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TRICHOPHYTON sp. SUSUNDAN KERATINAZ iZOLASYONU ve KISMI
KARAKTERIZASYONU
(YUKSEK LIiSANS TEZI)
OZET

Bu ¢alismada, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Dermatoloji Poliklinigine
bagvuran hastalarm deri ve sa¢ yiizeylerinden Trichophyton sp. izolasyonu yapildi.
Trichophyton sp. suslar1 sabouraud dekstroz broth besiyerinde gelistirildi. Enzim tiretimi
mineral besiyerinde ve keratin tozunun karbon kaynagi olarak kullanilmasiyla
gerceklestirildi. Suslar kazeinolitik aktiviteleri acisindan kiyaslandi (skim-milk agarda).
Suslar icerisinde Tr-9 maksimum kazeinolitik aktivite gosterdi ve en iyi keratinaz iireticisi
secildi. Siipernatanttan enzimin saflastirilmast icin Amonyum siilfat presipitasyonu,
Sephadeks G-100 ve DEAE Sepharose kolon kromatografisi uygulandi. Keratinaz
enziminin molekiiler agirligt SDS page ve zimogram uygulanarak yaklasik 34 kDa olarak
tahmin edildi. Keratinaz aktivitesi keratin azurun substrat olarak kullanilmasiyla belirlendi

Tr-9 keratinazin optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 7.5 ve 37°C olarak
belirlendi. Tr-9 Keratinaz enziminin pH 5.5-8.0 araliginda ve 20°C den 40°C ‘ye kadar
stabil oldugu goriildii. Tr-9 Keratinaz tiiy parcalama i¢in de test edildi ve 15 giin i¢ginde
tavuk tiiylinii basarili bir sekilde parcaladigi sonucunu gdésterdi.

Selator, inhibitérler ve metal iyonlarini igeren bazi kimyasallarin keratinolitik
aktivite lizerindeki etkileri enzimin 30 dk bu maddelerle (1-5 mM, %]1) 6n inkiibasyonu
yapilarak calisildi. CaCl; (5mM) keratinaz aktivitesini (%148) stimiile edici etki gosterdi.
Diger taraftan EDTA (5mM) ve SDS (%]1) swrasiyla %49, % 49 etki gostererek kismen
inhibe etti, PMSF (ImM ve 5mM) ile tam inaktivasyon elde edildi. Bu durum enzimin
serin proteaz oldugunu gostermektedir.

Sonuglar keratinaz enziminin nonpatojen endiistriyel mikroorganizmalara
aktarilabilirse keratinolizis gerektiren endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar ve tiiy

unu (feather meal) tiretimi gibi islemler igin daha kullanish olacagini gostermektedir.



ISOLATION and PARTIAL CHARACTERIZATION OF KERATINASE
FROM TRICHOPHYTON sp.

(M.Sc. THESIS)
SUMMARY

In this study, Trichophyton sp. was isolated from patients’ skin and hair surface
who applied to Kahramanmaras Sutcu Imam University Dermatology polyclinic.
Trichophyton sp. was grown in sabouraud dextrose broth medium. Enzyme production was
accomplished in mineral medium and keratin powder served as a carbon source.
Caseinolytic activities were compared between the strains (on skim milk agar). Among the
strains Tr-9 showed the maximum caseinolytic activity and was selected the best keratinase
producer. The supernatant was subject to Ammonium sulphate precipitacion, Sephadex G-
100 column and DEAE Sepharose column chromatography for purification of enzyme. The
molecular weight of keratinase was estimated to be 34 kDa by SDS page and zymogram
analyses were carried out. Keratinase activity was determinated using keratine azure as a
substrate.

The optimum pH and temperature Tr-9 keratinase were determined to be 7.5 and
37°C, respectively. The activity of keratinase was stable in the pH range 5.5-8.0 for 30 min
and temperatures from 20-40°C. Tr-9 Keratinase was also tested for feather degradation
and presented a result degrading chicken feathers succesfully in 15 days.

The effect of some chemicals including chelating agents, inhibitors and metal ions
on keratinolytic activity was studied pre incubating the enzyme in presence of substances
(AmM, 5mM, 1%) for 30 min. CaCl, (5mM) showed a stimulatory effect on keratinase
activity (148 %) on the other hand, EDTA (5mM) and SDS (1%) inhibited enzyme
partially as 49 %, 49 % respectively. Complete inactivation of enzyme was obtained with
PMSF (1mM and 5mM) which indicates that enzyme is a serin protease.

The results show that if Tr-9 keratinase gene is transferred to another non-
pathogenic industrial microorganism it will be more functional, such as industrial and

biotechnological applications requiring keratinolisis, pruducing feather meal.
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1.GIRIS

Enzimler, biyokimyasal olaylarm yasam ile uyumlu bir sekilde gerceklesmesini
saglayan katalizorlerdir. Diger bir tanimla canli organizmalar tarafindan iiretilen 6zellesmis
katalitik fonksiyonlara sahip olan protein molekiilleridir. Enzimler, yasamin devamlilig1
acisindan hayati dnem tasimaktadir. Insanlar bu denli nemli olan enzimleri ne olduklarmi
ve nasil ¢alistiklarint bilmeden uzun yillar kullanmislardir. Bu sekilde enzimler kullanim
alanlarmi her gecen giin daha da arttirarak ¢esitli amagclarla giinlilk ve ekonomik hayata
girmistir, ekmek ve bira yapimmin yanisira alkol fermantasyonu gibi 6nemli olaylar
enzimlerin kullanim alanlarina drnek olarak gosterilebilir (Wiseman, 1987).

Enzim terimi ilk defa Kiihne tarafindan 1878 yilinda ortaya atilmistir (Aehle,
2007). Bu tarihten sonra bilim enzimlerin gizemini ¢6zmiis ve elde edilen bu bilgilerle
enzimler her gegen giin daha da biiyliyen bir ivmeyle ihtiya¢ duyulan alanlarda uygulama
alan1 bulmustur.

Enzimler cesitli kaynaklardan elde edilebilir. Bunlar bitkisel, hayvansal ve
endiistriyel anlamda kullanilma potansiyeli c¢ok yiiksek olan mikrobiyal kaynakli
enzimlerdir (Gupta ve ark., 2003). Mikrobiyal enzimlerin endiistriyel alanda ¢ok tercih
edilmelerinin sebepleri ise; istenmeyen yan {riin olusturmamalari, katalitik aktivitelerinin
hayli yliksek olmasi, olduk¢a stabil ve ucuz olmalari, yiiksek oranda ve saflikta elde
edilebilmeleridir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999).

Mikroorganizmalar tarafindan tretilen enzimlerin bir¢ogu hiicre icinde aktif iken
bazilar1 hiicre digma salgilanip hiicre disinda da aktif olabilir boyle enzimlere ekstraseliiler
enzimler denir. Ekstraseliiler enzimler, mikroorganizmalarin ihtiyaci olan besin
kaynaklarin1 hidrolizleyerek kullanabilmelerini saglayabilir. Bu enzimler Hidrolazlar
olarak da bilinir. Biyoteknolojik alanda kullanilan enzimlerin yaklasik % 75’ini hidrolitik
enzimler olusturmaktadir. Kullanim siras1 gz Oniine alindiginda proteaz grubu ilk
siradayken, karbonhidratlar1 parcalayan enzimler ikinci swada bulunmaktadir.
Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tiim diinya genelinde yillik kullanim
oranlarina bakildiginda %25 alkalin proteaz, %21 diger proteazlardir (Harwood, 1992;
Bhat, 2000).

Diinya genelinde endiistriyel enzim pazar1 1,4 milyar USD dolayinda olup, yilda
%10’un iizerinde pazar ag1 artis1 ve % 4-5 oraninda satis artigi ile en yaygm tiiketim

alanlarindandir.



Endiistriyel enzim iiretiminin % 75’1 gida, deterjan ve nisasta endistrileri i¢cinde yer
almaktadir (Cowan, 1996). Endiistriyel enzimler i¢in; %18 amilaz, %10 renin, %3 tripsin,
%3 lipaz ve %10 diger karbonhidrat pargalayan enzimler (seliilaz ve ksilanaz gibi), %10
kadar ise analitik ve farmasotik enzimler seklinde bir dagilim belirlenmistir (Rao ve ark.,
1998). Enzimler basta gida sanayisi olmak iizere deterjan endiistrisinde, kagit iiretiminde,
deri islenmesinde, tekstil endiistri gibi diger endiistriyel alanlarda da kullanildig: gibi tipta
teshis ve tedavide de genis bir kullanim alanina sahiptir (Daniels, 1992; Kirk ve ark.,
2002).

1.1. Enzimlerin Ozellikleri

Enzimlerin etki ettigi maddeye substrat denir ve adlandirilmalar1 etki ettikleri
maddelerin sonuna az (ase) eki getirilerek yapilir. Enzim genelde substrattan ¢ok daha
biiytiktiir. Enzim ile substrat birlikteligi, hidrojen baglari, van der waals kuvvetleri ve
hidrofobik etkilesimler gibi zayif baglara ihtiyag duymaktadir, enzim iizerinde substratin
baglandigi kisim enzimin aktif bolgesi olarak isimlendirilir.

Enzimlerin de biitiin proteinler gibi monomerleri aminoasitlerdir. Enzimleri diger
protein molekiillerinden ayiran en 6nemli 6zelligi biyokimyasal reaksiyonlar: katalizleme
yetenegidir. Bu yetenegi sayesinde pek c¢ok calisma alanlarinda ilgi uyandirmaktadir.
Aktivasyon enerjisi, kimyasal tepkimedeki tiim molekiilleri reaktif duruma getirmek i¢in
gerekli olan enerjidir. Aktivasyon enerjisi kavrami ise kataliz ve enzim kavramlarini akla
getirmektedir, Reaksiyonlar, enzimler varliginda daha hizlh katalizlenir ve dengeye ulasir
(Aehle, 2004)

Katalizorler tepkimelerin gergeklesmesini kolaylastirir, fakat tepkime sirasinda
tikenmez ve degisiklige ugramazlar. Katalizorlerin bir baska 6zelligi, tepkimelerin enerji
esigini ya da denge durumunu etkilemeksizin ilerleme hizinit etkilemeleridir. Canhi
organizmalardaki tepkimelerin birgogu katalizér olmadan gerceklesemez (Aehle, 2004).

Enzimler, uygun oranlarda yiiksek spesifite ile kimyasal reaksiyonlar1 katalizler. Bu
reaksiyonlar biitlin canli organizmalarin metabolizmalarinin temelidir. Enzimlerin
endiistrileri verimli, milkemmel ve ekonomik biyokatalitik doniistimleri gergeklestirmek
icin muazzam firsatlar saglamaktadirlar (Pandey ve ark., 2008).

Enzim molekiilii reaksiyonu katalizleyebilmek i¢in substrat ile bir kompleks

olusturmasiyla, enzimin aktif merkezleri ve molekiiliin niifuz eden bolgeleri kars1 karsiya



gelmektedir. Boylece enzim substrata dogru ilerler ve her iki molekiiliin bir arada
tutulmasina izin verir. Sonug olarak bir enzim—substrat kompleksi olusumu anahtar-Kkilit
mekanizmasi ile baglamis olur. Reaksiyon, olusan enzim-substrat kompleksindeki
aktivasyon enerjisini diisiirlip, reaksiyon hizinin artmasiyla devam eder. Son olarak
kompleks, reaksiyon tirlinlerinin agiga ¢ikmasiyla pargalanir.

Enzimler genellikle ¢ift yonli ¢alisir yani reaksiyon geri doniistimliidiir (Nelson ve
Cox, 2004; Acikel ve ark., 2006 ). Orijinal enzim tekrar kullanima elverislidir. Bu
kullanim, enzim kimyasal bir maddeyle veya ¢ok u¢ bir pH ya da sicaklik ile aktivitesini
kaybedene kadar devam eder.

Biitiin enzimlerin aktivitelerinin maksimum oldugu bir pH degeri vardir bu degere
optimum pH denir. Bu degerin {istiinde ve altinda enzim aktivitesi diiser. Bunun yan1 sira
her enzimin pH aktivite egrisi de ayni sekilde degildir (Bhat, 2000).

Enzimlerin yapisi sicaklik ve pH’ya duyarhidir bunun nedeni ise enzimlerin
globiiler yapida bulunup, molekiil i¢i veya molekiiller arasi baglar ile sekonder veya
tersiyer yapida tutulmasidir.

Katalitik aktiviteyi etkileyen diger kosullar standart hale getirildigi zaman,
ortamdaki sicaklik yiikseldikge reaksiyonun hizi da belirli bir degere kadar artmaya devam
eder enzimin katalitik diizeyinin en iyi oldugu sicaklik degerine ise optimum sicaklik
denir. Bu degerden daha yiiksek sicakliklarda molekiil igi veya arasi1 baglarin kopmasiyla
enzimlerin yapist bozulur yani enzim denatiirasyona ugrar. Denatiirasyon dolayisiyla
reaksiyon hizinda diistis meydana gelir. Bu degerin disinda ¢ok yiiksek sicakliklarda
enzimin protein yapisi bozulmalara ugrayacagindan enzim aktivitesi de inhibe olur (Bhat,
2000).

Bazi1 maddeler de enzimin aktif bolgesine baglanarak enzimin yapisini bozup enzim
aktivitesini diisiirmekte ya da durdurabilmektedir. Bu tiir maddelere ise inhibitor adi
verilmektedir (Aehle, 2004).

Bazi enzimler yalniz proteinden olusmasina Kkarsilik ¢ogu enzim yapi ve gorev
bakimindan iki farkli gruptan olusmaktadir. Bunlar; Apoenzim ve Koenzim / Kofaktor’diir.
Apoenzim; enzimin yalniz belirli reaksiyonlar1 katalizlemesini saglayan yani enzimin
spesifikligini belirleyen kismidir. Bu grup protein yapisinda oldugu igin 151 ile kolayca
denatiire olabilmektedir. Bazi enzimler aktivite i¢in, protein yapiyr olusturan aminoasit

rezidiilerinden baska kimyasal komponente ihtiya¢c duymazlar.



Baz1 enzimler ise kofaktor diye adlandirilan bir ek kimyasal komponente ihtiyag
duyar. Kofaktér, ya Zn* Mn,"? Fe*2, Mg*? gibi bir veya daha fazla inorganik iyon ya da
koenzim diye adlandirilan organik veya metalloorganik kompleks bir molekiildiir.

Koenzim, organik ve inorganik maddelerden meydana gelmis enzimin yardimci ve
etkin bi¢imi olup apoenzim varliginda etkinlik gostermektedir. Apoenzim gibi koenzim de
tek basina etkin degildir en 6nemli yardimci enzim grubunu vitaminler olusturmaktadir.

Koenzimlerin enzim proteinine ¢ok siki bir sekilde, kovalent olarak bagl olup
enzim proteininden ayrilmayan grubuna ise prostetik grup denilmektedir. Koenzim
(Prostetik grup) ve apoenzim birlikteligine Holoenzim (aktif enzim) denir (Pandey ve
Ramachandran, 2006).

Biyoteknolojinin gelismesiyle enzimlerin gida sektoriinde bilingli kullanimlar1 hizla
artmistir. Gida sektoriinde enzim teknolojisi iic asamadan gectikten sonra kullanilmaktadir.
Bunlar; enzimlerin {iretimi, saflastirilmasi, immobilizasyonu ve endiistriyel olarak
Kullanilmasidir (Murray ve ark., 2000). Enzimlerin saflastirilmasinin 6zellikle endiistriyel
uygulamalar i¢in 6nemli olmakla beraber amaci sadece proteini yalin halde elde etmek
degildir daha sonra yapilacak uygulamalar i¢cin kullanima hazir hale getirilmis enzim
kaynag eldesidir. Elde edilen bu enzimle yapilabilecek caligmalar ise enzim aktivitesinin
saptanabilmesi ve bu enzimin biyoteknolojik alanlarda kullanilabilirliginin saglanmasi,
enzim yapisinin belirlenebilmesi, yap1 fonksiyon iliskisinin anlasilabilmesi ve bunlarin
yaninda terapdotik rollerinin belirlenmesi olabilir.

Bilimsel ¢aligmalar i¢in ¢ok diisiik miktarlarda saf enzim vyeterli olabilirken
endiistriyel uygulamalar i¢in ¢ok daha fazla enzim iiretimi gerekli olmaktadir. Eger amag
protein aktivitesinin saptanmasi ise muhakkak aktif formda iiretilmis olmalidir bu proses
icin az miktarda protein kafiyken amag elde edilen proteinin aktivitesinden yararlanmaksa
cok daha fazla miktarda protein gereklidir. Saflastirmada islemleri sirasinda uygulanacak
her basamak her seferinde zaman alacagi icin aktivitede diisiise yol agip verimde diisiis
meydana getirecektir bu durum ise maliyeti artiracaktir (Telefoncu, 1997).Yap1 arastirma
calismalarinda ise oldukca fazla miktarda ve yiiksek saflikta proteine gereksinim vardir. Bu
durumda maliyet ve zaman ikinci derecede Onemlidir, fakat yapi fonksiyon iliskisi
arastiriliyorsa saflastirma iglemi stiresince aktivite kaybint minimuma indirmek i¢in iglem
sliresinin olabildigince kisaltilmas1 gerekir (Telefoncu, 1997). Proteinin kullanim amacina

bagli olarak istenen saflik diizeyi de degisir. Terapdtik amagla kullanilacak protein



preparatinin ¢ok saf olmasi gereklidir. Islemde niikleik asit kalintilar1 ve diger katki
maddelerinin muhakkak uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Maksimum safliga yakalayabilmek icin uygulanan saflagtirma basamaklar1 protein
verimini diislirmekle beraber maliyeti de arttirmaktadir. Calisma bilimsel aragtirma niteligi
tagiyorsa saflagtirma adimlar1 sayis1 6nemli olmayabilir fakat ¢calisma ticari boyut tagiyorsa
en ekonomik sartlar uygulanarak ¢alisgilmalidir. Saflastirilan protein enzim ise ve sadece
enzimatik aktiviteden faydalanmak amaclaniyorsa toplam protein oraninin % 80-90
arasinda olmasi yeterlidir. Yap1 arastirmalarinda kullanilacak proteinlerin saflik diizeyi en
az % 95 saf protein i¢cerecek oranda olmalidir (Telefoncu, 1997).

Saflagtirma basamaklarinda zamanin artmasiyla beraber verim azalmakta fakat
saflik derecesi artmaktadir bu sebeple miimkiin oldugu kadar az saflagtirma basamag ile
elverisli olan saflikta enzim elde edilebilmelidir. Protein saflastiriimasindaki adimlar
denatiirasyon ve proteolizi minimuma diisiirecek sekilde secilmelidir (Telefoncu, 1996).

Endiistriyel kullanimlar icin gelistirilmis bir uygulama da immobilize enzim
uygulamalaridir, bu uygulamada enzimler bir destek materyaline baglanir ve operasyonel
kararliligina bagli olarak defalarca kullanilabilir. Destek materyaline baglanmasindaki
ama¢ ayni enzimden tekrar tekrar yararlanabilmek ve kullanilan enzim miktarmi azaltarak
maliyetide diisiirmektedir, eger enzim bir destek materyaline baglanmazsa her bir islem
sonucunda enzim {irlinle beraber alindigindan enzim tekrar kullanilamamaktadir (Soetan,

2008)

1.2. Enzimlerin Simflandiriimasi ve Numaralandiriimasi

1961 Yilinda Enzim komisyonunun hazirladigi rapora gore enzimler katalizledikleri
reaksiyon tipine gore 6 sinifa ayrilir ve her bir smifta bulunan enzime 4 rakamdan olugsan
bir enzim kod numarasi (EC no) verilir (Aehle, 2007). Bu sisteme gore ilk rakamin ifade
ettigi 6 simif ise;

1. Oksidorediiktazlar,

2) Transferazlar,

3) Hidrolazlar,

4) Liyazlar,

5) izomerazlar,

6)Ligazlar,



Ornegin EC numarasi 3.4.21.36 olan enzimin tanimlanmas1 yapilacak olursa;

[Ik rakam tepkimenin sinifin1 ya da 6 gruptan hangisine ait oldugunu bildirir (3:
Hidrolaz).

Ikinci rakam enzimin alt sinifin1 (subclass) ifade eder (4: Peptidazlar).

Ucgiincii rakam ikinci alt smifi (Sub-Subclass) ifade eder (21:Serin proteazlar
(endopeptidazlar)).

Dordiincii rakam ise enzimin Sub-Subclass igerisindeki seri numarasini ifade eder.

(36: Elastaz).

1.3. Mikrobiyal Proteazlar

Proteazlar (E.C. 3.4.21-24 ve 99) dogada hemen hemen her alanda bulunabilen
yaygin enzimlerdir. Bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde edilebilirler.
Piyasada kullanilan proteazlar mikrobiyal kokenlidir bunun nedeni ise yiiksek verimlilik,
istedigimiz smirl kiiltiir ortam1 gerektirmesi, genis biyokimyasal ¢esitlilik sunmasi, kolay
genetik manipulasyona imkan tanimasidir. Bu Ozellikleri proteazlar1 biyoteknolojik
uygulamalar i¢in uygun kilmaktadir (Rao ve ark., 1998). Ozellikle polipeptid zincirinde 2
aminoasit arasinda bulunan peptid bagini pargalayabilme yeteneklerinden dolay1 proteoliz
olay1 ile dikkat cekmektedir.

Proteazlar 4 ana grupta incelenir bunlar; serin proteazlar, metalloproteazlar,
aspartat ve sistein proteazlardir. Mikrobiyal proteazlar genellikle serin veya metallo
proteazlardir. Peptidil —peptid hidrolazlar olarakda bilinen endiistriyel enzimlerin en
onemli gruplarindan olan proteazlar aktif pH araliklarina gore ise asidik, notral ve alkalin
proteazlar olmak iizere 3’e ayrilir. Endiistriyel alanda en ¢ok kullanilan ve tercih edileni ise
alkalin proteazlardir. Mikrobiyal proteazlar ¢ok farkli proseslerde kullanilir. Bunlardan
bazilar1 deterjan, deri, kozmetik, yiyecek, ipek endiistrisi, x-ray filmlerde kullanilan
giimiisiin geri donilisiimii gibi proseslerdir (Raninger ve ark., 2003).

