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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
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ASIiT DEHiDRATAZ ENZiMiNiN BiYOKiMYASAL
KARAKTERIZASYONU

Sengiil AKSAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Muhsin KONUK

Bu calismada, nebularin olarak adlandirilan bir piirin ribosit antibiyotigi
sentezleyen Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520, d-aminolevulinik asit
dehidrataz (ALAD)’1nin, amonyum siilfat ile ¢okeltmesi ve Sefakril S-200°de jel
filtrasyon teknigi sonucunda 90.76 kat saflastirma gergeklestirilmistir. Incelenen
verilere uygun olarak, enzimin tek polipeptidden olustugu ve molekiiler
agirhginin 34.8 kDa oldugu SDS-PAGE yontemi ile saptanmistir. Enzimin
optimum sicaklig1 45 °C, ve optimum pH ’s1 8 olarak belirlenmistir. Baz1 agir
metallerin; Pb*" %61, Mg*" %26, Co*" %20, Fe*™ %51, Mn*" %26, Zn*" %36
oranlarinda inhibe ettigi ve ilging olarak, Ni" nin enzim aktivitesini 15% arttirdig1
saptanmistir. Lineweaver-Burk grafiginde, V. 30.3 pumol PBG/saat/mg protein

ve K, degeri 1.21 mmol/reaksiyon karisim bulunmustur.

2006, 64 sayfa

Anahtar Kelimeler: ALAD, enzim karakterizasyonu, Streptomycete,

Streptomyces yokosukanensis, saflastirma,



ABSTRACT

MSc Thesis

ISOLATION AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
0-AMINOLEVULINIC ACID DEHYDRATASE FROM Streptomyces
yokosukanensis ATCC 25520
Sengiil AKSAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biyology

Supervisor: Prof. Dr. Muhsin KONUK

In this study, o-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) from
Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520, producer of an unusual purine
riboside antibiotic called nebularine, was purified and characterized. Purification
procuders involved with ammonium sulphate precipitation and following gel
filtration techniques by use of Sephacryl S-200. After Gel filtration a 90.76-fold
purification was obtained. According to the data obtained from investigation, the
enzyme was found to be a single polypeptide having molecular mass around 34.8
kDa. This was determined by SDS-PAGE. Its optimal temperature around 45 °C,
and optimal pH was found to be 8. Some heavy metals inhibited its activity ratio
of Pb*" %61, Mg®" %26, Co™ %20, Fe*™ %51, Mn*" %26, Zn*>" %36. Surprisingly,
Ni'? increased its activity up to 15%. In Lineweaver-Burk plot, V.. was found as

30.3 umol PBG/h/mg of protein and K, value 1.21 mmol/reaction mixture.

2006, 64 pages

Key words: ALAD, enzyme characterization, Streptomycete, Streptomyces

yokosukanensis, purification.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ALAD :5-Aminolevulinik Asit Dehidrataz
AgNO0; :Glimiis nitrat

ALA :Aminolevulinik Asit
APS :Amonyum persiilfat

°C :Santigrad derece

DNA :Deoksiribo Niikleik Asit
EC :Enzim klassifikasyonu
EDTA :Etilen Tetra Asetik Asit
EEC :European Economic Commuity
g :Gram

GABA :Gama amino biitirik asit
Gr (+) :Gram pozitif

Gr (-) :Gram negatif

GSH :Glutatyon

GSI :Glutatyon S-transferaz
heme :Heme

It :Litre

LC s0 :Letal konsantrasyon 50
kDa :Kilodalton

ul :Mikrolitre

mg :Miligram

ml :Mililitre

mm :Milimetre

mM :Milimolar

mol :Molekiil

ng :Nanogram

nm :Nanometre

nmol :Nanomol

mmol :Mikromol

PLA :Piridoksal adlimin

PLP :Piridoksal fosfat

PBG :Porfobilinojen

PBGS :Porfobilinojen Sentaz
RNA :Ribo Niikleik Asit

SDS-PAGE  :Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
SH :Siilfidril

TCA :Trikloro asetik asit
TEMED :Tetra Metil Etilen Daimin
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1.GIRiS

Kimya endiistrisinin hizla gelisimi sonucunda, gerek giinliik yasantimizda
gerekse tarim ve endiistride bircok kimyasal madde kullanilmaktadir. Bu kimyasal
maddeler, bugiinkii cagdas yasamin vazgecilmez gereksinimleridir. Cesitli
nedenlerle gerek dogrudan maruz kalma veya kullanilmalari sonucu c¢evreye
yayilarak insanlara ve tiim ekosistemlere zararli olabilen bu kimyasal maddelerin,
pek cogunun biyolojik etkileri bugiin bile hala tam olarak bilinmemektedir.
Kullanima yeni sunulan maddelerin ayrintili olarak tek tek ele alinip, toksik
etkilerinin arastirilarak kanserojenik ve mutajenik potansiyellerinin belirlenmesi,

insan sagligi acisindan son derece onem tagimaktadir (Cigerci 2005).

Kimyasallarla yiiz yilize gelmenin ¢esitli yollar1 vardir. Bunlardan birincisi;
diyetimizde bulunan dogal kimyasallar1 almamiz, ikincisi; endiistriyel
kimyasallar, pestisitler, sa¢ boyalari, kozmetik ve ilaclar gibi yapay kimyasallari
kullanmamiz, tgilinciisii ise sigara dumani, su ve havadaki kirleticiler gibi

bilesiklerle karsilasmamizdir (Chadzynski 1986).

Ancak giiniimiizde endiistriyel gelisme, kentlesme ve modern tarimin

yayginlagsmas1 dogadaki agir metal yiikiinli onemli oranda arttirmaktadir.

Kursun, biyolojik sistemlerin her ortamda karsilagabildikleri, metabolik
islevi olmayan eser bir elementtir. Bu metal kablo, lehim ve boya {iretiminin yani
sira akii imalat1 ile ¢ini ve seramik yapiminda da yaygin olarak kullanilmaktadir

(Karatas ve Kalay 2002).

Kursunun global dagilimi ile birlikte onun biyolojik sistemlerdeki zararli
etkileri diisliniildiigiinde en tehlikeli ¢evresel toksik maddelerden biri oldugu
sOylenebilir. Yerkabugu lizerindeki kursunun ge¢miste 16pug/g olmasina karsin
giinlimiizde 6zellikle topraktaki kursun endiistiiriyal aktiviteler sonucunda biiyiik
ol¢iide artmistir. Kursun glinlimiizde toprakta 5000pg/g’1n, tatli suda 10pg/g’in ve
havada 10pg/g’1n iizerine ¢iktig1 bildirilmistir (Pang et al. 1995). Kursun {izerine
yapilan ekotoksikoloji calismalar1 geleneksel olarak kursuna maruz kalma

yollarini, ara dozlar1 ve saglik lizerine zararh etkileri {izerine yogunlagsmistir (Pang



et al. 1995). Kursunun organik ve inorganik formlardan biotransformasyonu ve
biyolojik kazanimu ile ilgili sorularda giin gectikce dnem kazanmasira ragmen,
ekosistemde kursun dagilimi ve miktarina hangi faktorlerin etki ettigi hakkinda

cok az bilgi vardir (Wong et al. 1975).

Yapilan ¢alismalarda dogal ortamdaki toksik metal Pb’nin kontroliinde
mikrobiyal biyofilm olusturan organizmalarin 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir.
Biyofilm olusumu ile toksik metallerin film iizerinde biyoakiimiilasyonunun
gerceklesmesi ekofizyolojik etkileri ve biyolojik kazanimi izlemede firsat saglar.
Bu acidan bakildiginda ALAD aktivitesi insanlarda ve bazi akuatik Okaryotik
canlilarda kursuna maruz kalmada biyomarkir olarak genis Olgiide
kullanilmaktadir (Xie et al. 1998; Fleming et. al. 1998). ALAD 128-kD olan
metaloproteindir ve heme sentezinin ilk basamaginda gorev alir (Tanaka et al.
1995). Birkag¢ bakterinin ALAD sistemleri agiklanmis ve farkh tiirlerde ALAD’1n
metal kompanentinin farkli oldugu goriilmiistiir. Ornegin insan, mayalar ve
Escherichia coli ALAD aktivitesi i¢in ¢inkoya ihtiya¢c duyarken Bradyrhizobium
Jjaponicum magnezyuma ihtiya¢ duyar. Ayni zamanda ALAD’in toksik metallere
hassasiyeti metal’in kofaktdr olarak kullanilip kullanilmamasina baghdir
(Chauhan et al. 1997). ALAD’in genetik polimorfizmi insanda yapilmistir
(Wetmur  1994). ALAD  polimorfizmindeki  evrimsel orjin  heniiz
tanimlanamamasina ragmen bilinen bu iki ALAD alellerinin dagiliminda tiire
0zgii faktorler ve cografik faktorler etkili olmaktadir (Fleming et al. 1998). Ayni
zamanda yapilan c¢aligmalar yiiksek kursun igeren ortamlarda bulunan
organizmalarin beslenmesinde (gelisiminde) ALAD genlerindeki ¢ogul kopyalarin
etkili oldugunu gostermistir. ALAD genlerindeki evrimden, zor ¢evre kosullarinin
etkili oldugu varsayilmaktadir. Ozellikle jeokimyasal ve antropojenik faktdrlerin
eslik ettigi durumlarda kimyasal yapidaki dinamik kaymalarda, ekolojik
sistemdeki bir¢ok bakteri populasyonlari, toksik bilesiklerin fizyolojik durumunu

belirten ve biyokazanimini gosteren indikatdrlerdir.

Son wyillarda kirliligin isareti olarak goriilen biyokimyasal tepkilerle
baglantili olan diger 6liimciil sonuglart aragtirmak icin gittik¢e artan bir ilgi vardir.

Bunlar arasinda ALAD’in (8-Aminolevulinik Asit Dehidrataz) segici olarak



inhibisyonu, hem insan hemde diger canli tiirlerinde kursuna maruz kalmanin

onemli bir gostergesidir (Cigerci 2005).

Bu ¢aligmada Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 iizerine kursun
nitratin etkisi arastirilmistir. Bakteriyel ALAD’in kursun tarafindan inhibisyon
gosterdigi duyarliligi ortaya ¢ikarmak amaci ile bu enzimin kursun ile olan in

vitro etkilesimi aragtirilmistir.

Calismamizda Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520°nin bir toprak
bakterisi olmasi nedeni ile bakteriyal ALAD’ 1n agir metal kirliliginde, 6zellikle de
kursun kirliliginde biyosensor olarak kullanilip kullanilamayacaginin saptanmast

ve bu enzimin biyokimyasal karakterizasyonunun belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Agir Metallerden Kursunun Fiziksel-Kimyasal Ozellikleri ve Dogadaki
Dagilim

Kursun, mavi grimsi renkte agir bir metaldir. Erime noktasi 327 °C,
kaynama noktasi 1744 °C’dir. Kursun bilesikleri organik ve anorganik kursun
bilesikleri seklindedir. Organik kursun bilesiklerinden tetra etil kursun, lipofilik
ozellikte olup toksikolojik agidan 6nem tasir. Anorganik kursun tuzlari ise kursun
kromat, kursun asetat, kursun karbonat, kursun kloriir ve kursun nitrattir.
Anorganik kursun tuzlarindan kursun asetat ve kursun nitrat suda ¢oziindigl
halde kursun stilfat suda ¢oziinmez. Kursun kloriir soguk suda az, sicak suda ¢ok
¢Oziiniir. Biitiin kursun tuzlart sodyum hidroksitte tamamen ¢oziiniirler.
Anorganik kursun tuzlarindan biri olan kursun asetat ayni zamanda insektisit
yapiminda da kullanilmaktadir. Sudaki ¢oziiniirliikleri az, 6rtme kabiliyetleri fazla
ve ¢esitli renklere sahip olan kursun bilesikleri yagli boya endiistrisinde pigment
olarak kullanilir. Kursun akiimiilatorlerin, ¢elik ve demirlerin korozyona karsi
korunmasi i¢in yapilan yagli boyalarin, patlayict maddelerin, sa¢ boyalarinin
yapiminda ve ipege agirlhik vermede kullanilirken, bazi formlar1 da zirai
miicadelede ve fotografcilikta oldukc¢a 6nemlidir. Erime derecesi diisiik, yumusak
ve islenmesi kolay bir metal olan kursun eski caglardan beri kullanildigi igin,
kursun zehirlenmelerinin de ge¢misi c¢ok eskilere dayanmaktadir. Dogadaki
kursun genellikle, sar1, parlak, siilflirlii formlarda maden yatagi olusturmakta ve

kolayca elde edilebilmektedir (Vural 1984).

