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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

PROTEAZIN URETIMINI ARTTIRMAK ICIN KIMYASAL MUTAGENEZ
(ETIDYUM BROMID, EtBr) ve FiZIKSEL MUTAGENEZ (UV) YOLUYLA
BACILLUS SUBTILIS E6-5'DEN MUTANT SUS GELISTIRILMESI VE URETIM
ORTAMININ OPTIMIZASYONU

Biisra OZALPAR

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu ¢alismada fiziksel mutajen ultraviyole (UV) ve kimyasal mutajen etidyum bromid
(EtBr) 2’li kombinasyon ile muamele edilen Bacillus subtilis E6-5 susundan proteaz
tireten toplam 200 adet mutant elde edilmistir. Bu mutantlar igerisinde en biiyiik zon
capina (25 mm) sahip olan mutant sus segilerek bu sus Bacillus subtilis ATA38 olarak
adlandirilmigtir. Elde edilen mutantin sivi ortamda enzim iiretim kapasitesi test edilmis
ve mutant sus ana sustan 18,2 kat daha fazla enzim iiretmistir. En yiiksek enzim
tiretimi 24. saatte elde edilmistir. Fiziksel ve besinsel faktorlerin enzim tretimi {izerine
etkileri incelenmistir. Besinsel faktorler icin farkli karbon ve azot kaynaklariin, metal
iyonlarinin etkileri incelenmistir. En iyi karbon kaynagi olarak Bugday nisastasi (525
IU/mL), en iyi azot kaynagi olarak et ozitii (850 IU/mL) ve metal iyonu olarak
KCI+CaCl> (548 IU/mL) elde edilirken, fiziksel parametreler i¢inde en iyi sonuglar
37°C’ de, pH 6.0’ da, calkalama hizi olarak 200 rpm, inokiilasyon miktar1 %1 ve
inokiiliim yas1 18 saat olarak elde edilmistir.

Proteaz {iretimini artirmak amaciyla, calismada besinsel ve fiziksel kosullarin optimize
edilmesi ile olusturulan modifiye ortamda ATA38 mutanti temel besi ortamina gore
%171°1ik bir artisla enzim tiretimi gostermistir. Ana sus (60 IU/mL) ile kiyaslandiginda
mutant ATA38 modifiye ortamda (1096 1U/mL) 18,2 kat verim artis1 saglamistir. Elde
edilen mutant susun endiistriyel Olgekte proteaz iiretimi, biiyiik bir potansiyele sahip
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Proteaz, Mutasyon, UV, EtBr ,Besinsel Faktorler,
Fiziksel Faktorler
2018, xi+ 95 Sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

MUTANT STRAIN IMPROVEMENT FROM BACILLUS SUBTILIS E6-5 BY PHYSICAL
MUTAGENESIS (ULTRAVIYOLE, UV) AND CHEMICAL MUTAGENESIS
(ETHIDIUM BROMIDE, EtBr) FOR ENHANCED PRODUCTION OF PROTEASE AND
OPTIMIZATION OF GROWTH MEDIUM

Biisra OZALPAR

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, the parent strain Bacillus subtilis E6-5 was exposed to UV and EtBr
treatment by classical mutation procedure, and total 200 mutants were obtained. Among
of these mutants, a mutant strain was selected based on its ability to produce highest
zone formation (25 mm), and strain was named as Bacillus subtilis ATA38. Obtained
mutant was tested for enzyme production capacity in the liquid media, the mutant
ATA38 showed 18.2 fold increase in protease production over the parent strain
B.subtilis E6-5. It was found that mutant strain produced protease on maximum level at
24 th hour. In addition, the effects of nutrional and physical factors on enzyme
production were examined. For this purpose, the effects of major medium ingredients
(different carbon sources, nitrogen sources and metal ions) on the production of the
enzyme were used. The best carbon source was found to be wheat starch (525 1U/mL).
Among the organic nitrogen sources, the highest enzyme production was obtained in the
presence of meat extract (850 IU/mL),KCI+CaCl, (528 IU/mL) was detected as
effective as metal ion. In the physical parameters, the best results was obtained at 37°C,
pH 6.0, 200 rpm asagitation rate, 1% as inoculum size and 18 hours as inoculum age.

A new medium was obtainedby optimizing the incubation conditions (nutrional and
physical factors) of protease production from ATA38 mutant. In this medium, enzyme
yield was enhanced 171% compared to basal medium. The production of protease by
ATA38 was inreased 18.2 fold compared to the parental strain. The mutant strain
produced may have a prominent potential for protease production on an industrial scale.

Key words: Bacillus, Protease, Mutagenesis, UV, EtBr, Nutritional Factors, Physical
Factors

2018, xi+95 pages
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1. GIRIS

Canlilar, biyolojik yasam dongiilerini siirdiirebilmek ic¢in bircok biyokimyasal
tepkimelere ihtiyag duyarlar. Bu tepkimeleri gergeklestirebilmelerini saglayan biyolojik
katalizorlere ‘‘enzim’’ adi verilmektedir. Enzimler canli organizmalarda olusan ve tim
tepkimelerin optimum kosullarda gergeklesmesini saglamasiyla birlikte bu tepkimeleri
diizenleyen, katalitik RNA molekiillerinin kiiciik bir grubu (ribozimler) hari¢ olmak
tizere genellikle protein yapisindaki 6zellesmis biyolojik katalizorlerdir. Enzimler de
diger katalizorler gibi tepkimelerin hizlarin arttirarak ¢alisirlar. Benzer kosullar altinda,
enzim varliginda gerceklesen tepkime orani, katalizor olmadigi durumdaki tepkime
oranina goére bir veya birka¢ milyon kat daha yiiksek olabilmektedir (Uludag 2000).
Enzim sozclik anlami olarak eski Yunanca’da ilk kez mayalardan elde edildigi icin
‘mayada bulunan’ (in yeast) anlaminda kullanilsada, giiniimiizde enzimler yasayan tim
hiicrelerden; hayvanlardan, bitkilerden ve ¢ogunlukla mikroorganizmlardan elde
edilebilmektedir (Polaina ve MacCabe 2007). Bunun sebebi mikrobiyal enzimlerin
bitkisel, hayvansal ya da kimyasal olarak iiretilen enzimlere gore daha avantajh
olmalarndir. Katalitik aktiviteleri fazladir, istenmeyen yan iiriin olusturmamaktadirlar,
daha stabil ve ucuzdurlar, ayrica tek bir iiretim asamasinda c¢ok biiylik miktarlarda

tiretimi miimkiin olmaktadir (Zeman ve Mcrea 1985).

Hiicrelerde 6nemli metabolik faaliyetlere sahip olan enzimler, glinlimiizde artik cok
cesitli amaclar i¢in kullanilmak iizere hayata girmislerdir. Enzimler; meyve suyu, siit,
ekmek, peynir, bebek gidalari iretiminde, alkollii icecek ve temizlik malzemelerinde,
tipta teshis ve tedavi siirecinde, kagit, nisasta, kaucuk, fotograf endiistrisinde, kimya ve
ziraat alanlarinda, kontakt lens temizleyicilerinden, biyolojik savasta kullanima kadar
cok genis alanlarda kullanilmaktadirlar. Enzimlerin bu kadar alanda kullanilabilir
olmasinin nedenleri ise in-vitro sartlarda aktif olmasi, maliyet bakimindan ucuz olmasi,
cok farkli alanlarda kullanilabilir olmasi sebebi ve en énemlisi de enzimin alerjik ya da
toksik etkiye sahip olmamasidir (Wiseman 1987). Endiistriyel enzimlerin diinya
pazarindaki pay1 1,6 milyar dolar1 asmaktadir (Ottrup ve Jorgensen 2002, Schallmey ve
ark. 2004, Zakaria 2006). Gida, nisasta ve deterjan endiistrileri, endiistriyel enzim

tiretiminin %75°ini kullanmaktadir ve amilaz, lipaz, seliilaz, pektinaz, proteaz gibi



hidrolazlar en yaygin kullanilan enzim gruplaridir (Topal ve ark. 2000). Endiistriyel
anlamda kullanilan enzimlerin %80’i polimerlerin dogal yapisin1t bozabilen
hidrolazlardir (Kasavi 2006). Endiistriyel enzimler arasinda ise proteazlar %60°lik Pazar
pay1 ile en biiyilik 6lgekteki grubu olusturmaktadir (Genckal ve Tari 2006). Bunu %28
ile karbohidrazlar, %2 ile lipazlar ve %10 ile diger enzim gruplar1 izlemektedir
(Dingbas 2009). Proteazlar dogada bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin daha
kiiciik parca ve atomlarina pargalanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Boylece besin
dongiisiinli ve bitkilerin topraktan besinlerin alabilmelerini saglamaktadir (Aoki ve ark
1995). Proteazlar ayrica deterjan ve temizlik malzemeleri {iretiminde, et, siit, deri, ilag,
bira tiretimi, organik sentezler ve atik muamelesinde kullanilmaktadir. (Kiran ve ark.
2006). Giinlimiizde proteazlar gibi bir¢ok mikrabiyal enzim gruplari 6nemli aragtirma
konusu haline gelmis ve diinyanin hemen hemen her yerinde iiretilmeye, endiistri ve

sanayi alaninda kullanilmaya baslanmistir.

