukarisindaki

sicakliklarda da daynikh olan enzimleri kapsar (4).

Diger yagam formlarinin élimine yol agan yiiksek sicakliklarda termofil
bakterilerin nasil yasadiklarni sorusuna bu bakterilerin biyomolekiillerinin
dayanikliligi temel alinarak cevap verilebilinir.

Termofil bakterilerde &nemli biyomolekiillerin analizi yapildiginda
proteinlerinde, niikleik asitlerinde ve lipitlerinde detaya inildiginde yapisal
farkliiklar belirlenmigtir. Mutlak termofil bakterilerin membran lipitleri,
mezofillerinkinden daha fazla doymus diiz zincirli yag asitleri ihtiva eder. Bu
olgu yiiksek sicaklikta membranin aklékanliglnl saglayip termofil bakterilerin
daha ylksek sicakliklarda yasamasina yardimci olur (2.5.6). Bdylece
membranin akigkanli§ini korumasi igin gerekli, sivi kristal < kati jel dengesi

ytiksek sicaklikta kurulmasini olasi kilmaktadir.



Mezofil ve Termofil bakterilerden elde edilen niikleik asitlerin Guanin,
Sitozin kapsami 6nemli bir sekilde farklilik gésterir (7.8). Ayrica termofillerin t-
RNA'lar termal dayanikliga sahip olmak igin ilging bir yapi kazanmiglardir.
Ornegin Thermus tiirlerindeki t-RNA'nin termofilik kogullara adaptasyonundan
sorumlu 6zglin baz giftleri daha fazia miktarda Guanin Sitozin bazlar ihtiva
eder. Guanin Sitozin oraninin fazlaligt hidrojen baglarinin da fazlalasmasina
ve dolayisiyla artan sicakliklara daha dayanikli bir yapi kazanmalarina neden

olur (8.9).

Termofil bakterilerin dayanikii enzimleri detayl bir sekilde incelenmistir.
Clostridium'dan elde edilen saf ferrodoksinlerin yapisi incelendiginde,gok
sayida bazik amino asitlere rastlanmigtir. Bu durum protein igerisinde daha
fazla iyonik baglarin olugmasini saglamakta ve bu sayede protein sicaklia
dayanikh hale gelmektedir. Ayrica mezofil ve termofil tlrlerden saflastirilan
Laktat dehidrojenaz enziminin aktif bdlgesinde Arginin ve Lizin gibi polar
amino asitlerin sayist karsilasgtirildiginda, termofil bakterilerde bu amino
asitlerin sayisinda bir fazlalk oldugu gdérilmistir. Bu da molekdllerin ig
tarafinda hidrojen ve iyonik baglarin etkilesiminin fazla olmasina ve dolayisiyla
aktif merkezin kararliliginin artmasina neden olur (2). Yine mezofillerden elde
edilen DNA polimeraz enzimi yiiksek sicakliklarda yeterince islev gbérmeyisi
nedeniyle, Thermus aquaticus'tan saflagtirilan sicakliga dayanikh DNA
polimeraz enzimi kullanilarak daha basarili sonuglar elde edilmistir (8). Bir
proteinin yapisindaki tek veya daha fazla belli amino asit artiklarinin degismesi

proteinin sicakliga dayanikligini degistirebilir.



Genel olarak termofiller tarafindan meydana getirilen bir tek amino asit

degigimi:

a- Protein molekiliinin dig kisimlari lizerinde olabilir.
b- Bunun sonucu sarmal yapida bir amino asidin karbonil grubu ile ondan
sonra gelen 3. amino asidin amino grubu arasinda Hidrojen baglarinin

kuruldugu (Beta-turn) kararh yapiya ulagir.

Proteinlerin isi toleransinin artti§i durumlarda genellikle agsagida verilen
bazi amino asitlerin yerine degisik amino asitlerin bulundugu gézlenmistir

(Tablo 1) (10).

Mezofil Termofil proteinler

Glutamik asit ~ Aspartik asit

Glutamin Lizin
Treonin Valin
Asparajin Serin
Treonin Izoldsin

Aspartik asit Asparajin

TABLO-1 Mezofil ve Termofil Proteinlerdeki amino asitlerin kargilagtirimasi

Argos ve arkadaglan mezofil ve termofillerden saflagtirdiklar
Gliseraldehit-3-fosfat  dehidrojenaz  enziminin amino asit sirasini
kargilagtirmiglar ve amino asitlerdeki bu de§i§iklikier nedeniyle incelenen bu

proteinlerin daha siki bir gekilde paketlendigi sonucuna varmiglardir (11).



Clostridium thermosaccharolyticum ve Clostridium tartarivorum'da
ferrodoksinin amino asit sirasi temel olarak aynidir. Sadece birincisinin 31. ve
44. amino asit artiklar glutamin digerinin ise glutamik asittir. Perutz ve Raidt,
yaptiklan galismada bu proteinin 31. amino asidi olan Glutamik asit ve 29.
amino asidi olan Lizin arasindaki iki ekstra tuz kdprilerinin olabilmesi buna ek
olarak 44. amino asit olan Glutamik asidi, bu iki enzimin termostabilite farki
icin yeterli bulmuslardir. Clostridium tartarivorum'dan elde edilen ferodoksinin
700C'ta 2 saat sonra aktivitesinin %50 sini, fakat diger bakteriden elde edilen
protein ayni sicaklik ve zamandaki aktivitesini ise %10 olarak beliriemiglerdir

(12).