Mikrobiyal proteazlar enzim sanayinde olduk¢a yaygindir, 6zellikle deterjan
sektoriinlin 2/3’nde kullanilmaktadir (Anwar ve ark., 2000). 1913 yilindan itibaren pepsin
deterjan iceriginde kullanilmaktayd: fakat son donemlerde deterjan igeriklerinde alkalin
serin proteazlarin kullanimi 6nemli bir artig yakalamistir. Bu artisin nedeni ise alkaline

serin proteazlarin 50 -60 C° gibi sicakliklarda hem aktif hem de stabil olmalar, yliksek pH



ve oksitleyici ajanlara karsi1 direngli olmalar1 ve surfaktanlarla olan uyumlaridir (Haki ve
ark., 2003).

Proteolitik enzimler, protein substratlarinin hidrolizini i¢eren biyoteknolojik
uygulamalar i¢in endiistride yaygin kullanilir. Proteazlar, global enzim satiglarinin 6nemli
bir bolimiinii olusturur. Marketteki proteazlarin 6nemli bir boliimii ise mikrobiyal
keratinazlardir (Rao ve ark., 1998).

Proteazlar deterjan ve siit iriinlerindeki genis kullanimlarindan dolay:r enzim
cesitleri arasinda daha yaygindir. Deterjan, nisasta, tekstil ve fuel-oil endiistrilerini
kapsayan alanlar, endiistriyel enzimlerin en fazla kullanildigi alanlardir.

Genel olarak endiistriyel enzimlerin diinya ¢apindaki kullanimi 1995°te yaklasik bir
milyar dolarken 2000’de 1.5 milyar dolara ¢ikmistir son zamanlarda 5 milyon dolaylarinda
seyrederken 2013°de 6.3 milyon dolar olmas1 beklenmektedir. Proteazlar endiistriyel enzim
piyasasinin Onemli bir boliimiinii olusturdugundan duyulan talebin dahada artmasi
beklenmektedir (Singhal ve ark., 2012). Bu biiyiime 6ncelikle deterjan endiistrisinde olmak
tizere teknik endiistrilerde yavaslamakla birlikte son on yil iginde en hizli bityiime firincilik
ve hayvan yemi endiistrisinde goriilmektedir bunlarm yani swra kagit hamur ve Kisisel
bakimi kapsayan diger endiistrilerin zenginligi asil biiyiimeyi olusturmaktadir (Kirk ve ark,
2002).

Deterjan endiistrisinin ardindan mikrobiyal alkalin proteazlarin diger bir 6nemli
alan1 ise deri endiistrisidir. Deri yiinleri keratinazla uzaklastirilir (dehairing) ayrica
yiyecek, kimya ve tekstil endiistrisinde de oldukga etkili kullanim alanma sahiptir. Bu
sektorlerdeki alkalin proteazlar kimyasal olarak serin veya metalloproteazlardir, sistin
proteazlar, serin ve aspartik proteazlar kadar yaygin degildir.

Serin proteazlar daha ¢ok Bacillus cinsine ait mikroorganizmalar tarafindan tiretilir.
Proteazlar ayrica Thermus caldophilus, Desulfurococcus mucosus, Streptomyces,
Aeromonas ve Escherichia suslar: tarafindan da tiretilir (Barredo, 2005). Fungi, 6zellikle
de Aspergillus oryzae’nin gesitli suslar1 da 6nemli proteaz tireticisidir..

Mikrobiyal proteazlar, genis bir sekilde keratinolitik funguslarda ve dermatofitlerde
de bir¢ok arastirmaci tarafindan calisilmistir (Kunert, 1989; Singh, 1999).



1.4. Keratin ve Keratinazlar
1.4.1.Keratin

Keratin, dogada bulunan en 6nemli yapisal proteinlerden biridir ve yaygm olarak
omurgalilarin dig yilizeylerinde bulunur. Kollajenden sonra hayvanlarda karsilagilan en
onemli biyopolimerdir.

Keratinize materyaller fonksiyonlarma bagli olarak degisik morfolojiler gosterir.
Basit su gecirmez bir tabaka formunda olabilecegi gibi (kaplumbaga kabugu) ¢cok dayanikli
bir yapida da olabilir (boynuz). Benzerlik ve farkliliklar1 kollajenle olusturdugu
kompleksten kaynaklanir.

Keratin iireten hiicrelerin en 6nemli 6zelliklerinden birisi keratin iiretiminden
hemen sonra hiicrelerin 6lmesi ve damarli yapinin bulunmamasidir. Bu nedenle bu 6lii
hiicreler st iiste yigilip yogun bir tabaka olusturur (Mckittrick ve ark., 2012).

Keratin formlar1 epidermisin 6nemli komponentlerindendendir, uzantilar1 ise sac,
tirnak, boynuz, tiiy, gaga, toynak, pul ve ok (kirpi) gibi yapilar1 olusturur.

Sekonder konformasyon yapismin temeline gore ise keratin a ve B keratin olmak
iizere 2’ye ayrilir. Keratini olusturan temel yap1 olan polipeptid zinciri ya kivrilip o
keratini olusturur (sa¢ ve yiinde a heliks yap1 ) ya da kose koseye baglanip pilili levhalar
seklinde B keratini olusturur (tiiydeki  katlanmalar1) (Voet ve Voet, 2008).

Insanda sag ve tirnakta olmak iizere yaklasik 30 tane a keratin ¢esidi vardir (Parry
ve ark., 1998). Keratin fibrillerinin her 2 yapisinda da fibriller mikro ve makro fibrilleri
olusturmak i¢in paralel bir sekilde biikiilerek stabiliteyi garantilemislerdir (Kreplak ve ark.,
2004).

Keratin biiyiik capta tiyol gruplar1 (-SH) igeren sistein residiilerine sahiptir bu
kovalent disiilfit baglar1 hem polipeptid zinciri ile hem de matriks molekiilleri ile ¢apraz
bag olusturur. Bu durum ise sert yap1 kazanmay1 saglar (Mckittrickve ark., 2012).

Keratinler, yapisindaki siilfiir icerigine gore ise sert ve yumusak keratinler olarak
gruplandirilabilir. Yumusak keratinler cilt ve nasirda bulunup daha az disiilfit bagi igerir ve
daha esnektir, yumusak keratinlerin aksine sert keratinler ise sag, tily, boynuz ve tirnak gibi
uzantilar1 olustur ve yiiksek oranda disiilfit bagi icerir (Voet ve Voet, 2008).

a Keratinlerin molekiil agirliklar1 40-70 kDa arasinda degiskenlik gosterir, ¢evresel
sorunlara neden olan keratin formu o keratindir. Siiriingenlerin ve kuslarin derisinde

bulunan B keratinlerin boyutlar1 genellikle alfa keratinlerden kii¢iiktiir 10 kDa ile 20 kDa



arasinda cesitlilik gosterir. B keratin molekiilleri, § katlanmalar1 bakimindan zengindir, bu
nedenle daha stabil ve hidrolize daha direnglidirler (Kublanov ve ark., 2009).

Keratince zengin atiklarm bozulmalar1 zordur ¢iinkii polipeptidler yogun bir sekilde
paketlenmis olan ¢ok gii¢hi hidrojen baglarinin varligiyla daha stabil olmustur. Yan1 sira
hidrofobik etkilesimler, protein zincirlerinin ¢arpraz baglanmalar1 ve bir¢ok disiilfit bagi
icermeleri nedeniyle olusan yiiksek mekanik stabilite keratinlerin yaygin bir¢ok proteazca
parcalanmalarina direng saglar (Kreplak ve ark., 2004). Keratinin bu yapis1 pepsin, tripsin
papain gibi proteolitik enzimler tarafindan degrade edilmelerini Onlemektedir
(Papadopulos, 1986). Direnglerine ragmen keratinler ¢ok sayida bakteri, fungus ve
aktinomiset tarafindan salgilanan keratinolitik protezlar tarafindan etkili bir sekilde
parcalanabilir (Onifade ve ark., 1998). Keratinler, insan ve diger yiiksek yapili omurgalilar
tarafindan sindirilemez insanlar bu proteini alsalar dahi sindirilmeden viicutta bir yumru
seklinde birikir (Sharma ve Rajak., 2003).

Tiiyler keratin formu halinde oldukca yiiksek oranda ham keratin igerir. Bunlar
cesitli fiziksel ve kimyasal uygulamalarin ardindan hayvanlar i¢in oldukga faydali bir besin
kaynag1 olan tiily yemlerine (feather meal) doniistiiriilmektedir. Biyolojik yontemlerle
yapilan tiiy yikimi ekolojik problemlere getirdigi ¢oziimlerden dolayioldukga ilgi ¢ekici

bir konum almastur.

1.4.2. Keratinazlar

Keratinazlar (E.C.3.4.21/24/99.11) oldukga sert yapida olan keratini parcalama
yetenegine sahip proteazlarin hidrolazlar sinifinda bulunan olduk¢a degerli enzimlerdir. Bu
enzimlerin Onemleri ¢oOziinmeyen keratindz substratlar1 parcalama yetenenekleridir
(Brandelli, 2008).

Mikrobiyal keratinazlar onlar1 iireten mikroorganizmalara bakilmaksizin
cogunlukla proteazlarin serin veya metalloproteaz sinifina aittir. Serin protezlar keratin
rezidiilerini degrade ettiklerinden diger protezlar arasinda 6ne ¢ikmistir. Serin proteazlarin
dizi homolojileri subtilisin ailesinin iiyeleri ile benzer sekanslar tasimaktadir ve yapisal
olarak benzerlikler gostermektedir. Keratinazlar genellikle monomerik yapida enzimlerdir
fakat multimerik yapida olan keratinazlarda saptanmistir (Xie ve ark., 2010).

Mikrobiyal keratinazlar genellikle alkalin ve notr proteazlardir ve optimum pH

araliklar1 7.5 — 9.0 arasinda degiskenlik gosterir fakat bu araliin disinda yer alan



enzimlerde vardir. Extrem alkolofilik pH araliginda aktif olanlarm yan1 sira nadiren asidik
pH ‘da aktif keratinazlar da vardir (Tsuboi ve ark., 1989; Takami ve ark., 1999).

Keratinaz tiretim sicaklig1 28-50°C arasinda degiskenlik gostermektedir dyle ki bu
sicaklik Themoanaerobacter ve Fervidobacterium ssp.’de 70°C’ye kadar ¢ikabilmektedir
(Friedrich ve Antranikian, 1996).

1.4.4. Keratinaz Uretim Fizyolojisi ve Keratinolizis

Mikrobiyal keratinazlar, keratin yiizeylerde biiyiidiikklerinden ¢ogunlukla
ekstraseliilerdir (Friedrich ve Antranikian, 1996), fakat intraseliiler olanlarida bildirilmistir
(El-Naghy ve ark., 1998). Intraseliiler fraksiyonlar esasen disiilfit rediiktazlarla saglanirken
ekstraseliiler keratinazlar ise siilfit ve tiyosiilfat rediiktazlarin destegi ile disiilfit baglarmi
indirgeyerek keratinini parcalar.

Bagka bir ifadeyle keratinoliziste 2 adim vardwr bunlar disiilfit baglarmmn
indirgenmesi yani siilfitolizis bir digeri ise proteolizisdir. Siilfitolizisin canli hiicreler
gerektirdigi yoniinde iddialar ortaya konulmustur (Ramnani ve ark., 2005).

Sodyum siilfit, DTT, merkaptoethanol, glutatyon, sistein ve tiyoglikolat gibi
rediiktantlar veya disiilfit rediiktazlar keratinin degradasyonu sirasinda keratinolitik
proteazlarla igbirligi icerisindedir fakat bu olaylarm sirasi ve niteligi hala tartigmalidir
(Onifade ve ark., 1998; Yamamura ve ark., 2002; Ramnani ve ark., 2005). Keratinolizisin
mikrobiyal mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir fakat disiilfit baglarinin
indirgenmesinin 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Bockle ve Muller, 1997;
Ramnani ve Gupta, 2007).

Cogu keratinaz iireten mikroorganizma keratinaz iiretimini biiyiik bir 6l¢iide bazal
bir ortam igerisinde gerceklestirir. Karbon ve azot kaynagi olarak ise keratini
kullanmaktadir (Williams ve ark., 1990; El-Naghy ve ark., 1998; Szabo ve ark., 2000;
Gousterova ve ark., 2005). Keratinz substratlar diginda jelatin, kazein, soya unu, soya
fasulyesi yemi gibi keratindz olmayan substratlarin varligida keratinaz {retimini
indiiklemektedir (Brandelli ve ark., 2010)

Keratinazlarla ilgili raporlarin ¢ogu onlarin indiiklenebilen enzimler oldugunu
gostersede birka¢ indiiklenemeyen keratinaz tanimlanmistir (Gessesse ve ark., 2003;
Manczinger ve ark. 2003). Indiiklenmeyen keratinazlarin yapismin keratinolitik

ozelliklerinden ziyade kazeinolitik Ozelliklerine bagh oldugu disiiniilmektedir. Sonug
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olarak keratinolitik aktivitenin c¢ogunlukla indiiklenebilir oldugu anlasilmaktadir.
Indiikleyicilerin yani swra keratinaz iiretimi bazi maddelerin ortamda varhg: ile
baskilanabilir. Glukoz gibi basit sekerlerin katabolit baskisindan dolay1 keratinaz {iretimini
baskiladigi  bildirilmistir.  Ozellikle mikrobiyal keratinazlar glukoz varhiginda
baskilanmaktadir (Thys ve ark, 2004 ).

Cogu mikroorganizma alkali olan ve tiyol gruplar1 igeren bir kiiltiir ortaminda
keratinoliziste artig gosterir, tiyol gruplarinin birakilmasinin sebebi ise genis Olclide
kimyasal (siilfit veya tiyosiilfat) ve enzimatik (disiilfit rediiktaz) mekanizmalarla disiilfit
baglarinin indirgenmesidir (Dozie ve ark., 1994; Cheng ve ark., 1995; Friedrich ve ark.,
1999; Ignatova ve ark.,1999;Gradisar ve ark., 2000; De Toni ve ark.,2002; Riffel ve ark.,
2003).

Alkali pH’ nin ¢ogu mikroorganizmada keratinaz {iretimini ve tiiy degredasyonunu
arttirdig1 bildirilmistir alkali pH muhtemelen keratin degredasyonunu desteklemektedir
clinkii yiiksek pH degeri ile pepsin sindirilebilirligi artmakla beraber sistin residiilerinin
lantiyonine doniisiimii de artmaktadir (Friedrich and Antranikian, 1996).

Cesitli mikroorganizmalarin keratinolitik aktivitelerini karsilastrmak bir hayli
giictiir ¢linkli herbirinin ihtiya¢ duydugu substratlar ve kullanilan keratinaz {initelerinin
tanim1 farklidir. Keratinaz iiretimi i¢in fiziksel parametreler goz oniine alindiginda tiire

spesifiktir ve organizmadan organizmaya degiskenlik gosterir (Riffel ve ark., 2003).

1.4.5. Keratinaz Ureten Mikroorganizmalar

Keratinazlar mikrobiyal diinyada c¢ok yaygmndir. Okaryotlar, bakteriler ve
arkealardan elde edilirler. Bu mikroorganizmalar ¢ok farkli bolgelerden izole edilir.
Antartika topraklar1 gibi ¢ok soguk bolgelerden kaplicalara kadar degisen farkli bolgelere
kadar olabilecegi gibi aerobik ve anaerobik ortamlarda da bulunabilirler. Bu nedenle,
mikrobiyal Kkeratinazlarin biyokimyasal ve biyofiziksel 6zellikleri biiyiik bir gesitlilik
sunmaktadir.

Keratinaz iireten mikroorganizmalar tiiyleri parcalama yeteneklerine gore
tanimlanmis ve bu organizmalar iizerinde yogun olarak c¢alisilmaya baslanmistir
(Suntornsuk ve Suntornsuk, 2003).

Tiiylerin yapisal keratinleri bazi mikroorganizmalar tarafindan pargalanabilir

oldugundan dogada birikmezler. Bircok arastirmaci bu proteolitik mikroorganizmalar
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iizerine odaklanmistir (Riffel ve ark., 2003). Dermatofitik funguslarin keratinolitik
potansiyelleri dikkat ¢gekmektedir 6zellikle Trichophyton ve Mikrosporum gibi genuslari bu
proteolitik etkileri nedeniyle ilgi uyandirmaktadir (Asahi ve ark., 1985; Qin ve ark., 1992;
Marchisio, 2000; Moallaei ve ark., 2006).

Dermatofitik funguslar baglica tibbi ve veterinerlik etkileri nedeniyle ilgi
cekmektedirler (Anbu ve ark, 2008). Nondermatofitik funguslar arasindan Aspergillus
Trichoderma, Doratomyces, Myrothecium Paecilomyces skopulariopsis, Acremonium,
Alternaria, Beauveria, Curvularia, ve Penicillium bulunmaktadir (Gradisar ve ark., 2005).

Bu funguslar tarafindan tiretilen keratinazlarin biyokimyasal 6zellikleri bakimimdan
ilgi ¢ekici oldugu bildirilmistir (Marcondes ve ark, 2008).

Birgok keratinaz ¢ok farkli bakteri gruplarindan izole edilmistir Bacillus spp.
onemli bir keratinaz ireticisi olarak goriilmektedir. Cesitli Bacillus licheniformis ve
Bacillus subtilis suslarinda keratinolitik aktivite goriilmektedir (Suh ve Lee 2001,
Manczinger ve ark., 2003; Balaji ve ark., 2008; Cai ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2009).

Streptomyces cinsinden gelen aktinomisetler de keratinaz {reticileri arasinda
sayilmistir ve bunlar ¢ok farkli toprak bélgelerinden izole edilen mikroorganizmalardir ve
genis bir araliktaki sag, tiiy, yiin gibi keratin6z substrat1 hidroliz edebilir (Gousterova ve
ark., 2005).

1.5. Keratinolitik Funguslar

Dogal ortamlarinda, keratinolitik funguslar, ekolojik probleme neden olan karbon,
nitrojen ve silfiirlin o keratinden geri doniisiimiinii saglarlar dolayisiyla bu funguslar
keratin atiklarin uzaklastirilmasimi saglar (Moore, 1996). Keratinolitik funguslarin varlig
ve dagilim keratinin ortamda bulunup bulunmamasina baglidir. Ozellikle insan ve hayvan
populasyonlarinin yogun olduklar1 bdlgelerde keratinolitik fungus miktar1 daha fazladir ve
varliklar1 i¢in bu durum i¢in segici baski olusturur ¢iinkii bu populasyonlarin yogun oldugu
bolgelerde keratin ve keratin icerikli atiklar bolca bulunur. Diger g¢evresel faktorler
keratinolitik funguslar iizerinde c¢ok etkili degildir ¢iinkii funguslar diger faktorlere kars1
genis tolerans gosterir (Bohme ve ark., 1969).

Funguslarin keratini degrade etme yetenekleri biyokimyasal ve morfolojik agidan
arastirilmig olup arastrmalarda Oncelikle keratinolizisin biyokimsal mekanizmasi

irdelenmistir. Ik ele alinan konu ise salgilanan enzimin karakterize edilmesi olmustur.
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Clinkii bu enzimlerin patojen funguslarda oldugu gibi virulans belirleyici olarak dnemli
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu durum tespit edildikten sonra ikinci asamada
biyoteknolojik a¢idan kullanilip kullanilmayacagina karar verilir, ¢ilinkii uygulama alanlar1
arasinda hayvan yiyecekleri, giibre tiretimi, yapistiricilar, tavuk ciftliklerindeki atiklardan
nadir aminoasitlerin tiretimi vardir (Bockle ve ark., 1995; Friedrich, 1996).

Keratinolizis olaymi goriilebilir hale getiren calismalar morfolojik g¢aligmalar
olmustur. Ik yapilan ¢alismalarda 151k mikroskobu kullanilmistir ve dermatofitlerin sag
infeksiyonu swrasinda hifalarinda meydana gelen degisimleri ayrintili bir bicimde ele
almmistir. Morfolojik calismalar dermatofitik keratinolitik funguslarin mekanizmasini
aydmlatmistir. Diger keratinolitik funguslar ise kendi substratlar1 kullanilarak aymi
calismalar gergeklestirilmistir (Vanbreuseghem, 1952). Morfolojik ¢aligsmalarla keratinoliz

mekanizmasi daha da iyi anlagilmistir.
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1.6.Dermatofitler ve Trichophyton sp.

Dermatofitler, insan ve hayvanlarin sag, tirnak ve deri gibi keratinli dokularinda
enfeksiyon olusturan Fungi imperfectii sinifina dahil funguslarin 6zel grubudur. Bir kismi
dogada saprofit olarak bulunabilen dermatofitler ¢esitli yollarla insan ve hayvanlara
bulasabilir.

Ramond Sabouraud 1890 yilinda dermatofitler konusunda arastirmalar yaparak
dermatofitleri; Trichophyton, Epidermophyton, Mikrosporum ve Achorion olmak iizere 4
cinste smiflandirip morfolojilerine, laboratuvar tanilarina yer vererek dermatofitlerin
taksonomisini aydmlatmistir.

1930 yilinda yapilan ¢alismalarda ise Trichophyton ve Achorion cinslerinin
birbirinin aynis1 oldugunu fark edilmistir. 1934 yilinda ise dermatofitler konidyum
morfolojisi ve mikroskobik ozelliklerine gore tanimlanmis ve 3 cins olarak belirlemistir.

Dermatofitler yiizeysel keratinize dokular1 infekte ederek besin kaynagmi bu
dokular1 sindirerek elde eden flamentoz funguslardir. Bu nedenle ylizeysel mantar
enfeksiyonlarmin en sik etkenlerindendir. Dermatofitlerin deri, kil ve tirnakta yaptigi
enfeksiyonlara ise dermatofitoz adi verilmektedir.

Dermatofitozda derinin tutulumu ile deride kepeklenme, vezikiil olusmasi ve bazen
iltihaplanma, tirnaklarin tutulumu ile sekil bozuklugu meydana gelirken; kil ve saglarin
tutulumu ile bunlarm kirilmasi ve dokiilmesi olusup "tinea" denilen tipik lezyonlar olusur.
"Tinea" gilive yenigi anlaminda sa¢h deri lezyonlarin1 tanimlarken, artik tiim deri
infeksiyonlar1 i¢in kullanilmakladir. Deri lezyonlar1 yuvarlak ve ¢evrelerinin belirgin
olmalar1 nedeniyle "ringworm" kelimesi ile de tanimlanir (Mitchell, 1984; Rippon, 1988)

Dermatofitoza neden olan dermatofit etkenlerinin belirlenmesi, mevcut
dermatofitozlarin etkin tedavisini saglamanin yani sira, epidemiyolojik takip programlarina
yol gostermesi ve halk sagliginin korunmasma katkida bulunmasi nedeniyle 6nemlidir
(Martin ve ark., 1999 Bilgili ve ark., 2001; ).