Proteazlar bakteri, kiif, maya gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilebilmesi saglansa bile
Bacillus cinsi bakterileri ¢ok ¢esitli ortamlardan izolasyonun kolay olmasi, hem
kompleks hem de sentetik besi ortaminda gelisebilmeleri sebebi ile biyoteknolojide en

fazla kullanilan mikroorganizmalardir (Mabrouk ve ark. 1998).

Genel olarak mikroorganizmalardan yiiksek oranda enzim verimi elde etmek i¢in, ya
mikroorganizmadan direkt elde edilmekte ya mutasyon ile yeni mutantlar elde
edilmekte ya da iiretim ortamimin degistirilmesi yoluna gidilmektedir. Ozellikle besin
ortaminda bulunan karbon ve azot kaynaklari, inorganik tuzlar ve diger biiyiime
faktorleri, bakterilerin enzim iiretme kapasiteleri lizerinde 6nemli etkiye sahiptir (Khalil
ve ark. 2003). Bir¢ok arastirmaci endiistriyel oneme sahip proteaz enzimini yliksek
verim ile liretebilen yeni suslar elde edebilmek amaci ile gesitli mutajenleri mutasyon

etkeni olarak kullanmiglardir.

Bu caliymada Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji Laboratuvarinda daha dnceden proteaz enzimi {iiretimi i¢in topraktan
izole edilmis ve adlandirilmis olan Bacillus subtilis E6-5 susundan mutasyon ile elde

edilen EB-4 susu eldesine gidilmistir. En verimli bir adet mutant sus segilerek bu susun



proteaz enzim tiretimi tizerine farkli karbon, azot ve metal iyonlar1 gibi besinsel
faktorler, sicaklik, pH, rpm, inokulasyon yasit ve inokulasyon miktar1 gibi fiziksel

faktorlerin etkisi arastirilarak tireme ortami optimize edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Enzimler, insanlar tarafindan, tarih oncesi devirlerden beri sarap, boza, yogurt, ekmek
ve peynir iiretimi gibi islemlerde, enzimleri ve enzimlerin Katalitik etkilerinin nasil
oldugunu bilmeden de olsa kullanmislardir. ilk bulgular1 eski Misir tarihine kadar
dayanmaktadir. Enzim terimi ilk kez W. Kiihne tarafindan “maya iginde (in yeast)
“anlaminda kullanilmistir. Ik kez 1833 yilinda Payen ve Persoz alkol iiretimi
yapabilmek amaciyla malt ekstresinden nisastay1 sindiren enzimi’’ Presipitasyon’’
(¢okelme) yolu ile ayirt etmis ve buna ’Diyastaz’” adin1 vermislerdir. 1836' da Schwan
mide suyu igeriginden Pepsin enzimini elde etmistir. Dogu iilkelerinde bir¢ok gida
fermentasyonu siiregleri igin ipliksi mantarlar enzim kaynagi olarak kullanilmustir.
Batida 1896’da modern mikrobiyal enzim teknolojisi ‘Takadiastase’in ticareti ile
baglamigtir. Bu Dogu toplumlarindan Bati toplumuna 6nemli bir teknolojik transferi
olmustur (Smith 1996). Kristal halde bulunan ilk enzim olan’> Ureaz”> 1926 yilinda
Summer tarafindan izole edilebilmistir. 1930’larda 80 adet enzim taninirken, 1968’lerde
bu rakam 1.300°e 1982°de 2.000’e yiikselmistir. Bu tarihlere kadar 2000 kadar enzimin
identifikasyonu yapilmig ve bunlardan 250 kadari1 da kristal halde elde edilebilmistir
(Ast 1999). Giiniimiizde ise 25.000 enzimin varligi bilinmektedir ve yine enzimlerle

ilgili caligmalar artan bir hizda devam etmektedir (Kiran ve ark. 2006).

Enzimler, tepkimeye girerek aktivasyon enerjisini diisiiren ve etkilenmeden ¢ikan
biyolojik katalizérlerdir. Enzimler canli hiicreler tarafindan olusturulan, etkinligini
gosterebilmesi i¢in canli bir hiicrenin varligim1 gerektirmeyen, 1siya dayaniksiz

yapilardir (Ast 1999).

Metabolik reaksiyonlarin pek ¢ogunu hizlandiran protein yapisinda biyolojik
katalizorler olarak da tanimlanan enzimler; besinsel molekiillerin yikildigi, kimyasal
enerjinin depolandigi ve seklinin degistirildigi, basit prekiirsorlerden biyolojik

makromolekiillerin olusturuldugu metabolik yollarda, yiizlerce reaksiyon basamagini



katalizleyen maddelerdir. Hiicrelerde onemli reaksiyonlarin gergeklesebilmesi ve gesitli

metabolizma reaksiyonlari enzimlerin katalitik etkisiyle miimkiindiir (As1 1999).

Enzimlerin kimyasal katalizérlerden en onemli farki 6zgiil (spesifik) olmalaridir.
Enzimler tarafindan katalizlenen, tepkimeye giren kimyasal molekiillere’’substrat’” adi
verilir. Enzimler spesifik aktiviteye sahip protein yapisindaki molekiiller olduklari igin,
enzimlerin bu 6zgiilliikkleri substratlariyla gegici olarak enzim-substrat komplekslerini
kurmalarina olanak saglar. Bu gegici kompleks yapilar1 sayesinde iiriinler olusturur ve
daha sonra enzim substratindan ayrilarak tekrar eski halini alir. Substratin enzimin
tizerinde baglanabildigi aktif bolgeye ise ‘’katalitik bdlge’” denir. Substratin enzime
baglanmasi anahtar-Kilit uyumu gibi bir uyum gosterir. Enzimler substratlarina karsi gok
iyi bir 6zgiilliikk gosterdikleri i¢in kendine 6zgii ve uyumlu tek bir substratla baglanarak
tek bir iirlin olustururlar (Chaplin ve Bucke 1990). Enzimler protein yapisinda ve
kolloidal karakterde olduklar i¢in, fiziksel (1s1, pH, UV-1sinlari, osmotik basing, vs.) ve

kimyasal (asit, alkali, metabolitler, mineraller, vs.) faktorlerden etkilenmektedirler.

Katalitik RNA hari¢ biitiin enzimler protein yapisinda olan katalizorlerdir. Enzimler,
proteinlere ait olan tiim yapisal 6zellikleri gostermektedirler. 12.000 kDa’dan 1.000.000
kDa’a kadar molekiiler agirliklara sahiptirler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal
protein konformasyonlarinin biitiinliigiine baglidir; bir enzim denatiire edilmesiyle
katalitik aktivitesi yok edilmektedir. Enzim proteinlerinin primer, sekonder, tersiyer ve
kuarterner yapilari, katalitik aktiviteleri i¢in esastir (Anonim 2017). Bazi enzimler
aktivite gosterebilmeleri igin, protein yapiyl olusturan aminoasit yapilarindan bagka
kimyasal bilesenlere ihtiyag duymamaktadirlar. Bazi enzimler ise’’ Kofaktor’” (metal
grubu baglamis) veya ’’Koenzim’’ (vitamin gibi organik yapida bir grubu baglamis)
seklinde adlandirilan kimyasal temel bilesenlere gereksinim duyarlar. Kofaktori ile
birlikte tam, katalitik olarak aktif olan bir enzim, ’’holoenzim® seklinde
isimlendirilmektedir. Holoenzimin protein yapida olan kismi ’Apoenzim’ veya
> Apoprotein’’ olarak adlandirilmaktadir. Koenzimlerin enzim protein kismina kovalent
olarak bagli olan ve enzim proteininden ayrilmayan grup ‘’prostetik gup’’ olarak

adlandirilmaktadir. Koenzimlerin enzim protein kismina nonkovalent olarak bagli olan



ve enzim proteininden ayrilabilenleri ise kosubstrat seklinde isimlendirilmektedir

(Anonim 2017).