Kursunun biyolojik varligi ile ilgili sorular ve inorganikten organik
sekillere biyolojik gecisi uzun zamandir 6nemli olarak goriilmesine ragmen,
ekosistemlerde kursunun dagilimi ve potansiyelini etkileyen bu faktorler hakkinda

bilgi eksikligi vardir (Wong et al. 1975).

Okyanuslar gerek suyu ve ¢oziinmiis gazlari buharlagtirmak suretiyle,
gerekse atmosferin bilesenlerini ¢dzerek bunlardan yagmur ve toz seklinde

birikimlere yer vermek suretiyle siirekli olarak atmosferle alig veris halinde olan



bir rezerve sahiptir. Sanayi kaynakli kursundan ve 6zellikle benzindeki kursundan
ortaya ¢ikan kirlilik biitiin atmosfere ve oradan da okyanusa kadar uzanmaktadir.
Bugiin biiyiik sehirlerde viicuda alinan kursunun esas kaynagin1 motorlu tasitlarin
egzoz gazlart olusturmaktadir. Kursun egzoz gazlari ile inorganik aerosol
seklinde, ¢ok ince partikiiller halinde havaya dagilmaktadir. Boylece giinde

ortalama 0,5 mg kursun viicuda alinmaktadir (imre 1988).

Hellawell’in siniflandirmasina gore kursun EEC (European Economic
Commuity)’nin gri listesine alinarak, ¢evre ve su kirliliginde ¢ok dnemli bir toksik

madde oldugu bildirilmistir (Hellawell 1986).

2.2. Streptomyces

Streptomyces cinsi Actinomycetes’lere dahildir. Miselyal (Sekil 2.1), ¢cok
hiicreli, prokaryot toprak bakterileridir. Toprakta sayilar1 ¢ok fazla oldugu icin
toprak mikrobiyal populasyonunun oOnemli bir kismini olusturur. Topragin
ozelligine gore pH, organik ve anorganik madde miktarina gore farkli

Streptomyces populasyonlar1 olusur

Actinomyceteler toprak, gol, deniz, kanalizasyon c¢amuru ve bazi
boceklerin i¢ organlarinda bulunurlar (Redavut bocegi Rhodrius proliksus ).

Termofilik tiirleri de vardir (60 C° de bulunur) (Korcan 1995).

Sekil 2.1. Strepromyces havasal miselyumu (Int. Kyn. 1)



Toprak 1slandigt zaman olusan karakteristik toprak kokusunu

Actinomycete lerin salgiladig1 ugucu madde verir (Korcan 1995).

Gram pozitif olan Streptomyces in pepdidoglukan hiicre duvarmin temel
elementi L-diaminopimelik asittir (LDAP). Ve bu 6zelligi ile diger bakterilerden
farkhdir.

Streptomyces lyeleri aerob ve kemoorganotrofdur. Oksidatif tipte
metabolizmaya sahiptirler. Actinomycete’ler katalaz pozitiftirler ve genellikle
nitrat1 nitrite indirgerler. Adenini, eskulini, kazeini, jelatini, hipoksantini, nisastay1

ve L-tyrosini degrade ederler (Korcan 1995).

Cok miktarda organik maddeyi karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar.
Optimum gelisme pH’s1 6.5-8.0 dir. Optimum gelisme sicaklig1 25-35 C° dir (int.
Kyn. 5). DNA’s1 dogrusaldir (8.667.507 bp). Diger bakterilere nazaran yiiksek
oranda G+C (% 55-75) sahiptirler (Hopwood et al. 2002, Redenbach et al. 1996).

Koloniler bakterilerden farkli olarak tek tek hiicre ya da hiicre
gruplarindan olusmazlar. Havasal ve vejetatif hiften olusan 6riimcek ag1 benzeri

bir goriintiisii vardir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. a)Tek tek bulunan bakteri hiicreleri (Int. Kyn. 2).
b)Si1v1 besi yerinde iiretilmis S. coelicolor hif yapisi.



Koloniler ilk basta piiriizsiiz gortintistedir. Ciinkii havasal hifler dallanma
yapmamistir. Havasal miselin dallanmasi ile graniillii, pamuksu, pudramsi, ve

kadifemsi sekilde koloniler olusur (Sekil 2.3-2.4), (Korcan 1995).

Sekil 2.3. a) Piiriizsiiz bir Streptomyces kolonisi,
b) Dallanma yapmanus havasal miselyum (Int. Kyn. 3-4).

Sekil 2.4. a) Pamuksu S. colicolor kolonisi,
b)Dallanmig havasal miselyum (Int. Kyn. 3-4).

Koloniler genellikle havasal hifin tepe kismi tiiylenince olusur (Thompson
et al. 98-99). Ve tiire 6zgii renk meydana getirirler.(Redenbach et al. 1996) Bu
renkler gri, beyaz, sari, sari-yesil, lila, mavi, kirmizi, turuncu ve kahverengi gibi
bircok renk verir (Sekil 2.5), (Chater 1998). Koloninin renk vermesi sekonder

metabolit sentezinin gorsel kaynagidir (Thompson et al. 2002).



Sekil 2.5. a) Farkli renklerdeki Streptomyces kolonileri
b)Sentezlenen bir antibiyotik (Chater 1998).

Streptomyces ler olumsuz cevre kosullarindan (bakteri, fungus) kurtulmak
icin morfolojik ve fizyolojik olarak farklilagirlar. Ve ¢ok ¢esitli, ilging, yararl
maddeler ve sekonder metabolit, anti-bakteriyel, anti-viral, anti-algal, anti-fungal

ve anti-tiimoral, bilesimleri sentezlerler (Int. kyn. 5, Thompson et al. 98-99).

Ortamdaki bakteri ve funguslart elimine etmek i¢in onlarin hiicre
duvarlarindaki murain tabakasini pargalayan hidrolazlar1 ve hiicre duvari olusum

mekanizmasini bloke eden birtakim maddeleri sentezlerler.

Bu sekonder metabolitler; eczacilikta, immiin cevap modiilatorleri, farkl
enzim inhibitorleri, herbisitler, insektisitler ve anti parazitik bilesimlerin
yapiminda kullanilirlar. Ve ekonomik ve ticari agidan ¢ok Onemlidirler

(Thompson et al. 2002).

Dogadaki antibiyotiklerin yaklasik %80’ini Actinomycetes’ler ve bunun
yaklasik %70’ini de Streptomyces’ler iretir. Diger antibiyotiklerin 4’i
fungus’lardan penisilin, fumagillin, variotitin ve griseofulin; 3 tanesini
bakterilerden basitrasin, polimiksin ve tirotrisin elde edilir ve tedavi amacgh

kullanilir (Korcan 1995).



2.2.1. Streptomyces’in taksonomisi

Streptomycetes cinsi Actinomycete ailesine ait olan 4 cinsten Streptomyces,
Actinomyces, Nocordia ve Mykobacterium ‘dan biridir. ilk basta bu canlilarin
sistematigini olusturmakta giigliikk ¢ekildi. Ciinkii bu canlilar bakteri ve fungus
gruplarina benzer Ozellikler gosteriyorlardi. Actinomycete’lere bakteri ve
funguslar aras1 gecis grubu olarak bakilmis ise de ileri diizeyde yapilan testler ile
ortaya ¢ikarilan 6zellikler Actinomycete’lerin bakteri olarak kabul edilmesine yol

acmistir (Korcan 1995).

2.2.2. Actinomycete’lerin bakterilere benzer ozellikleri

Bakterilerin duyarli olduklar1 antibiyotiklere duyarlidirlar. Bakterileri
etkileyen fajlardan etkilenirler. Bakteriler gibi gercek bir niikleus yapisina sahip
degildirler. Bazi tiirleri (6zellikle Actinomyces ve Nocordia tiirleri) bazi
bakterilerle (6zellikle Lactobacillus ve Cornebacterium ) ile yakin iligki i¢indedir.
Miselyum ve spor caplar1 (6zellikleri) bakterilerinkine benzer. Kural olarak septa
icermezler. Fungus miselyum ve sporlarinda olan kitin, bakteriyel hiicrelerde
oldugu gibi Actinomycet hiicre maddelerinde de yoktur. Bakterilere benzer olarak

Actinomycete’ler kural olarak asitlere duyarhdirlar (Korcan 1995).

Streptomyces’lerin  ayirt edici  karakterlerinden biri de havasal
miselyumdur. Havasal miselyumun spor tasiyan hiflerinin organizasyonunun
modeli degismez ve ayirt edici bir karakterdir (Korcan 1995). Bu miselyumlarin
verdigi renklere gore Nippon’un 9000 renk c¢izelgesine gore standardize edilirler
(Korcan 1995, Lo et al. 2002). Bdylece Streptomyces genusu bir¢ok alt gruba
ayrilir. iki farkli hif diizenlemesi gosterir (Sekil 2.6).



la}

Sekil 2.6. Iki farkli Streptomyces’teki konidia olusturan iki farkli hif yapisi.

Diger bircok kullaniligli ayirt edici karakter elektron mikroskobu
caligmalari ile elde edilmistir. Konidia sporun yiizey yapisi ve sekli ile karakterize
edilmistirler. Bazi tiirlerin konidia sporu piiriizsiiz ylizeye sahip iken digerleri

kivrik, sagh ve ¢ikintili yiizeylerle ortiiliidiirler (Sekil 2.7).

(L7}

Sekil 2.7. Streptomyces’lere ait farki yiizeyler ile kapli konidia spor ¢esitleri.
a) S. cacaoi piiriizsiiz yiizey.
b) S. hirsutus sipinli(biikiimlii) yiizey.
c) S.griseoplanus sigilli yiizey.
d) S. aureofaciens.
e) S. fasciculatus.
) S. flavoviridir sach ylizey.
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2.2.3. Pigmentasyon

Streptomyces’ler germinasyon ve vejetatif misel gelisimi, pigmentasyon,
sekonder metabolit iiretimi ve sonugta spor morfogenezisi olmak {izere bir seri
diizenlenmis gelisme siireci gegirir (Siisstrunk et al. 1998). Germinasyonun ilk
asamasinda heniiz tanimlanmamis sinyaller spor i¢ine su girigini baglatir. Bunu
takiben spor biiylikliigili artar, parlakligi kaybolur ve germ tiipii olusur (Siisstrunk
et al. 1998, Derouaux et al. 2004). Bir spordan 3-4 adet hif gelisebilir (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. a, b ) Spordan hif olusumu, c)Germ tiipii olusturan sporlar oklar ile
isaretlenmistir (Derouaux et al. 2003)

Kromozom replikasyonunu hiicre boliinmesinin takip ettigi tek hiicreli
bakterilerin aksine Streptomyces genomlar1 dallanmis filamentler i¢inde birlikte
kalir boylelikle ara baglantilar1 olan miselyal koloniler olusur (Siisstrunk et al.
1998). Spor germinasyonu ile baglayan morfolojik degisimden sonra batik
(vejetatif) misel olusur. Bu miseller koloninin beslenmesi ve havasal miselin
olusumundan sorumludur. Bu miseller kisa, uzun dallanmis, kivrik veya egri
olabilirler. Daha sonra bu substrat miseli iizerinde havai miseller olusmaya ve
diklesmeye baslarlar (Sekil 2.9), (Korcan 1995). ilk havai misel piiriizsiiz yiizeye
sahiptir.