1.1 Mikroorganizmalarin ekonomik 6nemi:

Bilindigi gibi bir gok mikroorganizma dogadaki organik maddelerden
yararlanmak suretiyle yasamlarini sirdirmektedirler. Aldiklari besin
maddelerini kendi biinyelerinde kullandiktan sonra degerlendiremedikleri bazi
organik bilesikleri digar atarlarki buniara son riin denir. Bu biyodénigim
reaksiyonlarinin son driinleri g¢ok gesitli- yerlerde kullanimaktadir.Bu
biyoddniigim reaksiyonlarindan vyararlanilan bir bakteri tiri de Bacillus

subtilis'tir.

B.subtilis'in Uredigi ortama karbon kayna§i olarak sakkaroz veya
raffinoz ilavesiyle bir polifruktozan olan Levan'i Uretebilir. Levansakkaraz
enzimi sakkaroz molekiilinden fruktoz kismini levanin biyilyen zincirine
dogru ekler.Ortamda levan miktannin olugmasiyla beraber,glukoz ve az
miktarda fruktoz da birikmektedir (13.14). B.subtilis, D-(-) ve mezo-2,3-
Biitandiol olugtururken gliserin,etanol ve laktik asit yan driin olarak ortaya

¢ikar (15).

3C4H,,0; » 2CH,CHOHCHOHCH, + 2CH,OHCHOHCH,OH +4CO,
Bltandiol Gliserin
C¢H,.0, — 2 C,H,OH+2CO,
Etanol
C¢H,,0;, — 2 CH,CHOHCOOH
Laktik asit
Neish teknik gliserin Gretimi igin B.subtilisi tartigmigtir (16). L-izoldsin
(15),D-Riboz (17), Kristal halde B12 (18), Urocan asidi (19), Natto (20), L-
Glutamik asit (21) Gretimi igin B.subtilis kullanimigtir.Bugday proteininden

%75 D-Glutamik asitten ve %25 L-Glutamik asitten olusan bir polipeptit



olugturan B.subtilis ilgi gekmistir (22). Onemli polipeptit antibiyotikierden,
Mycobacillin (23), Bacitrasin A (24), Subtilin (25) B.subtilis'ten elde edilmistir.

1.2 Mikroorganizmalarda bilylime:

Blyliime, bir organizmanin yapis! ve hiicresel igeriklerinde dolayisiyla
boyutlarinda ve agirliginda bir artig olarak tanimlanir. Mikroorganizmaiarin
boyutlarinin gok kiiglik olmasi nedeniyle hiicre biiyimesinin &lgimi yerine
populasyon biyilimesi lzerinde durulur.Bir mikroorganizma populasyonunun

biiylimesi esnasinda baglica dort faz "evre" ayrt edilir.

Lag faz (Gizli evre) : Bir mikrobiyal populasyon taze bir ortama inokiile
edildiginde siiresi sartlara bagl olarak degisen bir Lag fazdan sonra blytime

gorildr.

Eksponansiyel faz (Logaritmik evre) : Lag fazi takip eden bu fazda

biiyiime orani maksimuma ulagir.

Stationer faz (Sabit evre) : Cogalma ile olusan hiicre sayisi otoliz

yoluyla kaybolan hiicre sayisina dehgelendigi evre.

Oliim fazi : Canli hiicre sayisinin gittikce azaldigi bu evrede blylime

orani gibi 6lim oranida sabittir.



1.3 Bakteriyel Eksoenzimler

Bir ¢ok bakteri (redigi ortama salgiladiklari, bu enzimlerin temel
fonksiyonlarindan biri mikroorganizmaya kullanilabilir besin saglamaktir. Diger
bir fonksiyonu ise enfeksiyon iglemierinde saldirgan mekanizma olarak is

gormektir.

Son yillarda bakterilerin eksoenzimieri {zerinde g¢aligmalar olduk¢a
yogunlagmistir. Bu eksoenzimlerden salgilayan ve lizerinde ¢okga caligilan bir
bakteride Bacillus subtilis'tir. B.subtilis'in eksoenzimlerinden biri olan a-amilaz
ortamdaki karbon kaynagi ve inorganik tuzlar variiginda retilip izole edilmistir
(26.27). Deschereider a-amilazin varhigini poliakrilamid jel elektroforezinde

gostermis ve izolasyonu ile ilgili galigmalar yapmigtir (28).

B.subtilis'in gesitli nesillerinden izole edilen ekstraselluler proteazlarin
iki tipinden biri olan Metallo enzimler nétral pH'da (29), digeri olan Serin
enzimler ise bazik pH degerlerinde aktiftirler (30). Schaeffer ¢aligmasiyla
proteolitik aktivitenin sporlasmaya bagli oldugunu gdéstermigtir (31). Gerald
eksponansiyel fazin sonunda, sporlasmanin baslangic ve paralelinde proteaz

sekresyonu ve Uretiminde artig oldugunu géstermistir (32).