Genel olarak bir literatiir ¢calismasi yapildiginda, enzimlerin ele alinis sekilleri gesitli
olarak siniflandirildigr goriilmektedir (Uhlig 1998). Boyle bir g¢esitlilik ve yeni
kesfedilen enzimlerin sayisinin siirekli olarak artmasi sebebi ile Uluslarast Enzim
Birligi tarafindan enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi igin yeni bir sistem

one siirilmistiir (Anonim 2017)

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Adlandirma Komitesine gore
(The Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, IUBMB) belirlenen enzim siniflandirilma standartina gére enzimler
katalizledikleri reaksiyolarin tiplerine gore 6 ayri smifa ayrilmislardir ve bu enzimler
arasinda proteazlar 3. sirada yer alan hidrolazlar olarak adlandirilan smifa dahil

edilmistir.

Enzim Adlandirma Komisyonu’nun raporuna gore enzimler katalizledikleri
reaksiyonlara gore 6 ana sinifa ayrilmaktadirlar. Bunlar;

1. Oksidorediiktazlar: Bu smifta bulunan enzimler Oksidasyon-rediiksiyon
(yiikseltgenme-indirgenme) reaksiyonlarini katalize etmektedirler.

2. Transferazlar: Bir fonksiyonel grubun (6rnegin fosfat ya da metil grubu) transferini
saglayan enzim grubudur.

3. Hidrolazlar: Hidrolitik reaksiyonlarin katalizini saglayan enzim grubudur.

4. Liyazlar: Bu smifta bulunan enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki mevcut baglar
okside ya da hidroliz reaksiyon siireglerinden farkli sekilde kirarlar. Kirilan atomlar
arasinda ¢ift bag olusturmaktadirlar.

5. Izomerazlar: Molekiil icerisinde hendesi ve konstriiktif farkliliklari katalizleyen sinif
olarak bulunurlar.

6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C atomlar1 arasinda bag olusmasini
katalize eden enzim smifidir. Bu smifta yer alan enzimler gogunlukla ATP’deki veya

diger trifosfatlardaki pirofosfat1 hidroliz ederek iki molekiiliin bag yapmasini saglarlar.



Enzimler Sistematik Adlandirmada Enzim Komisyonu (Enzyme Commission: EC)
tarafindan verilmis olan dort rakamdan olusan kod numarasi (EC 1.2.3.4) ile
isimlendirilmektedir. Bunlar;

1. Ik rakam, enzimin bulunan alt1 siniftan hangisinde bulundugunu gostermektedir.

2. Ikinci rakam, enzimin alt sinifin1 (Subclass) belirtmektedir.

3. Ugiincii rakam, ikinci alt gubunu (Sub-Subclass) belirtmektedir.

4. Dordiincti rakam ise enzimin sub-subclass i¢indeki seri numarasimi gostermektedir
(Anonim 2017).

Omegin Bacillus sp.’den elde edilen proteaz enziminin kod numaras1 EC 3.4.21.14 ile
ifade edilmektedir (Anonim 2017).

2.2. Proteazlarin Tarihcesi

Proteinlerin enzimatik hidroliz reaksiyonlarindan ¢ok eski donemlerden beri ¢esitli
amaglarla bilingli olmadan fayda saglanilmistir. 1700’li yillarin sonlarina dogru
buzagilarin mide mukoza dokularinda bulunan bir maddenin etleri yumusattigi
goriilmiis olup, peynirleri olgunlastirdigi fark edilice bu mukoza dokusu genel olarak bu
islemler igin kullanilmistir (D’Reaumur 1752). Fakat proteazlarla ilgili ayrintili
arastirmalar, 1783 yilinda, Spallanzani ile baslamistir. Spallanzani, mide sivisinda
bulunan bu maddenin proteinleri pargalama gorevi iistlendigini bulmustur (Hoffmann-
Ostenhof 1954, Aunstrup 1973). 1800°lii yillarda ise, gesitli kaynaklardan proteolitik
enzimler elde edilmis olup ve mideden salgilanmakta olana ‘pepsin enzimi’, pankreas
tarafindan salgilanmakta olana ‘tripsin enzimi’, bagirsak mukoza dokusundan elde
edilene ise ‘erepsin enzimi’ adi konulmustur (Keay ve ark. 1972). 1930’lu yillarin
ortalarinda ise J. Northrop pepsin, kimotripsin ve tripsin enzimlerini kristalize edebilmis
ve enzimlerin proteinlerden olugmakta oldugunu ifade etmistir. 1938 yilinda ise
Northrop ve Stanley, ‘Kristalize Enzimler’ adli makalelerinde pepsinojen, ribonukleaz,
pepsin inhibitorleri, heksokinaz karboksipeptidaz, birka¢ farkli enzimi saflastirip,
kristalize ettiklerini agiklamistirlar ve bu yaptiklar1 ¢aligmalar1 ile 1946 Nobel Kimya
Odiilii’nii almaya hak kazanmstirlar (Anonim 1946).



Singh ve ark. (1999), Himalaya Dagi topraklarindan izole ettikleri alkalofilik Bacillus
sphaericus susundan proteaz elde etmislerdir. Urettikleri enzimin 50-55 °C’de ve pH
10.5° de en iyi aktiviteyi gosterdigini bildirmelerinden sonra, iiretilen bu enzim 500
mg/L klor igeren ortamda aktivitesini korumus ve deterjanlarda kullanilabilecek bir
katki maddesi oldugunu ifade etmislerdir. Proteazlarin endiistriyel olarak kullanimina
baglandiktan sonra 6zellikle alkali proteazlarin oniimiizdeki yillarda biyiik bir gelisme

gostermeleri beklenmektedir (Rai 2010).

2.3. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlar (peptidazlar/ proteolitik enzimler) proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolize
edilmesini katalizleyen enzim grubudur (Polgar 1989). Proteazlarin karakterizasyonu
yapilarinda bulunan biyokimyasal gesitlilikten dolay1 ¢ok zor olmaktadir. Proteazlar ilk
olarak, molekiiler biiytlikliikleri, yiikleri ve substrat spesifikligine gore siniflandirilmisg
olup, daha sonra katalitik aktif bolgelerine, aksiyon mekanizmalarina ve 3 boyutlu

yapilarina gore siniflandirilmistir (Beynon ve ark. 1989, Barett 1994, Rao ve ark. 1998).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Adlandirma Komitesi (The
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, IUBMB) tarafindan yapilan enzim siniflandirilma standartina gore enzimler
katalizledikleri reaksiyonun tipine gore 6 ayri smifa ayrilmiglardir ve proteazlar 3.

sirada yer alan hidrolazlar sinifina dahil edilmistir (Uhlig 1998).

Proteazlarin siniflandirilmasi yapilirken benzer gruptaki hidroliz i¢in goreceli segicilik
esasina dayanarak daha genis kapsamli siniflandirilma ¢alismasina gidilmistir. Bunlar;
iki biiyilik sinif olan “’Endopeptidazlar’’ (biiyiik proteinlerin u¢ bolgelerinden uzaga atak
yapanlar) ve “’Ekzopeptidazlar’’ (polipeptidin ug bolgesine atak yapanlar), iki kiigiik
smif olan ’Oligopeptidazlar’® (kiiciik proteinlerin u¢ bolgelerinden uzaga atak
yapanlar) ve ’Omega-peptidazlar’’ (proteinlerin u¢ bolgelerine hareket edenler) olarak
ayrilabilirler. Proteazlarin terminolojisinin genel detaylari Sekil 2.1’ de verilmistir

(Ather 2009).