Dermatofitler iki tip hyalen konidyum olusturabilir. Bunlar biiyiik, ¢ok hiicreli, diiz
ya da yuvarlak, ince ya da kalin duvarli makrokonidyum ve daha kiigiik, tek hiicreli diizgiin
duvarli mikrokonidyumlardir. Bu iki konidyumun varligma ya da yokluguna gore {i¢ cins
tamimlanir; Epidermophyton, Microsporum ve Trichophyton (Weitzman, 1995; Weitzman,
1996; Sanig, 1999;)
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Bu grup icinde bulunan mantarlar kutandz yerlesim gosterdiklerinden solunum
sistemi ile bulagsmazlar. Hastaligin olusumunda ¢evre ve konakg¢iya ait hazirlayici nedenler
olduk¢a 6nemlidir.

Dermatofitlerden sadece Microsporum ve Trichophyton cinsleri kil tutulumuna
sebep olmaktadir. Dermatofitozlarin etyolojik temele gore smiflandirilmalart miimkiin
degildir c¢linkii bir dermatofit tiiri viicudun degisik bdoliimlerinde degisik klinik
goriinlimlere sebep olabilir. Ayni klinik goériinim diger bir¢ok dermatofit tarafindan
meydana getirilebilmektedir (As¢1, 1992)

Dermatofitler firsatg1 organizmalar olup dogada oldukca yaygindir. deride
yaptiklar1 hastaliklar oldukca genistir ve Onemli etkileri vardwr. Yiizeysel dokulara
yerlesebilme yetenekleri sayesinde neden olduklari enfeksiyonlar nadiren derin dokular1 da
istila edebilir.

e Saclh deri ve sa¢ enfeksiyonu (tinea capitis): Oncelikli olarak ¢ocuklarda saclar1
etkiler.

e Sporcu kasmtist (tinea cruris): Kasiklardan uyluk i¢ yiiziine yayilabilir.

e Ayak parmaklar1 arasinda atlet ayagi (tinea pedis): Bu mantar enfeksiyonu bazen
ayak tabanini tiimiiyle etkilemektedir.

e El veya ayak parmagi tirnaginin enfeksiyonu (tinea unguium): Yaygin olarak ayak
ve bazen el parmaklarini da etkileyebilir.

e Sackiran (tinea corporis): viicudun her yerinde bulunabilir.

e Berber dermatiti (tinea barbae): Yiizdeki sakall1 bolgeyi etkiler.
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1.6.1.Dermatofitlerin Ekolojileri

Dermatofiler iizerinde yasadiklar1 konaklar ve bulunduklar1 ¢cevreye gore 3 grupta
incelenir.

1) Zoofilik tiirler: Hayvansal orjinli tiirlerdir, semptomatik ve asemptomatik olarak
insanlara bulasabilir. Zoofilik infeksiyonlar; hayvancilik ile ugrasma, hayvan besleme ve
hayvan temasmin yaninda, hijyenik kosullar ve sosyo-ekonomik diizey ile de iliskili
olabilir (Sanig,1999).

Bu grupta yer alan dermatofitler arasinda Microsporum canis, Microsporum
distortum, Trichophyton gallinae, Trichophyton simii vardir. Bu dermatofitler hayvanlarda
hastalik olusturur ve arasira da insanlara bulasabilir. Zoofilik dermatofitler hayvanlarin
deri parazitleridir. Genellikle gen¢ hayvanlarda infeksiyona neden olurlar. Sicak, nem,
yetersiz beslenme ve travmalar yaygin etkenlerdir

2) Antropofilik tiirler: Insandan insana dogrudan veya dolayli olarak bulasabilir. Bu
grupta bulunan dermatofitler ¢ogunlukla insanlarda hastalik olusturur. Sagsiz deride
infeksiyonlara yol agan bu mikroorganizmalar genellikle dogrudan temas sonucu bulasir.
Bu durum, daha ¢ok banyo ve dusluk gibi nemli ortamlardan ya da insanlarin ortak esya
kullanim1 sonucu olusur. Kaynak insanlar olmasina ragmen ender olarak hayvanlarda da
infeksiyon olusturabilir Bu dermatofitler arasinda Trichophyton audouinii, T.
concentricum, T. ferrugineum, T. gourvilii, E. floccosum, T. megninii, T. rubrum, T.
schoenleinii, T. tonsurans, T. violaceum, T. vyaoundei bulunmaktadir. Bu
mikroorganizmalar ¢ok nadir olarak hayvanlarda goriilmekle beraber asil konaklari
insanlardir. (Tiimbay, 2002).

3)Geofilik tiirler: Toprak kokenlidirler ve toprakla temas halinde insanlara
bulasabilir. Kolonileri toprak renginde olan geofilik tiirler bol miktarda konidyum iiretir ve
kolaylikla tanmir. Topraga adapte olmuslardir, yasam alanlar1 topraktir, ender olarak insan
ve hayvanlardaki lezyonlardan izole edilirler.

Bu grupta bulunan dermatofitler arasinda Trichopyton terrestre, Keratinonmyces
ajelloi, Microsporum cookei, M. gypseum, M. nanum gibi tiirler vardir.

Geofilik dermatofitlerin dayanikliliklar1 hiicre duvarlar1 ve sporlartyla olur.
Hayvanlara geofilik mantarlarin bulagsmasi, makrokonidyumlarin topraga sagilmas1 sonucu,
tekrar kontamine topraktan hayvanlarm tiiylerine direkt temasla gergeklesir. Bat1 Pasifik ve

Orta Amerika’da ve bazi tropikal bolgelerde siklikla bulunur (Erturan, 2004; Padhye,
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2005). infeksiyon sporadik seyirlidir ve bulasma hayvanlar arasinda kolaylhkla
gerceklesmez. Cogunlukla sonbaharda olusur, mantarlar yaz boyunca tiiylerde cogalr.
Sinek 1siriklarinin da bulagsmada pay1 vardir (Arda, 2000; Cabanes, 2000).

Antropofilik ve zoofilik dermatofitlerin goglerle, seyahatlerle yer degistirebilmesi,
antropofilik  dermatofitlerden  olan  Trichophyton  rubrum ve  Trichophyton
mentagrophytes’in onikomikozlarda ve diger dermatofitozlarda en sik karsilasilan sebepler
arasinda yer almasi, dermatofitlerin bolgelere gore epidemiyolojik &zelliklerinin
belirlenmesinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir (Kustimur, 2004; Gupta, 2008).

Dermatofitler =~ morfolojik  6zellikleriyle  benzerlik  gosterirken  cografik
dagilimlarinda ise yasadig1 bolgelere spesifik tipik ozelliklere sahiptir. Bazilar1 yasadig:
bolgelerde endemik olup bu bdlgede yasayan insanlarca diger bolgelere taginabilir bunun
disindakiler tiim diinyada yaygindir.

Yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda dermatofitik funguslarin proteolitik, keratinolitik
ve lipolitik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir. Dermatofitler tarafindan sentezlenen
ve salgilanan serin proteazlarin derinin fungal invazyonunda biiyiik bir rol oynadigi kabul
edilmektedir (Kaufman ve ark., 2007).

Genellikle dermatofitler tarafindan salgilanan keratinazlarin dermatofitlerin
virulansi i¢cin 6nemli oldugu kabul edilmektedir. Dermatofitlerin keratinize olmus dokular1
invade edebilme yetenegi dermatofitlerin biyolojik bir 6zelligidir (Monod ve ark., 2002)

Bu 06zel grup patojenik funguslar keratin substratini en 1iyi pargalayan
mikroorganizmalar arasinda yer alir. Bu nedenle keratin hidrolizi yapilmasi gereken, tip,
kozmetik, deterjan, deri endistrisi gibi farkl alanlarda uygulanmalidir (Friedrich ve ark.,
2003). Keratinolitik funguslar, patojenitede 6nemli rol oynamasinin yani sira ayni zamanda
cevre kirlenmesine neden olan keratin atiklarmin biodegradasyonunda da énemli rol oynar

(Mubhsin ve ark., 2002)
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1.6.2. Trichophyton sp.

Funguslar igerisinde 6zel bir grup olan dermatofitlerin 6nemli genuslarinda biri
olan Trichophyton sp. ekstraseliiler keratinaz iiretebilme yeteneginde olan insan ve hayvan
patojeni funguslar1 kapsar. Trichophyton tiirleri Malmsten tarafindan 1845 yilinda
tanimlanmistir (Matsumoto, 1987)

Trichophyton sp.iireyebilmek igin keratin dokuya ihtiyag duyar bundan dolayida
sag, tirnak ve yiizeysel deri alanlarina yerlesir ve buralarda keratin dokular1 pargalamak
suretiyle lezyonlar olusturur. Ayak ve tirnaklardaki infeksiyonun en 6nemli ve en yaygin
nedenidir.

Trichophyton sp. dermatofitler icerisinde yogun olarak onikomikoza sebep olan
genustur. Ozellikle Trichophyton rubrum insanlarda onikomikoz etkenidir.

Bu genusun iiyeleri;

Hem mikrokonidyum hem de makrokonidyum olusturur. Hakim olan ve tanida
temel alinan spor formu tek hiicreli mikrokonidyumdur (Greer, 1994).

Makrokonidyum kalem ya da ¢omak, fuziform veya silindirimsi sekilde tek tek
bulunabilecegi gibi kiime halinde de bulunabilir. Genellikle ince duvarli 1-12 bdlmeli
olabilirken bir¢ok tiir de makrokonidyum yoktur. Mikrokonidyumlar 2,5-4 um ¢aph
kiiremsi ve sayica makrokonidyumlardan fazladir. Armut seklinde, kiiresel yada lobut
seklinde olabilir.

Hifler yan kisimlarinda ya da uclarinda tek tek veya iiziim salkimi seklinde
dizilebilir, bu dizilim tiir teshisinde olduk¢a 6nem arz etmektedir.

Tanida temel alman spor formu tek hiicreli mikrokonidyumdur, kolonileri kat1

ortamlarda iireyebilme yetenegindedidir. Bu cinste yaklasik 22 tiir bulunmaktadir (Macura,
1993)
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1.7. Keratinazlarin Biyoteknolojik Kullanim Alanlan

Keratinazlarin biyoteknolojik olarak ilk kullanim alanlar1 tarimsal ve endiistriyel
faaliyetler sonucu agiga ¢ikan keratin atiklarin biyodegradasyonu ile degerli iiriinlere
dontistiiriilmesidir. Bu atiklarin geri doniisiimiiniin saglanmasi yoluyla ¢evre kirliliginin
minimal diizeye indirilmesi hedeflenmektedir (Daroit ve ark., 2009; Kublanov ve ark.,
2009; Moreira-Gasparin ve ark., 2009; Syed ve ark., 2009). Biyodegradasyon islemleri her
gecen giin ilerlemekte ve ¢evreye atik olarak birakilan biyolojik atiklarin keratinaz ile
enzimatik hidrolizi yapilarak ¢ok degerli yeni {iriinler insanlarin kullanima hazir hale
getirilmektedir (Gessesse ve ark., 2003; Brandelli, 2008; Tatineni ve ark., 2008; Daroit ve
ark., 2009). Bu atiklarin biyodoniisiimii ayrica azotlu giibre hazirlanmasi ve toprak 1slahi
acisindan da faydali olabilmektedir. Keratinazlar bu uygulamanin disinda da
biyoteknolojik acidan farkli bir¢ok uygulama alani bulabilmektedir (Gousterova ve ark.,
2005).

Keratinazlar tiiy yan iiriinii olan yem ve giibre i¢in etkin maliyette uygulama alani
bulabilmektedir. Hayvan besleme acisindan degerli olan tiiy yemleri(feather meal) 6nemli
miktarda besin degeri yiiksek protein ve dolayisiyla aminoasit icermektedir ancak
icerigindeki yliksek keratin ve disiilfit baglarindan dolay1 % 5 gibi bir sindirilme oranina
sahiptir bundan dolay1 bu tiiylerin besin degerinin bozulmadan ve en faydali bigcimde tiiy
yemine doniistiiriilmeleri ¢ok onemlidir. Bu tiiyler yiiksek enerji kullanimi gerektiren
buhar basingli uygulama yontemiyle tiiy yemine doniistiiriiliirken tiiy proteinleri denatiire
olmaktadir ve bu sirada proteinlerin yaklasik olarak %350 ‘si kaybolmaktadir Son
zamanlarda 1s1 muamelesi ile tiiylerin hayvan yemlerine doniistiiriilmesi prosesinde bazi 1s1
duyarli bazi aminoasitlerin (lizin, triptofan, metiyonin) kayb1 s6z konusudur. Kaybolan bu
aminoasitlerin yerine besleyici olmayan bazi aminoasitler eklenmektedir (lysin, alanine ve
lanthionine) (Brandelli and Riffel, 2005). Kaybolan aminoasitlerle beraber bu hayvan
yemleri hem besin verimi agisindan azalmakta hem de maliyet artmaktadir. Bu
aminoasitlerin eksikligi nedeniyle tiiy yemlerinin hayvanlarca tiiketimi kisitlanmaktadir
(Papadopoulos ve ark, 1986; Wang ve Parsons, 1997).

Bu duruma alternatif metod ise enzimatik ya da fermantatif metottur. Bu
yontemlerle iiretilen hayvan yemleri nadir aminoasitler bakimmdan zengindir (cysteine,
serine ve proline). Bu sekilde elde edilen {irin beslenme substrati olarak daha farkli

kullanim alanlar1 bulabilmektedir. Keratinaz kullanimu ile tiiylerin pepsin sindirilebilirligi
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de klasik yontemlere gore daha fazla olmaktadir ve hayvan beslenmesindeki sinirlama da
ortadan kalkmaktadir. Bu metodla ayrica giibre, yapistirict ve biyolojik olarak
parcalanabilen filmler olusturulabilmektedir (Brandelli, 2008).

Keratinazlar, deri endiistrisinde de 6zel enzimlerdir. Hayvan derilerini endiistriyel
olarak kullanima uygun hale getirmek i¢in uygulanan tabaklama islemi sirasinda killarin
uzaklagtirilmasi islemi sirasinda (enzimatik dehairing) keratinazlardan faydalanilmaktadir.
Tabaklama islemi sirasinda bol su kullanilmaktadir (Cantera, 2001; Thanikaivelan ve ark,
2004).

Tabaklama islemi sonrasi olusan atik su miktar1 hayli fazladir. Ornek verilecek
olursa 1 kg derinin islenmesiyle 30-50 It atik su olusur. Bu atik sular ¢ok fazla miktarda
kirletici ajan icermektedir. Enzimatik olarak deri tliyii ya da yiinlerin uzaklastirilmasi
stirecinin Onemli bir o6zelligi tamamen tiiylerin giderilmesi ve siilfidin minimal
kullantmidir. Tabaklama sonrasi olusan kirli suyun yapisinda bulunan ajanlarm miimkiin
oldugunca azaltilmasi1 isleminde keratinazlarin kullanimi 6nem arz etmektedir, bu
enzimlerin ticari olarak kullanimlariyla tily yada yiin uzaklastirmalar1 sirasinda yiiksek
derecede verim elde edilmektedir.

Minimal siilfit kullanimi ve tabaklama islemi sonrasi ortaya cikan kirli su
olusumunun miimkiin oldugunca azaltmasi ve keratini pargalarken kollojen gibi diger
yapisal proteinlere zarar vermemesi bu proteolitik enzimleri deri endiistrisinde degerli
kilar. Bu ac¢idan keratinazlar hem ekonomik hem de ekolojik olarak onemli enzimlerdir
(Brandelli, 2008).

Tip ve veterinerlik alanlarinda keratinazlarla yapilan birgok ¢alismada
Trichophyton ve Microsporum gibi dermatofitik funguslarin keratinolitik potensiyelleri
dikkat ¢ekmektedir. Bu funguslarin biyoteknolojik potensiyelleri iizerinde baz1 ¢alismalar
yapilmis olmasina ragmen, potansiyel patojenite faktorii olmalarindan dolay: ticari ilgi
yetersiz kalmistir (Brandelli ve ark., 2010)

Keratinazlarin farmasotik ve kozmetik uygulamalar1 da tanimlanmistir (Brandelli,
2008). Baz1 keratinazlar, jelatini hidroliz etmemeleri ve kollojenaz i¢in gerekli substrata
dokunmamalar1 dolayisiyla kollojen yikimina neden olmama gibi cezbedici 6zelliklerinden
dolay1 kozmetik ve farmasétik acgidan ilgi gekici hale gelmistir. Insan cildinin yapisal
proteinlerinden olan  kollojene  zarar vermediginden trraglama  proseslerinin

komponentlerinde tily dokiicli olarak bulunup kozmetik sanayinde yerini almistir, ayrica
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keratinazlar aknelerde ve sedef hastaliginda cilt yilizetinde bulunan keratinin ve nasirlarin
uzaklastirilmasi i¢in de kullanilabilir (Brandelli, 2008).

Keratinazin, keratin proteinin [ pililerinde gosterdigi etkiyi prion plaklarini
parcalama alaninda da kullanilmasi iimit edilmektedir (Gupta ve Ramnani, 2007). Prion
proteinlerinin keratinaz enzimi ile enzimatik olarak hidrolizi i¢in 6dnemli ve umut verici
oldugu bildirilmistir (Brandelli, 2008). Prion proteinleri hayvanlarda deli dana, insanlarda
kuru hastaligi, kronik zayiflama hastalig1 gibi ciddi rahatsizliklara neden olmaktadir.

Bunlarin yam sira keratinazlar dermatofitoz tedavisi i¢in agilarin hazirlanmasinda
da kullanilabilir (Vignardet ve ark., 2001; Friedrich ve ark., 2005; Gradisar ve ark., 2005;
Mohorcic ve ark,. 2007). Ek olarak keratinazlar tipki tibbi bir yara ilac1 gibi yara izlerinin
uzaklastirilmasi dolayisiyla iyilesme siirecinin hizlandirilmasmda kullanilabilir (Chao ve
ark., 2007).

Ayrica arastirilmasi gereken diger potansiyel ilging bir alan da keratin igeren
atiklarin pargalanmasi sonucu elde edilen biyoaktif peptidlerdir (Riessen ve Antranikian
2001; Matsui ve ark., 2009).

Keratinazlarm alkali pH araliginda olmalari, diisiik ve orta sicaklikta etkin olmalari,
surfaktan ve deterjan uyumlulugunun yan sira beyazlatma etkinlikleri dolayisiyla deterjan
formiilasyonlarinda katki maddesi olarak kullanildiklar1 bildirilmistir (Rai ve ark., 2009;
Zhang ve ark., 2009; Prakash ve ark., 2010; Xie ve ark., 2010).

Diger bir calismada ise keratin hidrolizatlarinin metan gazinin yani sira 1sinma
islemleri i¢in yakit partikiillerini olusturabilecegi yoniindedir. Keratinéz yan {iriinlerin
yakitlara doniisimii enerji geri doniisiimii konusunda ilgi ¢ekici bir konu olmaktadir
(Ichida ve ark. 2001)

Keratinazlar biyohidrojen tiretiminde de kullanilabilir (Balint, 2005). Keratinazlarin
diger bir uygulama alan1 ise immobilize keratinazlardir. Immobilize keratinazlar smirl
proteoliz gerektiren uygulamalar i¢in idealdir (Chen ve ark., 1994).

Tiim bunlarin disinda keratinazlar; tekstil alaninda fiber modifikasyon, islevsel
protein modifikasyonu, agroendiistriyel alanda entamopatojen iiretimi, yiyecek saglanmasi,

biyomedikal olarak dermatolojik tedavi saglanmasinda kullanilmaktadir (Brandelli, 2008).
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1.8. Amacg

Dermatofitlere ait keratinazlar keratin substratini en iyi pargalayan enzimlerdir.
Eger bu patojen mikroorganizmalarin keratinaz tanimlamasi iyi yapilabilirse nonpatojen
olan mikroorganizmalardan keratinaz izolasyonuna katkida bulunup, keratini pargalama
yetenegi arttirilabilir ve boylece endiistriyel enzim pazarma ¢ok daha kaliteli ve verimli
enzimler kazandirilabilir.

Trichophyton sp.’ye ait enzimin ilgili gen bdlgesi nonpatojen mikroorganizmalara
aktarilarak biyoteknolojik olarak kullanilma potansiyeli arttirilip yeni bir gen kaynagi
olusturulabilir. Ayrica enzim farkli 6zellikler barindiran yeni bir keratinaz olabilir ve heniiz
tam olarak aydinlatilamayan keratinolizis prosesini a¢iklamaya yardimci olabilir.

Calismamizda dermatofitik funguslara ait Trichophyton sp.’den keratinaz
izolasyonu ve kismi karakterizasyonu yaparak biyoteknolojik olarak kullanilabilme

potansiyelinin arastirilmasi amaglanmaktadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Endiistriyel biyoteknolojiden elde edilen iiriinler; yasayan hiicreler, yenilenebilir
kaynaklar ve enzimler kullamlarak iiretilmektedir (Maury ve ark., 2005). Ozellikle
enzimler bu alanda kullanilmak {izere bir¢ok arastirmaci tarafindan uzun yillardir
calisilmaktadir.  Arastirmacilar ¢ok farkli kaynaklardan enzim izolasyonu ve
karakterizasyonu yapmislardir. Biyoteknolojik kullanim alaninda proteazlara diger
enzimlerden daha fazla talep olmas1 yapilan proteaz calismalarin1 daha da 6ne ¢gikarmustir
(Harwood, 1992; Bhat, 2000).

Ik olarak, Yu ve ark. (1971), Trichophyton mentagrophytes’den ekstaraseliiler
keratinolitik proteaz izole ederek proteazin saflastirma islemlerini gergeklestirmislerdir.
saflagtirma basamaklarmin ardindan SDS page ile keratinaza ait 2 protein bandi tespit
etmiglerdir. Keratinazlardan ilkinin molekiiler agirligi 48 kDa ve optimum pH ise 7.0;
ikinci keratinazin molekiiler agiligi ise 34 kDa ve optimal pH ise 9.5-9.8 araliginda
bulunmustur.