11
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Sekil 2.9. Streptomyces’in hayat déngiisii (Int. Kyn. 6).

Havasal misel olusumunu ve gelisimini 6 gen ve 3 morfogenetik protein,
reseptOr benzeri protein, cevap diizenleyiciler ve sigma faktoriiniin karisik iligkisi
ile gergeklesir (Chater 1998). 3 morfogenetik protein havasal hifin diklesmesini
saglar (Hopwood et al. 2002). Havasal hifin sertlesmesi ve uzamasindan sonra tek

genomlu sporlar1 vermek icin her hif septasyona ugrar (Dyson 2000).

Havasal misel sporlari vermek i¢in protoplazmanin hiicre g¢eperi iginde
asag1 yukar1 ayni biiyiikliikte parcalanir. Streptomyces genusunda spor olusumu
havasal misel veren hifin her yerinde septasyonun ayni anda basladig
saptanmistir (Sekil 2.10). Spor formasyonu ve sekonder metabolit ¢esitliligini
meydana getirir (Sekil 2.11). Streptomyces griseus sporlarinin depo maddesi
olarak disakkarit trehaloz bulundurdugu ve yiiksek derecede enzim aktivitesi

icerdigi saptanmistir (Korcan 1995).

12
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Sekil 2.10. Havasal miselyum ve iizerinde spor olusumu (Dyson 2000).

Sekil 2.11. Spor olusturmus bir hif ve ortama dagilan sporlari
(Streptomyces:hyphal magic).

Bu morfolojik farkliliklara paralel olarak, fizyolojik farklilik siire¢i olusur
(Sekil 2.12). Pigmentasyon ve sekonder metabolizma bu fizyolojik farlilik

esnasinda meydana gelir (int. Kay. 6).
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Sekil 2.12. Streptomyces kolonisinin enine kesiti. Morfolojik ve fizyolojik
degisimin gozlenmesi (Streptomyces: hyphal magic).

S.coelicolor’un havasal misel {izerinde spor olusturmayan (bald)
mutantlar1 ile yapilan bir baska caligmada havasal misel olusturamayan
mutantlarda pigmentasyonun olmadigi buna bagli olarak actinorhodin,
undecylprodigiosin, kalsiyum bagimli antibiyotik (CDP) ve methylenomycin
sentezinin bozuldugu gézlenmistir (Sekil 2.13), (Thompson et al. 98-99).

Sekil 2.13. Mavi renkli antibiyotik actinorhodini sentezleyen S. coelicolor’un
mutanti renksizdir (Int. kyn. 5).
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2.3. ALAD Enzimi

2.3.1. ALAD’1n metabolizmadaki rolii

Canli hiicre i¢inde klorofillerin ve demir porfirinlerin nasil sentez edildigi
kesin olarak gosterilememistir. Fakat yapilan pek cok arastirmadan elde edilen
kaniya gore bir aminoasit olan glisin ile Krebs ¢emberinin ara iirlinlerinden olan
suksinil CoA birleserek a-amino-B-ketoadipik asiti verir. Sonra bir kofaktér olan
piridoksal fosfat, &-aminolevulinik asit sentetaz enzimi ve 1sik ile 6-

aminolevulinik asit meydana gelir (Gibson et al. 1958).

Diger bir ismi de porfobilinojen sentaz (PBGS) olan ALAD (EC 4.2.1.24),
monopirol porfobilinojeni (PBG) olusturmak i¢in 2 molekiil aminolevulinik asitin

(ALA) asimetrik bir kondensasyonunu gergeklestiren tiim modifiye tetrapirollerin

biyosentezinde ilk adimi katalize eder (Sekil 2.14), (Jordan 1989).

0

]
VOC—CHy— CHy—C—5-CoA + ~00C —CHy — NHy

suksiml-Cod H glisin
&-Aminolevulinile £0A-SH : L‘ CO;

—_—
Aisit Sentar 0

“00C — CHy — CHy — 1 CHy —NHy*
S-aminolevulinik asit (ALA)

Sekil 2.14. ALA’nin sentezi

ALAD’lar, sigir karacigeri (Gibson et al. 1958), insan eritrositleri
(Anderson et al. 1979), Rhodopseudomonas capsulatus, Rhodobacter sphaeroides
(Nandi and Shemin 1968-1973), Escherichia coli (Spencer and Jordan 1993),
(Milchel and Jaffe 1993), Spinacia oleracea (Liedgens 1983, Schneider and
Liedgens 1981) Pisum sativum ve Saccharomyces cerevisiae (Jordan 1989), gibi

farkli kaynaklardan izole edilmistir.
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Tim ALAD’larin temel katalitik 6zellikleri birbirine benzer olmasina
ragmen enzim yapisi, metal iyon gereksinimleri ve thiol hassashigi ile farkli

organizmalardan saflastirilmis enzimler arasinda farkliliklar gézlenmistir (Jordan

1989).

Porfobilinojen tiim porfirinlerin 6n maddesidir. Hem bitkilerin fotosentez
yapici pigmenti olan klorofil ve hem de hayvanlarda hemoglobinin bir demir
protoporfirini olan “heme” canli hiicreler i¢inde ortak bir yol araciligi ile sentez
edilmektedir Sekil (2.15). insektisidler ve agir metaller gibi birgok bilesik
ALAD’1 inhibe ederek porfobilinojenin dolayisiyla hemoglobinin ve diger
hemoproteinlerin olusumunu engellemektedir (Sekil 2.16). Tetrapirol yolunun bu
son lrilinleri, elektron transportundan fotosenteze kadar metabolizmanin birgok

noktasinda karmasik sekilde yer alir .

ALAT

?OO_ coo” ?OO_
CH, CH; rl;r:u 07 CH,
| |
CH; CH; 2HO CH ZH;
| o & | |
=0 C=0 -_ —ﬁ
| | |
CH, CH, HC—C__ _CH
| + | + | + i
MHz MH; MHz H

2 G-aminolevulinik asit porfobilinoen

(ALA) (PEG)

Sekil 2.15. AL A’dan porfobilinojen olusumu.

40 yili agkin ¢aligmalar tetrapirol tiirevli bilesiklerin sentezine neden olan
biyokimyasal olaylarin karakterizasyonuyla sonuglanmistir. Bugiin reaksiyon

mekanizmasi ve biyosentetik vasitalarin bilinmeyen ¢ok az asamalar1 kalmistir

(Jordan 1989).
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Sekil 2.16. Hem biyosentezinde ALAD’ 1 yeri (Cigerci 2005).

2.3.2. ALAD’larin siniflandirilmalar

Degisik kaynaklardan elde edilen bu enzim molekiiler agirligi, optimum
pH’s1, metal gereksinimi ve EDTA’ya olan hassasiyetleri bakimindan iki sinifta

gruplandirilmigtir (Cheh and Neilands 1976).

ALAD’larin 1. Sinifi, memeli ve kuslardakini igeren siniftir ve molekiiler
agirligr 260.000-285.000 kDa arasinda olup, sekiz benzer alt birimden olusmustur
(Gibbs et al. 1985). Bu smif enzimin optimum pH’si, 6.3-7.1 arasindadir. K,
degeri de ALA ig¢in 0.1-0.4 mmol arasindadir. Maksimal aktivite i¢in siilfidril
bilesiklerine (SH) ve Zn *’ye ihtiyac gostermektedir (Cheh and Neilands 1976,

Gibbs et al. 1985).
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Memeli ALAD aktivitesinin hem in vitro hem de in vivo’da, kursun
tarafindan ¢esitli dokularda (kan, karaciger, bobrek, beyin ve kemik iligi) inhibe
edildigi gosterilmistir (Doyle and Schimke 1969, Buchet 1976, Granick et al.
1973, Silbelgerd 1982).

Farkli hayvan tiirlerinden saflastirilan enzimin, benzer fizikokimyasal
Ozelliklerinin yani sira benzer immiinolojik 6zgilliigiiniin de oldugu ortaya
cikarilmistir. Elde edilen bu sonug¢lardan, memeli enziminin evrimsel siire¢ iginde

yiiksek oranda korundugu anlagilmaktadir (Chang 1984, Sassa 1982).

II. sinif ALAD’lar ise temel olarak bakteri ve mayalarda bulunan tiptir.
Bakteriyel enzimin optimum pH’st 8-8.5 (Jordan 1989), arasinda olup,
maksimum aktivite i¢in Mg, Mn* ve K™ gibi katyonlara ihtiya¢ gdstermektedir
(Nandi and Shemin 1973, Cheh and Neilands 1976, Shemin 1972, Van 1971).
Zn"? ile aktivasyon gostermemektedir. Rhodopseudomonas capsulata’dan elde
edilen enzim diger bakteriyel ALAD’lara benzer olmasina ragmen aktivasyon i¢in
metalik katyonlara ihtiya¢ duymazlar ve EDTA tarafindan inhibe edilmezler
(Nandi and Shemin 1973). Mayalardan izole edilen enzim, ¢cinko metalo enzimine
benzerlik gosterir, EDTA’ya duyarlidir ve optimum pH aralig1 9.5-9.7’dir. Bu pH
memelilerde belirtilenden biraz daha yiiksektir (Clara De Barreiro 1967). Ispanak
ve diger bitkilerdeki enzim ise Mg ile aktive olup, EDTAya duyarlidir. Daha az
yiiksek optimum pH’ya ihtiya¢ duyarlar (Leidgens 1983).

2.3.3. ALAD’1n kursun ile etkilesimi ve kimyasal Kirlilik indikatorii olarak

onemi

d-Aminolevulinik asit dehidratazin kursun ile secici inhibisyonu, kimyasal
kirliligin 6nemli bir biyolojik belirleyicisidir. Kursuna ve ¢esitli kimyasallara
maruz kalmada ALAD aktivitesinin belirlenmesi bu enzimin kullanigh bir

biomarkir olabilecegini gostermistir.
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Hodson (1976) akarsudaki 13 pg/lt kursun nitratin gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) 4 haftalik bir uygulamadan sonra kirmizi kan hiicresi

delta-ALAD aktivitesini anlaml1 bir derecede azalttigin1 bulmustur (Sekil 2.15).

Kutlu ve Siimer (1998) Gammarus pulex igin kursun asetatin 96 saatlik
uygulamasi sonucunda LCsy degerini 0.394 mg/It olarak bulmuslardir. Bu deger
uygulanarak ALAD inhibisyonunun zamana bagh olarak arttigini ve paralel olarak
organizmada kursun miktarinin arttifini tespit etmislerdir. Gammarus pulex
ALAD’min optimum aktivitesi pH 8 civarinda, sicaklik 37°C olarak bulmus ve
enzimin 1stya duyarli oldugunu gozlemlemislerdir. Kinetik analizler sonucu K,
degerini 0.043—0.058 mmol ALA ve V., degerini 17.6 nmol PBG/saat/mg protein

olarak bulmuslardir.

Yetiskin kara kurbagalarina (Bufo arenarum) viicut agirligina bagl olarak
10, 25, 50 ve 100 mg/kg kursun asetat enjekte edilmis ve 7 giin sonra kan
parametrelerine bakilmigtir. Kanda kursun unun artisina bagli olarak ALAD

aktivitesinde diisiis oldugu goézlemlenmistir (Arrieta et al. 2000).