Peptidazlar
EC 3.4

Endopeptidazlar Oligopeptidazlar Omega Peptidazlar Ekzopeptidazlar

EC 3.4.21-25, 99 EC 3.4.21-25, 99 EC 3.4.19 EC 3.4.11-18
— |
|
Dipeptidaz
EC 3.4.13
Serin Endopeptidaz
— EC 3.4.21 c
N-terminale atak C-terminale atak
vapan Peptidazlar vapan Peptidazlar
Sistin Endopeptidaz
L - ] E——
EC 3.4.22
Aminopeptidaz Peptidil dipeptidaz
Aspartik Endopeptidaz — EC 3.4.11 — EC34.15
— EC 3.4.23
: Dipeptidil-peptidaz Serin karboksipeptidaz
Metallo E]ldqp_eptldu e T
EC 3.4.24
Tripeptidil-peptidaz Metallo karboksipeptidaz
Treonin Endopeptidaz — EC34.14 EC34.17
— EC 3.4.25
Sistin karboksipeptidaz
Atanmams Endopeptidaz 1S [—l‘.C[; = ]15911'
EC 3.4.99 i

Sekil 2. 1. Proteazlarin siiflandirilmasi (Ather 2009)

2.3.1.Endopeptidazlar

Endopeptidazlar; polipeptid zincirinin u¢ bolgelerinde bulunan C ve N atomlarina
gosterdikleri secilimli reaksiyonlar veya polipeptit zincirinin i¢ tarafinda bulunan baglar
tizerindeki etkileri ile karakterize edilmektedirler. Polipeptid zincirinde yer alan serbest
karboksi veya serbest amino gruplarmin enzimin aktivesi {izerine negatif etkisi
bulunmaktadir. Bu serbest uclarin ¢ikarilmasi durumunda endopeptidazlar sinirhi ve

0zgiil role sahiptirler (Barrett ve Rawlings 1991).

Endopeptidazlar; Aktif bolgelerinde bulunan fonksiyonel grup ve bunlarin katalitik
mekanizmasina dayanarak gruplara ayrilmaktadirlar. Serin proteazlar (EC 3.4.21),

aspartik proteazlar (EC 3.4.23), sistein proteazlar (EC 3.4.22) ve metallo proteazlar



(3.4.24) olmak iizere dort farkli gruba ayrilmaktadirlar (Alpan 2008). Bunlarin yan1 sira
katalitik mekanizmas1 tam olarak bilinemeyen endopeptidaz olarak belirlenmis ve EC
3.4.99 numarasi ile kodlanmistir (Seving 2010). Endopeptidazlarin etki mekanizmasi
genel olarak Sekil 2.2°de sematize edilmistir. Canli organizmalarda dort smif
endopeptidaz saptanmis olup ve endopeptidazin dort sinifindan {i¢ tanesi bakterilerden
izole edilmis ve saflagtirilmistir. Bunlar; Serin proteazlari, sistein proteazlar1 ve

metalloproteazlardir (Liao ve McCallus 1998).

Amino ucu Aminoasitier Peptid baglan Karboksil ucu
|H2N} D 0/\ 0 @ /.\. COOH
Peptid

Endopeptidaziar. peptidin ic
bolgelerindeki baglara atak
vapmaktadular.

lf HQO
HoN : COOH

HoN COOH HoN -
Daha kiiciik iki farkh peptid olusumu

Sekil 2. 2. Endopeptidazlarin polipeptid lizerindeki etki mekanizmasi (Seving 2010)
2.3.1.1. Serine Proteazlar (E.C. 3.4.21)

Serin proteazlar, ticari bir 5neme sahip olan, proteaz gruplari icerisinde en genis ¢apli
aragtirtlmasi yapilan ve en iyi olarak bilinen proteaz sinifi olarak bulunmaktadir.
Bakterilerden, mayalardan, kiiflerden, mantarlardan elde edilebilen serin proteazlar
karboksil u¢ bolgelerindeki ayrilmalarda, tirozin, fenilalanin veya lizinin bulundugu
bolgelerden hidroliz islemini gerg¢eklestirmektedirler (Govind ve ark. 1981). Aktif
bolgelerinde serin (Ser), histidin (His) ve aspartik (Asp) aminoasitleri igermektedirler
(Garcia-Carreno 1993). Yapisinda bulunan serin (Ser) aminoasiti katalitik metabolizma
sirasinda substratlarla ve aktivatorlerle veya inhibitorlerle bag kurma egilimindedir.
Serin proteazlar, li¢ boyutlu yapilarina, aminoasit dizilerine ve aktif bdolge

konfigiirasyonlarindaki benzerliklere ve farkliliklara gore yirmi aileye ve alti klana
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ayrilmistir (Barett 1994, Zeigler 2001). Subtisilin ve kimotripsin familyast (kimotripsin,
memeli elastazlar1 ve birkac bakteriyel proteaz) serin proteazlar icerisinde en iyi bilinen
alt gruplardir. Subtisilin ailesi mekanizmalarinda SH grubunu, termitaz ve proteinaz
K’y1 icermektedir (Zeigler 2001). Subtilisin ailesinde bulunan proteazlar hidrofobik ya
da aromatik aminoasitler disinda kalan tim aminoasit peptid baglarini hidrolizlerler.
Subtilisin ailesinin katalitik ti¢lii dizilisi Asp-32, His-64 ve Ser-221 seklindedir (Bond
1989). Bugiine kadar karakterize edilmis olan tiim mantar subtilisinleri, Tritirachium
album’den f{iretilen proteinaz K ile homologturlar. Subtilisin benzeri proteazlar igin

cesitli fizyolojik gorevler ileri siiriilmustiir (Seger ve ark. 1999).

Kimotripsin familyasi, triptofan, fenilalanin, tirozin gibi hidrofobik aminoasitlerden
daha sonra yer alan peptid baglarini hidrolizleme gérevinde bulunurlar. Tripsin, lisin ve
arjinin gibi pozitif yiiklii olarak bulunan aminoasitleri takip eden peptid baglari
hidrolize etmektedirler (Bond 1989). Ayrica, Serin proteazlarin molekiiler agirliklar
genellikle 18 kDa ve 35 kDa arasinda olmaktadir. Ancak Blakeslea trispora adl
mikroorganizmadan izole edilen serin proteazin 126 kDa molekiiler agirligina sahip

oldugu da bildirilmistir (Govind ve ark. 1981).

Serin proteazlar c¢ogunlukla pH 7.0 ile 11.0 arasinda aktivite gostermektedirler.
[zoelektrik noktalart pH 4.0 ile 6.0 arasinda farklilik gosterebilmektedir. Alkali pH
degerlerinde etkinlik gosteren serin alkalen proteazlar ve subtilisinler iki 6nemli serin

proteaz grubu olarak bulunur (Deshpande ve ark. 1998).

2.3.1.2. Aspartik Proteazlar (E.C. 3.4.23)

Aspartik proteazlar, diisik pH derecelerinde de aktivite gosterebildikleri i¢in genel
bilinen isimleri olan asidik proteazlar, katalitik aktivite gosterebilmeleri icin aspartik
asit kokiine ihtiyag duyan endopeptidaz grubudur. Aspartik proteazlar, pepsin,
retropepsin ve pararetroviriislerdeki enzimler olmak iizere ii¢ aileye ayrilmaktadirlar. Tk
isimlendirilmesi yapilan ve en iyi bilineni aspartik proteaz pepsindir (Fersht 1998).
Aspartik proteazlar ¢esitli sayida substrat ozgiilliigli gosterebilselerde o6zellikle iki

hidrofobik aminoasit kalintis1 iceren peptid baglarimin hidrolize edilmesinde ve en
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yiiksek aktiviteyi gostermektedirler. Aspartik proteazlarin molekiil agirliklar1 genellikle
yaklagik 35 kDa’dur ve 323 ila 340 aminoasit dizisinden olugmaktadirlar. Birgok
aspartik proteaz diisiik pH araliklarinda maksimum aktivite gosterebilir ve izoelektrik
noktalar1 ise pH 3.0-4.5 araliginda degisim gostermektedir. Ayrica aspartik proteazlar
pepstatin, diazoasetil norldsin metil ester (DAN) ve 1,2-epoxyp-nitrofenoksi propan
(EPNP) tarafindan inhibe edilirler (Rao ve ark. 1998, Zeigler 2001).