Kunert (1973), Dermatofitlerin keratini pargalama mekanizmasmni agiklamak
amaciyla Dermatofit Microsporum gypseum’u mineral bir ortamda insan sag¢i iizerinde
yetistirerek filtratlar1 sephadex jeller iizerinde kromatograflamis ve ardindan daha ileri
kimyasal analizler ve ince tabaka kromatografisi ile karakterize etmistir. Caligmasi
sirasinda keratin ayrigsma iiriinlerinin 2 fraksiyona ayrildigmi saptanustir. lk fraksiyonda
proteinlerin diisiik miktarda stilfiir i¢erdigini fakat 2. fraksiyonda bol miktarda sistin, S-
stilfosistein, sisteik asit igerdigini saptamustir. S-siilfosisteinin hem serbest halde hem de
peptitlerle birlesik halde bulundugunu gérmiistiir bu sonug ile dermatofitlerin keratindeki
distilfit baglarimi parcalayarak sistin ve S siilfosisteine ¢eviren siilfit salgiladigini agikca
gostermistir.

Asahi ve ark. (1985), Dermatofit Trichophyton rubrum’un proteinaz aktivitesini
aragtirmislardir. Sephadex G 100 kromatografi yontemini kullanarak keratinaz enzimini
diger non-proteolitik enzimlerden aywrmislardir. Caligmalar1 sonucunda enzimin molekiiler
agirhigini 36 kDa ve optimum pH degerini ise 7.8 olarak tespit etmislerdir.

Apodaca ve McKerrow (1985), Dermatofit Trichophyton rubrum’dan ekstraseliiler
proteinaz saflastrmislar ve karakterizasyon ¢alismalarini yapmislardir. Iyon exchange
kromatografi teknigini kullanip ardinan SDS page yaparak enzimin molekiiler agirligni 44

kDa, optimum pH degerini ise 8.0 olarak tespit etmislerdir.
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Tsuboi ve ark. (1987), Dermatofit olmayan fakat insan viicut yiizeyinde
Sporotrikoz'a neden olan bir fungus Sporothrix schenckii ‘yi azot kaynaklar1 farkli olan 2
ayr1 kiiltir ortaminda yetistirmisler. Azot kaynagi olarak albuminin kullanildig1 kiiltiir
ortamindan elde edilen ekstraseliller proteazi saflastirmak amaciyla sirasiyla DEAE-
Sepharose CL-6B ve Sephacryl S-200 kolon kromatografisinden gegirip ardindan SDS
page teknigini kullanilarak enzimin molekiiler agirlig1 36.5 kDa, optimum pH degerini ise
6.0 olarak tespit etmislerdir. Azot kaynagi olarak kollojenin kullanildig: kiiltiir ortamimdan
izole edilen enzimde de ayni saflastrma basamaklar1 kullanilmis ve bu proteazin
molekiiler agirligi 39 kDa ve optimum pH degeri ise 3.5 olarak bulunmustur.

Tsuboi ve ark. (1989), Dermatofit Trichophyton mentagrophytes’den ekstraseliiler
keratinolitik proteaz izole edip enzimin asidik pH’da aktivitesini gozlemlemislerdir.
Calismalarinda enzimin karakterizasyon caligsmalarinint da yapmislardir. Enzimi DEAE-
sepharose CL-6B kolondan gecirip ardindan SDS page teknigini uygulayarak enzimin
molekiiler agirligini 41 kDa olarak tespit etmislerdir.

Kunert (1989), keratinolitik 2 organizmay1 prokaryot Streptomyces fradiae ve
okaryot fungus Microsporum gypseum’u keratin pargalama mekanizmalarini arastirmustir.
Mikroorganizmalar1 steril koyun tiiyii iceren mineral ¢ozeltisi igerisinde kiiltiire birakarak
substrattaki kayiplar1 incelemistir ardindan kiiltiirdeki par¢alanma {iriinlerini analiz ederek
Microsporum gypseum’un ortama siilfit salgiladigindan substratin disiilfit baglarmi
parcaladigin1 yani keratinin ekstraseliiler proteazlar vasitasiyla siilfitolizise ugratilarak
denatiire edildigini ortaya koymustur. Sonug olarak siilfitolizis iirlinleri olan sistin ve S-
stilfosistein igeren peptid birikimini gézlemlemistir.

Rojanavanich ve ark. (1990), Dermatofit Hendersonula toruloidea’den
ekstraseliiler proteaz saflastirip karakterize etmislerdir. Calismalarinda CM Sephadex G-50
kolon kromatografisi ve Sephacryl S-200 kolon kromatografisi tekniklerini kullanilmistir.
Saf enzimin serin proteaza benzeyen kimotripsin oldugunu tespit edip optimum pH
degerinin 9.0, molekiiler agirliginin 34 kDa oldugunu saptamislardir. Ayrica bu proteazin
tirnak ve cilt gibi sik1 keratinize dokularda invazyona neden olabilecegini belirtmislerdir.

Qin ve ark. (1992), Trichophyton schoenleinii’den keratinaz izole edip
tamimlamislardir. Caligmalar1 sonucunda elde ettikleri keratinazin molekiiler agirligimi 38

kDa olarak tespit etmislerdir.
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Nam ve ark. (1992), Termofil Fervidobacterium islandicum AW-1 susuna ait
keratinaz izole etmisler ve bu bakterinin literatiirde bilinen en yiliksek sicaklikta optimum
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bu ekstrem degeri ise 100 °C olarak saptamislardir
ayni zamanda bu enzimin 90 dakika boyunca stabil kalabildigini saptamiglardir.

Dozie ve ark. (1994), Keratinolitik fungus Chrysosporium keratinophilum’dan
keratinaz izole etmislerdir, elde ettikleri keratinazin optimum aktivite gosterdigi sicakligin
90 °C oldugunu ve enzimin bu sicaklikta 30 dakika boyunca stabil kaldigin1 saptamislardir.

Bockle ve ark. (1995), Streptomyces pactum DSM 40530’dan keratinaz enzimi
tretmislerdir. Enzimin karakterizasyon caligmalarinda ise molekiiler agirligini 30 kDa
olarak saptamislar. Enzimin pH 7.0 ve pH 10.0 gibi genis bir aralikta aktif oldugunu, 40°C
ve 70°C arasinda stabil kalabildigini saptamiglardir.

Friedrich ve Antranikian (1996), Termofil bir bakteri olan Fervidobacterium
pennavorans ‘dan keratinaz karakterizasyonu yapmis ve enzimin molekiiler agirhigimi 130
kDa, optimum pH 10.0 olarak tanimlamiglardir. Ayrica enzimin serin- proteaz ailesine
dahil oldugunu belirtmislerdir.

Bockle ve Muller (1997), Sreptomyces pactum ile yaptiklar1 arastrmada S.
Pactum’un tavuk tliylerininin yapisinda bulunan disiilfit baglarin1 indirgeyebildigini
gostermiglerir. Boylelikle S. Pactum’un keratinin hidrolizini saglayan disiilfit rediiktaz
iireticisi oldugu sonucuna varmiglardir.

Letourneau ve ark. (1998), Streptomyces sp’yi dogal olarak pargalanan tiiylerden
izole edip tiiy yeminde {rettiklerinde ise elde edilen keratinazin yiiksek aktivite
gosterdigini saptamiglardir.

Jewell (2000), Nonobligat predator olarak yasamini siirdiiren saprofitik bir bakteri
olan Burkholderia 2.2 N susundan yeni bir proteaz saflastirpp karakterize etmistir.
Calismalar1 proteaz aktivitesinin pH 7.5’da pH 9.0’a gore 4 kat; pH 4.0°a gore 25 kat fazla
oldugunu gostermistir. Saflagtrma basamaklarinda Amonyum siilfat presipitasyonunu
uygulandiginda proteaz aktivitesinin 20 kat arttigini, DEAE-Sepharose kolon
kromatografisinin ardindan ise bu artigin 50 kata ulastigini belirlemistir. Karakterizasyon
caligmalarinda, kazein iceren polyakrilamid zimogram analizi sonucu 60 kDA hidroliz
band1 gézlemlenmis ayn1 zamanda SDS page ile de 60 kDA agirlinda 2 es proteaz bandi

bulunmustur. Bu bantlara hem filtre edilmis siipernatantta hemde amonyum siilfat
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presitasyonu ve DEAE-Sepharose kolon kromatografisi uygulanmis saf proteaz drneginde
rastlanmugtir.

Rozs ve ark. (2001), Bacillus licheniformis K-508 susunu tiiylii besiyerinde
iretmiglerdir. Calismalarinda besiyerini pH 7.0’de ve sicakligmi 47°C olarak
kullanmiglardir. Uretilen enzimin tavuk tiiyiinii pargalamada oldukca etkin oldugu
belirtmiglerdir.

Coral ve ark. (2003), Aspergillus niger Z1 susundan termostabil bir proteaz
tanimlamiglardir. Calismalar1 sonucunda SDS page analizi ile 2 protein bandi tespit
etmiglerdir. Yapilan zimogram analizi ile enzimin molekiiler agirligi 68 kDa tespit
edilmistir. Karakterizasyon ¢alismalarinda ise enzimin optimum sicakligi 40 °C, optimum
pH ise 9.0 olarak tespit edilmistir, ayrica enzimin 90°C’ye kadar stabilitesini koruyabildigi
saptanmigtir.

Bernal ve ark. (2003), Kocuria rosea’dan farkli 6zellikte bir ekstraseliiler keratinaz
karakterize edip enzimi saflastirmiglardir. Saflagtirma islemleri sirasinda oncelikle DEAE
kolon kromatografisini kullanip siipernatanta goére 24 kat fazla saflastirma saglanmis
ardindan ise jel filtrasyon kromatografisi teknigini kullanmislardir. Ardindan yapilan SDS
page ile enzimin dogal molekiiler agirhgimmi 240 kDa olarak saptamiglardir.
Karakterizasyon caligmalarinda ise enzimin optimum pH degeri 10.0, optimum sicaklik
degeri 40°C saptanmis olup, pH 8.0-11.0 ve 10-60°C araliginda enzimin stabil kaldig1
sonucuna varmislardir.

Huang ve ark. (2003), Bacillus pumilus’tan serin proteaz tanimlamislardir.
Calismalar1 sonucunda enzimin molekiiler agirhiginit 32 kDa, optimum pH degerini 10.0,
optimum sicaklik degerini ise 55 °C olarak bulmuslardir. Bu serin proteazin derilerden
yiinlerin uzaklastirilmasinda(dehairing) oldukea etkin oldugunu belirtmislerdir.

Korkmaz ve ark. (2003), Topraktan izole edilen ve tiiylii besiyerinde yiiksek
keratinolitik aktivite gosteren dogal tip Streptomyces BA7 susundan keratinaz izole
etmiglerdir. Karakterizasyon c¢aligmalariyla keratinolitik aktivitenin 30-60°C arasinda
%100 korundugunu belirlemislerdir. Yapilan SDS page analizi sonucunda ise enzimin
molekiiler agirliginin 44 kDa oldugunu saptamislardir.

Balint (2005), Biyohidrojen iiretimi gerceklestirmek amaciyla Bacillus susunun
keratin par¢alama 6zelliginden yararlanmistir. Bu amagla 2 asamali fermantasyon sistemini

uygulamigtir. Atiklarm pargalanmasinin ardindan aminoasit ve peptid agisindan zengin
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tiriinler elde edilmistir. Bu {irtinleri anaerobik Thermococcus litoralis i¢in besin kaynagi
olarak kulanip fizyolojik yan {iriin olarak ciddi Olglide hidrojen iiretilebildigini
gostermistir.

Gradisar ve ark. (2005), Iki keratinolitik fungus Paecilomyces marquandi ve
Doratomyces microsporus’dan elde edilen keratinazlarin &zelliklerini diger bilinen
proteazlarla karsilastirmiglardir. Paecilomyces marquandi’den elde edilen keratinazin
monomerik ozellikte oldugu ve saflagtirmanin ardindan yapilan SDS page analizi ile
molekiiler agirhigmmn 33 kDa ve enzimin pH 6.0-11.0 arasinda stabil odugunu
saptamuglardir. Bunununla beraber maksimum keratinaz aktivitesinim pH 8.0, optimum
sicakligmin ise 60-65°C arasinda gozlendigi sonucuna varmugslardir. Doratomyces
microsporus’dan elde edilen keratinazin ise molekiiler agirhginin 30 kDa ve pH 8.0° de
optimum aktivite gosterdigini saptamiglardir.

Moallaei ve ark. (2006), Trichophyton vanbreuseghemii’den keratinaz karakterize
etmiglerdir. Karakterize ettikleri keratinazin molekiiler agirliginmm 37 kDa oldugu
sonucuna varmiglardir.

TaePark ve JooSon (2007), Mezofilik Bacillus megaterium F7-1 susunun tavuk
tiyii parcalama ve keratinolitik enzim iiretme yeteneginin c¢evresel etkilerini
arastirmislardir. Enzim tiretim pH 7.0-11.0 araliginda, enzim tliretme sicakliginin 25-40 °C
araliginda oldugunu saptamislardir.

Moreira ve ark. (2007), Bitki patojeni fungus Myrothecium verrucaria’dan bitki
patojeni funguslar arasinda alisilmigin diginda keratinolitik bir proteaz tanimlamiglardir. Bu
proteazin substratlar1 40°C ve pH 9.0 ‘da degrade ettigini belirlemislerdir. Farkli keratindz
substratlar1 pargalama yetenegini ise en yiiksek olandan en diisik olana dogru
srralamiglardir. Calismalarma gore bu patojen fungustan iiretilen keratinazin sirasiyla;
tavuk tiliyii, koyun yiinii, insan tirnagi, insan sa¢ini1 degrade edebilme yeteneginde oldugunu
bildirmislerdir.

Ogino ve ark. (2007), Deri pargalama 6zelliginde olan bir proteazi Bacillus sp. PN-
13 susundan izole ederek tanimlamiglardir. Caligmalar1 sonucunda proteazin molekiiler
agirligr yaklasik 30 kDa olarak bulunurken, optimum sicaklik 40°C, optimum pH ise 10.0
olarak bulunmustur.

Raju ve ark. (2007), Dermatofit fungus Microsporum gypseum’dan keratinaz izole

edip keratinaz iretme potansiyelini arastirmislardir. Ayrica enzim karakterizasyon

27



calismalarint yapip saflastirilmasmi saglamiglardir. Saflastirdiklar1 keratinazin molekiiler
agirhigmi 33 kDa tespit etmislerdir. Ayrica enzimin optimum pH degerini 8.0, optimum
sicakligini ise 35°C olarak saptamiglardir.

Anbu ve ark. (2008), Hindistanda tiiy atikli topraklardan elde ettikleri Trichophyton
sp HA-12 susundan ekstraseliiler keratinaz karakterize etmislerdir. Calismalar1 sirasinda
kiiltiire karbon kaynagi olarak tavuk tiliyii ilave ettiklerinde keratinaz tiretiminde belirgin
bir artis gérmiislerdir. Elde ettikleri keratinazi sirastyla 6nce DEAE —Seluloz ve Sephadeks
G-100 kolon kromatografisinden gecirerek saflastirmiglardir. Ardindan SDS page
uygulayarak enzimin molekiiler agirligi 34 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum
pH degerini 7.8; optimum sicakligini ise 40°C olarak saptamiglardir.

Mabrouk (2008), 70 farkli aktinomiset izole ederek keratinaz iiretimi agisindan
degerlendirmistir. Calismalar1 sonucunda 16S rRNA sekans analizi ile en yiiksek
keratinolitik aktivite gdsteren sus Streptomyces sp. MS-2 olarak saptanmistir. Enzimin
optimum sicaklik degeri ise 35 °C olarak bulunmustur.

Pillai ve Archana (2008), Hindistanda, Mumbai bolgesinden sicakligi 45-50°C olan
kaplicadan Bacillus subtilis P13 susunu izole etmislerdir. Ardindan karakterizasyon
caligmalarini yaparak enzimin optimum sicakligini 65°C olarak saptamiglardir. Caligsmalari
sonucunda enzimin serin tip proteaz oldugunu gostermislerdir. Ayrica bu proteazin
kecilerde ve benzer diger hayvanlarda kil dokiicii etkisi oldugunu belirtmislerdir.
Biyoteknolojik uygulamalarda 6zellikle tiiy ve deri endiistrisinde bu enzimin
kullanilabilirligini tartigmislardir.

Balaji ve ark. (2008), Boynuz ve toynaklardan dogal proteolitik mikroorganizmalar1
izole etmek amaciyla bu substratlara yiiksek buhar basinci ile muamele etmis ve izole ettigi
mikroorganizmalart boynuz unu ihtiva eden tuzlu Kkiiltiir ortaminda gelistirerek
keratinolitik aktivitelerini belirlemislerdir. Calismalar1 sonucunda en fazla keratinolitik
aktivite gosteren mikroorganizmanin Bacillus subtilis MTCC(9102) oldugunu belirlemisler
ve bu ekstraseliiler keratinaz liretme yeteneginde olan mikroorganizmadan elde ettikleri
keratinazi1  saflastirip  karakterizasyon  calismalarin1  yapmuglardir.  Saflastirma
basamaklarinda sirasiyla amonyum siilfat presipitasyonu, iyon exchange kromatografisi ve
en son olarak da jel filtrasyon kromatografi teknigini kullanmiglardir. Calismalari

sonucunda yaptiklar1 SDS page ile enzimin molekiiler agirhigini 64-69 kDa arasinda tespit
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etmislerdir. Enzimin optimum sicakligmi 40°C, optimum pH’ni ise 6.0 olarak tespit
etmislerdir.

Cai ve Zheng (2009), Bacillus subtilis KD-N2 susundan keratinaz izole etmislerdir.
Keratinazi amonyum siilfat presipitasyonu, Sephadex G-75 ve DEAE Sepharose
kromatografi tekniklerini kullanarak saflastirmislardir. Karakterizasyon ¢aligmalarinda
enzimin molekiil agirligini 30.5 kDa, Optimum sicakligin1 55°C, optimum pH: 8.5 olarak
tespit etmislerdir. Enzimin bazi metal iyonlari, organik c¢oziicliler ve serin proteaz
inhibitorii olan PMSF ile nispeten inaktive olurken tersi olarak SDS, EDTA ile aktivitede
artis sagladigimi bildirirlerken yani sira DTT, merkaptoethanol, L-sistein, sodyum siilfit,
amonyum siilfamat, dimethylsulfoxide’in (DMSO) ise enzimi baskiladigin1 tespit
etmiglerdir.

Syed ve ark. (2009), Isiya dayanikli ve tiiy par¢alama yeteneginde bir tiir olan
Streptomyces gulbargensis’in keratinaz enzimi iiretme yetenegini arastirmiglardir.
Caligmalar1 sonucunda enzimin optimum sicakligi 45°C olarak bulunurken, optimum pH
degeri ise 9.0 olarak saptanmistir. Ayrica enzimin monomerik yapida oldugu ve molekiiler
agirhiginim ise 46 kDa oldugu sonucuna varmislardir.

Konwarh ve ark. (2009), Immobilize keratinaz calismalar1 yapmuslardir.
Calismalarinda polimer destekli demir oksit nano partikiillerini igeren immobilize
keratinaz kegi derisi iizerinde denenmistir. Basarili bir sonu¢ elde edilen c¢alismada
enzimatik dehairing gergeklestirilmistir.

Moreira ve ark. (2009), Filamentoz fungus Myrothecium verrucaria’nin dogal tiiy
parcalama yetenegini arastirmislardir. Calismalar1 sonucunda enzimin kiigiik monomerik
yapida oldugu sonucuna varmiglardir. Karakterizasyon caligmalariyla optimum pH 8.3
oldugu ve enzimin pH 5.0-12.0 araliginda stabil oldugunu ayrica enzimin optimum
sicakligin1 37°C olarak saptamislardir. Ayrica enzimin 45°C’ye kadar stabilitesini
koruyabildigi sonucuna varmiglardir. Enzimin saflastirilmasi asamasinda ise sephadex G
100 kolon kromatografisi kullanilmistir. Kromatografinin ardindan SDS page ve gilimiis
boyamayla yaklasik 23 kDa olan protein band1 gdsterilmistir.

Rai ve ark. (2009), Bacillus subtilis RM-01 susunundan tavuk tiiyiinii substrat
olarak kullanip elde ettikleri  keratinazin kati hal fermantasyonu {izerindeki etkileri
tizerine ¢aligmiglardir. Elde ettikleri saf f—keratinazin molekiiler agirlgin1 20.1 kDa olarak

saptaylp serin proteaz oldugunu belirtmislerdir. aktivitesinde Fe*? disinda ki metal
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iyonlarmm aktiviteyi diislirdiigiinii gézlemlemisler ayrica [-keratinin substratlar
siirlayarak onemli derecede stabilite ve siirfaktanlarla ve ticari deterjanlarla uyum
yetenegi oldugunu gdstermislerdir bu uygulanabilirligi ile enzimin deterjan
gelistirilmesinde kullanilabilecegini gostermislerdir.

Dubey ve ark. (2010), Aspergillus niger’den 2 adimda alkalin proteaz
tanimlamustir. ilk olarak amonyum siilfat presipitasyonu kullanip ardindan ise Sephadeks
G-100 kolon kromatografisi teknigini kullanarak enzimi saflastirip, karakterize etmislerdir.
Calismalar sonucunda enzimin molekiiler agirhigi 60 kDa, optimum pH 8.0, optimum
sicaklik 30°C olarak saptanmustir. Ayrica enzimin genis bir pH araliginda (pH 8.0-10.0)
stabil ve 37°C’ye kadar stabilitesini koruyabildigini gézlemlemislerdir.

Prakash ve ark. (2010), Bacillus halodurans PPKS-2 susundan 2 ayr1 6zellikteki
keratinazi1 ayr1 ayr1 saflastirip karakterize etmislerdir. Saflastirma basamaklarinda
amonyum siilfat presipitasyon teknigini ardindan DEAE Sephadeks kolon kromatografisi
ardindan ise Sephadeks G-200 kolon kromatografisi teknigini kullanarak enzimi
saflagtrmiglar. SDS page ve zimogram analizleriyle keratinaz 1 i¢in molekiiler agirligin
30kDa Keratinaz 2 i¢in ise 66 kDa oldugunu tespit etmiglerdir. 2 enziminde farkh
seviyelerde de olsa disiilfit rediiktaz iiretme yeteneginde oldugunu belirlemislerdir. Her 2
enziminde pH 7.0-13.0 gibi genis bir aralikta stabil oldugunu ve sicaklik olarak da 70°C
‘ye kadar aktivitelerini koruyabildikleri sonucuna varmislardir.