Peixoto ve ark (2004) genc ratlarin yetiskinlere gore agir metallere karsi
daha duyarli olduklarini gostermislerdir. 1-6, 8—13, 17-21 giinliik ratlarin beyin,
bobrek ve karaciger ALAD aktiviteleri LCsy degerleri, CdCl, i¢in 0-200 pM,
HgCl, i¢in 0-600 uM, Pb asetat i¢in 0—50 uM arasindaki metal lar1 kullanarak
belirlemislerdir. Sonuglar serebral ALAD aktivitesinin Cd*™ ve Hg+2’ye gore
kursun asetata karsi daha duyarli oldugunu goézlemlemislerdir. Yine hepatik
dokudaki ALAD en ¢ok HgCl,’ye karst koymustur. Kursun ve kadmiyum civaya

gore renal enzim aktivitesini daha da diisiirmiistiir.

Pseudomonas putida ve P. aeruginosa tiirleriyle yapilan bir calismada
kursununun artigina paralel olarak ALAD aktivitesinde bir inhibisyonun oldugu
bulunmustur. Yine bu ¢alisma bu tiirlerdeki ALAD aktivitesinin, Pb+2’ye maruz
kalmanin bir biyomarkorii olarak kullanilabilecegini gdstermektedir (Ogunseitan

et al. 2000)
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Jain ve Gadre (2004) yesillenme esnasinda misir yapraklarina verilen in
vivo sodyum arsenatin ALAD aktivitesi lizerinde inhibe edici etki oldugunu

gostermislerdir.

Agir metallerin kirmiziturp yapraklarinda ALAD aktivitesi lizerine in vivo
ve in vitro ¢aligsmalar yapilmistir. Calisilan elementler igerisinde Cd™’nin bu bitki
icin en yiiksek toksisiteye sahip oldugunu gostermistir. ALAD aktivitesindeki
%>50 inhibisyon i¢in in vitro degerler Cd* 0.39 mM, Zn"? 0.39 mM, Hg" 2.29
mM, Pb™ 1.38 olarak bulunmustur. In vivoda Cd"* %40, Zn"? %26, Hg'* %34,
Pb™* %15 oraninda ALAD’1 inhibe etmistir (Morsch et al. 2002).

In vitro ¢aligmalar, hemoglobin sentezi yolundaki bazi enzimlerin kursunla

inhibe oldugunu gostermistir (Sekil 2.5) (Rossi 1990).
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Sekil 2.17. Kursunun bloke ettigi heme sentez kademeleri (Rossi 1990).
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2.3.4. Heme Sentez Basamaklari

Heme sitogromlarin, myoglobinin ve hemoglobinin prostatik grubudur.
Sitogrom c¢ deki heme (Sekil.2.18) da gosterilmistir. Heme asimetrik bir

molekildir.

CHy
I
CHy HZ —5—CHy—pratein

Ha — —CH3

ToQC —CHz —CHg - —TH—S—CHz—prD‘tein

CH5

Heme c

Sekil 2.18. Heme c yapisi.

Heme sentezi Glisin ve suksinil CoA’nin kondensasyonu ile baslar bu
arada dekarboksilasyon olur ve ALA meydana gelir (Sekil 2.19). o-
Aminolevulinat sentetaz (ALA Sentetaz) enziminin miktar1 gen transkripsiyonu
ile kontrol edilir. Heme feedback inhibitoriidiir ve birgok hiicrede ALA sentetaz

geninin transkripsiyonunu baskilar.

0
Il
VOC—CH,—CH; —C —5-CoA + ~00C—CHy —NHy*

succinyl-Cod H+ ~ glycine
S-Aminolevulinic
f$*6%

Aod Synthase CoA-SH
0

l
00 — CHz — CHy — C— CHy —NHg*
S-atmnolevulinate (ALA)

Sekil 2.19. Suksinil CoA’nin kondensasyonu ile baslayan dekarboksilasyon ile
ALA meydana gelir.
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d-Aminolevulinat sentezinde piridoksal fosfat (PLP) koenzim olarak gorev

yapar (Sekil 2.20). Enzim evrimsel olarak transamilaz ile iligkilidir.

H Q0
0- e
-0
™ & OH
&0 S
0
+ o
I CH,
H
pyridozal phosphate (PLE)

Sekil.2.20. Piridoksal fosfat (PLP) nin yapis1

Suksinil CoA ile kondensasyon gergeklesirken glisinin amino gruplari

PLA’nin aldehiti ile schiff base ile baglanir (Sekil.2.21).

Hng“, —Cocr

olyeine-FLP Schiff base (aldirne)

Sekil.2.21. Glisinin amino gruplarinin PLA’nin aldehiti ile schiff base ile
baglanmasi.

Porfobilinojen sentaz (PBG sentaz, ALA dehidretaz) iki molekiil ALA’ nin
kondensasyonunu katalizler ve porfobilinojen (PBG) pirol halkasi olusur (Sekil
2.22). Bu asamada iki lizin residueli aktif bolgedeki katyonlara baglanir
(Sekil.2.23). Memelilerde bu katyon Zn’dur.
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CH, CH; H;c—C._ _.CH
|, |, |, M
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2 B-aminolevulinate porphohilinogen

(ALA) (FEC)

Sekil 2.22. PBG sentaz, ALA dehidretazlar ile ALA’dan porfobilinojen (PBG) pirol
halkas1 olusumu.

HO O

\CH

2 —
! C”K /CHE Ly s—Enzyme
z CH; —CH

N o

=nH
H CK
SNy ALA 10 Schiff hase linkace

MH; to active site lysine

Sekil 2.23. ALA’ya iki lizin residueli aktif bolgedeki katyonlarin baglanmasi.

Her bir ALA substrat1 aktif bolgeden baglanirken, bunlarin keto gruplari
iki lizin residuelinin birinin yan zincir amino gruplara ulasir ve schiff base
olusur. ALA amino gruplari ile koordine olmus metal iyonlar1 tarafindan C-C ve

C-N kondensasyon reaksiyonu ile schiff base bagi ilerler.

Memelilerde porfobilinojen sentaz homo-oktomerik olup Zn i¢in baglanma

bolgeleri vardir. Bu bélgeler aym zamanda Pb™" baglayabilen sistein ligantlar:

igerir.

Porfobilinojen sentazin Pb ile inhibisyonu sonucunda kandaki ALA
miktar1 yiikselir. Ayn1 zamanda Pb zehirlenmesi bazi norolojik etkilerede sebep
olur ve ALA beyin i¢in toksiktir. Bunun nedeni ALA’nin ndrotransmitter Gama

amino butirik asit’e (GABA) benzer yapida olmasidir (Sekil 2.24). Bunun yani
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sira ALA otoksidasyonunda oksijen radikalleri meydana gelir. PBG pirol

halkasinida i¢ine olan ilk ortadaki ara yoldur.

COo0~

o Coo” Coo

COO™ CH; | |

I I CH3 CHj

CHe CHe | |

CHz CHz

I I
| e
H2‘f . CHz MHg* "
MH;"  H ,.IH3+ H

porphobilinogen (FBG)  ALA  GABA  pyrole
Sekil 2.24. Porfobilinojen, ALA, GABA ve pirol yapilari.

Porfirin halkas1 dort molekiil PBG’nin kondensasyonu ile sekillenir.
Pofobilinojen deaminaz PBG kondensasyonu katalizler. Amino gruplarinin
eliminasyonu ile her bir basamak baglar. Porfobilinojen deaminaz 1 dipirometan
prostatik grubuna sahiptir ve sistin S den gegerek aktif bolge ile baglantilidir
(Sekil 2.25). Enzim, prostatik gruba iki molekiill PBG’nin kondensasyonunu

katalizler.

coo Coo
COO CHy COO CHy
| I | I
CHy

CHy CHy CHg
I | JI
EHE_SJ\N/’\)\H
H H

dipyrromethane

Sekil 2.25. Dipirometan acik yapisi.

Porfobilinojen deaminaz {i¢ bolge ile organizedir. Esnek oldugu tahmin

edilen ara bolge aktif bolge yariginda poliproliin olusumunu saglayabilir.
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Dipirometandaki baglarin hidrolizi ile serbest hidroksimetilbilane meydana

gelir (Sekil 2.26).
coor

CH, coor

CHaq

-
*00C —CH, A // CHy—CHy—COO
AN H HHN
HO—
a " Xy CH,—COOr
E‘|.H2 P Sy,
| 2

CHy CH, TH
£H

|:|D orooo-
hydrozymethylbilane coo

Sekil 2.26. Hidroksimetilbilane genel yapisi.

Uroporfobilinojen  III  sentaz  (Sekil ~2.27) lineer tetrapirol
hidroksimetilbilane halkasin1 kapatir (Sekil 2.28, Sekil 2.29) ve asimetrik
tetrapirol olusumunda pirol halkasinin bir kolu olan makrosiklik tiroporfobilinojen
III’ii meydana getirir (Sekil 2.30). Uroporfobilinojen III vitamin B12, klorofil ve

heme’in Onciil maddesidir.

Uroparphyrinogen 111
FDE 1JR2 Synthase

Sekil 2.27. Uroporfirinojen sentaz 3 iin genel yapisi.
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Sekil 2.28. Uroporfobilinojen III sentetazin halkay1 kapatmas.

by drosy- coor coo uroporphyrinogen
methylbilane l 111
Hy TDU |H, Tucr
Ll:H, CHg CHy CHy
“D0E—CH A 4 CHy—CH,—COO  "00C—CH A 4 CHy —CHy— COO
- 2 2 2 - 2 2 2™
3 NH HH 7 B NH HH 7
HO—
—NH HN -} \D—NH HH
a |:,|‘ \\ CH,—COoor 00 —CHy / E|: \\ CHy— oo
LN N VAVAY
2
|
|:|:H, TH, ?Hz TH, THz
coocoo TH’ Uroporphyrinogen I11 TH’ TH’
coo Synthase coo coor

Sekil 2.29. Hidroksimetilbilaneyinin Uroporfirinojen 3 sentez ile makrosiklik
iiroporfobilinojen III’e doniistiiriilmesi.

cluu'
CH, coo
c:H,
"00C —CH, \Q —CH,—Coo
N
\/{ CHy—COT
CH
z CH’ postulated
coor coo intermediate

Sekil 2.30. Uroporfirinojen 3
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Uroporfobilinojen III’iin protoporfirin IX’a déniisiimii birka¢ adimda olur
(Sekil 2.31). Bunlar;

1- 4- asetil yan zincirlerinin dekarboksilasyonu ile metil gruplar1 olusur.

2- 4- propiyonil yan zincirlerinin ikisinde oksidatif dekarboksilasyonu ile vinil
gruplari olusur.

3- Daha fazla cift bag olusumu i¢in oksidasyon, protoporfirinojen oksidaz

tarafindan katalizlenir.

wEnppipLT T et proagrpTaTeEn |-

T
o
'

.
=

Sekil 2.31. Uroporfobilinojen III’iin protoporfirin IX’a doniisiimii

Protoporfirin IX’a Fe'? eklenerek ferrokatalaz olusur. Fe'? enzimdeki

korunmus histidin residuellerine baglanabilir (Sekil 2.32).

ﬁHz protoporphyrin 13 ﬁH’ heme
CH C Hg CH CHg
| |
VA VAN NN
e —_ CH=CH, HE WS
HH N_ e
Fe*"‘ 2H+ Ve
S / AN N “N—/
C | —e
\)\% N W
CH, Ferrochel atase C Hy CHy
CH} | CHy EliHa
cloo cl oo cluu éou'

Sekil 2.32. Protoporfirin IX e Fe™ enzimdeki korunmus histidin residuellerine
baglanmasi.
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2.3.5. Tetrapirol pigmentler

Tetrapirol pigmentler metabolizmanin 6nemli katilimcilarindandir (Jaffe
2003). Tetrapiroller kan1 kirmizi, yapraklari yesil yapan pigmentlerdir. Ornegin,
kofaktor F43p metagenezde, klorofil fotosentezde, heme aerobik e- transportunda
ve detoksifikasyonda fonksiyon gosterir (Jaffe 2003). Tim biyolojik
Tetrapirollerin ~ (6rne8in  porfirin, klorofil, vitamin Bj;) prekursorleri

monopiroldiir.