2.3.1.3. Sistein/Tiyol Proteazlar (E.C. 3.4.22)

Sistein proteazlar hem prokaryot canlilar hem de Okaryot canlilar tarafindan
tiretilebilmektedir. Sistein proteazlarin aktif bolgelerinde sistein (SH-) ve histidin
gruplar1 bulunmaktadir (Garcia-Carreno ve ark. 1993). Tiyol proteazlar sadece HCN
(hidrosiyanik asit) varliginda ve ortamda sistein bulunmasi durumunda aktif olarak
gorev goriirler. Sistein proteazlar, sistein ve histidin kalintilar1 arasindaki diizen
farkliliklarina bagli olarak yirmi aileye ayrilirlar (Barett 1994). Diger bir taraftan,
papain benzeri, tripsin benzeri, glutamik asit benzeri ve digerleri seklinde de aktif
merkezlerinin 6zgiilliigiine gore dort gruba ayrilabilmektedirler. Sistein proteazlar
genellikle noétral kosullarda olusturulmaktadirlar. Molekiiler agirliklar1 32 kDa’dan 52
kDa’ya kadar degismekte olup, izoelektrik noktalar1 pH 4.9 ile 8.4 arasinda degisim
gostermektedir. (Rao ve ark. 1998). Papain benzeri endoproteazlar en genis ¢apli bilinen
gruptur (Gengkal 2004). Sistein proteazlar ayrica ‘kaspazlar’ olarak da bilinmekte olup
ve apoptozis olayinda gorev almaktadirlar. Birbirlerini aktiflestirerek bir selale seklinde
reaksiyon dizisine neden olmaktadirlar (Ulukaya 2003). Sistein proteazlar, peptid
baglarina iizerinde bir niikleofil ve bir proton verici baz tastyan bir sistein kalintisinin -
SH grubu tarafindan atak yapmaktadir. Proton verici olarak peptit baglarina, serin
proteaz enzimi iizerinde bir niikleofil ve bir proton verici / genel baz tagiyan bir Sistein
kalintisinin -SH grubu tarafindan saldir1 yapmaktadir. Diger bir taraftan, katalitik
mekanizmada niikleofilik atak olarak adlandirilmaktadirlar. Proton verici, imidazolium

halkasini igeren bir histidin kalintis1 bulunmaktadir (Supuran ve ark. 2002).
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2.3.1.4.Metalloproteazlar (E.C. 3.4.24)

Metalloproteazlar, iki degerlikli bir metal iyonu (katalitik ¢inko, manganez, kobalt,
nikel veya bakir) ile aktiflestirilmis olan metalik bir merkezde kopriilenmis olarak bir su
molekiiliiniin niikleofilik saldirisi ile peptit baglarini par¢alayan enzimlerdir. Enzimin
aktif merkezinde metal iyonu korunmus olan glutamik asit (Glu), aspartik asit (Asp),
histidin (His) veya lisin (Lys) olabilen {i¢ tane korunmus aminoasit kalintisi ile birlikte
kompleks olusturmaktadir (Hase ve Finkelstein 1993, Supuran ve ark. 2002, Mansfeld
2007). Katalitik ve yapisal olarak metal baglama bolgelerinin 6zellikleri, X-1gin1
kristalografik analizleri ile tanimlanmaktadir. En ¢ok c¢alisilan metalloproteaz olarak
bilinen ¢inko i¢eren metaloproteazlar kristalize yapilarinda bir katalitik ¢inko atomuna
(ic aminoasit kalintisiyla diizenlenmis olan) ve bir aktif su molekiiliine sahiptir.
Metalloproteazlar 30 aileye ayrilmaktadir ve bunlardan 17’si endopeptidazlara, 12 ailesi
ekzopeptidazlara ve sadece 1 ailesi endopeptidaz ve ekzopeptidazlara dahildir. Ayrica
metalloproteazlar aminoasit dizilimleri ve aminoasitlerle metal baglanma bdlgelerinin
iligkisine gore 14 farkli klana ayrilmis halde bulunmaktadirlar (Mansfeld 2007).
Metalloproteazlar genellikle notralize olan ortamlarda tiretilmektedirler ve optimum
aktivite araliklart pH 5.0 ile pH 9.0 arasinda degismektedir (Zeigler 2001, Rao ve ark.
1998). Pseudomonas aeruginosa ve Serratia spp.‘nin tirettigi metalloproteazlar pH 7.0-
9.0 araliginda optimum aktivite araligina sahip olmakla birlikte ve molekiiler agirliklart
45 ile 60 kDa arasinda degisim gostermektedir. Metalloproteazlarin hepsi EDTA gibi
selat ajani tarafindan inhibe edilebilmekte ancak DFP veya siilfidril ajanlar tarafindan

inhibe edilememektedirler.

2.3.2.0ligopeptidazlar

Oligopeptidazlar, protein yapilarindan kiigiik olan substratlarin peptid baglarin
parcalamaya egilim gdsteren ancak proteinleri parcalayamayan bir enzim grubudur.
Ornegin; Thimet Oligopeptidaz (Barrett, Brown ve ark. 1995, Knight, Dando ve ark.
1995). Bu durum enzimin aktif bolgesinin sadece peptidler tarafindan ulasilabilecek
kadar kiigiik bir bosluga sahip olmasindan dolayidir. Yaklagik olarak 30 aminoasit

uzunlugunda bulunan bu oligopeptidler patojen canlilarin tespitinde ve noérolojik
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durumlarda gorev almaktadir. Bu nedenle, bu molekiillerin siirekli olarak tiretilmesi ve
inaktif hale getirilmesi gerekmektedir; bunun gerceklestirilmesi ise oligopeptidazlarin
gorevidir (Anonim 2017b).

2.3.3. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar uzun polipeptid zincirlerinde bulunan ug bolgelere etki ederek aktivite
gosterirler. Etki ettikleri u¢ N terminalindeyse <’Aminopeptidaz’’, C terminalindeyse
“’Karboksipeptidaz’> ismini  almaktadirlar. Ekzopeptidazlarin ~ genel ¢alisma

mekanizmas: Sekil 2.3’de sematize edilmistir.

| 1

| Aminopeptidaz ]| Karboksipeptidaz

+H,0 %+H20

' ——
[HN] @ ® ® ® ® ® @ [cooH

/ \
[} @ {coor] [Fiani} @ {550H

Aminoasit ey AMIINCGasit
(HN| @@ ©o—@ COOH

Peptid
Sekil 2. 3. Ekzopeptidazlarin polipeptid iizerindeki etki mekanizmasi (Seving 2010)

Ekzopeptidazlar, sadece peptit zinciri sonunda bulunan kisimlara etkinlik
gostermektedirler (Barrett, Brown ve ark. 1995, Knight, Dando ve ark. 1995). Serbest
N-terminal amino grubu ile C-terminal karboksi grubu ya da her ikisinede ihtiya¢ duyan
ve ug¢ bolgeden ii¢ peptid bagindan fazlasi olmamasi suretiyle baglart hidroliz
etmektedirler (Hasegawa 1960, Nardi 1960, Rao ve ark. 1998). Uluslararast Enzim
Komisyonuna gore 74 tane ekzopeptidazi listelerine almiglardir. Karboksipeptidazlar

CP, aminopeptidazlar AP ile sembolize edilmektedir (Sar1 2011).
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2.3.3.1. Aminopeptidazlar (E.C 3.4.11)

E.C 3.4.11 grubunda bulunan aminopeptidazlar, polipeptidlerin serbest N-terminal
ucuna atak yapmaktadirlar ve bu atak sonucu yalnizca bir aminoasit kalintisi, iki
aminoasit kalintis1 ya da ii¢ aminoasit kalintis1 birakmaktadirlar. Aminopeptidazlarin
ifade edilmis proteinlerde N- terminal Metiyonini (Met) uzaklastirdigi bilinmektedir.
E.C. 3.4.14 grubunda bulunan Dipeptidil-peptidaz N-terminal dipeptidini hidroliz
ederek uzaklastirmaktadir. E.C 3.4.14 grubunda bulunan Tripeptidil peptidaz ise,
polipeptidin N-terminal ucundaki tripeptidi hidroliz ederek uzaklastirmaktadir (Sekil
2.4).

Aminopeptidazlar (3.4.11) },,--*O- Q-0-0-0

Dipeptidil Peptidazlar (3.4.14)  3-5-0-0-0-0

Tripeptidil Peptidazlar (3.4.14) L-*&-L-O-O-O

Sekil 2. 4. Aminopeptidazlarin alt gruplari ve etki mekanizmalari (Tanksale 2001)

Aminopeptidazlar genellikle hiicrenin icersinde metabolik faaliyetlerde kullanilmak
lizere sentezlenen enzimlerdir, ancak Aspergillus orzyae ile yapilan c¢alismalarda
organizmanin ekstraseliiller aminopeptidaz irettigi ortaya ¢ikarilmistir (Labbe ve ark

1977).