Akan (2010), BacillusHSK-21 susundan keratinaz karakterizasyon caligmalarini
yapmustir. Calismalar1 sonucunda enzimin optimum pH degeri 12, optimum sicakligi 40°C
olarak bulunmus ayrica SDS-page analizinde proteolitik aktivite gosteren ii¢ tane protein
band1 bulunarak molekiiler agirliklar1 sirasiyla 46.8 kDa, 26 kDa, 21.9 kDa olarak
saptanmuigtir.

Duarte ve ark. (2011), Patojen keratinolitik Candida parapsilosis’i Brezilya’da bir
tavuk ¢iftliginden izole etmislerdir. Daha fazla keratinaz ig¢in mutant formlar
olusturmuslardir. Mutant formlar azot ve karbon kaynagi olarak tavuk tiiylerinden elde
edilen ekstratlarla kiiltiire birakilmistir. Ardindan 500 mutant1 keratinolitik aktivite
acisindan dogal tiple karsilastirp tanimlamiglardir. 3 Mutant formda keratinolitik aktivite
gozlemlemislerdir. Dogal tipte keratinaz aktivitesi 80 U/mL iken 3 mutant formda sirasiyla
110 U/mL, 130 U/mL, 140 U/mL bulunmustur. Proteolitik aktiviteyi ise zimogram

analizinde farkli substratlar kullanarak saptamuslardir. Substrat olarak jelatin kullanilan
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bandin 80 kDa, substrat olarak keratinin kullanildigi bandin ise 100 kDa oldugunu
saptamuglardir.

Cedrola ve ark. (2012), Brezilyada tavuk ciftliklerinden izole ettikleri Bacillus
subtilisSLC susunun keratinolitik enzim {iretme potansiyelini ve bu enzimlerin tiiy
parcalama yeteneginin ne Ol¢lide oldugunu arastirip, bu yetenegin tiiy atiklarmnin geri
doniisiimiinde kullanilip kullanilamayacagini tespit etmislerdir. Calismalar1 sonucunda elde
ettikleri keratinazin genis bir pH (2.0-12.0) araliginda aktif oldugunu ve maksimum
aktivitenin pH 10.0, optimum sicakligin ise 60°C oldugunu saptamislardir. Yapilan SDS
page analizi sonucunda farkli protein bantlar1 elde edildigi goriilmiis elde edilen bantlardan
molekiiler agirhiklar1 40, 60, 100 kDa olan bantlarin keratininin yaninda jelatin,
hemoglobin ve kazeini de parcalarken 15 kDa olan bantin ise yalnizca keratini degrade
ettigini saptamiglardir.

Kumar ve ark. (2012), Tavuk tiiyli par¢alama yeteneginde olan bir bakteriden
keratinaz izole edip karakterizasyon caligmalarini yapmuslardir. Calismalar1 sonucunda
elde edilen keratinazin optimum sicaklig1 37°C, optimum pH degeri ise 7.0 bulunmustur.

More ve ark. (2013), Yeni fungal alkali keratinazin Cunninghamella echinulata’dan
saflastirip Ozelliklerini tanimladiklar1 caligmalarinda lektin agaroz afinite kolonunu ile
enzimi saflastimiglardir. Calismalar1 sonucunda enzimin molekiiler agirhigi 33 kDa,

optimum pH 4.5 ve 10.0, optimum sicaklik 30 ve 60°C bulunmustur.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kulamilan besiyerleri, ¢ozeltiler ve tamponlar
3.1.1.1. Keratin-azure
Keratinaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla substrat olarak kullanimugstir
(Letourneau ve ark., 1998).
Bilesimi
Keratin-azure: 0,4 ¢
10 mM 100 mL Sodyum Fosfat
pH: 7.5

3.1.1.2. % 15’lik KOH c¢ozeltisi
Trichophyton sp. izolasyonu sirasinda sa¢ ve deriden alinan kazint1 6rneklerinin

direkt mikroskobik olarak incelenebilmesi amaciyla kullanilmistir (Toraman, 2003).

Cizelge 3.1.% 15’lik KOH Igerigi

Bilesimi g/L
KOH 15
Distile su 1000
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3.1.1.3.Sabouraud dekstroz broth

Trichophyton sp. susunun gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir. Sabouraud
Dextrose Broth 100 mL’lik erlenmayerlere 50 mL {iretim ortami olarak hazirland1 121 °C
de 1.5 atm de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra kullanilmistir (Tanis ve
Cihangir, 2009).

Cizelge 3.2.Sabouraud dekstroz broth igerigi

Bilesimi g/L
Glukoz 20
Et peptonu 5
Kazein peptonu 5
Distile su 1000
pH 5.6

3.1.1.4. Sabouraud dekstroz agar:

Izole edilen funguslarin {iremesi ve stok kiiltiire alinmas1 amaciyla kullanilmistir

(Ttimbay, 2003)

Cizelge 3.3.Sabouraud Dekstroz Agar Igerigi

Bilesimi g/L
Glukoz 20
Et peptonu 10
Agar 17
Distile su 1000
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3.1.1.5. Mineral besiyeri
Funguslardan keratinaz enzimi liretmek amaciyla kullanilmistir, ve 121 °C de 1.5

atm de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra kullanilmigtir (Marcondes ve ark.,
2008)

Cizelge 3.4. Mineral besiyeri igerigi

Bilesimi g/L
MgSO47H,0 0.5
KCI 0.5
KH,PO,4 0.46
K2HPO, 1
Keratin tozu 0.5

3.1.1.6.Skim-milk agar:
Funguslardan iiremenin ardindan keratinaz aktivite kontrolii yapmak amaciyla

kullanilmistir funguslar igin modifiye bir yontemdir( Mohamedin, 1999)

Cizelge 3.5 Skim-milk agar icerigi

Bilesimi g/L
Agar 15
Skim-milk 8

3.1.1.7. % 0.1 ‘lik Kazein:
Zimogram analizi i¢in % 10’luk poliakrilamid jel icerisine substrat olarak

eklenmistir (Ferrero ve ark., 1996).

34



3.1.1.8. Sitrat tamponu

Enzimin pH: 4.0 — 5.6 arasinda aktivitesini saptamak i¢in kullanilir. (Temizkan ve

Arda, 2004).
Cizelge 3.6. Sitrik asit tampon ¢ozeltilerinin bilesimi
pH 0.1 M Sitrik Asit 0.2 M NaHPO, Distile Su
(19.219g/L) (53.65g/L) mL
mL mL
4.0 61.4 38.6 100
4.6 53.4 46.6 100
5.0 48.6 51.4 100
5.6 42 58 100

3.1.1.9. Sodyum fosfat tamponu

pH: 6.0-7.5 arasindaki enzim aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmistir.

(Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.7.Sodyum fosfat tampon ¢ozeltilerinin bilesimi

0,2 M NaH;PO4 0,2 M Na;HPO4 Distile Su
pH (27.89/L) (53.65g/L) mL
mL mL
6.0 87.7 12.3 100
6.5 68.5 31.5 100
7.0 39 61 100
7.5 16 84 100
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3.1.1.10. Tris tamponu
pH 8.0-9.0 arasindaki enzim aktivitesini saptamak amaciyla kullanilmigtir

(Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.8. Tris tampon ¢dzeltilerinin bilesimi

pH 0.2 M Tris (mL) 0.2 M HCI (mL) Son hacim (mL)
8.0 5 2.68 20
8.6 5 1.2 20
9.0 5 0.5 20

3.1.2. Elektroforezde kullanilan soliisyonlar
3.1.2.1. Soliisyon A (Akrilamid stok soliisyonu)

29.2 g Akrilamid, 0.8 g Bisakrilamid 50 mL distile suda ¢6ziiliir ve son hacim 100
mL olacak sekilde distile su ile ayarlama yapilir. Monomer ¢ozeltisi koyu renkli sisede ve

buzdolabinda +4°C saklarak kullanilabilir (Dunbar,1990 ; Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.2. Soliisyon B (1.5 M Tris-HCI, pH: 8.8)

Ayirict jelin hazirlanmasinda tampon ¢6zelti olarak kullanilmistir, 27.23 g Trizma,
80 mL distile su igerisinde karistirildiktan sonra pH 6N’lik HCI ile 8.8’e ayarlanir ve son
hacim 150 mL’ye tamamlanir. Ardindan otoklavda steril edilerek buzdolabinda saklanir,

karigim buzdolabinda ¢ok uzun siire stabilitesini koruyabilir (Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.3. Soliisyon C (0.5 M Tris-HCI, pH: 6.8)
Dengeleme jelinin hazirlanmasi agsamasinda tampon ¢ozelti olarak kullanilmistir, 6g
Trizma base 60 mL distile su ile karistirildiktan sonra pH 6.8’e ayarlanir ve son hacim 100

mL’ye tamamlanarak otoklavda steril edilir ve buzdolabinda saklanir (Bollag ve ark.,
1996).
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3.1.2.4.SDS % 10 (w/v)
10 g SDS tartilarak 90 mL distile su igerisinde karistirildiktan sonra son hacim 100

mL’ye tamamlanir ve oda sicakliginda muhafaza edilir (Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.5. Amonyum persiilfat (AMPS) % 10
Jellerin polimerizasyonunu baslatmak amaciyla kullanilmigtir 0.5 g AMPS, 5 mL
distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanir ve kullanilmadan 6nce taze olmasi gerektiginden -

20°C’de saklanir. (Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.6. Elektroforez tamponu
3 g Tris, 14.4g Glisin, 1g SDS bilesikleri bir miktar distile suda ¢oziiliir ve son
hacim 1 L olacak sekilde distile su eklenerek hazirlanir ve hazirlanan tampon +4°C’de

saklanir (Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.7. Ornek yiikleme tamponu (Sample buffer)

Enzimin ¢oziiniirligi i¢in kullanilmustir, distile su 3.55 mL, Tris-HCL (0.5 M, pH:
6.8) 1.25mL, Gliserol 2.5 mL, SDS (% 10 w/v) 2 mL, Bromfenol Mavisi (% 0.5 w/v) 0.2
mL karistirilarak oda sicakliginda saklanir. Kullanima gére 50 puL B-merkaptoetanol 950
uL yiikleme tamponuna eklenebilir. Ornek Y2 oraninda 6rnek yiikleme tamponu ile
karstirilir ve 95 °C’de 5 dakika hot plate (CS, Cleaver) de isitildiktan sonra kullanilir
(Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.8. Protein marker

SDS page analizinin ardindan enzimin molekiiler agirhiginin saptanabilmesi
amaciyla kullanilmistir, Sigma, SDS-6H High Molecular Weights Standard Mixture Ticari
olarak elde edilmis protein karigimidir ve icerisinde yer alan bazi standart molekiil
agirliklar: ise Carbonic Anhydrase 29; Ovalbumin 45; Bovine Albumin 66; Phosphorylase
97.4; Galactosidase 116 ve Myosine 205 kDa ‘dur.

3.1.2.9. SDS page boyama (staining) soliisyonu
Elektroforez sonrasi protein bantlarinin boyanarak goriilebilir hale gelmesi

amactyla kullanilmistir 1 g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 mL metanol igerisinde
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coziiliip filtre kagidindan siiziildiikten sonra, karisimin {izerine 100 mL asetik asit ve 450

mL distile su eklenerek hazirlanir. (Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.10. SDS page boyay1 geri alma (destaining) soliisyonu
100 mL metanol, 100 mL asetik asit ve 800 mL distile su karisimindan olusur, jelde
olusan protein bantlarmin net gorliiniimiinii engelleyen fazla boyanin geri alinmasi

amactyla kullanilmistir (Bollag ve ark., 1996).

3.1.2.11.Giimiis boyama soliisyonlari

3.1.2.11.1. Fiksasyon soliisyonu
60 mL etanol, 20 mL asetik asit ve 120 mL distile su karistirilarak hazirlanir.

3.1.2.11.2.Hassashk artirici soliisyon
1.53 g sodyum tiyosiilfat 5 mL distile suda ¢6ziiliir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 500
pL alinir ve 500 mL distile su ile karistirilir.

3.1.2.11.3.Giimiis boyama soliisyonu
0.3 g glimiis nitrat 200 mL suda ¢oziiliir ve lizerine 150 pL formaldehit ilave edilir.

3.1.2.11.4. Gelistirme soliisyonu
13 g potasyum karbonat 125 mL distile suda ¢oziiliir ve lizerine 20 pL % 10’luk
tiyostilfat ve 40 puL formaldehit eklenir.

3.1.2.11.5.Durdurma soliisyonu

4 g Tris 98 mL distile suda ¢oziiliir ve lizerine 2 mL asetik asit ilave edilir.
3.1.2.12.Triton X-100 (%0.25 v/v) ¢ozeltisi

Zimogram analizinde elektroforezden sonra renatiirasyon amactyla kullanidmugtir

(Ferrero ve ark,., 1996).
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3.1.3. DEAE-sepharose kolon kromotografisi soliisyonlari
0.1M, 0.2M, 0.3M, 0.4M, 0.5M, IM ve 2 M olarak ayr1 ayr1 hazirlanan NaCl
cozeltiileri DEAE Sepharose kolondan sirasiyla gegirilir.

3.1.4.Enzim inhibitorleri ve metal iyonlar soliisyonlar:

Enzim inhibitorleri ve metal iyonlarinin keratinolitik aktivite ilizerindeki etkilerini
saptamak amaciyla g¢esitli kimyasallar ¢izelge 3.9.’da gosterildigi gibi enzim soliisyonuna 2
farkl konsantrasyonda ilave edilmistir (Yuli ve ark., 2004; Suntornsuk ve ark., 2005; 2006;
Balaji ve ark., 2008).

Cizelge 3.9.Kullanilan Metal Iyonlari, Inhibitdrler, Deterjanlar, Selatorler ve

Konsantrasyonlari

Metal Iyonlan Konsantrasyon
CaCl, 1-5mM

FeCls 1-5mM

ZnCl, 1-5 mM

PMSF 1-5mM

EDTA 1-5mM

Titon X-114 %1

SDS %1

1-10 phenanthroline 1-5mM

3.1.5. Selofan band
Trichophyton sp. izolasyonu sirasinda kiiltiirde iireyen mantar kolonisinin

mikroskobik olarak identifikasyonu amaciyla kullanilmistir (Toraman, 2003).
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3.1.6. Laktofenol pamuk mavisi boyasi
Trichophyton sp. izolasyonu sirasinda iireyen mantar kolonilerini boyayarak

mikroskobik olarak identifikasyonu saglamak amaciyla kullanilmistir (Toraman, 2003).

Cizelge 3.10. Laktofenol pamuk mavisi boyasi igerigi

Bilesimi g/L
Laktik asit 20
Fenol kristalleri 20
Gliserin 40
Distile su 20
Pamuk mavisi (% 1) 2
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3.2. METOT
3.2.1. Trichophyton sp .izolasyonu

KSU tip fakiiltesi dermatoloji poliklinigine basvuran ve mantar infeksiyonu tasiyan
hastalardan deri ve sa¢ kazint1 6rnekleri alindi. Deri lezyonlarindan steril bistiiri ile steril
kaplara alman kazint1 6rnekleri, sa¢ lezyonlarinda ise saglam dokulara ulasincaya kadar
alman kazmti Orneklerinin parcalart incelendi. Alman Ornekler direkt mikroskobik

incelendikten sonra Sabouraud dekstroze agar besiyerlerinde kiiltiirleri yapildi.

3.2.1.1. Orneklerin direkt mikroskobik olarak incelenmesi

Temiz bir lam tizerine % 15’lik KOH ¢ozeltisinden bir iki damla damlatildiktan
sonra sa¢ ve deri kazint1 drnekleri konularak lamel kapatildi. Oda 1sisinda 20-25 dakika
bekletildi, daha sonra mikroskopta hif parcalari, artrosporlar ve blastosporlar arastirildi.
Mikroskopta once 10’luk sonra 40’lik biiyiiltmede incelendi. Mantar elemanlar1 gézlenen

ornekler pozitif, goriilmeyenler negatif olarak degerlendirildi (Toraman, 2003).

3.2.1.2. Orneklerin ekilmesi ve Kiiltiirii

Sabouraud dekstroze agar besiyerlerine delme yontemiyle 3’li ekim yapildi
Kiiltiirler inkiibasyon sirasinda haftada 2-3 kez kontrol edildi. Ekim yapilan kiiltiirlerden
ikisi oda sicakliginda, biri ise 37°C’de en az 4 hafta bekletildikten sonra degerlendirilmeye

alind1 (Tiimbay, 1983).

3.2.1.3. Kiiltiirde iireyen mantar kolonisinin identifikasyonu
3.2.1.3.1. Koloninin makroskobik incelenmesi

Ekimi yapilmig kiiltiirler inkiibasyon siiresi sonunda ylizeysel(havasal) migel ve
taban rengi, yiizey orgilisii (¢iplak, mumsu, pudramsi graniiler siiet benzeri, kadifemsi,
tiiylii, kabarik) topografisi (diiz,kabarik, daginik), koloninin biikliim sekli (1smnsal, beyin

krateri gibi) ve lireme hizina gore incelendi (Toraman, 2003).
3.2.1.3.2. Selofan band ile yapilan preparasyon

Preparasyonda kullanilacak selofan band lamdan daha kisa kesildi. Selofan bandin

yapiskan yiizii koloninin yiizeyine bastirilarak ¢ekildi. Lam {izerine konulan bir damla
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laktofenol pamuk mavisi boyasi ilizerine selofan band sikica yapistirilarak mikroskopta

incelendi. (Toraman, 2003).

3.2.1.3.3. Lam Kkiiltiirii

Petri kabi igine V seklinde olan bir cam ¢ubuk yerlestirildi. Uzerine bir lam
yerlestirildi ve steril edildi. SDA’dan 1x1 cm ebadinda kesilerek lam iizerine yerlestirildi.
Steril igne 6ze ile hif pargalarindan alinarak besiyerinin kiyismnin orta kismina ekim
yapild1. Steril lamelden alinarak tizerine kapatildi. Besiyerinim kurumasini engellemek i¢in
petri kabmin igine uygun miktarda distile su konuldu. Ureme gériildiigiinde lamel pens ile
alimarak bir damla laktofenol pamuk mavisi konulmus lam tizerine kapatildi. Daha sonra

preperat mikroskopta incelendi (Toraman, 2003).

3.2.2.Trichophyton sp. gelistirilmesi

Tespit edilen Trichophyton sp. suslar1 gelistirilmek amaciyla sivi kiiltiire (SDB)
aseptik teknikler gdzoniinde bulundurularak ekim yapilmistir. Ekimin ardindan 30°C de
150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmig inkiibatorde 7 giin inkiibasyona birakilmistir (Tanig

ve Cihangir, 2009).

3.2.3.Keratinaz enziminin iiretilmesi

Keratinaz enzimi liretmek amaciyla sivi kiiltiirde gelisen 6rnekten enzim {iretimi
icin hazirlanan 100 mL’lik mineral besiyerlerine 0.1 mL olarak steril kosullarda ekim
yapilmistir. Ekimin ardindan 30°C’de 150 rpm ¢alkalama hizina ayarlanmig inkiibatorde
10 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir icerigi ve fungus

hifalar1 (Whatman No:1) siiziilerek enzimden ayrilmistir (Tanis ve Cihangir, 2009)

3.2.4. Maksimum kazeinolitik aktivite gosteren susun secilmesi

Ayristirilan stipernatantlardan skim-milk agara 100’er pL damlatilarak kazeinolitik
aktivite baz alinarak keratinolitik aktivite yorumlanmistir. Besiyerinde en biiyiik zon
olusturan sus kazeinolitik aktivite yoniinden maksimum kabul edilmis dolayisiyla en iyi

keratinolitik aktivite gosteren sus secilmistir.
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3.2.5.Keratinolitik aktivitenin belirlenmesi

Keratinaz aktivitesini belirlemek amaciyla substrat olarak -20°C’de dondurulmus
ve miimkiin oldugu kadar kiigiik pargalara ayrildiktan kullanima hazir hale getirilen keratin
azure (Sigma Chemical, St, Louis, MO, USA) kullanilmistir. Aktivite kolorimetrik olarak
tayin edilmistir (Suntornsuk ve Suntornsuk, 2003; Letourneau ve ark., 1998; Akan, 2010).
Keratin azure 4mg/mL konsantrasyonda 0.01 M sodyum-fosfat (pH: 7.5) tamponunda
hazirlanmistir (Esawy, 2007).

Reaksiyon karisimi

Enzim soliisyonu I mL

Keratin azure ¢ozeltisi 1 mL

Reaksiyon 37°C’de 150 rpm ‘de Isaat inkiibasyon siiresinde gergeklestirilmistir.
Inkiibasyondan sonra 4000 g’de, +4°C’de, 15 dakika santrifiij edilerek keratin azure
uzaklastirilmistir. Daha sonra 1mL alinarak spektrofotometrede 595 nm’de okunup serbest
kalan azoboyasi olgiilmiistiir. Tiim denemeler 3°1i tekrarlar seklinde gerceklestirilmistir.
Bir iinite (U) keratinaz verilen kosullarda, 1 saatte 595 nm’de 6rnek ve kontrol arasinda

0.1absorbans artisina neden olan enzim miktar: olarak tanimlanmstir.

3.2.6.Keratinaz aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Kismi saflastirma yontemi ile elde edilen enzimlerin optimum aktivite gosterdigi
pH degerinin saptanmasi i¢in Oncelikle sitrat tamponu (pH: 4.0-5.6), ardindan sodyum
fosfat tamponu (pH: 6.0-7.5) son olarak da tris tamponu (pH: 8.0-9.0) hazirlanmustir.
Ardmdan keratin azure substrat olarak kullanilarak 1000 ul enzim ve 1000 pl substrat
karisgimi 1 saat inkiibasyona birakilmistir inkiibasyon siiresinin ardindan aktivite
spektrofotometrik olarak 595 nm’de okunup grafiksel olarak ifade edilmistir. (Letourneau

ve ark, 1998; Gradisar ve ark, 2000; Balaji ve ark, 2008; Lateef ve ark, 2010).