Bacillerin bir ¢ok soyu tarafindan Uretilen subtilisin olarakta bilinen

alkalin proteazin sporlasma igin 6nemli oldugu rapor edilmistir (33).

Metallo enzim olan Noétral proteazin bir Cinko atomu igerdigi ve EDTA
ile inaktif hale getirilebilecedi gosterilmistir (29). Nétral proteaz sirasiyla

kazein, hemoglobin, albumin, jelatini daha iyi bir sekilde hidrolizledigi



bildirilmigtir. Ayni ¢aligmada bu enzimin papain, chymopapain, trypsin ve
chymotrypsinden 5 ile 16 kez daha aktif oldugu, enzimin yag asitleri veya
amino asit esterlerini hidrolizlemedigi,enzimin Ca ve diger toprak alkali
metaller varliginda stabil ve otolizinin en az oldudu ve saflagtirma esnasinda
enzimin spesifik aktifligi ile ginko bilesenleri arasinda direkt oranti oldugu
gosterilmigtir. Ayni galigmada enzimin her bir moliinde 1 atom gram g¢inko
icerdigi ve molekil agirhiginin 30.000 ile 40.000 Dalton arasinda oldugu
bildirilmistir (29).

Yapilan c¢aligmalarda bu enzimin prostetik grubunun ginko oldugu
saptanmigtir (34).Yine bu aragtirici tarafindan ylksek esterolitik aktiviteli ve
dugtik proteolitik aktivite gdsteren esteraz olarak tammlanan enzim bu
aragtiric! tarafindan saflagtinlmigtir. Sporlagsmanin baglangi¢ ve paralelinde
i]retilrheye baglanan alkalin serin proteaz (subtilisin) ve ndtral (metalo)
proteaz kiiltlir stipernatant sivisindaki total proteaz aktivitesinin %96-98'ine
sahip olduklarindan bunlara major ekstrasellular proteaz denmigtir
(34.35.36.37). Mindr ekstraselluler proteaz olarak adlandirilan metaloproteaz

(38) ve bacillopeptidaz (39) saflastirilip izole edilmislerdir (40).

B.subtilis'in nétral proteazi, Bacillus thermoproteoliticus'tan saflagtirilan
termolizinle %56 homoloji gdsterdigi saptanmistr (41). Thomas yaptgi
calismada poliakrilamid jel elektroforezi ile esteraz A ve esteraz B olarak
adlandirdigi iki -proteinin molekiil agiriklarimi sirasiyla 160.000 ve 51.000
Dalton olarak saptamigtir (42). Son yillarda B.subtilis'in proteaz genlerinin
klonlanmasi ve haritalanmasi (zerine galismalar yogunlagmigtir. Alkalin ve
nétral proteazin sirasiyla apr ve npr genleri tarafindan kodlandigi gésteriimigtir

(43.44.45).
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2. ONCEKI GALISMALAR

B.subtilis'in gegsitli nesillerinden izole edilen ekstraselluler proteazlarin
iki tipinden biri olan Metallo enzimler nétral pH'da (29), digeri olan Serin

enzimler ise bazik pH degerlerinde aktittirler (30).

Schaeffer c¢aligmasiyla proteolitik aktivitenin sporlagmaya bagli
oldugunu gbstermigtir (31). Gerald eksponansiyel fazin sonunda,
sporlagmanin baglangi¢ ve paralelinde proteaz sekresyonu ve uretiminde artig

oldugunu gdéstermistir (32).

Bacillerin bir ¢ok soyu tarafindan dretilen subtilisin olarakta bilinen

alkalin proteazin sporlagma igin dnemli oldugu rapor edilmisgtir (33).

Metal enzim olan Nétral proteazin bir Cinko atomu igerdigi ve EDTA ile
inaktif hale getirilebileceg@i gosterilmistir (29). Nétral proteaz sirasiyla kazein,
hemoglobin, albumin,jelatini daha iyi bir sekilde hidroliziedigi bildiriimigtir. Ayni
gall§madé bu enzimin papain,chymopapain, trypsin ve chymotrypsinden 5 ile
16 kez daha aktif oldugu, enzimin yag asitleri veya amino asit esterlerini
hidrolizlemedigi, enzimin Ca ve diger toprak alkali metaller varliginda stabil ve
otolizinin en az oldudu ve saflastirma esnasinda enzimin spesifik aktifligi ile
¢inko bilesenleri arasinda direkt oranti oldugu gdésterilmigtir. Ayni galismada
enzimin her bir molinde 1 atom gram ¢inko igerdigi ve molekil agirhginin

30.000 ile 40.000 Dalton arasinda oldugu bildirilmistir (29).

Yapilan galigmalarda bu enzimin prostetik grubunun ginko oldugu

saptanmistir (34).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1- Biyolojik Materyal: Cermik termal kaplicalarindan izole edilerek tiir

teshisi yapilan termotoleran Bacillus subtilis kullanildi.