Aminopeptidazlar, metallo aminopeptidaz, serin aminopeptidaz ve sistein
aminopeptidaz olmak fiizere ii¢ gruba ayrilmaktadirlar. Bu siniflandirma da aktif
bolgelerinin 6zgiil proteaz inhibitorlerine gore yapilmaktadir. (Rao ve ark. 1998, Tekin
2008, Sar1 2011). Escherichia coli’den elde edilmis olan aminopepdidazlar yaklasik 40
kDa molekiiler agirhigma sahip olmaktadir. Bu peptidazin Mg*? veya Mn*2 iyonlarina
ihtiya¢ duydugu, pH 7.5 ile 10.5 araliginda aktivite gostermis oldugu belirlenmistir.
Bacillus licheniformis’in 34 kDa molekiiler agirligina sahip aminopeptidazinin mol

basina 1g/atom Zn*? igerdigi ve aktivitesinin Co*? varliginda artabildigi tespit edilmistir.
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2.3.3.2. Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar, polipeptid zincirindeki karboksi (C-) ucuna etki etmekte ya da
dipeptitin hidrolize etmesini katalizlemektedirler. Hidroliz sonucu bir aminoasit veya
dipeptid polipeptidten ayrilmaktadir (Sekil 2.5). Karboksipeptidazlarin aktivitede
bulunabilmesi i¢in hidroliz edecekleri C-terminalde a-karboksi grubuna ihtiyaglari
bulunmaktadir (Rao ve ark. 1998, Sar1 2011). Karboksipeptidazlar aktif bolgelerinde
bulundurduklar1 aminoasit kalintilarina gore {i¢ ana gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar; sekil
2.7’de gosterilmis oldugu gibi Metallo-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.17), Serin-
karboksipeptidazlar (E.C 3.4.16) ve Sistein-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.18)’dir
(Rawlings ve Barrett 1997). Metallo karboksipeptidazlar aktif bolgelerinde Zn*? atomu
icermektedirler. Kofaktor olarak bir ¢inko atomu bulunmaktadirlar.  Serin
karboksipeptidazlar ise aktif bolgelerinde Asp, His ve Ser aminoasitlerinden olusan

katalitik olarak aktif olan bir ti¢lii grup igermektedir (Tanksale 2001).

Karboksipeptidazlar 0-0-D-D-O*},
(3.4.16-18)

karboksipeptidaz -serin  (3.4.16)
karboksipeptidaz -metallo (3.4.17)
karboksipeptidaz -sistein  (3.4.18)

Sekil 2. 5. Karboksipeptidazlarin alt gruplar1 ve etki mekanizmalar1 (Tanksale 2001)
2.3.4.0megapeptidaz
Omegapeptidazlar, ekzopeptidazlarin iglevlerinin aksine serbest olarak bulunan N- veya

-C terminal uglarina ihtiyag duymamaktadirlar, ancak terminal uca yaklasildik¢a hareket

alanlari artig gostermektedir (Sekil 2.6).
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Omega peptidaz

(34.10) 0-0-0-04h<
>-40-0-0-0

Sekil 2. 6. Omega peptidazlarin etki mekanizmasi (Tanksale 2001)

Farkli ozelliklerde bulunan omegapeptidazlar bulunmaktadir. Bu omegapeptidazlara
ornek olarak ubiquitinil hidrolazlar, gama-glutamil hidrolazlar ve piroglutamil

peptidazlar verilebilir.
2.4. Proteaz Kaynaklar:

Proteazlar bitkisel ve hayvansal kaynaklardan ve mikroorganizmalardan fermantasyon
yoluyla elde edilerek ticari anlamda kullanilabilmektedirler (Gengkal 2004). Bitkiler
yapilarinda %44 oraninda proteaz bulundurmalartyla en iyi proteaz kaynaklarindan biri
olarak goriilmektedir. %18 oraninda proteaz igermeleriyle bakteriler ikinci sirada yer
alirken, %15 oraniyla mantarlar iiglincii sirada yer almaktadir (Mahajan ve Badgujar

2010).

2.4.1.Bitkisel kaynakh proteazlar

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanimlarimi bitkinin gelisim gosterebildigi iklim
kosullart ve toprak yapisinin uygunlugu belirlemektedir. Bitkilerden elde edilebilen
proteaz enzimleri aktif bolgelerinde bulunan siilfidril gruplart ile karekterize
edilmektedir (Uhlig 1998). Bitkisel kaynakli proteazlar 6zellikle tropikal bitkilerden
elde edilmektedir. Bitkisel kaynakli proteazlardan en yaygin olarak bilinen tiirleri
papain, bromolein, fisin ve keratinazdir (Rao ve ark. 1998). Papain, Bat1 ve Orta Afrika
ile Hindistan’in tropikal bolgelerinde gelisim gosteren Carica papaya meyvesinin 6z
suyundan izole edilmistir. Katalitik yapisi sistein25, histidinl59, asparajin158’ten
olusurken, molekiil agirligi 23 kDa’dur. pH 5.0 ile 9.0 arasinda aktivite gosterirken, 80

ile 90°C  araligindaki sicakliklarda kararliligini koruyabilen bir proteaz olarak
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bilinmektedir. Endiistriyel olarak en ¢ok et endiistrisinde etin yumusatilmasi
islemlerinde kullanilmasinin yani sira, hayvan derisinin islenmesi, ilag iiretimi,
iceceklerin berraklastirilmasi ve tad uygunlugunun yapilmasi gibi yaygin kullanim

alanina sahiptir (Anonim 2017).

1892 yilinda, ananas 6z suyu igeriginde proteolitik enzim varliginin arastirilmasi ile
‘bromelain’ bulunmustur. Bromelain ilk kez terapotik bir ajan olarak 1957’de tanitilmis
olup, o zaman diliminden beri pek ¢ok bilimsel arastirmalarda yerini almis ve bir¢cok
hastaliga 6nemli faydalar1 oldugu kanitlanmigtir (Anonim 2017). Bromelainin viicutta
bulunan proteinleri ayristirict ve sindirici bir enzim oldugu fark edilmistir. Dolayisiyla
bu enzimin sindirimi veya hazmi kolaylastiran bir molekiil oldugu da kanitlanmistir. Bu
nedenle gida sanayinde ve bazi Kkiltirlerde et yumusatict madde olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira bromalein, mide asidinin yapmis oldugu goéreve
yardimci olmakla kalmayip, bagirsaklardaki alkalen ortami korumada olumlu etkileri
bulunmaktadir. Enzim, bir sistein proteaz olarak karakterize edilmektedir ve pH 5.0 ile
9.0 arasinda aktivite gostermektedir. Inaktivasyon sicakligi 70°C olup, papainin

inaktivasyon sicakligindan daha diisiik oldugu gortilmektedir (Rao ve ark. 1998).

Fisin, yiiksiiz ve aromatik aminoasitler iceren baglara etki gdsteren, optimum pH
derecesi 6.5 olmasi ile birlikte pH 4.0 ile 9.5 arasinda aktivite gdsteren bir enzimdir.
Endiistride ise bira imalati, et, yem ve deniz triinlerinde kullanilmaktadir. Fisin enzimi,
incir (Ficus glabrata) bitkisinden izole edilebilen ¢ok yiiksek diizeyde proteaz aktivitesi
ile papain ve bromalaine benzer bir siilthidril proteazidir. Enzimin, antik ¢agda peynir
mayast olarak kullanilmasi ve siitiin kestirilmesi islemlerinde kullanildigi da
bilinmektedir. 10-15 g arasinda bulunan bitkiden 100-150 mg fisin elde edilebilmektedir
(Uhling 1998).

Sa¢1 ya da killar1 agartma isleminde etkili olan keratinaz enzimi ise bazi bitkiler
tarafindan iretilmektedir. Sa¢ ve yiinlin ayristirtlmasi lizin gibi esansiyel aminoasitlerin
tretilmesi konusunda da o6nem tasimaktadir. Bu nedenle bu enzimin kozmetik

sanayiinde kullanimi yaygin olmaktadir. Atik su sistemlerinde bulunan bu tiir dogal
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olarak agiga ¢ikan atiklarin par¢alanmasi agisindan da 6nem arz eden bir enzimdir (Rao
ve ark. 1998).