3.2.7.S1cakhgin keratinaz aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

1000 pl enzim ve 1000 pl substrat karisimi farkl sicakliklarda (20, 25, 30, 37, 40,
45°C) 1 saat inkiibasyona birakilmistir Inkiibasyonun sonunda aktivite spektrofotometrik
yontemle 595 nm’de okunmustur ve keratinaz aktivitesinin maksimum oldugu sicaklik
secilmistir (Bockle ve ark., 1995; Letourneau ve ark., 1998;Gradisar ve ark., 2000; Balaji
ve ark., 2008; Lateef ve ark., 2010).
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3.2.8. Termal stabilite

1000 pL enzim 20, 30, 40, 50, 60, 70°C’lerde 30 dakika bekletildikten sonra,
tizerine 1000 pL substrat eklenmistir ve 1 saat inkiibasyona birakilmistir. 1 saatlik
inkiibasyonun ardidan keratinolitik aktivite 6l¢iilmiis, konrol olarak kullananilacak grupta
ise enzimin orijinal aktivitesini tespit etmek amaciyla 6n inkiibasyona tabi tutulmamistir.
Enzim ve substrat karistirilmis ve optimum sicakhikta (37°C) aktivite tayini yapilmustir.
Elde edilen sonuglara gore enzimin kalan aktivitesi saptanmistir (Letourneau ve ark., 1998;
Esawy, 2007)

3.2.9. pH stabilite

Enzim 6rnegi farkli pH’lardaki tamponlar (4.0- 9.0) ile karistirilarak 30 dakika 37
°C bekletilmis ardindan, 1000 puL substrat eklenerek 1 saatlik inkiibasyona birakilmistir. 1
saatlik inkiibasyonun ardindan 595 nm’de spektrofotometrik 6lgiim yapilmistir (Esawy,
2007).

3.2.10.Keratinaz aktivitesi iizerine kimyasallarin etkisi

Enzim aktivitesindeki etkilerini saptamak amaciyla belirlenen kimyasallar 1mM ve
5mM olmak iizere 2 farkli konsantrasyonda enzime ilave edilerek 30 dakika bekletilmistir.
Daha sonra 1 saatlik standart enzim substrat karisiminin inkiibasyonun ardindan
keratinolitik aktivite tayini yapilarak enzimin kalan aktivitesi belirlenmistir (Letourneau ve
ark., 1998; Bressollier ve ark., 1999; Allpressve ark., 2002).
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3.2.11. Enzimlerin kismi saflastirilmasi
3.2.11.1.Enzim dérneklerinin amonyum siilfat tuzu ile fraksiyonel presipitasyonu

20 mL enzim Ornegi alinip www.enchorbiotechnology.com adresi baz aliarak
belirtilen miktarlarda amonyum siilfat tuzu ile + 4 °C’de fraksiyonel presipitasyona
birakilmistir. Enzimler %40,% 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lik konsantrasyonlarda
fraksiyonel olarak ayr1 ayr1 toplanmistir. Her bir grup 4 °C’de, 4020 g’de, 20 dk santrifiij
(Hettich; MICRO 22R) edilmistir ve pellet toplam 3 mL optimum pH tamponu ile ¢oziiliip

daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere - 20° C’de saklanmustir.

3.2.11.2.Enzimlerin diyaliz edilmesi
Enzim oOrnekleri uygun kosullarda yikanarak hazirlanan hazirlanan diyaliz
torbalarmma %40, % 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lik fraksiyonel olarak ayr1 ayri

birakilmis ve optimum pH tamponunda giinde 5-6 kez degisitirilerek bekletilmistir.

3.2.11.3.Diyaliz edilen enzim 6rneklerinin aktivite kontroliiniin yapilmasi
%1.5 agar ve % 0.8 skim-milk i¢eren besiyerlerine diyalize edilen enzimlerden 100

ul damlatilarak 2 saat inkiibasyona birakilmistir ve aktivite kontrolii yapilmistir.

3.2.11.4.Enzim orneklerinin sephadeks G 100 kolondan gec¢irilmesi

Aktivite kontroliiniin ardindan fraksiyonlara SDS page uygulanip bant sayisi en az
goriilen fraksiyon secilmistir ve ardindan Sephadeks G 100 kolondan gecirilmistir.
Oncelikle enzim drneginden 0.5 mL almarak Sephadeks G 100(sigma) kolona birakilmistir
ve enzim Orneginin kolona tamamamen absorblanmasiyla beraber optimum pH tamponu
olan pH 7.5 tampon kolona ilave edilmistir ve bu sekilde eluatlar her biri 1’er mL olmak
iizere 70 fraksiyonda toplanmistir. Her bir fraksiyonun aktivite kontrolii dncelikle skim
milk agarda yapilmistir aktivite goriilen fraksiyonlar bir araya getirilerek SDS page
yapilmistir.
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3.2.11.5. Enzimlerin DEAE-sepharose kolondan gecirilmesi

Enzimler Sephadeks G-100 kolon kromatografisi ve ardindan aktivite kontroliiniin

yapilmasindan sonra toplanan fraksiyon daha fazla saflasmanin saglanabilmesi adina

DEAE-Sepharose kolondan gegirilmistir.

Oncelikli olarak 0.5 mL enzim 6rnegi hazirlanmistir ve hazirlanan érnek DEAE-
sepharose (Sigma) kolonun i¢ine ilave edilmistir ve lizerine 4 mL optimum pH tamponu
eklenerek kolondan gegirilmistir. Daha sonra sirasiyla 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1 ve 2

Molarlik NaCl ¢ozeltisi ile 6rnekler toplanmastir.

3.2.12. SDS-PAGE sisteminin hazirlanmasi
Ayiricl jel (% 10):

Cizelge 3.10. Ayiric jelin bilesimi (BIORAD)

Soliisyonlar Miktar(mL)
dH0 4.1

Sol A 3.3

Sol B 2.5

%10 SDS 0.1

AMPS 0.1
TEMED 0.01
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Dengeleyici jel (% 4) :
Cizelge 3.11. Dengeleyici jelin bilesimi(BIORAD)

Soliisyonlar Miktar(mL)
dH0 6.1

Sol A 1.3

Sol C 2.5

%10 SDS 0.1

AMPS 0.1
TEMED 0.01

% 10’luk ayirict jel belirlenen oranlarda hazirlanir SDS page kasetine polimerize
olmak iizere dokiiliir. Dengeleyici jelin dokiilmesinin ardindan jel taraklari dikkatlice

yerlestirilir ve jel polimerize olmak iizere beklenir.

3.2.13. Enzim orneklerinin jele yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Ornek yiikleme tamponu ile &rnek dikkatli bir sekilde kuyucuklara yiiklenir.
Elektroforez islemlerinde ayrica molekiiler agirhiklar: saptamak i¢in ilk kuyucuga igerigi ve
molekiiler agirligi bilinen protein standart’ (marker) yiiklenir. Ornek yiikleme islemi

tamamlandiktan sonra elektroforez (Major science MP-300 V) uygulamasi baslatilir.

3.2.14.SDS-PAGE jelinin boyanmasi

Elektroforezin tamamlanmasinin ardindan jel kasetten dikkatli bir sekilde ¢ikarilir
ve SDS jel boyama soliisyonuna (staining) alinip 1 saat oda sicakliginda bekletilir. Siirenin
sonunda jel birka¢ kez saf sudan gecirilir ve daha sonra da jelden fazla boyanin

uzaklastirilmasi i¢in jel boyay1 geri alma soliisyonuna (destaining) birakilir .
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3.2.15. Giimiis boyama

Proteinlerin boyanmasi i¢in olduk¢a duyarl bir boyama metodudur. Elektroforezin
tamamlanmasinin ardindan cam plakalar arasindan dikkatlice alman jel daha sonra
fiksasyon soliisyonunda oda sicakliginda 1 gece bekletilir, bunun ardindan jel 10 dk saf
suda bekletilir ve bu islem 3 kez tekrarlanir. Daha sonra jel hassaslik artirict soliisyonda 2
dk hafif ¢alkalanarak bekletilir. Jelin lizerine giimiis boyama soliisyonu dokiilerek 2-3 saat
bekletilir. Bu siirenin ardindan bu soliisyon da uzaklastirilarak jel 1 kez sudan gegirilir.
Daha sonra gelistirme soliisyonundan jelin iistline dokiiliir ve bantlar belli oluncaya kadar

bekletilir.

3.2.16. Zimogram analizi

Zimogram analizi i¢in % 10 ‘luk ayiric1 jele icerisine AMPS eklenmeden hemen
once yani jel polimerize olmaya baslamadan % 0.1 ‘lik kazein eklenerek hazirlanir.
Elektroforezin ardindan jel 1 saat % 0.25 ‘lik Triton X-100 ile yikanir ve ardindan
proteoliz i¢cin pH 7.5 tampon igerisinde 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyonun ardindan Coomassie Blue R250 ile boyanip(staining) daha sonra jelden
metanol, asetik asit, distile su karigimiyla boya geri alinir (destaining) (Ferrero ve

ark.,1996).

3.2.17. Enzimin tiiy parcalama yeteneginin arastirilmasi

Enzimin tiiy (tavuk tiiyii) par¢alama yeteneginin arastirilmasi i¢in 10 mL enzim
ornegi 5 deney tiipiine ayr1 ayri eklenmistir. Herbirinin igerisine ayr1 ayr1 1’er tane tavuk
tiiyii eklenmistir ve deney tiipleri 37 © C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakilmaistir.

1. tiip 3 giin, 2. tiip 6 giin, 3. tiip 9 giin, 4. tiip 12 giin, 5. Tiip 15 giin siireyle olmak
iizere farkli periyotlarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiiylerdeki

parcalanma oranlarina gore yorum yapilmistir (Thys ve ark., 2004)
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4 BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Trichophyton sp. suslarinin gelistirilmesi

Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi dermatoloji polikliniginden elde edilen
Trichophyton sp’ye ait Tr-2, Tr-3, Tr-5, Tr-7, Tr-9 numarali suslar gelistirilmek amaciyla
siv1 stok kiiltiire (SDB) ekim yapilmistir. Ekimin ardindan 30°C’de 150 rpm c¢alkalama
hizina ayarlanmis inkiibatorde 7 giin inkiibasyona birakilmistir (Tanis ve Cihangir, 2009)

T 1777777

[ 1177777777 %A

Sekil 4.1. Gelisen Trichophyton sp. suslarmin inkiibatérdeki goriintiisii
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4.2. Enzim Uretilmesi ve Maksimum Enzim Ureten Susun Secilmesi

Gelisen suslardan enzim iiretme kaabiliyetlerinin belirlenmesi ve en iyi enzim
iireten susun belirlenebilmesi i¢in keratinaz iiretimine uygun 6zel enzim liretme besiyeri
olan mineral besiyerine farkli periyotlarda inkiibasyon yapilmistir. Her bir sus sirasiyla 5,

7, 10, 12, 14 giinliik inkiibasyona birakilmistir.

LA T ¢ RN
WA o

-

Sekil 4.2.Mineral besiyerinde keratinaz enzimi {iretimi

Inkiibasyonun ardindan her bir drnek filtre edilmis ve elde edilen siipernatantlardan
keratinaz aktivite tayini yapilmistir. Bu amagla skim milk agara her bir 6rnekten ayr1 ayr1
100p] damlatilmistir. Sonuglara gore keratinolitik aktivite hakkinda yorum yapilmustir. 10
giinliik inkiibasyon sonucunda her bir sus icin keratinaz iiretiminin maksimum oldugu
goriilmekle beraber en fazla kazeinolitik aktivite Tr-9 susunda goriilmiis ve keratinaz
iiretimi i¢in en uygun susun Tr-9 susu oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki ¢aligmalara

Tr-9 susu ile devam edilmistir.
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Sekil 4.3 Tr-9 susundan izole edilen siipernatantin skim milk agardaki kazeinolitik

etkisi
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4.3. Tr-9 Keratinaz Enziminin Karakterizasyon Cahsmalar:
Tr-9 susuna ait siipernatant filtre edildikten sonra ultra santrifiij tiipler ile 4000g’de
,+4°C’de, 20 dk. santrifiij edilmis ve yogunlastirma saglanmistir. Yogunlasan enzim

ornekleri -20°C’de saklanmig ve bundan sonraki ¢alismalar i¢in kullanilmigtir.

4.3.1. Tr-9 Keratinaz enziminin optimum pH arahg
Tr-9 keratinaz enzimi farkli pH araliklarinda tampon sistemleri kullanilarak; Sitrat
(pH: 4.0-5.5), Sodyum Fosfat (pH: 6.0-7.5), Tris (pH:8.0-9.0) tampon sistemleri ile aktivite

analizleri yapilmistir.

OPTIMUM pH

120
100

80 A

60 —e—pH
40 A \

N anati

4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9

Rolatif Aktivite(%)

Sekil 4.4. Tr-9 Keratinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerine ait

sonuglar

Tabloya gore Tr-9 keratinaz enziminin rdlatif aktivitesi pH 4.0-5.0 arasi artis
gostermektedir, pH 5.0°de rolatif aktivite %50 civarinda gozlenmistir. pH 5.5-6.0-6.5-7.0
araliklarinda ise rolatif aktivite de belirgin bir degisim olmamakla beraber pH 7.5
degerinde ise ise rolatif aktivite %100’e ulasmistir. pH 8.0’den sonra ise rolatif aktivitede
belirgin bir diisme baslamistir pH 9.0 dolaylarinda rolatif aktivite % 10 gibi bir deger

almastir.
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Bu sonugclar 151¢inda Tr-9 susunun optimum pH degeri 7.5 olarak tespit edilmistir.
Caligmalarimizin bundan sonraki adimlarinda Tr-9 susunun keratinaz enzimi i¢in optimum
pH 7.5 degeri baz alinip yapilan ¢alismaya bu dogrultuda devam edilmistir.

Literatlire bakildiginda keratinazlarin birgcogunun alkali ve notral pH araliginda
aktif oldugu goriilmektedir nadiren asidik pH araliklarinda aktiftirler (Takami ve ark.,
1999).

Trichophyton mentagrophytes’den keratinolitik proteaz izole eden Yu ve ark.
(1971) elde ettikleri 2 protein bandindan ilkinin optimum pH degerini yapilan ¢aligmayla
benzer sekilde 7.0 olarak saptamislardir. Ikincisinin optimum pH degerini ise farkl olarak
9.5-9.8 araliginda saptamuglardir. Asahi ve ark. (1985), ise Trichophyton rubrum’dan elde
ettikleri proteazin optimum pH degerini bu ¢alismaya paralel olarak 7.8 olarak
saptamiglardir. McKerrow ve Apodaca, (1985) ise Trichophyton rubrum ile yaptiklari diger
bir ¢alismada enzimin optimum pH degerini 8.0 olarak saptamislardir. Benzer olarak Bernal
ve ark. (2003), Kocuria rosea’dan elde ettikleri keratinazin optimum pH degerini 8.0
olarak saptamuslardir. Riffel ve ark. (2003), keratinolitik bakteri Chryseobacterium kr6
susundan elde ettikleri keratinazin optimum pH degerini ¢alismayla ayni deger olan 7.5
olarak saptamiglardir.

Lee ve ark. (2004), Paracoccus sp. WJ-98 susundan elde edilen keratinazin
optimum pH degerini notiire yakin 6.8 olarak saptamuslardir. Paralel bir ¢alismayla
Gradisar ve ark. (2005), Paecilomyces marquandi’den elde edilen keratinazin ve
Doratomyces microsporus’dan elde edilen keratinazin optimum pH degerlerinin her 2
keratinaz i¢inde pH 8.0 dolaylarinda oldugunu bildirmislerdir. Raju ve ark. (2007), ise
dermatofit fungus Microsporum gypseum’dan izole edilen keratinazin optimum pH
degerini 8.0 olarak bulmuslardir.

Anbu ve ark. (2008), Trichophyton sp. HA-12 susundan elde edilen ekstraseliiler
keratinazin optimum pH degerini bu ¢alismayla hemen hemen ayni deger olan 7.8 olarak
tespit etmislerdir. Balaji ve ark. (2008), ise Bacillus subtilis MTCC (9102)’den elde edilen
keratinaz enzimi igin optimum pH degerini 6.0 olarak bulmuslardir. Kalpana ve ark.
(2008), Aspergillus flavus’un optimum proteaz iiretme araliginin benzer olarak pH 7.0
dolaylarinda oldugunu belirtmislerdir.

Bunlardan farkli olarak Cai ve Zheng, (2009), Bacillus subtilis KD-N2 susundan

elde edilen keratinazin optimum pH degerini 8.5 olarak tespit etmislerdir. Benzer sekilde
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Correa ve ark. (2010), Bacillus sp. P7 susundan elde ettikleri keratinazin optimum pH
degerini 9.0 olarak saptamuslardir. Cedrola ve ark. (2012), ise Bacillus subtilis SLC
susudan elde ettikleri keratinazin optimum pH degerini 10.0 olarak saptamiglardir. Kumar
ve ark. (2012), tiiy parcalama yeteneginde olan bakteriden izole ettikleri keratinazin
optimum pH degerini 7.0 bulmuslardir.

Bu sonuclar 1s18inda Tr-9 keratinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH
degeri 7.5 olarak tespit edilmistir. Tr-9 keratinaz enziminin nétiire yakm alkali 6zellik

gosterdigi goriilmektedir bu agidan bakildiginda ¢ogu keratinazla uyum gostermektedir.

4.3.2. Tr-9 keratinaz enziminin optimum sicaklik aktivitesi

Tr-9 keratinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenebilmesi
amaciyla 20-45°C araliginda aktivite analizleri yapilmistir. Bu analizler i¢in kullanilan
substrat optimum aktivitenin gerceklestigi pH: 7.5 degerinde hazirlanmistir. Analizler i¢in
kullanilan inkiibasyon siiresi 60 dk olarak se¢ilmistir. Enzim denemeleri sonucunda ¢ikan

degerler sekil 4.5.”de verilmistir.

Optimum Sicaklik
100 /I\
90
80
70 )’
60 /

50

40
== Sicaklik

Rolatif Aktivite(%)

30

20

10

20 25 30 37 40 45

Sicakhk {(°C)

Sekil 4.5. Tr-9 keratinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerine ait
sonuglar
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Tr-9 Keratinaz enzimine ait tablodaki bulgulara gore enzim 20°C’de %52 rolatif
aktivite gosterirken daha sonraki sicaklik degerlerinde kademeli bir artis gostermis ve
37°C’de ise %100’e ulasmistir, 37°C’den sonra ise rolatif aktivitede diisme yasanmustir.

Bu veriler dogrultusunda Tr-9 Keratinaz enziminin optimum sicaklik degeri 37°C
olarak tespit edilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda optimum inkiibasyon sicaklig1 olarak
37°C kullanilmustir.

Keratinaz enzimi ile yapilan diger optimum sicaklik ¢alismalarinda ise; Aspergillus
fumigatus’dan keratinaz izole eden Santos ve ark. (1996) enzimin optimum sicakligini
farkli olarak 45°C olarak tespit etmislerken, Qin ve ark. (1992) Trichophyton
schoenleinii’den elde ettikleri keratinazin optimum sicakligini bu ¢alismaya oranla yiiksek
bir deger olan 50°C olarak bulmusladir. Lee ve ark. (2002), ise Bacillus sp. SCB-3 susuna
ait keratinazin optimum sicaklik degerini yakin bir deger olan 40°C olarak belirlemislerdir.
Farkli olarak, Nam ve ark. (2002), Fervidobacterium islandicum AW-1susunundan elde
edilen keratinazin optimum sicakligini ekstrem bir sekilde 100°C saptamislardir. Riffel ve
ark. (2003), Chryseobacterium kr6 susundan elde ettikleri keratinazin optimumum sicaklik
degerini 55°C saptamuglardir. Coral ve ark. (2003), ise Aspergillus niger Z1 susundan elde
ettikleri proteazin optimum sicakligimi 40°C olarak bulmuslardir. Gradisar ve ark. (2005),
Paecilomyces marquandii’den elde edilen keratinazin optimum sicaklik degerini olduk¢a
yiiksek bir deger olan 60-65°C saptamislardir aym1 c¢alismada Doratomyces
microsporum’dan elde edilen keratinazin optimum sicakligini ayni sekilde 50°C olarak
bulmuslardir.

Benzer ¢aligmalar olarak, Anbu ve ark. (2005), Scopulariopsis brevicaulis’den elde
ettikleri keratinazin optimum sicaklhigini c¢aligmamiza yakin bir deger olan 40°C
saptamiglardir. Bernal ve ark. (2003), Kocuria rosea’dan elde ettikleri keratinazin optimum
sicaklik degerini paralel bir sekilde 40°C olarak saptamuslardir. Raju ve ark. (2007), ise
Dermatofit fungus Microsporum gypseum’un izole edililerek keratinaz tiretme
potansiyelininin arastirildigi ¢alismada elde edilen keratinazin optimum sicakligini 35°C
bulmuslardir. Anbu ve ark. (2008), izole ettikleri Trichophyton sp. HA-2’den
tanimladiklar1 keratinaz enziminin optimum sicaklikligin1 40°C saptamuslardir.

Cao ve ark. ( 2008 ), Trichoderma atrvoviride F6’dan elde edilen keratinazin
optimum sicakligiin farkli olarak 50-60°C olarak saptamislardir. Moreira ve ark. (2009)

filament6z fungus Myrothecium verrucaria’dan elde ettikleri keratinazin optimum
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sicakligin1 bu ¢alismayla ayni deger olan 37°C saptamislardir. Kumar ve ark. (2012), tiiy
parcalama yeteneginde olan bakteriden izole ettikleri keratinazin optimum sicakligini ayn1
deger olan 37°C olarak saptamislardir. More ve ark. (2013), Cunnighamella
ecninulata’dan saflastirtiklar1 keratinazin optimum sicakligini 30 ve 60°C bulmuslardir.
Caligmalara bakildiginda Tr-9 keratinaz enziminin optimum sicakliginin bazi termofilik
bakteriler disinda 6zellikle funguslar arasinda ve diger mezofilik karakterli bakterilerden
elde edilen keratinazlarla tutarli bir deger gosterdigi sonucuna varilabilir. Tr-9 Keratinaz
enziminin insan ve hayvan viicut yiizeylerinde aktif oldugu diisiiniilecek olursa 37°C gibi
bir optimum sicaklik degerinin normal oldugu diisiiniilebilir. Ayrica enzimin yiiksek
sicakliklarda aktivitesi biiylik ¢apta kayboldugundan Tr-9 Keratinaz enziminin mezofilik

karakterde bir enzim oldugu da sdylenebilir.
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4.3.3. Tr-9 Keratinaz enziminin termal stabilitesi

Tr-9 keratinaz enziminin termal stabilitesini tespit edebilmek amaciyla 20, 30, 40,
50, 60, 70°C’lerde 30 dk. 6n inkiibasyon uygulanmistir daha sonraki asamada ise enzimin
optimum sicakligi olan 37°C’de ve optimum pH: 7.5 olan tampon —substrat kompleksi ile
normal inkiibasyon siiresi olan 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen veriler sekil

4.6.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Tr-9 keratinaz enzimine ait termal stabilite bulgular1

30 dk. On inkiibasyon siiresinin ardindan veriler yorumlanacak olursa; 20°C’de
enzimin aktivitesinin % 70’e yakin korundugu, 30°C’de % 65 korundugu, 40°C’de % 63
oraninda korundugu 40°C’nin altindaki degerlerde ise enzim aktivitesinin kademeli olarak
diistiigli goriilmektedir. Sonuglar dogrultusunda 20-40°C araliginda enzimin aktivitesinin
% 60 tizerinde korundugu sdylenebilir.