3.2- Kimyasal rhaddeler: :

Elektroforetik  malzemeler:  Acyrilamide, = N-N'bis-acyrilamide, @ MET
(2—Mercaptoetanol), SDS (sodyum dodesil sulfat), TEMED, Riboflavin,
Glicine, Coomassie brilland blue R-250, standart proteinier (Albumine bovine,
albumine egg, tripsin inhibitér, carbonic anhidrase) Sigma,St.Louis'ten
Na,HPO4,NaH,PO,4, (NH4),SO,, NaCl, Na,CO5, Na-K-tartarat, CuSOy,,
Nas-Citrate, D-glukoz, K,HPO,, Na,WO,, Na,MoO,, H3PO,, HCI, LipSOy,
Br,, FeSO,, ZnCl,, CaCl,, MnCl,, Tris Base, Tris HCI, TCA (Trichloroacetic
acid), C,H;OH, NaOH, KOH, KH,PO,, CH3;OH, CH3;COOH, Gliserin,
MgSO,, KCI, K-EDTA, Kazein, Merck Darmstag'tan.

N.B. (Nutrient Broth) ve Agar ise Bacto'dan temin edilmistir.

3.3-Besi yeri ve tampon ¢ozeltileri:

Amaca uygun olarak hazirlanan N.B.sivi besi yeri (KCl,1 g/, MgSO,.H,0,
0.125 g/L, MnCl,, 10M, CaCl,,10-3M, FeS0,,10-8M, ZnCl,,105M, N.B.
8g/L) NaOH ile pH 7.2'ye ayarlandiktan sonra otoklavianarak steril hale
getirildi. Ayrica Spinzer'in glukoz-mineral besi yeri (46) 14 gr K,HPO,, 6 gr
KH,;PO,, 2 gr (NH4),S0,4, 1 gr Nas-Citrate, 0.2 gr MgSO,4.7H,0, 1 L. saf
suda c¢oziilerek otoklavlandi. Otaklavlamadan sonra 5 gr D-glukoz steril

sartlarda ilave edildi.
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3.3.1-Fosfat Tamponu: 19 mit 0.2M KOH, 50 ml 0.1 M KH,PO, 100 mi'ye

seyreltilerek hazirlandi.

3.3.2-Proteaz Aktivite Tamponu: 0.2M Tris tamponu (pH 7.2) hazirlanarak
kullanildi.

3.3.3-Dializ iglemi: 0.002 M CaCl, iceren 0.1 M Tris HCI tamponuna (pH
8.1) karsi yapildL.

3.3.4-Dializ Hortumunun Hazirlanmasi: Dializ hortumunun miktarina baglh
olarak (yaklagik 500 ml) 10 mM K-EDTA (pH 7) su igerisinde 90°C'ta
kaynatilarak dializ hortumu 3 dakika siireyle bu sivi icinde bekletildi. Ust sivi
dokiilip dializ hortumu bol miktarda saf su ile yikanarak kullanildi. Stok olarak

saklanip kullanilincaya kadar 4°C'ta saf su igerisinde bekletildi.

3.4-Elektroforez Iglemi: Elde edilen enzim gbzeltileri Weber - Osborn (47)

yoéntemine gére elektroforez islemine tabi tutuldular.

3.5-Protein Miktar Tayini: Lowry (48) ve Warburg Christiyan (49) y6ntemine
uygun olarak yapild. |

3.6-Proteaz Aktivite Tayini: Proteaz aktivite tayini Kunitz (50) ydntemine
g6re yapildi. Proteolitik aktivite kazein sindirim metodu ile tespit edildi. 0.1 ml
enzim ¢ozeltisi,1.8 ml 0.2 M Tris tamponu(pH 7.2), 0.1 mi 0.06M CaCl, ve 1
ml %1'lik denatiire edilmig kazein ¢bzeltisi (pH 7) iceren ortama ilave edildi.
37°C'ta 30 dakika inkiibasyondan sonra %10'luk TCA ¢6zeltisinden 2 ml ilave
edilerek reaksiyonun durmasi saglandi. 4°C'ta 30 dakika bekletildikten sonra

filtre edilen ¢6zeltinin absorbansi 275 nm'de okundu.
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3.7-Bakteri Olglimi: Kiiltiirler galkalayicida 37°C'ta inkiibe edildi. Biiyiime
460 nm'de Absorbans degerleri Oligiilerek tespit edildi. Bakterinin lag,

logaritmik, stasyoner ve 6liim fazinin hangi saatlere denk geldigi tespit edildi.

3.8-Bakterilerin Uretimi: Bakteriler enzim ¢alismasi igin N.B. besi yerinde
gretildi. Kati besi yerinde 100 ml'lik besi yerine aktarilan bir koloni 37°C'ta 60
saat inkiibasyona birakildiktan sonra bu ortamdan homojenligi saglamak igin
calkalandiktan sonra.alinan 100 pl'lik kiltir érnekleri 100 ml'lik yeni N.B. sivi
besi yerine aktarilarak 60 saat inkiibasyona birakildi. Bu kdltir sivisinin 10
ml'si 2 It'lik besi yerine ilave edilerek 51 saat siireyle 37°C'ta galkalamali

olarak inklibasyona birakildi.