2.4.2. Hayvansal Kaynakh Proteazlar

Hayvanlardan elde edilen proteazlarin en bilinen gruplari; Tripsin, pepsin, rennin ve
kimotripsindir. Hayvansal kaynakli proteazlarin elde edilebilmesi, ¢ok miktarda
hayvanin kesim islemini gerektirdigi i¢in bir takim siyasal ve tarimsal kurallar
tarafindan kontrol altinda yapilmaktadir (Mahajan ve Badgujar 2010). Tripsin enzimi
sindirim olayinda gorev alan baglica proteazlar arasindadir. Gida maddesi olarak
kullanilan proteinlerin hidrolizi ise bu enzim tarafindan saglanmaktadir. Tripsin, serin
proteaz ailesinde bulunmaktadir ve arjinin, lisin tiirevlerinin dahil oldugu karboksil
gruplarindaki peptid baglarin1 hidrolize etmektedirler. Proteaz inhibitorlerinin bocek
bagirsaginda bulunan enzimi inhibe etme Ozelliklerinden dolayi, bu enzim zararh
haserelerin biyolojik kontrolii i¢in ilgi odagi olmustur. Enzimin meydana getirmis
oldugu protein hidrolizatlarinin ¢ok aci bir tad yapisina sahip olmasi sebebiyle gida
endiistrisinde fazla bir kullanim alan1 bulamamaktadir, ancak bunun yani sira bakteriyel
ortamlarin olusturulmasinda ve kristalize veya saf konfigrasyonlarinin yara tedavisi

stireglerinde kullanim1 miimkiin olmaktadir (Mahajan ve Badgujar 2010).

Saf formu bir hayli yiiksek pahada olan kimotripsin ise hayvanlarin pankreas
ekstratlarindan elde edilmekte olan bir enzimdir. Pahali olmasindan dolay1 sadece
analitik uygulamalarda ve teshis siire¢lerinde kullanilmaktadir. Kimotripsin enzimi
Ozellikle fenilalanin, triptofan veya tirozin aromatik aminoasitlerinden birisinin
bulundugu karboksil gruplarindaki peptid baglarin1 hidrolize etmekte 6zgiilliik
gostermektedir. Kimotripsin, once aktif olmayan formda yani kimotripsinojen olarak
pankreasta salgilanmakta ve depolanmaktadir, birkag basamakli kimyasal tepkimelerle
tripsin enzimi tarafindan aktivite edilmektedir (Mahajan ve Badgujar 2010).

Pepsin, 1836°da Ch. Schwann tarafindan kesfedilmis olup, ortaya ¢ikarilmig olan ilk

hayvansal kaynakli proteazdir. Mide igerisinde inaktif bir durumda olan proenzim

olarak sentezlenmektedir ve pepsinojen adini almaktadir. Mide asidinin etkisiyle aktif
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durumda olmaktadir. Aspartik proteazlar grubunda bulunan pepsin enzimi, insan immiin
sistem yetmezligine yol agan HIV1 viriisiiniin olgunlasmasindan sorumlu olan enzime
benzemektilmektedir. Optimum aktiviteyi pH 2.0 ile pH 4.0 arasinda gostermektedir.
Ortam pH’s1 6.0 ya yaklastiginda ise inaktif forma doniismektedir. Enzim, ozellikle
aromatik aminoasitler arasindaki peptidlere atakta bulunmakta, glutamik asit, sistin ve

sistein peptidlerinin hidrolizini saglamaktadir (Rao ve ark. 1998).

Renin ise, biitiin memeli tirlerinin midelerinde inaktif halde bulunan ¢’Prorenin’’ olarak
tiretilmekte olan pepsin enzimine benzetilen bir proteazdir. Hayvanlardan elde edilen
renin i¢in en genis ¢apta kullanilan kaynak ise, yeni dogan ve siit ile beslenen buzagi
sirdenidir (Seving 2010, Sar1 2011). Prorenin olarak sentezlenen enzim, pepsin veya
kendi yapisiyla aktif renine doniismektedir (Rao ve ark. 1998). Enzimin aktif hale
gecmesi i¢in pH 5.0’in altinda bulunan H* iyonlarinin derisimine ihtiya¢ durulmaktadir.
Renin enzimi temelde peynir eldesinde kullanilmaktadir. Renin enzimi aktif
bolgelerinde Asp215 ve Asp32 adinda iki adet aspartik asit kalintis1 bulundurmaktadir.
Renin enzimi kazein proteinindeki Phel05 ve Met106’ y1 birbirine baglayan peptid
bagini hidroliz ederek, ¢oziinmez ‘’para-kapa-kazein’’i’olusturur ve bu sayede siitiin
pihtilagtirilmasi isleminde kullanilir (Ulusu 2012). Yiiksek miktarda saf hale getirilmis
olan enzim, 10 dakika gibi kisa bir siire igerisinde 72 milyon birim siitii
coktiirebilmektedir (Uhling 1998).

2.4.3. Mikrobiyal Kaynakh Proteazlar

Enzim arastirmalarimin baslangicindan giiniimiize kadar karakterizasyonu yapilan
hidrolitik proteazlarin en 6nem arz eden grubunu mikrobiyal proteazlar olugturmaktadir.
Bu enzimler hiicresel metabolik tepkimelerde énem bulmasinin yani sira endiistriyel
calismalarda da ilgi odagi olmasi sayesinde ¢ok fazla arastirilan bir konu haline
gelmistir. Mikrobiyal enzimler 1914 yilindan beri deterjan ve temizlik iiriinlerine katki
yapilarak, endiistrinin bu alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicre i¢i proteazlar
hiicresel ve metabolik yolaklarda farklilasma, sporulasyon, proteinlerin katlanmasi,
enzimlerin olgunlagmasi gibi ¢ogu metabolik aktivasyonda éneme sahip olmaktadirlar.

Hiicre dis1 proteazlar ise hiicrenin etkin formda oldugu ve ¢evresel sartlarda proteinlerin
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hidrolizini katalizleyerek absorbe olmasinda ve bunlardan faydalanilma siireclerinde rol
oynamaktadirlar (Kalizs 1988). Ayrica hiicre dis1 proteazlarin birgogu endiistriyel
etkinlikte proteinlerin hidrolizinde ticari bir 6neme sahiptirler (Kumar ve Takagi 1999).
Giliniimiizde en fazla kullanim alanina sahip olan proteaz kaynaklarini, bakteriyel, viral
ve fungus kokenli mikrobiyal proteazlar olusturmaktadir. Mikrobiyal kaynakl
proteazlar bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlara gore daha fazla tercih
edilmektedir. Bunun sebebi ise, biyoteknoloji uygulamalarinda mikroorganizmalar
istenildigi bir sekilde yonlendirilebilmekte, daha saf bir sekilde elde edilebilmekte ve
uygun bir kiiltiir ortaminda iiretilebilmektedir (Kiran ve ark. 2006). Mikrobiyal
proteazlarin smiflandirilmasinda aktif merkezleri géz oniinde bulundurulmaktadir. En
onemli mikrobiyal proteaz gruplari ise; Serin-, metallo- ve karboksil proteazlaridir.
Ayrica literatiirde ‘keratinaz’, ‘jelatinaz’, ‘kazeinaz’ seklindeki siniflandirmalar1 da

bulunmaktadir (Novel ve ark. 1963).

Mantarlar fungus kokenli proteazlar tiretebilirler ve bakterilere gore daha genis gapta
enzim {ireticileri olarak bulunmaktadirlar. Ornegin, Aspergillus oryzae nétral, asit ve
alkalen proteazlarin tamaminin tiretimini gergeklestirebilmektedirler. Fungal proteazlar
genis bir pH araliginda aktivite gostermektedirler (pH 4.0 ile 11.0). Ancak fungal
proteazlar, bakteriyel proteazlara gore daha diisiik sicaklik toleranslari ve daha diisiik
reaksiyon hizlarina sahiptirler. Fungal kaynakli enzimler ‘’Kati hal fermentasyonu*’
islemleriyle elde edilmektedir. Fungal asit proteazlar pH 4.0 ile 4.5 arahiginda
maksimum aktiviteye sahip olmakla birlikte, ayrica pH 2.5 ile 6.0 arasinda kararli halde
bulunurlar. En ¢ok da peynir iiretim endiistrisinde dar bir pH ve sicaklik spesifisitesi ile
cok tercih edilmektedir. Notral olan fungal proteazlar ya da metalloproteazlar pH 7.0’
de aktivite gostermektedirler ve selatlayict ajanlar araciligiyla inhibe edilmektedirler.
Fungal alkalen proteazlar gida proteinlerinin modifikasyonu i¢in de kullanilmaktadirlar
(Rao ve ark. 1998, Uhlig 1998). Fungal proteazlar endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar
olup, farkli gesitlerde iiretilebilmektedirler (Gripon 2003).