Aspergillus niger Z1 susundan keratinolitik proteaz karekterizasyon g¢aligmalari
yapan Coral ve ark. (2003), bu ¢alismadan farkli olarak enzimin 90 °C’ye kadar stabil
oldugunu saptamiglardir. Bernal ve ark. (2003), farkli 6zellikte bir ekstraseliiler keratinaz
tanimlamiglar ve elde edilen keratinazin 10-60°C araliginda stabil oldugunu bildirmislerdir.
Anbu ve ark. (2008), ise Trichophyton HA-2 susundan elde ettikleri ekstraseliiler

keratinazin 20-45°C araliginda stabil oldugunu bildirerek bu ¢alismayla hemen hemen ayni
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sonucu elde etmislerdir. Moreira ve ark. (2009), Bitki patojeni fungus Myrothecium
verrucaria’dan elde edilen keratinolitik bir proteazin 25-70°C araliginda etkin oldugunu
saptamiglardir.
Mukherjee ve ark. (2011), Mutant Brevibacillus sp. AS-S10-II susundan elde
ettikler alkalin B keratinazin benzer sekilde 25-55°C araliginda stabil oldugu bildirmisledir.
Bu sonuclar dogrultusunda; Tr-9 keratinaz enziminin sicakliga duyarli bir enzim
oldugu yiiksek sicakliklarda enzimin konformasyonun bozuldugu ve enzimin sicaklik

spektrumunun dar oldugu sdylenebilir.

4.3.4. Tr-9 Keratinaz enziminin pH stabilitesi

Tr-9 Keratinaz enziminin pH stabilite ¢alismalar1 amaciyla enzim pH: 4.0-9.0
araliginda olan tampon ¢dzeltilerde 30 dakika, 37°C’de &n inkiibasyona birakilmistir. On
inkiibasyonun ardindan 37°C ve pH: 7.5 degerindeki substrat ile yapilan analiz sonuglar1

Sekil 4.7.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7.Tr-9 keratinaz enziminin pH stabilite bulgular1
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Tr-9 Keratinaz enziminin 30 dakika ©On inkiibasyon ardindan 1 saat normal
inkiibasyon isleminden sonra pH: 4.0-4.5-5.0 araliginda %30 dolaylarinda aktivitesinin
kaldig1 pH 5’den sonra aktivitenin arttigit pH 5.5 ’da %100’e ulastig1 goriilmektedir.
Enzimin pH: 5.5-7.5 araliginda aktivitesini yaklagik olarak % 100 oraninda korudugu
gorilmektedir. pH 8.0°den itibaren enzimin aktivitesinde kademeli bir disiis
yasanmaktadir Oyle ki pH: 9.0 ‘da enzim aktivitesini %85 oraninda kaybettigi
gorilmektedir.

Benzer sekilde, Streptomyces pactum DSM 40530°dan keratinaz enzimi izole eden
Bockle ve ark. (1995), enzimin pH 7.0-10.0araliginda stabil oldugunu saptamislarken,
Gradisar ve ark. (2005), keratinolitik fungus Paecilomyces marquandi’den elde ettikleri
keratinazin pH 6.0-11.0 araliginda stabil oldugunu bildirmislerdir. Anbu ve ark. (2008),
izole ettikleri keratinazin pH 7.0-11.0 araliginda stabil oldugunu bildirmislerdir. Moreira
ve ark. (2009), filament6z fungus Myrothecium verrucaria’dan elde edilen keratinazin pH
5.0-12.0 aralhigida stabil oldugu bildirmislerdir. Veriler dogrultusunda Tr-9 Keratinaz

enziminin pH: 5.5-8.0 araliginda stabil bir enzim oldugu sdylenilebilir.
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4.3.5. Tr-9 keratinaz enzim aktivitesine metal iyonlari, inhibitor, deterjanlar ve
selatorlerin Etkisi

Inhibitor, selatdr, metal iyonunlari, deterjanlarin enzim aktivitesi {izerinde ne yonde
etkili oldugunu oldugunu saptamak amaciyla Tr-9 keratinaz enzimine ¢esitli kimyasallarla
muamele edilmistir, ayn1 kimyasaldan 2 farkli konsantrasyonda (1mM, SmM) olmak tizere

30 dakika 6n inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Tr-9 Keratinazenzimi lizerine metal iyonlari, inhibitor, deterjanlar ve selatorlerin
etkisi

Tablodaki verilere gore FeClz ve CaCl, ‘nin enzim aktivitesini hem ImM hem de
5mM konsantrasyonlarda arttirdig1 6zellikle CaCly’nin 5mM konsantrasyonda aktiviteyi %
148 oraninda arttirdigr goriilmektedir, ZnCly’nin ise 1mM konsantrasyonda enzim
aktivitesini %56 oraninda azalttigi, SmM konsantrasyonda ise aktiviteyi %66 oraninda
azalttig1 goriilmektedir.

Non-iyonik deterjanlardan Triton-X 114 ‘iin % 1°lik konsantrasyonda enzimde %

98 gibi ciddi bir aktivite kaybina sebep olarak enzimi ¢ok biiyiik capta inhibe ettigi
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goriilmektedir. SDS’nin ise % 1 konsantrasyonda muamale sonrasi ise enzimde % 51
oraninda aktivite kaybina sebep oldugu goriilmektedir.

PMSF ’nin ise enzimi tamamen inhibe ettigi goriilmektedir, EDTA ImM
konsantrasyonda % 39 aktivite kaybina sebep olurken; SmM konsantrasyonda % 51
aktivite kaybina neden olmustur.

1-10 Phenanthroline Monohidrat ise 5mM konsantrasyonda enzim aktivitesini %69
oraninda diisiirmiistiir. Ure 1mM konsantrasyonda aktiviteyi % 36 oraninda diisiiriirken;
SmM konsatrasyonda ise aktivite kaybini %51 °e yiikselmistir.

PMSF tarafindan ¢ok ciddi bir sekilde inhibe edilen proteazlarin serin-proteazlar
oldugu belirtilmistir. Giongo ve ark. (2007), Bacillus tiirlinden yeni tanimlanan
keratinolitik enzimlerin biiylik 6lciide PMSF tarafindan inhibe edildigi ve bu nedenle
enzimlerin serin-proteaz ailesine dahil oldugunu bildirmislerdir. PMSF, Tr-9 Keratinaz
enzimini hem 1 mM hem de 5 mM konsantrasyonda % 100 inhibe ettginden enzimin serin
tip proteaz oldugu sonucuna varilmaktadir. Fungi ve bakteriler tarafindan serin proteazlarin
yani sira metalloproteazlarin da tiretilebildigi bilinmektedir(Farag ve Hassan, 2004; Riffel
ve ark., 2003) .Serin proteazlar i¢in PMSF’nin ardindan diger bir inhibe edici kimyasalin
da 1-10 Phenanthroline oldugu bildirilmistir (Dozie ve ark., 1994, Riffel ve ark., 2003).

Genellikle yapilan c¢alismalarda CaCl, gibi divalent katyonlarin keratinaz
aktivitesini arttirici yonde etki yaptigi goriilmektedir, bu durum siklikla bu metal
iyonlarmin enzimin konformasyonunu koruyabilecegi ve enzimi denatiirasyona karsi
koruyabilecegi fikriyle iliskilendirilmistir (Farag ve Hassan, 2004; Suntornsuk ve ark.,
2005; Cao ve ark., 2009), bu sonug 1sigmda Tr-9 keratinaz konformasyonunun CaCl,
tarafindan korundugu diisiiniilebilir.

Apodaca ve McKerrow (1985), benzer sonuglarla Trichophyton rubrum’dan izole
ettikleri ekstraseliiler proteaza 2mM CaCl, ile muameleyle paralel bir sekilde enzim
aktivitesinde artis gozlemlemislerken; enzimin PMSF ile inhibe edildigini saptamislardir.
Asahi ve ark. (1985), Trichophton sp’ye ait Trichophyton rubrum’un tirettigi ekstraseliiler
proteazin CaCl, ile benzer olarak aktivitesini arttirdigi, yine ayni ¢aligmada PMSF nin ise
aktiviteyi bu caligmada oldugu gibi %95 gibi biiyiik bir oraninda inhibe ettigi, 1-10
Phenanthroline Monohidratin ise enzim aktivitesinde diislis meydana getirdigini

bildirmislerdir.
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Benzer sekilde Tsuboi ve ark. (1989), ise Trichophyton mentagrophytes’den elde
edilen ekstraseliiler bir protezla yapilan bir ¢calismada su sonuglari tespit etmislerdir; 1mM
CaCl; ‘nin enzim aktivitesini %220 arttiridigi, 1mM PMSF nin enzim aktivitesini tamamen
inhibe ettigi, bununla beraber 1mM ZnCl,’nin enzim aktivitesinde % 56 azalmaya neden
oldugunu bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada 5SmM EDTA’nin ise yapilan ¢aligmaya paralel
bir sekilde enzimde % 41 aktivite kaybina naden oldugunu bildirmislerdir. Rojanavanich
ve ark. (1990), Hendersonula toruloidea ‘den elde edilen ekstraseliiler proteazin PMSF
tarafindan benzer olarak giiclii bir sekilde inhibe edildigini saptamiglardir. Gradisar ve ark.,
(2005), bu c¢alismayla paralel sonuglar elde ettikleri arastirmalarinda Paecilomyces
marquandi ve Doratomyces microsporus’dan elde edilen her 2 keratinazin da 1 mM PMSF
varliginda tamamen aktivitesini kaybederken; SmM EDTA ile P. Marquandi’ye ait
keratinazda %30, D. Microsporus’da ise % 25 aktivite kaybina neden oldugu bildirilmistir.
Ayni galismada %1 SDS’in P. Marquandi’ye ait keratinazda %71, D. Microsporus’da ise
%77 aktivite kaybina neden oldugu bildirilmistir. Huang ve ark. (2003), Bacillus pumilus
ile yaptiklar1 bir ¢calismada elde edilen keratinazin PMSF ile tamamen inhibe oldugunu
saptamiglardir. Moreira ve ark. (2007), Myrothecium verrucaria’dan elde edilen
keratinolitik proteazin 1mM PMSF ile giiclii bir sekilde inhibe edilidigi ve enzimin %80
dolaylarinda aktivite kaybina ugratildigini bununla beraber SmM EDTA ile muamele
edildiginde ise enzim aktivitesinin % 40 dolaylarinda azaldigin1 bildirmislerdir. Enzimin
PMSEF ile giiclii bir sekilde inhibe edilmesi serin proteaz oldugu fikrini gii¢lendirmekle
beraber EDTA ile kismi inhibisyon goOriilmesi metalloproteaz olabilecegini
disiindiirtmiistiir. Bu durumun her zaman gegerli olmayacagida belirtilerek bu kismi
inhibisyonu divalent katyonlarin saglamis olabilecegi belirtilip divalent katyonlarin
stabiliteyi korumadaki onemine dikkat ¢ekmislerdir. Anbu ve ark. (2008), elde ettikleri
ekstraseliiler keratinazin ¢alismamiza benzer sekilde PMSF tarafindan tamamen, EDTA ile
kismen inhibe edildigi ve bu keratinazin serin tip proteaz oldugunu belirtmislerdir.

Balaji ve ark. (2008), farkli olarak Bacillus subtilis MTCC(9102) susuna ait
ekstraseliiler keratinaz aktivitesinin metalloproteaz inhibitorleri olan EDTA ve 1-10
phenanthroline ile muamele sonucu tamamen kayboldugu belirtilerek enzimin bir
metalloproteaz oldugu sonucuna varmiglardir. Kalpana ve ark. (2008), Aspergillus niger’le
yapilan diger bir ¢aligmada ise SmM CaCly’nin yapilan ¢alismayla benzer olarak alkalin

proteaz aktivitesinde % 105 aktivite artigt sagladigini belirtmislerdir. Benzer bir
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calismayla; Moreira ve ark. (2009), elde ettikleri alkalin proteaza divalent katyonlardan
CaCl; ‘nin aktive edici etkisi oldugunu saptamislardir. Calismalari sonucunda SmM
CaCl,’nin enzim aktivitesini % 135 arttirdigi, ZnCl,’nin ise enzimde % 11 aktivite kaybina
neden oldugu belirtilmistir. Bununla beraber ImM PMSF’nin enzim aktivitesinde biiyiik
capta azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Rai ve ark. (2009), yaptiklar1 diger bir
arastirmada ise Bacillus subtilis RM-01 susundan elde edilen B keratinazn 1mM Fe*? ile
muamele sonrasinda aktivitesinde % 50 artig gosterdigi, PMSF kimyasalinin 1mM
konsantrasyonunda ise yaklasik % 90 aktivite kaybi meydana getirdigi sonucuna
ulagsmuslardir. Syed ve ark. (2009), Streptomyces gulbargensis’den elde edilen keratinaza
SmM EDTA ile yapilan muamelede enzimin aktivitesinde yaklasik olarak %13 ‘lik bir
aktivite kayb1 oldugunu bildirmislerdir.

Paralel bir ¢alismayla; Dubey ve ark. (2010), Aspergillus niger’den elde edilen
alkalin proteazin; PMSF, SDS, EDTA ile inhibe edildigi, CaCl; ile ise tam tersi yoniinde
proteazin aktivitesinde artis gdzlemlendigini saptamiglardir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak
proteazin serin tip proteaz oldugu sonucuna varmislardir. Prakash ve ark. (2010), Elde
ettikleri 2 ayr1 keratinazin her ikisininde tipki bu c¢alismada oldugu gibi 1 mM PMSF
varliginda tamamen inhibe oldugu, 10 mM 1,10 phenanthroline ile keratinaz 1’in %3,
keratinaz 2 ‘nin de %3 aktivite kaybma ugradigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada 1 mM
CaCl, varhiginda %100 aktivite saglandigi, 10 mM EDTA ile sirasiyla % 5 ve % 10 aktivite
kaybi oldugunu bildirmislerdir. Cedrola ve ark. (2012), Bacillus subtilis SLC susundan
elde edilen keratinazin PMSF ile benzer sekilde biiylik capta inhibisyona ugradigi ve
enzimin serin tip proteaz oldugunu Dbildirmislerdir. More ve ark. (2013),
Cunnighamellaechinulata’dan elde edilen keratinazin PMSF ile inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Bu inhibisyonu enzimin serin proteaz olmasiyla iliskilendirmislerdir. Tr-9
Keratinaz enziminin, Serin proteaz inhibitorii olan PMSF ile inhibe olmasi enzimin serin
tip proteaz oldugunu gostermektedir, enzime ait bulgular diger serin tip proteazlara ait
sonuclarla biiyiik paralellik gdstermektedir, ayrica bir metalloproteaz inhibitérii olan

EDTA ile kismi inhibisyon gostertermesi bu fikri giiclendirmektedir.
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4.4.Tr 9 Keratinaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi
4.4.1.Enzim érneklerinin amonyum siilfat tuzu ile fraksiyonel presipitasyonu

Kismi saflastirma islemlerine ilk olarak amonyum siilfat tuzu ile fraksiyonel
presitasyon ile baglanmistir. Bu amagla Tr-9 keratinaz enziminden 20 mL alinip, istenilen
konsantrasyon g6z oniinde bulundurularak bu miktara karsilik gelen amonyum siilfat tuzu
ile biraraya getirilip optimum pH tamponuna (pH:7.5) birakilmistir. Presipitasyona
birakilan enzim 6rnekleri % 40, % 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lik fraksiyonlar halinde

hergiin ayr1 ayr1 toplanmustir.

4.4.2. Enzim orneklerinin diyaliz edilmesi

Amonyum siilfat tuzu ile presipite edilen enzim gruplarini (% 50, % 60, % 70, % 80
ve % 90) tuzdan arindirabilmek amaciyla her bir grup diyaliz torbasmna ayr1 ayri
birakilmistir. Diyaliz torbalar1 pH: 7.5 sodyum fosfat tamponuna birakilarak + 4 °C’ye

yerlestirilmistir. Tamponlar giinde 5-6 kez degistirilmistir.
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4.4.3. Diyaliz edilen enzim 6rneklerinin aktivite kontroliiniin yapilmasi

Diyaliz edilen enzimlerin aktivite kontroliiniin yapilmas1 i¢in distile suda hazirlanan
% 1 ‘lik skim-milk ve % 1.5 agar igeren besiyerlerine 100 ul enzim damlatilarak 2 saat ve
37 °C’de bekletilmistir. Inkiibasyon sonucunda en fazla aktivite gdsteren grup % 40 ‘hik
grup olmustur (Sekil 4.9).

Sekil 4.9.Maksimum aktivite gdsteren % 40 ‘lik diyaliz 6rneklerinin skim-milk

agardaki goriintiisii.

4.4.4. Petride aktivite gosteren enzimlerin sephadeks G-100 kromatografisinden
gecirilmesi

% 40’lik amonyum siilfat ile elde edilen enzim ekstra saflagtirma i¢in sephadeks G-
100 kolon kromatografisinden gegirilmistir. Sonuglar SDS page sonrasi yapilan glimiis

boyamayla kiyaslanmistir (Sekil 4.11)
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4.4.5. Enzimin DEAE-sepharose kolondan gecirilmesi ve aktivite kontrolii

Aktivite gosteren enzim fraksiyonlar1 DEAE-sepharose kolondan gegirilmistir.
Oncelikle 0,5 mL enzim 6rnegi DEAE-sepharose kolona eklendikten sonra sirasiyla; 0.1,
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1 ve 2 M’lik NaClI ¢ozeltileri kolona eklenmistir. Oncelikli olarak iist siv1
olmak kaydiyla her konsantrasyondaki eluatlar ayr1 ayr1 toplanmistir. Ust sivinin aliminda
optimum pH tamponu kullanilmigtir. Toplanan fraksiyonlarin aktivite kontroliiniin

sonucunda 0.5 M’lik fraksiyonlarda aktivite goriilmistiir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. 0.5M’lik fraksiyonun skim-milk agardaki goriintiisti

4.4.6. Amonyum siilfat presipitasyonu, sephadeks G-100 kolon kromatografisi ve
DEAE-sepharose kolonu asamalarindan gecen enzimin SDS Page analizi

Oncelikle amonyum siilfat presipitasyonu sonucu en iyi aktivite goriilen % 40 ‘hk
grubun sephadeks G-100 kolondan gegirilmesiyle elde edilen enzim ornekleri daha sonra
bu enzim Orneklerinin DEAE-sepharose kolondan gecirilmesiyle elde edilen 0.5 M’lik
grup ve siipernatant birarada SDS page yapilip giimiis boyamaya alimmistir. Boyama

sonrast sonuclar yorumlanmistir (Sekil 4.11)
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4.4.7. DEAE-sepharoose kolondan gecen ve aktivite goriilen Tr-9 keratinaz enziminin
zimogram analizi
Petride aktivite goriilen 0.5 M’lik fraksiyonlarin zimogram analizi yapilip, giimiis

boyama yapilan jelle kiyaslanmigtir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Tr-9 Keratinaz enziminin giimiis ve boyama zimogram goriintiisii.

M)Marker

1)Siipernatant

2)Amonyum siilfat presipitasyonunun (%40’lik grup) ardindan Sephadeks G 100
kolon kromotografisinden gecirilen enzim 6rnegi.

3) Amonyum siilfat presipitasyonunun (%40°lik grup) ardindan sirasiyla Sephadeks
G 100 kolon kromotografisi ve DEAE sepharose kolon kromotografisinden (0.5 M’lik
eluat) gecirilen enzim 6rnegi.

Yapilan ¢aligma sonucunda Tr-9 keratinaz enziminin molekiiler agirligi yaklagik 34
kDa olarak tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda keratinaz enzimlerinin molekiiler
agirhiklar: tiretildigi organizmalarin orjinlerine gore farkliliklar gostermekle beraber genel

anlamda 18-200 kDa arasinda degistigi bildirilmektedir (Nam ve ark., 2002). Fakat
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genellikle keratinazlarin molekiiler agirligi 50 kDa altinda yer alir. Patojen funguslarda ise
ekstrem olarak 440 kDa kadar ¢ikabilmektedir (Kim ve ark., 2004)

Genellikle yiiksek molekiiler agirliklt keratinazlar metalloproteaz sinifinda
bulunurlar ve enzim termofilik karakterdedir Farag ve Hassan, (2004). Bu ¢alisma sonucu
elde edilen Tr-9 keratinaz enzimi serin tip proteaz ve mezofilik karakterli bir enzim
oldugundan bu veriyi desteklemektedir. Enzimin molekiiler agirligmin 50 kDa’dan daha
diisiik olmasi1 genel bir keratinaz profili sundugunu gostermektedir. Literatiirde yapilan
diger calismalara bakildiginda ise;

Dermatofit Trichophyton granulosum’dan proteaz elde eden Day ve ark., (1968),
enzimin molekiiler agirligin1 yapilan ¢calismayla hemen hemen ayni deger olan 34.3 kDa
olarak tespit etmislerdir. Apodaca ve McKerrow (1985), Trichophyton rubrum’dan {iretilen
keratinazin molekiiler agirligini 44 kDa olarak saptamiglardir. Benzer olarak, Asahi ve ark.
(1985), Trichophyton rubrum’dan molekiiler agirhgmi 36 kDa olan keratinaz
tamimlamiglardir. Sanyal ve ark. (1985), ise bu c¢alismaya paralel olarak Trichophyton
rubrum’dan molekiiler agirligi 34.7 kDa olan kerotinolitik proteaz tanimlamislardir.
McKerrow ve Apodaca (1985), Trichophyton rubrum’dan elde ettikleri ekstraseliiler
proteinazin molekiiler agirligini 44 kDa olarak saptamiglardir. Tsuboi ve ark. (1987),
Yaptiklar1 diger 2 ¢alismada bu ¢alismaya yakin degerler elde etmislerdir. Sporothrix
schenckii ‘den 2 ayri1 ekstraseliiler proteaz elde edip, bunlardan ilkinin molekiiler agirligmi
36.5 ikincisinin molekiiler agirhigmni ise 39 kDa olarak tespit etmislerdir. Trichophyton
mentagrophytes ile yaptiklar1 c¢aligmalarda (1989), ise keratinaz enzimin molekiiler
agirhiginm 38-41 kDa arasinda degistigini bildirmislerdir. Ayni sonucu elde eden
Rojanavanich ve ark. (1990), Dermatofit Hendersonula toruloidea’dan elde ettikleri
keratinazin molekiiler agirhigmi 34 kDa olarak bulmuglardir. Qin ve ark. (1992),
Trichophyton schoenleinii’den elde ettikleri keratinazin molekiiler agirhigini 38 kDa olarak
tespit ederek paralel bir sonuca ulasmislardir. Bockle ve ark. (1995), ise Streptomyces
pactum DSM 40530’dan keratinaz enzimi iiretip enzimin molekiiler agirligini paralel bir
deger olan 30 kDa olarak saptamiglardir.