Tetrapirol biyosentezi bakteriler, bitkiler ve diger yiiksek organizmalar i¢in
gereklidir ve hayvanlar aleminde PBGS’lerin kursun ile inhibisyonu
goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalar insanlarda, hayvanlarda ve
bakterilerdeki PBGS’lerin kursun, Mg ve Zn’nin roliinii belirlenmesi iizerine

yogunlasmistir.

Porfobilinojen sentaz (PBGS) aym1 zamanda oJ—aminolevulinik asit

dehidrataz olarak da bilinir (Jaffe 2003).

Porfobilinojen’in 4 molekiilii her bir Tetrapirol ¢ekirdegini sekiller ve
farkli ara yollar izlenerek farkli kafaktorler meydana getirir. Bu 6zellesmis ara
yollarda Fe (heme’de), Ni (F430’da), Co (Bj2’de) ve Mg (klorofilde) gibi spesifik
metal iyonlar1 Tetrapirollerin merkezine girer ve aym1 zamanda kimyasal

modifikasyonlarda da gerceklesir.

ALA substrat molekiilii asetik asit ve proponoik asit yan zincirleri
icermelerine gore A ve P, ALA bolgelerine ayrilir. PBGS’deki metal iyonlari
birgok PBGS’de bulunan allosterik olan aktif bolgelere yerlesirler. Aktif bolge
metal iyonlar1 ¢inko, magnezyum ve potasyum arasinda degisebilir (Jaffe 2003).

PBGS enzimleri aktivite bolgesinde Zn, Mg™ ve potasyum igerdigi
bilinen tek enzim ailesidir. Zn™* ligasyon geometrisi ya da kiiresel ligandlarin ilk

koordinasyonu i¢in 6nemli bir ayrim olmaksizin yumusak gecis elementidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Deney materyalinin saglanmasi ve laboratuar ortaminda yetistirilmesi

Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520’nin. ATCC, Maryland,
USA’den temin edilen spor siispansiyonlarindan canlandirimasi Hopwood’a
(1984) gore yapilmistir. Malt ektstak broth igerisine 0.5 ml spor siispansiyonu
ekilmis ve 27 °C’de 7 giinde koloni iiremesi saglanmistir (Incubator ES 110).
Sporlanma ve pigmentasyon her giin izlenmis; sporlanmanin 2 giin,

pigmentasyonun 3 giin sonunda gergeklestigi belirlenmistir.

Fluka (marka) malt ekstrakt broth ve agar (71757). Otoklavda 15 dk ve
121 °C de sterilize edilerek ortam c¢alismamizda Streptomycete sporlarinin

canlanma ve biiylime ortami olarak kullanilmigtir.

5-Aminolevulinik asit hidroklorit (Fluka 08340). 0.168 gr tartilarak 10 ml

distile su icerisinde ¢Ozilmiistiir.

L-Glutatyon reduced (Sigma-Aldrich G4251-1G)dan 0.184 gr tartilarak 2

ml ditile su i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

0.1 molarlik Fosfat tamponu: K,HPO, (Fluka 60355) 4.8776 gr ve
KH,POy4 (Fluka 04243) 9.4392 gr alinarak toplam hacim 1 1t’ye tamamlanmis ve
pH 6, 8-7.2 ayarlanmistir.

%10’luk HgCl, 1i TCA c¢ozeltisi TCA (Riel-de Haen 27242) 10 gr ve
HgCl, (Fluka 83366) 2.715 gr tartilarak toplam hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlanarak elde edilmistir.

%S5 lik TCA c¢ozeltisi; TCA (Riel-de Haen 27242)’dan 5 gr alinarak 100 ml

distile su icerisinde ¢oziilerek elde edilmistir.
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Ehrlickh-Ayiract: DAB (Fluka 39080) 1 gr, asetik asit (Carlo Erba
302011) 30 ml, %70’lik perkilorik asit (Riel-de Haen 30755) 16 ml alinmis ve

hacim 50 ml’ye asetik asit ile tamamlanarak hazirlanmistir.

Farkli konsantrasyonlarda kursun nitrat [Pb(NOs),] ¢oOzeltilerinin
hazirlanmasi: 1000 uM [Pb(NOs),] 0.3312 gr alinmis ve distile su ile 1 It’ye
tamamlanmistir. Ayn1 yontem ile 750 uM, 500 uM, 250 uM, 100 uM ve 50 uM

lik soliisyonlar hazirlanmistir.

Farkli agir metal konsantrasyonlar1 Fe™ (Sigma F-7134) 1000 uM 0.0405
gr, Mn"? (Fluka 63555) 0.042 gr, Mg (Fluka63145) 0.061 gr, Ni" (Riel-de Haen
13621) 0.0725 gr, Zn" (Riel-de Haen 14455) 0.0717 gr ve Co™* (Aldrich 20, 218-
5) 0.0598 gr tartilarak ayr1 kablarda toplam hacim distile su ile 250 ml’ye

tamamlanmustir.

Farkli pH konsantrasyonlarinin hazirlanmasi:

1) Sitrat fosfat tamponu (0.1 M).

A) 2.88 gr sitrik asit ( Rie-del Haen 27102) tartilarak distile su ile150 ml’ye
tamamlanmustir.
B) 8.047 gr dibazik sodyum fosfat (Fluka 60355) tartilarak distile su ile150

ml’ye tamamlanmustir.

A B Distile su
pH3 19.90 ml 5.10 ml 25 ml
pH 4 15.14 ml 9.65 ml 25 ml
pH 5 12.15 ml 12.85 ml 25 ml
pH6 8.95 ml 16.05 ml 25 ml
pH7 3.25ml 21.80 ml 25 ml

2) Tris-HCL Tamponu (0.1 M).

A) 2.42 gr Trisma Base (SIGMA T-6066) tartilmis distile su ile toplam hacim

100 ml ye tamamlanmastir.
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B) 0.88 ml HCL (SIGMA 7020) alinarak 50 mlye tamamlanmustir.

A B
pH 8 50 ml 5 ml
pHO 50 ml 26.8 ml

Farkli molaritede substrat konsantrasyonlarinin hazirlanmasi:

0.1 M ALAD icin

0.168 gr ALA tartilarak 10 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

1)5 ul 0.05 x10 -2
2) 10 pl 0.1x10 -2
3) 50 pul 0.5%10 -2
4) 150 pl 1.5%10 -2
5) 300 pl 3x10 -2

0.5 M ALA icin

0.084 gr ALA tartilarak 1 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

1) 100 pl 5x10 -2
2) 200 pl 10x10 -2
3) 300 pl 15%10 -2

4) 350 pl 17.5%10 -2

Amonyum siilfat ile ¢okeltme asamasinda amonyum siilfat (SIGMA ultra
A2939) kullanilmaistir.

Jel gegirgenlik kromatografisi i¢in sefakril 200 (S 200) jel ortami

kullanilmistir.
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Denatiire poliakrilamid jel elektroforezi i¢in kullanilan ¢ozeltiler.

A) Monomer (akrilamid/bis SIGMA A 3449) ¢ozeltisi (%30T, %2.7 Cyis).
B) Ayirma jeli tamponu (1.5 M Tris, pH 8.8).

C) %10 SDS (SIGMA L-4390).

D) %10 amonyum persiilfat (A 3678).

E) Ayirma jeli ylizey ¢ozeltisi (0.375 M Tris, 0.1 SDS, pH 8.8).

F) Ornek uygulama tamponu ( 0.125 M Tris, %0.1 SDS, pH 8.8)

G) Tank tamponu (0.025 M Tris, 0.192 M glisin, %0.1 SDS, pH 8.3.
H) Akrilamid (Sigma A3553).

%7.5'lik ayirma jeli

Monomer (A) 7.5 ml
Tampon (B) 7.5 ml
%10 SDS(D) 0.3 ml
H,0 13.5 ml
TEMED (SIGMA T 9281) 15l
APS (E) 300 p!

Proteinlerin boyanmasi i¢in gerekli kimyasallar:

Fiksasyon (Sabitleme): Fiksasyon cozeltisi etanol (Tereos-Sda Brabant 11 rue
Pasteur 02390 Origny-Sainte-Benoite/France) (%50), glasiyal asetik asit (%12) ve
0.5 ml formaldehit (Sigma 31, 311-4) (%37) ile hazirlanmustir.

Yikama: Yikama ¢ozeltisi %50'lik etil alkoldiir.

On-uygulama: Cozeltisi, sodyum tiyosiilfat (Sigma S1648), SH,0 (0.2 g/lIt)’dur.
Durulama: Distile sudur.

Sabitleme: Sabitleme ¢ozeltisi AgNO; (2 g/lt) ve 0.75 ml formaldehit (%37) dir.
Gelistirme: Gelistirme ¢ozeltisi, sodyum karbonat (Riedel-deHaen 13418) (60 g/lt),
0.5 ml formaldehit (%37) ve sodyum tiyosiilfat.5H,0 (4 mg/It) igerir.

Durdurma: Durdurma ¢dzeltisi metanol (%50) ve glasiyal asetik asit (%12) ile

hazirlanmastir.
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3.2. Yontem

3.2.1. ALAD aktivitesinin tayini

3.2.1.1. Homojenatin hazirlanmasi

Erlen igerisindeki 100 ml malt ekstrakt broth i¢inde olusan hif siiziilerek

besi yerinden ayrilmis ve yas agirhigi tartilmistir.

Daha sonra 0.1 M’lik K-fosfat tamponu (pH 7) ile 3 kez yikanmistir. Yas
agirlik gr basma 1.5 ml 0.1 M’lik K-fosfat tamponu ile buz igerisinde porselen
havanda ezilerek homojenize edilmis ve 3 dk sonikatorde homojenizasyonu

saglanmistir (Bandelin sonopuls 2070).

Homojenizasyon isleminden sonra sogutmali santrifuj makinesinde +4
°C’de 20 dk 12500 rpm’de santrifiij edilmistir (Bench-Top Centrifuge NF 800 R).

ALAD aktivitesi i¢in enzim kaynagi olarak slipernatanlar kullanilmistir.

Bir enzim birimi yukarida belirtilen kosullar altinda bir saatte bir pmol
PBG olusumuna neden olan enzim miktari olarak tanimlanmigtir. Ozgiil aktivitesi

ise umol PBG / saat /mg/ml protein olarak ifade edilmistir.

3.2.1.2. Protein miktar tayinleri

Protein  mikrarinin  belirlenmesi  igin  Bradford (1976) metodu
kullanilmistir. Her bir tiipe 2,5 ml protein assay soliisyonu (Iml protein dye
reagent, 4 ml distile su) eklenmistir. Kor tiiptine 50 pl sodyum klorid soliisyonu
eklenmistir. Standart i¢in 50 pl protein standart soliisyonu, test i¢cin de 50 pl
bakteri siispansiyonu eklenmistir. 2 dakika sonunda protein miktarini (mg/ml)
belirlemek i¢in (Jenway 6305) spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
dlgiimler yapilmistir. Olgiim sonuglar1 Bradford (1976)’a gore degerlendirilmistir.
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3.2.1.3. Aktivite tayini

Reaksiyon karigiminda 100 ul 0.1 M fosfat tamponu (pH 7), 3.3 mM ALA
(300 pl), stipernatan (300 pl) ve 0.3 M rediikte glutatyon (50 ul) bulunmaktadir.
Karisimin bulundugu tiipler proteinlerin oksitlenmesinin dnlenmesi amaci ile azot
gazi ile muamele edildikten sonra, 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Reaksiyon, 0.75ml 0.1M HgCl’li %10’luk TCA (Trikloro asetic asit) ile
durdurulduktan sonra, 8000 g’de Santrifuj edilerek 0.5 ml siipernatana 1 ml %5
lik TCA ve 1.5 ml modifiye Ehrlich ayiraci (1gr DAB {4-Dimethylamino
benzaldehyd}, 30 ml asetik asit, 16 ml %70 perklorik asit, hacim 50 ml’ye asetik
asit ile tamamlanmigtir.) ilave edilerek 5 dak sonra 555 nm de Jenway 6305

spektrofotometrede absorbanslar okunmustur (Kutlu ve Stimer 1998).