3.9-Kiiltlirden Bakteri izolasyonu: Bakteriler inkiibasyon siiresi sonunda
40C'ta 5000 g'de 20 dakika santrifiijlemeyle Ust sivi ile ¢bkelti birbirinden

ayristirilip Ust sivi enzim galigmasi igin kullaniids.

3.10-Amonyum Siilfat Cokeltmesi: Amonyum siifat havanda iyice ezilerek
pudra haline getirilip, etki yiizeyinin genisletiimesi sagiandi. Yukarida elde
edilen st siviya olduk¢ca yavas bir sekilde Amonyum siilfat ilave edildi.
Amonyum siilfat ¢okeltmesi sonucu elde edilen gbkelti 24 saat sire ile dializ

tamponuna kargi dializienerek Amonyum siilfattan kurtarildi.

3.11-Enzim Saflagtirma iglemi : Proteolitik aktivite maksimumda oldugu
zaman hicreler 5000 g'de 20 dakika_ santrifiljleme ile ¢oktirildi. Saflagtirma
adimlarinin timi 4°C'ta gerceklestirildi. Qéll§ma kiltir stipernatant sivisinin 2
L'si ile yapildi. Ham ¢dzeltinin 2 litresine kati amonyum siilfat 0.63 doygunluga
gelinceye kadar oldukga yavas bir sekilde ilave edildi. Amonyum siilfat
ilavesinden sonra karisim 4 saat bekletildi. Daha sonra santrifiijlenen sivinin

cokeltisi alindi ve 0.002M CaCl, iceren 0.1M Tris tamponunun (pH 8.1) 50
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mi'sinde ¢dzinir hale getirildi. Elde edilen karigimin her bir mililitresine kati
amonyum siilfat 0.45 gr gelecek sekilde ilave edildi, Amonyum siilfat
ilavesinden sonra karigim 30 dakika bekletildi. Santrifijlenen karisimin ¢okelti
ayni tamponun 2 mi'sinde ¢oziniir hale getirildi. Elde edilen ¢bzelti daha
sonra amonyum siilfat ayriincaya kadar dializ tamponuyla dializlenerek
amonyum silfattan kurtarildi. Dializlenen ¢dzelti Tris-Ca tamponuyla dengeye
getirimis DEAE Sephadex A-25 (1x17cm) kolonuna uygulandi. Ellisyon
kademeli olarak 100mM'dan 1M'a kadar NaCl ile gerceklestirildi. Bu kolondan
elde edilen fraksiyonlarin absorbansi 280 nm'de okundu. Proteolitik aktivite
tayini yukarida anlatildigi gibi 275 nm'de yapilarak Nétral proteazin hangi
fraksiyonlarda toplandig: saptandiktan sonra nétral proteaz aktivitesi gbsteren .
fraksiyonlar birlestirildi. Liyofilizasyon ile hacmi kugiiltilen bu enzim karigimi
Sephadeks G-75(1x25 cm) kolonuna uygulandi. Fraksiyonlarin absorbansi
280 nm'de okunarak Notral proteaz aktivitesi saptanan fraksiyonlar
birlestirildi. Birlestirilen bu fraksiyonlar CM-Sephadex C-25 (1x17) kolonuna
uygulandi. 100mM'dan 2M'a kadar NaCl ¢ézeltileri ile gergeklestirilen ellisyon
sonucu Notral proteaz aktivitesi saptanan fraksiyonlar 0.1M fosfat tamponuyla
(pH 6) dengelenmis CM-Sephadex C-50 (1x17) kolonuna uygulanarak Nétral
proteaz saf olarak elde edildi. Galigmanin baslangic esnasindan Nétral
proteazi saf elde edinceye kadarki tiim iglemlerden elde edilen irinlere
protein miktar tayini ve proteolitik aktivite tayini yapildi. Uriinlere esit miktarda

protein verilerek elektroforez bant profilieri incelendi.

3.12-Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (AAS) lle Cinko Tayini :
Saflagtirilan Nétral proteaz enzimini iceren 1 ml ¢dzelti drnegi alinip, AAS

(Varian Techtron Model 1200)'de ¢inko tayini yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.-Notral Proteaz Saflagtirmasi : Bakterileri santrifij ile ¢dktirme
isleminden sonra yapilan aktivite tayininde nétral proteaz aktivitesi saptanan
siviya uygulanan protein miktar tayininde 777.190 mg. total protein saptand..
0.63 doygunluktaki amonyum siilfat ilavesinde aktivite tayini yapilan sivida
protein miktar tayini sonucu 105 mg. total protein saptandl. Elde edilen
cOkeltinin her bir mililitresine 0.45 gr amonyum siilfat ilavesinden sonra
proteaz aktivitesi saptanan sivinin dializlenmesinden sonra dializlenen sividaki
total protein miktan 15.525 mg/ml olarak bulundu.Bu enzim ¢dézeltisinin miktari
12.5 mi olarak élgiilditkten sonra DEAE Sephadex A-25 kolonuna bu miktar
uygulandi. 2'ser mililitrelik fraksiyonlarin absorbanslari 280 nm'de okunarak bu
Absorbans degerlerinin en yiiksek degerleri arasinda aktivite tayini yapilarak