Huang ve ark. (2003), Bacillus pumilus’tan elde ettikleri serin proteazin molekiiler
agirligmi 32 kDa olarak saptamuglardir. Korkmaz ve ark. (2003), Topraktan izole ettikleri
Streptomyces BA7 susundan {irettikleri keratinazin molekiiler agirligini 44 kDa olarak

tespit etmislerdir. Gradisar ve ark. (2005), yaptiklar1 calismada 2 nonpatojenik filamentoz
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fungusdan keratinaz tanimlamiglardir Keratinazlardan ilkinin molekiiler agirligini 33 kDa,
ikincisinin molekiiler agirligini ise 30 kDa olarak bulup paralel sonuclar elde etmislerdir.
Suntornsuk ve ark. (2005), Bacillus licheniformis’den elde edilen keratinazin molekiiler
agirhigini 35 kDa saptayip hemen hemen bu ¢alismayla ayni sonucu bulmuslardir.

Moallaei ve ark. (2006), Trichophyton vanbreuseghemii’den Karakterize ettikleri
keratinazin molekiiler agirligininin benzer sekilde 37 kDa olarak saptamiglardir.

Paralel galismalarla, Ogino ve ark. (2007), Bacillus sp. PN-13 susundan elde
ettikleri keratinazin molekiiler agirligmi yaklasik 30 kDa bulmusken, Raju ve ark. (2007),
dermatofit fungus Microsporum gypseum’dan elde ettikleri keratinazin molekiiler agirligini
ise 33 kDa olarak tespit etmisler, Anbu ve ark. (2008), ise Trichophyton sp. HA-2’den elde
ettikleri keratinazin molekiiler agirligin1 yapilan ¢calismayla ayni1 deger olan 34 kDa olarak
bildirmislerdir. Benzer sekilde, Cai ve Zheng (2009), Bacillus subtilis KD-N2 susundan
iirettikleri keratinazin molekiil agirligini 30.5 kDa olarak bulmuslardir.

Farkli olarak, Moreira ve ark. (2009), filamantéz fungus Myrothecium
verrucaria’dan elde ettikleri keratinazin molekiiler agirligini yaklagik 23 kDa olarak tespit
etmislerken, Dubey ve ark. (2010), ise Aspergillus niger’den elde ettikleri keratinazin
molekiiler agirligimi 60 kDa olarak tespit etmislerdir. Benzer bir ¢alismayla, Prakash ve
ark. (2010), ise Bacillus halodurans PPKS-2 susundan salgilanan 2 ayr1 6zellikteki
keratinaz tiretip ilk keratinazin molekiiler agirligim1 30 kDa, ikinci keratinazin molekiiler
agirhigini ise farkl olarak 66 kDa saptamiglardir.

Yapilan c¢alismalar g6z Oniinde bulunduruldugunda Trichophyton sp.’ye ait
keratinazlarin serin tip proteaz oldugu ve molekiiler agirliklarinin 50 kDa altinda oldugu
sonucu a¢iga ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alisma sonucu sonucu elde edilen Tr-9 Keratinaz
enziminin molekiiler agirhiginin diger serin proteazlarla biiylik bir uyum igerisinde oldugu

goriilmektedir.
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4.9. Tr-9 Keratinaz Enziminin Tiiy Parcalama Yeteneginin Saptanmasi

Tr-9 Keratinaz enziminin tily pargalalama yeteneginin arastirilmasi igin elde
ettigimiz keratinazdan tavuk tiiyleri lizerine eklenmistir ve ardindan 37°C ve 150 rpm’de 3,
6,9, 12, 15 giinliik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan elde edilen sonuglar

sekil 4.12°de gosterilmektedir.

3. giin 6. giin 9. glin 12. giin 15. glin

Sekil 4.12. Tr-9 Keratinaz enzimi ile muamele edilen ve farkli periyotlarda

inkiibasyona birakilan tavuk tiiylerinin goriintiisii

Dermatofitlerden 6zellikle Trichophyton sp’ den elde edilen keratinazin tavuk
tilylinii pargalamada oldukga basarili ve 6nemli bir roliiniin oldugu belirtilmistir, Okafor ve
Ada, (2000). Bitki patojeni fungus Myrothecium verrucaria’dan keratinaz elde eden
Moreira ve ark. (2007), bu keratinazin tavuk tiiyii, koyun yiinii, insan tirnagi, insan sagini
pargalayabildigini bildirmislerdir. Anbu ve ark. (2008), benzer bir sonugla Trichophyton
sp. HA susundan elde edilen ekstraseliiler keratinazin tavuk tiiylinii pargalamada oldukca
etkin oldugunu bildirmislerdir. Pandian ve ark. (2012), Funguslar arasindan Microsporum
sp. ve Trichophyton sp.’nin tiiy par¢alama yeteneginde oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
keratinaz tiretebilen mikroorganizmalarin ayn1 zamanda tiiy pargalayici etkisinin oldugunu
bildirmiglerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda Tr-9 Keratinaz enziminin tavuk tiiyleri

iizerinde pargalayici etkisi oldugunu soyleyebiliriz.
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5. SONUC ve ONERILER

Mikrobiyal keratinazlar oldukg¢a sert yapida olan, giiclii ¢arpraz baglara sahip,
coziinmesi hayli gilic yapisal bir polipeptid olan keratini pargalama yeteneginde
olmalarmdan dolay1 biyoteknolojik uygulamalar i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedirler
(Selvam ve Vishnupriya, 2012). Hayvan besleme acisindan 6nemli olan tiily yemlerinin
elde edilmelerinde keratinazlar olduk¢a Onemlidir.. Bu uygulama olduk¢a ucuz ve
alternatif bir yontem olmaktadir. (Papadopoulos ve ark., 1986).

Hayvan derilerini endiistriyel olarak kullanima uygun hale getirmek i¢in uygulanan
tabaklama islemi swrasinda killarin uzaklastirilmasi igleminde (enzimatik dehairing)
keratinazlardan faydalanilmaktadir (Cantera, 2001; Thanikaivelan ve ark., 2004).

Keratinlerin biyolojik yikima ugrayabilen filmlere ve tarimsal-biyomedikal
uygulamalar i¢in kaplamalara doniistiiriilmesi konusunda ilgi oldukg¢a artmustir. Keratinin
enzimatik ya da kimyasal olarak muameleyle, giibre paketlenmesi, modifiye keratin
tarimsal filmler ya da tiiketilebilir film olusumunda kullanilabilecegi bildirilmistir. Baz1
keratinazlar kozmetik ve farmasotik agidan ilgi ¢ekici hale gelmistir (Brandelli, 2008).
Ayrica dermatofitoz tedavisi i¢in asilarin hazirlanmasinda da kullanilabilirler (Friedrich ve
ark,, 2005; Gradisarve ark., 2005; Mohorcic ve ark., 2007). Keratinazlarin alkali pH
araliginda olmalari, diisik ve orta sicaklikta etkin olmalari, surfaktan ve deterjan
uyumlulugunun yani sira beyazlatma etkinlikleri dolayisiyla deterjan formiilasyonlarinda
katk1 maddesi olarak kullanilabilmektedir (Rai ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2009; Prakash
ve ark., 2009; Xie ve ark., 2010).

Keratinazlar biyohidrojen {iiretiminde de kullanilabilirler (Balint, 2005) Yakin
zamanlarda keratinazin dikkat ¢eken 6nemli bir alani ise ilaglarin viicutta gegirgenligini
arttirmasi olmustur (Mohorric ve ark,. 2007).

Mikrobiyal keratinazlarin biyokimyasal 6zellikleri tiretildikleri mikroorganizmalara
gore farklilik gdosterir, bu enzimler agirlikli olarak ekstraseliiler olsalar da yine de
intraseliiler ve hiicre ile iligkili olanlar1 da tanimlanmistir (Gupta ve Ramnani, 2006).

Mikrobiyal keratinazlar genellikle alkalin ve nétral proteazlardir ve optimum pH
araliklar1 7.5-9.0 arasinda degiskenlik gosterir fakat bu araligin disinda yer alan enzimler

de vardir (Takami ve ark., 1999).
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Keratinazlarm aktivite gosterdigi optimum sicaklik, izolatin habitatina ve tiretildigi
mikroorganizmaya bagl olarak ¢ok degiskendir, genel olarak keratinazlarin optimum
sicaklig1 30-80°C arasinda degismektedir.

Keratinazlarin molekiiler agirligi ¢ogunlukla 50 kDa altinda yer alir, fakat patojenik
funguslar s6z konusu oldugunda molekiiler agirlik 440 kDa kadar yiikselebilmektedir (Kim
ve ark., 2004). Yine de genel anlamda bakildiginda keratinazlarin molekiiler agirliklarmin
18-200 kDa arasinda oldugu bildirilmistir (Nam ve ark., 2002; Bernal ve ark., 2003)

Bir¢ok c¢alisma dermatofitik funguslarin keratinolitik potansiyelleri {lizerinde
odaklanmustir. Ozellikle Trichophyton ve Microsporum gibi genuslar ilgi uyandirmaktadir
(Asahi ve ark., 1985). Dermatofitik funguslar baslica tibbi ve veterinerlik etkileri nedeniyle
ilgi ¢ekmektedirler (Anbu ve ark., 2008). En iyi calisilan keratinazlar dermatofitlerin
Trichophyton, Microsporum cinslerine aittir (Tsuboi ve ark., 1989; Qin ve ark., 1992).
Dermatofitler tarafindan salgilanan serin proteazlarin derinin fungal invazyonunda biiyiik
bir rol oynadig1 kabul edilmektedir (Kaufman ve ark., 2007; Monod ve ark., 2002). Bu 6zel
grup patojenik funguslar keratin substratini en iyi pargalayanlar arasinda yer alir bu
nedenle keratin hidrolizi yapilmasi gereken, tip, kozmetik, deterjan, deri endiistrisi gibi
farkli alanlarda uygulanmalidir (Friedrich ve ark., 2003).

Dermatofitlerin 6nemli bir genusu olan Trichophyton sp. ekstraseliiler keratinaz
iiretebilme yeteneginde olan insan ve hayvan patojeni funguslar1 kapsar. Trichophyton sp.
iireyebilmek icin keratin dokuya ihtiya¢c duyar bundan dolayida sag, tirnak ve yiizeysel deri
alanlarina yerlesip buralarda keratin dokular1 parcalamak suretiyle lezyonlar olusturur.
Ayak ve tmrnaklardaki infeksiyonun en Onemli ve en yaygin nedeni olan patojen
mikroorganizmadir.

Yapilan ¢alismada Kahramanmaras siit¢i imam tiniversitesi dermatoloji bolimiine
bagvuran hastalardan elde edilen Trichophyton Tr-9 susundan izole edilen keratinazin
karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmigtir. Cesitli metal iyonlari, inhibitor, selator ve
deterjanlarin enzim {izerindeki etkileri incelenip, enzimin saflastirma caligmalari
yapilmistir. Ek olarak bu keratinazin tavuk tiiyleri tizerindeki etkisi arastirilmistir.

Calismanin ilk adiminda Kahramanmaras siitcii imam iiniversitesi dermatoloji
Poliklinigine basvuran hastalarin sa¢ ve derilerinden alman kazmnti1 Orneklerinden
Trichophyton sp. izolasyonu yapilmstir. Izolasyon sonrasi Tr-2, Tr-3, Tr-5, Tr-7, Tr-9

numarali suslar gelistirilmek amaciyla sivi stok kiiltiire (SDB) ekim yapilmistir. Ekimin
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ardindan 30°C’de 150 rpm calkalama hizina ayarlanmis inkiibatérde 7 giin inkiibasyona
birakilmistir (Tanig ve Cihangir, 2009).

7 giinlik inkiibasyonun ardindan gelisen Tr-2, Tr-3, Tr-5, Tr-7, Tr-9 numaral
suslardan enzim iiretme besiyerine ekim yapilarak ayri ayri her bir sus 5, 7, 10, 12, 14
giinliik inkiibasyona birakilmistir burada gézlenmeye calisilan durum ise keratinaz liretimi
icin en uygun siirenin belirlenmesi olmustur. 5, 7, 10, 12, 14 giinliik inkiibasyonun
ardindan her bir 6rnek filtre edilmis ve elde edilen silipernatantlardan keratinaz aktivite
tayini yapilmigtir bu amagla skim milk agara her bir Ornekten ayri ayri 100 pl
damlatilmistir ve sonuglara gore keratinolitik aktivite hakkinda yorum yapilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda keratinaz enzimi liretmek i¢in en uygun susun Tr-9,
maksimum enzim {iretimi i¢in gerekli olan siirenin ise 10 giin oldugu belirlenmistir. Tr-9
susuna ait siipernatant filtre edildikten sonra ultra santrifiij tiipler ile 4000g’de, +4°C’de,
20 dk. santrifiij edilmis ve yogunlastirma saglanmistir. Ardindan yogunlasan enzim
ornekleri -20°°C de saklanmustir. Tr-9 keratinaz enziminin karakterizasyon caligmalarina
bu enzim 6rnekleriyle devam edilmistir.

Yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda; Tr-9 Keratinaz enziminin optimum pH:
degeri 7.5 olarak tespit edilmistir. Tr-9 Keratinaz enziminin rolatif aktivitesi pH: 4.0-5.0
araliginda artis gostermektedir, pH 5.0’de rdlatif aktivite %50 civarmda gozlenmistir, pH:
5.5-6.0 6.5-7.0 araliklarinda ise rolatif aktivite de belirgin bir degisim olmamakla beraber
pH: 7.0-7.5 araliginda ise rolatif aktivite % 100’e ulagsmustir. pH 8.0’den sonra ise rdlatif
aktivitede belirgin bir diisme baslamistir pH 9.0 dolaylarinda rolatif aktivite % 10’a
diismiistiir.

Tr-9 Keratinaz enzimini optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 37 °C olarak
bulunmustur. Enzim 20°C’de % 52 rolatif aktivite gosterirken ondan sonraki sicaklik
degerlerinde kademeli bir artis géstermis ve 37°C’de % 100’e ulagmistir, 37°C’den sonra
ise rolatif aktivitede diisme yasanmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda Tr-9 keratinaz enziminin mezofilik karakterde bir enzim
oldugu goriilmektedir. Enzimin insan viicudunda etkin oldugu diisiiniiliirse bu sicakligin
ideal oldugu sdylenebilir, ayrica enzimin yliksek sicakliklarda aktivitesini biiyiik dl¢lide
kaybettiginden yiiksek sicaklik iceren uygulamalar i¢in uygun olmadig1 s6ylenebilir.

Tr-9 Keratinaz enziminin termal stabilite ¢alismalarinda ise; enzime 20, 30, 40, 50,

60, 70°C’lerde 30 dk. On inkiibasyon uygulanmistirdaha sonraki asamada ise enzimin
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optimum sicakligi olan 37°C’de ve optimum pH 7.5 olan tampon —substrat kompleksi ile
inkiibasyona brrakilmistir. 20°C’de enzimin aktivitesinin % 70’¢ yakin korundugu,
30°C’de % 65 korundugu, 40°C’de %063 oraninda korundugu 40°C’nin altindaki
degerlerde ise enzimin aktivitesinin kademeli olarak diistiigii goriilmektedir.

Sonuglar dogrultusunda 20-40°C araliginda enziminin aktivitesinin % 60 lizerinde
korundugu ve Tr-9 Keratinaz enziminin sicaklik stabilitesi spektrumunun dar oldugu
sOylenebilir.

Tr-9 Keratinaz enziminin pH stabilite ¢alismalarinda; Enzimin pH: 4.0-4.5-5.0
araliginda % 30 dolaylarinda aktivitesinin kaldig1 pH 5.0’den sonra aktivitenin arttigi pH
5.5 ’da %100’e ulastig1 goriilmektedir. Enzimin pH: 5.5-7.5 araliginda aktivitesini yaklasik
% 100 oraninda korudugu goriilmektedir. pH 8.0’den itibaren enzimin aktivitesinde
kademeli bir diisiis yasanmaktadir. pH 9.0 ‘da enzim aktivitesini %85 kaybetmistir. Veriler
dogrultusunda Tr-9 Keratinaz enziminin pH: 5.5.-8.0 araliginda stabil oldugu sdylenebilir.

Tr-9 Keratinaz enzimi lizerine inhibitdr, selatdr, metal iyonlar1 ve deterjanlarin
etkilerini saptamak amaciyla belirlenen kimyasallar 1mM ve SmM olmak iizere 2 farkl
konsantrasyonda enzime ilave edilerek, enzimin kalan aktivitesi belirlenmistir..

FeCl; ve CaCl, ‘nin enzim aktivitesini hem 1mM hem de 5mM konsantrasyonda
arttirdigi - 6zellikle CaCly’nin 5mM  konsantrasyonda aktiviteyi % 148 arttirdigi
goriilmektedir, ZnCly’nin ise 1mM konsantrasyonda enzim aktivitesini % 56 azalttigi,
5mM konsantrasyonda ise aktiviteyi % 66 azalttign goriilmektedir. Ure ImM
konsantrasyonda % 36; 5mM konsatrasyonda ise %51 aktivite kaybina yol agmistir.

Deterjanlardan Triton-X 114 % 1 konsantrasyonda enzimde % 98 gibi ciddi bir
aktivite kaybina sebep olarak enzimi ¢ok biiylik capta inhibe etmistir. SDS ise % 1
konsantrasyonda % 51 oraninda aktivite kaybina neden olarak enzimi kismen inhibe
etmisti. PMSF’nin ise enzimi tamamen inhibe ettigi goriilmektedir, EDTA ImM
konsantrasyonda % 39 aktivite kaybimna sebep olurken, SmM konsantrasyonda ise % 51
aktivite kaybina neden olmustur. 1-10 Phenanthroline Monohidrat 5mM konsantrasyonda
enzim aktivitesini %69 oraninda diistirmiistiir.

Bu sonuglar dogrultusunda Tr-9 Keratinaz enziminin serin proteaz oldugu
anlagilmaktadir. PMSF tarafindan tamamen inhibe olmasi bu durumu dogrulamaktadir bu

durum ilgili ¢caligmalarla gosterdigi paralelikten de anlagilmaktadir.
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Tr-9 Keratinaz enziminin tily parcalama yeteneginin saptanmasi ¢aligmalarinda ise
tavuk tiiyii 37°C’de 150 rpm’de farkli periyotlarda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
siireleri ise 3, 6, 9, 12, 15 giin olarak belirlenmistir. inkiibasyon sonunda ise 9. giinden
itibaren etkili bir pargalama goriilmekle beraber 15. gilinliin sonunda tavuk tiiyliniin
tamamen parcalandigi goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore Tr-9 Keratinaz enzimi tavuk tiiyli par¢alamada etkindir
ve tavuk tiiylerinden feather meal (tily yemi) elde edilmesi gibi endiistriyel islemler i¢in
kullanilabilir. Boylelikle tavuk tiiylerin biodegredasyonuna katkida bulunabilir.

Tr-9 Keratinaz enziminin kismi saflastirma islemlerinde ise sirasiyla amonyum
stilfat presipitasyonu ardindan diyaliz, Sephadeks G 100 Kolon kromatografisi ve DEAE
Sepharose kolon kromatografisi teknikleri uygulanmistir. Bu saflastirma adimlarmin her
birinden sonra yapilan SDS page ve zimogram analizi sonucunda enzimin molekiiler
agirhig1 yaklasik 34 kDa olarak tespit edilmistir. Genel anlamda keratinazlarim molekiiler
agirhiginm 50 kDa altinda oldugu diisiiniiliirse Tr-9 Keratinaz enzimi bu deger igerisinde
yer almaktadir. Tr-9 Keratinaz enziminin molekiiler agirhiginin Trichophyton sp.’ye ait
tanimlanmig diger keratinazla uyum gosterdigi goriilmektedir.

Sonug olarak; Tr-9 Keratinaz enziminin; molekiiler agirhigi yaklasik 34 kDa,
optimum pH: 7.5, optimum sicaklig1 37°C olarak saptanmistir. Enzim, pH: 5.5-8.0 ve 20-
40°C araliginda stabil ve tavuk tiiyli parcalamada etkindir. Ayrica enzimin ilgili gen
bolgesi non-patojen mikroorganizmalara aktarilarak biyoteknolojik kullanilma potansiyeli
arttirilabilir. Bu uygulamalar arasinda mezofilik aktivite gerektiren keratinolizis islemleri,
enzimin tavuk tiiyli par¢alamasindaki etkinligi nedeniyle hayvan beslenmesine alternatif
bir yontem olan tily yemi (feather meal) iiretimi, Ekolojik problemlere neden olan
keratindz substratlarin biyodegradasyonu gosterilebilir.

Daha ileri ¢aligmalarla enzimin 16S rRNA sekans analizi yapilarak hangi tiire ait
oldugu, enzimin farkli substratlar lizerindeki etkileri saptanarak farkli kullanim alanlar

saptanabilir.
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