3.2.2. Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 ALAD’1mmin biyokimyasal

ozelliklerinin saptanmasi

3.2.2.1. Farkh Pb konsantrasyonlarinin ALAD aktivitesi iizerine inhibisyon

etkisi

Farkli kursun konsantrasyonlarinin ALAD aktivitesi iizerine inhibisyon
etkisini 6lgmek icin iginde 50 pl 0.1 M fosfat tamponu (pH 7), 3.3 mM ALA (300
ul), stipernatan (300 ul), 0.3 M rediikte glutatyon (50 pul) ve 50 ul farkli Pb (0, 50,
100, 250, 500 uM) konsantrasyonlart bulunan reaksiyon karisimi hazirlanmistir.
Tiim karnistmm 37 °C’de 1 saat inkiibasyonundan sonra, ALAD aktivitesi

belirlenmistir.

3.2.2.2. ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakhiginin etkisi

ALAD aktivitesi {lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek igin
reaksiyon karigiminda 100 pul 0.1 M fosfat tamponu (pH 7) i¢inde 3.3 mM ALA
(300 pl), stipernatan (300 pl) ve 0.3 M rediikte glutatyon (50 ul) bulunmaktadir.
Karisimlar baglangi¢ sicaklik derecesi 20 °C olarak belirlenip 20 °C, 30 °C, 37 °C,
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45 °C, ve 60 °C sicakliklara 1 saat birakildiktan sonra ALAD aktivitesi

belirlenmistir.

3.2.2.3. ALAD aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

ALAD aktivitesi lizerine pH’nin etkisini belirlemek ic¢in reaksiyon
karigimina 3.3 mM ALA (300 pl), stipernatan (300 pl), 0.3 M rediikte glutatyon
(50 pl), 100 ul (0.1 M) Tris-HCL ve sitrat-fosfat tamponu kullanilarak pH lar1 3,
4,5, 6,7, 8 ve 9 olarak elde edilen tamponlar uygulanarak bu pH larda 1 saat

tutulan protein ekstresinden ALAD aktivitesi belirlenmistir.

3.2.2.4. ALAD enzimin aktivitesinin kinetik analizi

Streptomyces yokosukanensis ALAD’min V' max ve Km degerlerini
belirlemek amaciyla farkli substrat konsantrasyonlarmma karst enzimin hizi
Olcililmiis ve sonuglar Michaelis-Menten grafigi ile Line Weaver-Burke grafiginde

gosterilmistir.

3.2.2.5. Farkl agir metallerin ALAD iizerine etkisi

Farkli agir metallerin ALAD iizerine etkisini 6lgmek i¢in Zn2+, Ni*', Co™,
Mn** ve Mg*, Fe™ in 1000 uM konsantrasyonlar: kullamlmustir. ALAD
aktivitesi tayininde deney tiiplerine 1000 pM yogunluktaki ekstraksiyonlari
hazirlanmig farkli agir metal konsantrasyonlarindan sirasiyla 50 pl Zn2+, Ni*™
Co®", Mn*" ve Mg®", Fe™, agir metal bulunmayan kontrol grubuna 200 pl fosfat
tamponu eklenmis ve herbirine 150 pl protein 6rnegi ve 50 pul R-Glutatyon ve 300
ul ALA eklenerek azot gazina tabi tutulmus daha sonra 37 °C de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra tiim &rneklerin iizerine
reksiyon durdurucu HgCL,; iceren %10’luk TCA (trikloroasetik asit)’den 750 ml
eklenerek 10 dakika 8000 g’de santrifuj edilmis ve agir metallerin ALAD
tizerindeki etkisini gérmek i¢in 555 nm dalga boyunda (Jenway 6305)

spektrofotometrede absorbans 6l¢limleri yapilmastir.
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3.2.3. ALAD enziminin preparasyonu ve saflastirilmasi

3.2.3.1. Ham ekstrenin hazirlanmasi

Erlen igerisindeki 100 ml malt ekstrakt broth i¢inde olusan hif siiziilerek

besi yerinden ayrilmis ve yas agirligi tartilmastir.

Daha sonra 0.1 M’lik fosfat tamponu (pH 7) ile 3 kez yikanmistir. Yas
agirlik gr basma 1.5 ml 0.1 M’lik fosfat tamponu ile buz igerisindeki porselen
havanda ezilerek homojenize edilmis ve 3 dk sonikatérde homojenijasyonu

saglanmistir.

Homojenizasyondan sonra sogutmali santrifuj makinesinde +4 °C’de 20 dk
12500 rpm’de santrifuj edilmistir. ALAD aktivitesi i¢in enzim kaynagi olarak

siipernatanlar kullanilmistir.

3.2.3.2. Amonyum siilfat ile cokeltme

Tuz ile ¢okeltme proteinlerin konsantre edilmesi ve saflastirilmasinda
genis capta kullanilan bir yontemdir. Ortama eklenecek ndtral tuz, genellikle
denatiirasyona yol ag¢madan, proteinlerin bir arya gelmelerine ve c¢ozeltiden
ayrilarak ¢Okmelerine yol agar. Proteinler farkli tuz konsanirasyonlarinda
cokeltilerek birbirlerinden ve ¢d6zeltideki diger molekiillerden ayrilabilir.
Cokeltme isleminde genellikle etkinligi ve c¢ozintrligi yiiksek, pH’y1 fazla
etkilemeyen, ¢ozeltide fazla 1sinmaya yol agmayan, ucuz ve etkin bir tuz olan
amonyun siilfat [(NHs), SO4] kullanilir. Bu nedenle yontem amonyum siilfat

cokeltmesi adiylada anilir.

ALAD enziminin saflastirilmasinda bu teknik kullanilmistir. Ham enzim
preparasyonu %25 doyum i¢in 2.72 gr kat1 amonyum siilfat ilave edilmistir. 60 dk
4 °C de karigtirildiktan sonra 15.000 g’de 4 °C’de, 10 dk santrifuj edilmis ve
coken proteinler toplanmigtir. Stipernatan 2.92 gr amonyum siilfatla %50 doyuma

getirildikten sonra tekrar 60 dk 4 °C de kanstirilmis 15.000 g’de 4 °C de, 10dk
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santrifuj edilmis ve ¢dken proteinler toplanmistir. Ayni purosediir %75 (3.22gr
amonyum siilfat) ve %100’lik (3.52gr amonyum siilfat) doyumlar ig¢in
tekrarlanmistir. Proteinler 0.1 M K-Fosfat tamponu (pH 7) igerisinde
¢Ozdiiriilmiistiir (Konuk 1993).

3.23.3. Amomyum siilfat ve diisiik molekiiller agirhkh yapilarin

uzaklastiriimasi

Proteinlerden amomyum siilfat ve diisiik molekiiler agirlikli yapilarin
uzaklagtirilmasi icin diyaliz yontemi uygulanmistir. Diyaliz membrana alinan her
bir protein fraksiyonu 1 gece 0.1 M K-fosfat tamponunda bekletilmistir.
Membrandan diflize olmayan materyal jel filtrasyonunda kullanilmistir (Konuk

1993).

3.2.3.4. Jel gecirgenlik kromatografisi

Dekstran esasli materyalleri kullanarak makro molekiilleri molekiil
biiyiikliiklerindeki farkliliklara gére ayirmaktadir. Islem temel olarak, proteinlerin
molekiil agirliklarinin belirlenmesinde ve protein ¢ozeltilerinin tuz derisimlerinin
diisiirtilmesinde kullanilir. Calisma prensibi oldukga basittir. Kolon kiiresel yapili
ve belirli boyutta gozeneklere sahip jel pargaciklarindan olusmustur. Farkli
boyutta molekiilleri iceren bir ¢ozelti kolondan geg¢irildiginde, biiylik molekiiller
gozenekli taneciklerin arsindan gecerek kolondan hizla ilerlerler; kiigiik
molekiiller ise gozenek igerisinde difiizlenir ve molekiil kiigiildiikge artan bir

alikonma siiresi ile kolondan ¢ikarlar.

Bu calismada molekiiler agirligi ayirim araligi, 5.000-250.000 Da olan
sefakril 200 (S 200) jel ortami kullanilmistir. Jel +4 °C de 0.03 M, pH 7 K-fosfat
tamponunda 1 gece bekletilerek sisirilmistir. Yine +4 °C de kolona (1.6X31.5 cm)
paketlenmistir. Kolon akis hizi 10 ml/saat olarak ayarlanmistir. Ayni tampon ve
akis hiz1 ile 6rnek uygulanmis ve fraksiyonlar (3 ml) toplanmistir (Coleman

1966).
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3.2.3.5. Denatiire poliakrilamid jel elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE),
polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yiikleri tarafindan degil, ayni
zamanda molekiil agirliklar1 tarafindan da belirlenmektedir. SDS, polipeptidlerin
ana iskeletini g¢evreleyerek proteinleri denatiire eden aniyonik bir deterjandir.
Ayrica molekiiller negatif bir yiik de kazandirmaktadir. SDS-PAGE'in en énemli
yarari, polipeptidlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesine imkan vermesidir.
Molekiil agirligr bilinmeyen protein Ornek, molekiil agirligir bilinen standart
proteinlerle birlikte, ayni1 jel {izerinde yan yana ceplere uygulanir ve ayr1 hatlarda
elektroforetik olarak ayrilir. Boyama sonrasinda jelde gozlenen bantlarin
karsilagtirilmasi ile proteinin molekiil agirhigi hakkinda bir fikir edinilebilir.
Ayrica bu tip bir ayrisimin sonuglarin1 matematiksel olarak degerlendirerek
molekiil agirhigim belirlemek de miimkiindiir. Bu calismada kesikli SDS jel
elektroforezi tekniklerinden biri olan Laemmli (1970)’nin tanimladi§i yontem

kullanilmistir.

Karisim jel kasetine dokiilerek tarak yerlestirilmistir. Polimerizasyon
bittikten sonra, tarak bir taraftan bagslayarak ve kuyucuklar bozulmadan yavasca
kaldirilmigtir. Esit hacimde protein Ornek ile 6rnek uygulama tamponu bir
eppendorf tiipinde karigtirllmistir. Referans olarak kullanilacak standart protein
karisimi (Sigma M4038, Wide molecular weight range) {iretici firmanin 6nerdigi
sekilde uygulama tamponunda hazirlanmistir. Hazirlanan tiim tiipler 2-10 dakika
kaynar su banyosunda bekletilmistir. Jel kaseti i¢i tank tamponuyla dolu
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Ornekler ve standart protein karisimi (15 ul)

jeldeki ceplere yiiklenmistir.

Laemmli’nin SDS- PAGE jel elektroforez teknigi kullanilmistir (1970).
Elektroforez, Apollo instrumentation 73.1010V cihazi ile yapilmistir. Sistem gii¢

kaynagina baglanarak proteinler 30 mA da 1 saat yiiriitilmiistir.