Nétral proteaz fraksiyonlari saptandi.
0.6 Absorbans

0.5 +

0.4

—®— 280

0.3 +
—e— 275

W NDO©B OO~ OB NGO ®MOMNTT—@OIND O
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e T = T et hms Gt

Tablo 2: Dializ edilon 8megin A-25 kolonundaki 275 ve 280 Absorbanslan

Yapilan aktivite tayinleri sonucu DEAE Sephadex A-25 kolonundan Nétral
proteazin 100mM'da tamamen indigi saptandi. Alinan 9-19. tlipler arasi DEAE

Sephadex A-25 kolon fraksiyonlari liyofilize edilerek hacminin 1 ml'ye diismesi
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saglandi. Bu érnekteki proteaz aktivitesi saptanarak total protein miktar 0.249

mg/mvl olarak saptandi. Buradan elde edilen protein G-75 kolonuna verildi.
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Tablo 3: A-25'en elde edilen birer mililitrelik fraksiyonlarin dializ edildikten sonra verildi§i G-75

kolonundaki proteinlerin 276 ve 280'deki Absorbanslar

Bu kolondaki fraksiyonlarin 280 nm'deki absorbanslarinin okunmasindan

sonra

uygulanan aktivite tayini sonucu uygun fraksiyonlar (9ml) CM

Sephadex C-25 kolonuna uygulandi.Bu kolona uygulanan sivinin total protein

miktari 0.084 mg/ml olarak saptandi. Bu kolona uygulanan fraksiyonlarin

toplanmasi sonucu yapilan aktivite tayininde notral proteaz saptanan

eluatlanin kolondan 100mM NaCl ile gergeklestirilen eliisyon sonucu Nétral

proteazin 5 ile 8. fraksiyonlar arasinda toplandigi gorildi.

0.1
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Tablo 4: G-76 kolonundakl protein 8rneklerinin C-25 kolonuna uygulanmasiyla elde sdilen
fraksiyonlarin 275 ve 280'deki Absorbanslan
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Burada yapilan total protein miktar tayini sonucu 0.051 mg/ml protein
saptandi. Bu kolondan elde edilen fraksiyonlar birlestirildikten sonra liyofilize
edilerek enzim konsantre hale gelmesi saglandi. Liyofilize edilen bu enzim
¢ozeltisinin tamami(2 ml) CM Sephadex C-50 kolonuna uygulandi. Burada
0.1M tuz konsantrasyonunda Nétral proteaz 5 ve 6. fraksiyonlarda saf olarak
elde edildi. Saf olarak elde edilen Nbtral proteaz yapilan protein miktar

tayininde 0.041 mg/ml protein saptand:.

Absorbans
0.06 T
0.05 +
0.04 1
—%— 280
0.03 -
—— 275
0.02 1
0.01
0 ' ! ! ' 3 i Fraksiyon No
1 2 3 4 5 8 7 8 9

Tablo 5: C-25 kolonundan elde edilen proteinlerin C-50 kolonuna uygulanmastyia eide edilen
fraksiyonlarin 275 ve 280'deki Absorbanslart

Yapilan elektroforetik calismalar sonucu Nétral proteazin molekil agirliginin

29.000 Dalton oldugu saptandi.



Bakteri Uretme

i 51.saat

Santrifilj

L 20 dakika 5000xg

0.63 gr Amonyum Siilfat ¢ékeltmesi

¢ Santrifilj

0.45 gr Amonyum Siilfat gdkeltmesi

¢ Santriftij

Dializ
DEAE Sephadeks A-25
L Liyofilize
G-75

.

CM-Sephadeks C-25

’

CM-Sephadeks C-50

v

Saf Notral Proteaz

Tablo 6: Notral Proteazin saflagtinimasinda izlenen yéntem

18
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Notral proteazin protein kesimlerinin gesitli saflagtirma agamalarindan sonra

SDS-poliakrilamit gel elektroforetik analizleri resim 1'de goriilmektedir.

Resim 1: Nétral proteaz saflagtirma agamalar ve bu agsamadan elde edilen
elektroforez bant profilleri.

a: Standart proteinler

1- Sigir Albiimini ( 66.000 Dalton )

2- Yumurta Albdmini ( 45.000 Dalton )

3- Karbonik Anhidraz (29.000 Dalton )

4- Tripsin Inhibitar (20.100 Dalton )

b: Besi yeri

c:51. saat

d: 0.63 Amonyum siilfat .