Proteinlerin boyanmasi Blum ve arkadaslar1 (1987)’na gore yapilmistir:
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a) Fiksasyon (Sabitleme): Fiksasyon ¢ozeltisi metanol (%50), glasiyal asetik asit
(%12) ve 0.5 ml formaldehit (%37) ile hazirlanmistir. Ayristirilmig proteinlerin
difiizyonunu 6nlemek, yabanci maddeleri uzaklastirmak ve boyanan jelde temiz
bir zemin hazirlamak i¢in bu asama olduk¢a 6nemlidir. Jeller en az 1 saat veya 1
gece fikse edilmistir; ancak birkac gilin sabitleme ¢o6zeltisinde tutuldugunda da

giimiis boyamanin kalitesi olumsuz etkilenmemistir.

b) Yikama: Yikama ¢ozeltisi %50'ik etil alkoldiir. On-uygulama basamaginda,
sodyum tiyostilfatin asit kararsizligi nedeniyle asetik asitin uzaklastirilmast igin
onemlidir. Yikama islemi, 3 kez 20'ser dakika uygulanmistir. 1 mm kalinliktaki
jelin deformasyonunu 6nlemek icin son 20 dakikada %30'luk etanol kullanilabilir.

Ayica, jeller birkag saat i¢in %50'lik etanolde bekletilebilir.

¢) On-uygulama: Cozeltisi, sodyum tiyosiilfat SH,0 (0.2 g/It)’dir. Boyama
zeminindeki artis1 engellemek icin uygulama fazla uzun stirmemis, tam 1 dakika
bekletilmistir. Jeldeki tiyosiilfatin kalintilar1 duyarliligi tesvik eder ve yliksek

zitlik olusturur.

d) Durulama: Jel yiizeyindeki fazla sodyum tiyosiilfat1 uzaklastirmak ve AgNO0;

ile yilizey boyamasini saglamak icin 3 kez 20'ser saniye distile su ile yikanmistir.

e) Sabitleme: Sabitleme ¢ozeltisi AgNOs (2 g/lt) ve 0.75 ml formaldehit (%37)
olup; 20 dakika uygulanmistir. Bu ¢ozeltide var olan formaldehit (HCOH), yiiksek
hassasiyet ve giimiis boyamada iyi bir zitlik i¢in zorunludur; fakat boyanan
zeminde artis saglamaz. Giimis nitrat (AgNOs3) sabitlendikten sonra sodyum
tiyosiilfat ile yapilan 6n uygulamadan dolayr bazen jellerde az da olsa
sarimtiraklik goriiliir. Bu durum, hassaslig1 veya zeminin boyanmasini engellemez.
f) Durulama: AgNO0; ile sabitlenen jelin yiizeyindeki fazla AgNO0s'ii ve sodyum

tiyosiilfat1 uzaklastirmak i¢in 2 kez 20'ser saniye distile su ile yikanmaistir.

g) Gelistirme: Gelistirme ¢ozeltisi, sodyum karbonat (60 g/It), 0.5 ml formaldehit
(%37) ve sodyum tiyosiilfat SH,0 (4 mg/lt) icerir. Protein benekleri yaklasik 10
dakikada gelisir. Bu siire¢, sarimtirak zeminin olusmasi ile yavaglamaktadir.

Yiiksek kalitede glimiis boyamaya neden olur. Gelistirme ¢ozeltisi, jel ile temas
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eder etmez silik kahverengi benekler goriiliir. Bu, ¢abuk ve etkin sallama ile
gerceklestirilir. Cozeltinin rengi, serbest tiyosiilfatin kaybolmasindan dolay1
birkag dakika sonra kahverengiye doniislir. Bu durumda ¢ozelti hemen eski yerini
alir. Protein beneklerinin gelisim hizi bantlardaki protein ¢esidine baglidir.
Ornegin, gelistirme ¢ozeltisi uygulandiktan yaklasik 30 saniye sonra 500 ng
protein bandi, yaklasik iki dakika sonra 50 ng protein bandi ortaya ¢ikmaktadir.

h) Yikama: Uygulama, 2 kez 2'ser dakika distile su ile gerceklestirilmistir. Fazla
sodyum tiyosiilfati uzaklagtinr ve durdurma ¢ozeltisinde ayristirmayi

gergeklestirecek zemin boyanmasini saglar.

i) Durdurma: Durdurma ¢ozeltisi metanol (%50) ve glasiyal asetik asit (%12) ile
hazirlanmig 10 dakika uygulanmistir. Cozeltinin sicakligini 25 °C'nin asagisinda
tutmak, yogunluk ve bantlarin rengindeki degisimleri en aza indirmek igin

Onemlidir.

j) Yikama: Yikama c¢ozeltisi %50’lik metanoldiir ve 10 dakikadan fazla
uygulanmistir. Glasiyal asetik asidi uzaklagtirmak igin gereklidir. Bir taraftan
gelisimdeki azalmay1 yarida keser, diger taraftan koyu kahverengi veya siyah

renkli protein beneklerinin gelisimini hizlandirir.

Proteinleri boyama asamalarinin tamami, oda sicaklifinda ve sallayici
iizerinde gerceklestirilmistir. Boyamanin her asamasinda seffaf eldivenler
kullanilmis ve her bir asamada degistirilmistir. Boyama bitiminde jeller +4 °C'de

saklanmustir.

3.2.3.6. Jellerin Fotograflanmasi

Jeller boyandiktan hemen sonra Uvitec-UV uliminator sisteminde, Fine Pix 19
fotograf makinesi kullanilarak fotograflanmigtir. Jeller, c¢ekim sirasinda UV-

illiiminatoriin aydinlatma kismina konulan 6zel filtre iizerine yerlestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 ALAD’mn biyokimyasal

ozelliklerinin saptanmasi

4.1.1. Farkhh Pb konsantrasyonlarimin ALAD aktivitesi iizerine inhibisyon

etkisi

Farkli Pb konsantrasyonlarin ALAD aktivitesi iizerine inhibisyon
etkisini 6lgmek i¢in Pb’nin 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM konsantrasyonlari
uygulanarak aktiviteleri saptanmistir (Cizelge 4.1), (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli Pb konsantrasyonlar: nin ALAD aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi.

Pb PBG % Inhibisyon Spesifik Aktivite
konsantrasyonu umol PBG/h/mg/protein
Standart 8.79 13.77
50 uM 7.5 15 11.755
100 pM 7.177 18 11.249
250 uM 6.532 26 10.238
500 pM 3.467 61 5.434
g 20 1
g
2 16 1
- —k & 'Y
g 12 4 755 * Eonirol grubu
= 0,238 + Cabyma grubu
= :
w8
oy
I 5434
2 4
D T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Pb (phI)
Sekil 4.1. Farkli Pb konsantrasyonlart nin ALAD aktivitesi lizerine inhibisyon

etkisi.
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4.1.2. ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakhi@inin etkisi

ALAD aktivitesi {lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek igin
sicaklik derecesi 20 °C olarak belirlenip 20 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C, 50 °C ve 60
°C’ler de enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. 20 °C den itibaren enzim aktivitesinin
arttigr 45 °C de maksimuma ulasti§1 ve bu sicaklik derecesinden sonra gittikge

diiserek enzim aktivitesinin kayboldugu gézlenmistir (Cizelge 4.2), (Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. ALAD aktivitesi lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi.

°C PBG Spesifik Aktivite
pmol
PBG/h/mg/protein

20 °C 3.064 3.442

30°C 5.403 6.07

37°C 9.677 10.873

45 °C 11.048 12.413

60 °C 5.645 6.342

P
=
1

5, 342

Hmol PEGhim g protein/ml

:I I I 1 1
0 20 40 G0 a0

acaklik (70

Sekil 4.2.ALAD aktivitesi lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi.
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4.1.3. ALAD aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

ALAD aktivitesi tizerine pH nin etkisini belirlemek i¢in (0.1 M) Tris-HCL
tamponlar1 ve sitrat-fosfat tamponu kullanilarak enzimin optimum pH araligi
belirlenmistir. pH degerleri 3, 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 arasinda taranmistir. En yiiksek
aktiviteye pH 8 de rastlanmistir (Cizelge 4.3), (Sekil 4.3).

Cizelge 4.3. ALAD aktivitesi lizerine pH nin etkisi.

Sitrat- pH PBG Spesifik Aktivite
pmol
fosfat PBG/h/mg/protein
tamponu 3 3.467 3.905
4 3.709 4.167
5 3.870 4.348
6 4.032 4.530
7 4.596 5.164
Tris-HCL 8 5.241 5.888
9 4.275 4.803
s
2 £
o
g,
.:é.;. 4
=
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Sekil 4.3. ALAD aktivitesi ilizerine pH’nin etkisi.
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4.1.4. ALAD aktivitesinin Kinetik analizi

Streptomyces yokosukanensis ALAD’mm V max ve Km degerlerini
belirlemek amaciyla degisen substrat konsantrasyonlarina karst enzim aktivitesine
bakilmistir. Enzimin hizi 6l¢iilmiis ve buna baghh olarak bir kinetik egri
olusturulmustur (Sekil.4.4, Cizelge.4.4). Hazirlanan standartta farkli PBG

konsantrasyonlar1 gézlenmistir (Sekil 4.6).

PBG

14
y =0,0062x + 0,0015

1.2 R? = 0,9986
1

0,8 /

0,6

0.4 - /

0,2

0 A T T T T
0 50 100 150 200 250

Sekil 4.4. Farkli substrat konsantrasyonlarinda enzime ait kinetik egri.

Cizelge 4.4. Farkli substrat konsantrasyonlarina karsi enzim aktivitesinin dl¢iimii. KE.

Farkl substrat PBG Spesifik Aktivite
konsantrasyonlari pmol PBG/h/mg/protein
™)

1 0.05x10’ 4.435 4.983

2 0.1x10" 5.242 5889

3 0.5x107 10.242 11.507
4 1.5x107 34.596 38.871
5 3x10~ 30.403 34.160
6 510~ 35.241 39.597
7 10x10™ 37.661 42315
8 15x10™ 38.467 43.221
9 17.5x10~ 40.08 45.033
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Sekil 4.5. Hazirlanan standartta farkli PBG konsantrasyonlariin gézlenmesi.

Michaelis-Menten hiz grafigi ¢izildiginde allosterik enzimlere 0zgii
sigmoidal bir egri gozlenmistir ( Sekil 4.6). Aym veriler ile Line Weaver-Burke
grafigide ¢izilerek V' max degeri 30.3 pmol PBG/saat/mg/ml protein ve Km degeri
1.21 mmol/reaksiyon karisimi olarak bulunmustur (Sekil 4.7).

43221 43033

5eE-04 0,001 0,005 0015 003 005 01 015 0175
() rarolfreaksivon kangim

Sekil 4.6. Degisen substrat konsantrasyonlarina karsi enzim aktivitesinin
degisimi (Michaelis-Menten hiz grafigi).
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Sekil 4.7. ALAD aktivitesinin Kinetik analizi (Lineweaver-Burk grafigi).

4.1.5. Farkh agir metallerin ALAD iizerine etkisi

Kontrol gurubunun sonuglarina gére agir metallerden Mg*™ %26, Co”"
%20, Fe*t %51, Mn?* %26, 7Zn*" %36 oraninda ALAD aktivitesini azalttig1 ve
Ni*nin ise %15 oraninda arttirdig1 sonucuna bulunmustur (Cizelge 4.5), (Sekil

4.8).

Cizelge 4.5. Farkli agir metallerin ALAD enzimi {izerine inhibisyon etkisi.

PBG % Inhibisyon Spesifik Aktivite
pmol
PBG/h/mg/protein

Standart 3.145 4.929
Mg™ 2.338 26 3.664
Co™ 2.5 20 3.918
Fe" 1.532 51 2.401
Mn" 2.338 26 3.664
Zn"” 2.016 36 3.159
Ni~ 3.629 +15 5.688
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Sekil 4.8. Farkli agir metallerin ALAD aktivitesi {izerine etkisi.