e: Dializlenen 0.45 gr. amonyum siilfat ¢dktirmesi ve A-25 Kolonu proteinleri
f: G-75 kolonu proteinleri

g: CM sephadeks C-25 kolonu proteinleri

h: CM sephadeks C-50 kolonundan saflagtinian ndtral proteaz resim ( 1) de

gorilmektedir.
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Hacim | 280 nm | 280 nm | Spesifik akfivite | Saflagtima Verim
OD/ml__[ total OD | birim/mg.protein Katsayisi %
51.saat 1950 0.14 273 2.75.10°6 1 100
0.63 60 2.84 170.4 2.9.10 10.54 66
| (NH4)»S04 4
0.45 13.5 3.88 52.38 6.56.107 238.5 46
(NH4)2804
| Dializ
A-25 1 0.33 0.33 9.7.103 3527 42
G-75 2 0.216 0.432 0.066 24000 38
C-25 4 0.09 0.36 0.07 25454 34
C-50 2 0.038 0.076 0.08 29090 8

Tablo 7: Nétral proteaz saflagtirimasindan elde edilen sonuglarin 6zeti

(Spesifik aktivite=birim/mg.protein, 1 birim=1 pmol Nétral proteaz)

4.2-AAS'de Ginko Tayini

Nétral proteaz enzimini saf olarak elde ettikten sonra bu gézeltinin 1 ml'si
AAS'e ¢inko tayini igin uygulanarak Absorbans 0.018 olarak okundu.Buradan
hareketle yapilan hesaplamalar sonucu 0.900126 ppm ¢inko tespit edildi.
Nétral proteazin 1 molekilli 1 atom gram ginko igerdigine gére tayin igin

verilen cozeltide 4.10"* g Nétral proteaz oldugu saptandi.
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4.3-Kazein Sindirim Metoduyla Kazein Igin Km Degerinin Saptanmasi :

Materyal ve metot béliimiinde anlatildigi sekilde yapilan proteaz aktivite
tayini ile kazein konsantrasyonuna bagimiiligi sekil ( 8 )'de gésterilmistir. Elde
edilen kazein konantrasyon egrisinin ¢ift resiprokal ifadesiyle Nétral proteaz

varliginda kazein igin Km degeri 0.952 mg/ml olarak hesapland..

Yy

y=9.210+9.685x
20 +

16 1

10 ¢

(o]

-1..5 ' -1 -0:5

Tablo 8: Saflastinian Nétral Proteazin Km Degerinin Gésterimi

4.4-N.B. Sivi Besi Yerinde B.Subtilis'in Ureme Evrelerinin Incelenmesi :

Bakteriler kati besi yérinde dretildikten sonra 100ml'lik N.B sivi besi
yerine aktarilan bir koloni 37°C'ta 60 saat siireyle inkiibe edildi. Bu ortamdan
alinan 100 pl'ik dérnek 100ml'lik yeni bir N.B.sivi besi yerine aktarilarak
37°C'ta 60 saat inkiibasyona birakildi.inkiibasyon siiresi sonunda 1ml'lik
kiiltir &6rnedi 1000ml'lik besi yerine aktarilarak 37°C'ta inkiibasyona
birakildi.Bunu takiben her 3 saatte bir 6rnek alinarak 460 nm'de Absorbans
okuyarak bakterinin {ireme evreleri incelendi (Tablo 9 ). Alinan &lglimlerin
pozitif Logaritmasina gore Lag fazin li¢linci saatten sonra bittigi ve baslayan

Logaritmik fazin 24. saatten sonra bitti§i bunu takiben baglayan Stationer
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fazin 51. saatte bittigi ve bu saatten sonra 6liim evresinin bagladigl Tablo 5'te
gérilmektedir. Bu &rneklerin her birine proteaz aktivite tayini uygulayarak
bakterinin hangi lreme evresinde proteaz sekresyonunun maksimumda

oldugu saptand..

Absorbans

—n— 460

Zaman

Tablo 9: Bacillus subtilis'in N.B. sivi besi yerinde zamana bagl
olarak {ireme evreleri.
4.5-Né6tral Proteazin Sentez Kogullarinin Belirlenmesi :

Notral proteazin aktivitesinde besi yerinde Zn*™* iyonlannin belirli
konsantrasyonda bulunmasi gerektigi tespit edildi. 10° M Zn igeren N.B. besi
yerinde (retilen B. subtilis'in salgiladigi nétral proteazin aktivitesinin en yiksek
oldugu, bu derigimin altinda ve Ustlindeki Zn** degerlerinin enzim aktivitesini
olumsuz etkiledigi saptandi. ~ Zn** icermeyen N.B.besi yerinde dretilen
bakterinin salgiladi§i nétral proteazin ise Zn**'lu ortamda salgilanana igerene
oranla daha disgiik bir aktivite gosterdigi séptandl. Yaptigimiz deneyler
sonucunda Zn** icermeyen Spinzer glukoz-mineral besi yerinde yapilan
proteaz aktivite tayininde aktivite goriilmemesi Notral proteazin bu besi

yerinde Zn**'ya gereksinim duydugunu gostermektedir.
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0.3 . Absorbans

0.25 1
021
0.15 ¢
014
0.05

0.1M

Besi Yeri

Spinzer N.B. Da dk Normal
Zn Zn

Tablo 10: Spinzer, N.B.sivi besi yeri , 108 M ZnCl, igeren N.B.,10° M ZnCl,
iceren N.B. ve 0.1 M ZnCl, igeren N.B. sivi besi yerlerinde yapilan proteaz

aktivite tayini kargilagtirmalari.
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5.TARTISMA VE SONUCLAR

Amonyum siilfat ilavesiyle dializ 6ncesi ve sonrasi sivida yapilan
proteaz aktivite tayininde proteolitik aktivitenin dializ sonrasi artmasi

amonyum siilfatin, Nétral proteaz aktivitesini inhibe ettigini géstermektedir.