4.2. ALAD enziminin preparasyonu ve saflastirilmasi

4.2.1. Amonyum siilfat ile cokeltme

Her bir doyum silipernataninda enzim aktivitelerine bakilmis ve ezim igin
spesifik aktivite %100’liik amonyum siilfat ¢okeltmesindeki fraksiyonda tespit

edilmistir. Bu aktivite degerine gore enzimin 1.85 kat saflastirildigi belirlenmistir.

4.2.2. Jel gecirgenlik kromatografisi

Bu calismada molekiiler agirligi ayirim araligi, 5.000-250.000 Da olan
sefakril 200 (S 200) jel ortami1 kullanilmistir. Jel +4 °C de 30 nM, pH 7 K-fosfat
tamponunda 1 gece bekletilerek sisirilmistir. Yine +4 °C de kolona ( 1.6x31.5 cm)
paketlenmistir. Kolon akis hiz1 10 ml/saat olarak ayarlanmistir. K-fosfat (30 mM,

pH 7.0) tamponu ve aym akis hizi ile 6rnek uygulanmis ve fraksiyonlar (3 ml)

toplanmistir (Coleman 1966).

1-17. fraksiyon araliklarinda protein pikleri tespit edilmis ve en biiyiik pik

8 numarali fraksiyonda gozlenmistir. Bu fraksiyonlarda ALAD enzimi igin
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spesifik aktiviteye bakilmigtir. 8 numarali fraksiyonun spesifik aktivitesine gore

enzimin 90.76 kat saflastirildigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Enzimin saflastirma basamaklar1 ve bulunan degerler.

Adim Total Total Spesifik | Iyilestirme | Saflastirma
Protein | Aktivite | Aktivite (%) Derecesi
(mg) (EU) (EU/mg
protein)
Homojenat 0.890 56.370 63.337 100 1
%100
[(NH4),SO4] | 0.087 10.241 117.72 18,16 1,85
suipernatant
Kolon
SepHadex 0.007 40.241 5748.714 71,39 90,76
G-200

4.2.4. SDS-PAGE ve molekiil agirhi@inin tespiti

SDS jel elektroforezi tekniklerinden biri olan Laemmli (1970)’nin
tanimladig1 yontem kullanilmis olup %10’luk ayirma jeli ile 6rnek ayristirilmistir.
SDS-PAGE ile yapilan calismada kuyucuklarda sirasi ile markir (Sigma, MW-
SDS-70L), jel filtrasyonu sonucu elde edilen (8 numarali fraksiyon) protein
ornegi, ham enzimik ekstrak ve siipernatan kullanilanilmistir. SDS jel
elektroforezi sonucunda saflastirilan Streptomyces yokosukanensis ALAD'Inin

molekiiler agirligi 34.800 Da olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9. SDS-PAGE ve izole edilen enzimin molekiiler kiitle determinasyonu.
1- Markar.
2- Jel filtrasyonu sonucundaki protein (8. fraksiyon).
3- Ham enzimik ekstrakt.
4- Siipernatan.
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5. TARTISMA VE SONUC

Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 ALAD’min biyokimyasal
ozellikleri arastirilarak, enzimin biyokimyasal karakterizasyonu belirlenmis ve

enzim saflastirilmistir.

Biyokimyasal karakterizasyonu belirlemek icin yapilan deney kosullari
altinda, Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 ALAD’min maksimum
aktivite gosterdigi inkiibasyon sicakligi, 45 °C olarak bulunmustur (Sekil 4.1.).

Bu deger Bradyrhizobium japonikum’da optimum 50-37 °C olarak
bulunmustur (Chauhan et al. 1997). Rat ve Palaemonetes turcorum ALAD’1nin 55
°C’de maksimum aktivite gosterdigi ispatlanmistir (Sassa 1982, Cigerci 2005).
Kanal yayin baliklart ALAD’1nin 1s1ya dayanikli oldugu ve maksimum aktiviteye
65 °C’de ulastigr gosterilmistir (Conner and Fowler 1994). Gammarus pulex
ALAD’mnin 1siya duyarli oldugu ve malsimum aktiviteyi 37 °C’de gosterdigi
tespit edilmistir (Kutlu ne Stimer 1998).

Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 ALAD’mnin optimum pH’s1 8
olarak bulunmustur. Streptomyces yokosukanensis ALAD’1 E. coli ve bitkilerden
elde edilen enzimlere benzer. Ciinkii bunlarin enzimleri daha fazla optimum
pH’ya sahiptirler. Maya enzimi i¢in pH 9.8, E. coli i¢in pH 8.5 ve bitkiler i¢in pH
8 dir (Senior et al. 1996).

Bakteriyel enzimin optimum pH’st 8-8.5, arasinda olup, maksimum
aktivite i¢in Mg, Mn™ ve K™ gibi katyonlara ihtiyag gdstermektedir.
Plasmodium falciparum enziminin alkali oldugu optimum pH’smin 8.0-
9.0.0ldugu ve enzimin aktivaston i¢in herhangi bir metal iyonuna ihtiyag
duymadigi saptanmistir (Shanmugham et al. 2004). Shioi ve arkadaglar1 (1988)
Erythrobacter sp. OCh 114’nin optimum pH degerini 7.8 olarak saptamiglardir.
Bradyrhizobium japonikum’da 9.5 gibi yiiksek bir pH belirlenmistir (Chauhan et
al 1997). E.coli de ise optimum pH 6-8.5 olarak saptanmistir (Senior et al.1996).
Rhodobacter capsulatus ile yapilan bir ¢calisgmada enzimin optimum pH degeri 8

olarak bulunmustur (Bollivar et al 2004).
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Calismamizda Streptomyces yokosukanensis ALAD 1mnin ALA igin kinetik
analizlere gore Km degeri 1.21 mmol reaksiyon karisimi, Vmax degeri 30.3 pm
PBG/saat/mg protein olarak bulunmustur. Km degerinin diger literatiir verilerine

oranla yiiksek olmasi enzimin substrata olan ilgisinin diisiik oldugunu gosterir.

Borralho ve arkadaslarinin (1990) mayalar iizerinde yapmis olduklari
caligmada; enzimin sipesifik aktivitesini pH 9.4 te ve 37.5 derecede 16.2 pumol
PBG/saat/mg protein olarak saptamislardir. Km degeri 0.359 mmol olarak

belirlenmistir.

Cigerci’nin (2005) yapmus oldugu c¢alismada Palaemonetes turcorum
ALAD’1mnin kinetik ¢aligmalar sonucu Km degeri 0.06 mmol/reaksiyon karigimu,

Vmax degeri 22.83 nmol PBG/saat/mg/ml protein olarak saptamistir.

Gammarus pulex i¢in Km degeri 0.043-0.058 mmol/reaksiyon karigimi,
Vmax degeri 176.6 nmol PBG/saat/mg/ml protein olarak bulinmustur (Kutlu ve
Stimer 1998).

Kinetik caligmalar sonucu c¢izilen Michaelis-Menten hiz grafiginde,
enzimin sigmoidal bir egri ¢izdigi saptanmistir. Boyle bir egri, enzimin allosterik
oldugunu gostermektedir. Enzimin allosterik oldugu farkli canlilarda daha 6nce
yapilan c¢alismalarda ifade edilmistir (Kutlu ve Siimer. 1998, Cigerci 2005,
Conner and Fowler 1994).

Streptomyces  yokosukanensis ~ ALAD’ma  farkli agir  metaller
uygulandiginda kontrol gurubunun sonuglarina gore agir metallerden Mg %26, Co
%20, Fe %51, Mn %26, Zn %36, Pb %61 oraninda ALAD aktivitesini azalttig1 ve

Ni‘nin ise %15 oraninda arttirdig1 bulunmustur.

Pseudomonas aeruginosa ile yapilan bir calismada Mg®", Mn*". Co®",
Zn™, Ni'? ve mayada Pb™ ve Cu™ agirmetal iyonlar ile enzim aktivitesinin
inhibisyona ugradig1 belirlenmistir (Frankenberg et al. 1999, Borralho et al. 1990).
Ancak Mg+2, Mn ’nin enzim aktivitesini arttirici etkisi Gammarus pulex (Kutlu ve

Stimer 1998), Palaemonetes turcorum (Cigerci 2005), maya (Clara De Barreiro
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1967), Plasmodium falciparum (Dhanasekaran et al 2004, Bollivar et al 2004) ve
Mycobacterium phlei’de (Yamaski 1971) gosterilmistir. Cesitli metal iyonlarinin
kofaktor olarak kullanilip kullanilmamasi nedeni ile enzim farkli metalere karsi
farkli inhibisyon ve aktivasyon degerleri gostermektedir. Kofaktor olarak
kullanilan metal iyonlarmminda ortamdaki konsantrasyonlart &nemlidir.
Konsantrasyon fazla ise metal iyonlar1 belirli bir seviyeye kadar enzimi aktive

etsede bir noktadan sonra inhibisyona neden olmaktadir.

Tim ALAD’larin temel katalitik Ozellikleri birbirine benzer olmasina
ragmen enzim yapisi, metal iyon gereksinimleri ve siilfidril hassasiyetindeki
farkliliklardan dolay1 degisik organizmalardan saflastirilmis enzimler arasinda

farkliliklar gozlenmistir (Mohan and Hosetti 1997).

Saflagtirma c¢alismalarimiz sonucunda Streptomyces yokosukanensis

ALAD’min molekiiler agirligi 34.800 Da olarak bulunmustur.

ALAD’larin molekiiler agirlign 250-340 kDa arasinda dagilim gosterir.
Memelilerdem ve mayadan izole edilen enzimler her biri yaklasik 37 kDa olan
benzer 8 alt iiniteden olusur. Fakat yiiksek yapili bitkiler ve bakterilerden izole
edilen ALAD’lar sirasiyla 50 ve 40 kDa olan 6 benzer alt iiniteden hekzamerik

proteinlerdir (Boese et al. 1991).

Palaemonetes turcorum ile yapilan calismada saflastirilan enzimin
molekiiler agirhig 237.6 kDa ve bir alt tinitesinin molekiiler agirhg 35.6 kDa
olarak bulunmustur (Cigerci 2005).

Rhodopseudomonas spheroides ALAD’min 300-400 kat saflagtirilmasi
saglanmis ve molekiiler agirlig1 yaklasik 250 kDa olarak belirlenmistir (Nandi and
Shemin 1968).

Rekombinant Plazmodium falciparum ALAD’1 molekiiler agirligi 46 kDa
olan 8 alt liniteden olustugu ve enzimin molekiiler agirliginin 345 kDa oldugu

bulunmustur (Dhanasekaran et al. 2004).
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Rhodobacter capsulatusla ile yapilan ¢alismada enzimin hekzamer yapida
oldugu, bir alt linitesinin agirhiginin 35.856 Da ve enzimin molekiiler agirligi 220

kDa olarak bulunmustur (Bollivar et al. 2004).

Sonu¢ olarak kursuna maruz kalmada bir toprak bakterisi olan
Streptomyces yokosukanensis ATCC 25520 ALAD’mnin biyolojik bir indikator
olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Ancak enzimin kursun inhibisyonuna
hassasligi konusunda diger temel bilimsel verilerin dikkate alinmasi
gerekmektedir. Tire 06zgli ALAD’lar daki; enzim yapisi, metal iyon
gereksinimleri ve siilfidril hassasiyeti gibi farkliliklar, kursun ve enzim

inhibisyonu arasindaki iligkiyi degistirebilir.

Farkli ALAD’lar i¢in gozlemlenen farklilik ve benzerlikleri agiklamak igin
enzimin farkli organizmalarda karakterizasyonu ve saflagtirilmasi gerekmektedir.
Bu c¢alisma prokaryot ve gram pozitif bir bakteri olan Streptomyces
yokosukanensis’de yapilan ilk calisma olup, yine diger prokaryot test

organizmalari ile ¢alisilarak desteklenmesi gerekmektedir.
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