DEAE sephadex A-25 kolonunda 100, 200, 300, 400 ve 500 mM NacCl
konsantrasyonuyla yikama sonucu toplam bes pikin olustugu ve bu piklerden
Nétral proteaza ait olanin 100 mM' da oldugu saptandi. 100 mM disinda kalan
diger piklerin Nétral proteaz icermedigi yapilan aktivite testinden anlagildi.
Millet (34) yaptigi ¢aligmada ayni kolonda dért pik elde etmigtir. Bizim
calsmamizda ortaya gikan besinci pik kullanilan bakterinin sus farkindan
kaynaklandigi veya ayni protein ise bu proteinin yapi farkliigindan
kaynaklandigini digtndirmektedir. A-25 kolonundan yapilan yikama sonucu
Notral proteazin 100 mM NaCl konsantrasyonunda tamamen inmesi Nétral
proteaz igin lineer gradienti éerektirmedigini gostermistir. Daha sonra
yapilabilecek calismalarda saptanacak iki tuz kesimi konsantrasyonuyla,
protein birinci kesim ile bazi proteinlerden kurtularak, ikinci kesim ile daha saf
indirilebilecegi, belki de saflastirma asamalarindan bir tanesine ihtiyag
duyulamayabilinecektir. BOylece ideal enzim saflastirma gekli olan en kisa
stirede saflagtirma igin bir adim atlarak enzimin daha aktif elde edilmesi
saglanacaktir.

CM sephadex C-25 ve CM sephadex C-50 kolonlarinda da Nébtral

proteazin 100 mM'da tamamen indigi gériilmdistiir.

Yapilan ginko tespiti sonucu Notral proteaz miktar saptanmigtir. Bu
sonug Noétral proteazin her agamada ne kadar saflagtinildiini saptayabilmek

icin ideal bir ydontem olarak distnilebilinir. Bu saptamayla Nétral proteaz tim



25

miktar saptanabilmektedir. Dijer saptama ydntemiyle sadece aktif nétral
proteaz saptanabilmekte bu yodntemle ise aktif ve inaktif ndtral proteaz
saptanabilmektedir. Bu elde edilen nétral proteaz aktivitesinin ne sekilde
kayboldudu ve yeniden nasil geriye dénustiriilebilecegi konusunda yapilacak
calismalar agisindan dnemlidir. N.B. sivi besi yerinde ¢inkolu ortamda, ayni
besi yerinin ¢inkosuz ortaminda ve spinzer besi yerinde yapilan Nétral proteaz
aktivite tayininde, spinzer besi yerinde aktiviteye rastlanmamasi, N.B.
¢inkosuz ortaminda aktivitenin diigtk olmasi, buna karsilik N.B. ginko iceren
ortamda yeterli aktivitenin tespiti kargilagtirildiginda; Nétral proteazin ¢inkoya
ihtiyag duydugu, ¢inkosuz' N.B. sivi besi yerinde aktivitenin olmasi, besi
yerinin eser miktarda g¢inko igerdigini diigiindiirmektedir. Bunlar Millet'in
yapti§i caligsmalarda besi ve test ortaminda ¢inko bulunmamasi daha sonraki
ylllarda yapilan ¢aligmalarda (51) aktivite tayin ortamina ginko eklenmesi ve
¢inkonun Nétral proteaza kovaleﬁt bagla bagh olmusg olmasi (29) oldukga
dustndlrictdir ve yeni galigmalar yapilmasi gerektigini diglindirmektedir.
Bu cinkonun sentez esnasinda veya sentez Oncesi proteine baglanmasi,
cinko varliginin veya yoklugunun proteinin yapilabilmesi igin gerekip
gerekmediginin aydinlatimasi, bunun iginde besi yerlerinde kullanilan tim
maddelerin AAS yolu ile tespit edilip daha sonra kurulacak test sistemi ile

tespit edilmesi gerektigini diigtindlrmektedir.

460 nm'de alinan Olglimlerin pozitif logaritmasina gore bakteride
Logaritmik fazin 21. saatten sonra bittigini, 21. saatten sonra baglayan
Stationer fazin ise 51. saate kadar devam ettigi ve bu saatten sonra 6lim
evresinin basladi§i goriiimektedir. Stationer faz ile baglayan proteolitik
aktivitenin maksimuma ulagmasi Schaeffer (31) ve Gerald (32) galismasini

desteklemektedir.
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McConn 1964 yilinda yapti§i caligmada Nétral proteazin molekiil
agirhginin - 30.000-40.000 Dalton arasinda oldugunu bildirmistir (29).

Arastirmamizda enzimin molekil agirigi 29.000 Dalton olarak bulundu.
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