Viral kokene sahip proteazlar ise, viral proteinlere karsi oldukg¢a hassas olduklari igin

olduk¢a Onemli goriilmektedirler. Viral proteazlar, viral replikasyon ve birlesimi

sentezlemek ve diizenlemek iizere hareket etmektedirler. Viral proteazlarin en nemli
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noktasinin ii¢ boyutlu yapisi ve sentetik inhibitdrler ile olan etkilesimi oldugu yapilan
aragtirmalar ile saptanmistir. Farkli virtislerde serin, aspartik ve sistein peptidazlar
bulunmaktadir. Tiim virlis kaynakli peptidazlar endopeptidazdirlar (Babe ve Craik

1997).

Bakteriyel kaynakli proteazlar, biiyiik polipeptidlerin daha kiigiik peptidlere ve
aminoasitlere hidrolizlerini saglamaktadirlar. Bundan kaynakli, onlarin hiicre tarafindan
absorpsiyonunu kolaylastirmaktadirlar. Hiicre dis1 enzimler, onlarin depolimerlesme
aktivitesinden kaynakli beslenmede biiyiik bir 6neme sahiptirler. Hiicre i¢i proteazlar
hiicrede uygun protein déniisiimiine katkilariyla bilinmektedirler. Ornegin Echericha
coli bakterisinde, lon geni tarafindan sentezlenmekte olan ATP-bagli proteaz La,

anormal proteinlerin hidrolizinden sorumlu olan bir enzimdir (Celik 2006).

Spor olusturabilen bakteri tiirlerinde ise sporlarin, mayalarda askosporlarin, civik
mantarlardaki sporlarin, funguslara ait olan konidial bosalim gibi olaylarin hepsinde
dontigimleri gerceklesmektedir. Tiim bu canlilarda proteaz enziminin sporlagma igin
gerekli oldugu proteaz inhibitorleri kullanilarak kanitlanmigtir. Maya diploidlerinde
asko spor olusabilmesi siirecinde proteaz A enziminin aktivitesinde meydana gelen

artisa bagl olarak gergeklestigi saptanmustir.

Endiistriyel proteazlarin ¢ok biiylik bir kisminin iiretiminin nétral ve alkalen seklinde
Bacillus bakterileri ile gergeklestigi bilinmektedir (Denizci 2004). Bakteriyel notral
proteazlar pH 5.0 ile 8.0 arasinda, diisiik sicaklik degerlerinde aktivite
gostermektedirler. Gidalari hidrolizlediklerinde ise olusan hidrolizatlardaki aci tadin
daha az hissedilmesi gida endiistrisinde hayvansal proteazlara gére daha ¢ok tercih
edilme sebeplerinden biri olmustur. Sicaklik toleranslarinin diisiik olmasi sebebi ile gida
hidrolizatlarinin {iretim siirecinde reaktivite kontroliinde avantaj saglamaktadir (Rao ve

ark. 1998).

22



2.5.Proteazlarin Endiistriyel Kullamim Alam

Proteazlar, ticari 6nemleri bakimindan endiistriyel alanlarda kullanilan en 6nem arz
eden gruptur. Genis substrat 6zgiilliikleri olmasi nedeniyle genellikle farmasotik, gida,
deterjan ve temizlik maddeleri iiretimi endustrilerinde, deri sanayiinde, peptid sentezi,
protein hidrolizati olusturma, atiklarin iglenmesi, biyolojik iyilestirme- doniistiirme,
tipta teshis ve X 1s1in1 filmleri iizerinde bulunan jelatinin bozunmasi gibi ¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir ve endiistriyel enzim grubundan elde edilen gelir, diinya ¢apindaki
satig gelirinin yaklasik olarak %60°’lik kismini olusturmaktadir (McGrath 2005, Shankar
ve ark. 2011). Endistriyel enzimlerin endistride kullanim yiizdeleri (Ahmad 2013) ve
Diinya ¢apinda proteaz enzimi market payr (2013-2019 arasi) (Anonim 2016) sekil
2.7’de verilmistir. Proteaz enziminin 2021 yilina kadarki siirecte diinya ¢capindaki enzim
piyasasindaki yillik degerinin 2,21 milyar $ olarak Ongodriilmekte oldugu ve yillik

biiylime oranin %6’ya ulagmasi tahmin edilmektedir (Anonim 2011).
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Sekil 2. 7. Endiistriyel enzimlerin endiistride kullanim yiizdeleri (Ahmad 2013) ve
Diinya ¢apinda proteaz enzimi market pay1 2013-2019 aras1 (Anonim 2016)

2.5.1. Deri Endiistrisinde Kullanim Alanlar1

Deri endiistrisi, ¢esitli kimyasallarin kullanim1 ve ¢evre kirliligine neden olacak zararlh
maddelerin (hidrojen stlfit vb.) kullanilmasi nedeniyle ¢evre kirliligine neden
olmaktadir (Pvanakrishnan ve Dhar 1986, Meraz ve ark. 2006). Deri isleme

stireglerinde; emdirme, tily alma, yikama, samalama ve atik prosesi gibi birtakim
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stireclerden olugmaktadir. Emdirme safhasinda proteolitik enzimlerin kullanimi
interfibriler proteinlerin  ¢oziinmesilerini  hizlandirmakta iken, su emilimini
kolaylastirmakta ve emdirme asamasmin gergeklesme siiresini kisaltmaktadir.
Geleneksel yontemler kullanilarak tiiylerin alinmasi islemi g¢esitli ¢evre sorunlar
olusturmaktadir. Endiistriyel kullanimlarda enzimatik tiily alma islemi genellikle az
miktarlarda kire¢ maddesi kullanilmasi ile titly alma igleminin verimini arttirmaktadir ve
tily alma isleminin maliyetinin diismesi bakimindan kazan¢ saglamaktadir
(Thanikaivelan ve ark. 2004). Bunun yani sira, son zamanlarda uygulanan mikrobiyal
alkalin proteazlarin kullanimi kire¢ gereksiniminin ve tiily alma isleminin siiresinin
kisaltilmasi, atik aritma maliyetini diisiirme, deri yiizeyini arttirmakta ve boyama
isleminin iyilestirmesi gibi bircok sebepten kaynakli deger gormiistiir. Alkalin
proteazlar tily alma siirecini hizlandirmaktadir. Bunun nedeni, alkakin kosullar tily
koklerinin genislemesini kolaylastirmaktadir ve sonrasinda sa¢ bezcigi proteinindeki
proteazlarin atag tiiylerin alinmasinda ¢ok biiyiik bir kolaylik saglamaktadir (Gupta ve
ark. 2002). Varela ve ark. (1996). B. subtilis IIQDB32 alkalin proteazinin koyun
derisindeki tiiylerin alinmasi islemi igin kullanildigini rapor etmislerdir. George ve ark.
(1995) hayvanlardaki post ve derideki tiiylerin alinmasi i¢in B. amyloliquefaciens
alkalin proteazlarin1 kullanmiglardir. Tiylerin biitiiniiyle alinmasi islemi kimyasal
maddelere ihtiya¢ duymadan enzimler vasitasiyla alinmigtir (Thangam ve ark. 2001,
Dayanandan ve ark. 2003, Macedo ve ark. 2005). Tily alma islemi hakkindaki benzer
bulgular B. pumilus BA06’ nin mutant tiiriiyle tiretilen alkalin proteazlar ile de raporlara

gecirilmistir (Wang ve ark. 2007).

Giinlimiizde, bakteriyal proteazlar kimyasal maddelerin yerine temizleme ajani olarak
kullanilmaktadir. Hameed ve ark. (1996 ve 1999) B. subtilis k2 alkalin proteazini
temizleme ve deri siirecinde kullanmiglardir. Proteazlar ayrica, deri artigi siirecinde de
yararli olmaktadir. Dalev ve Simeonova (1992) deri endiistrisi atiklarinin tam kullanimi

icin alkalin proteaz igeren bir teknik gelistirmislerdir.
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2.5.2. Tekstil Endiistrisinde Kullanimi

Tekstil endistrisinde kullanilan proteazlar, protein ihtiva eden iiriinlerin enzimatik
olarak On terbiyesi isleminde kullanilmaktadir. Kumas tiretimi i¢in gerekli olan
maddeler lifsi yapida olmaktadirlar. Ipek, angora, kasmir dogal protein lifleri halinde
bulunmaktadirlar (Duran ve ark. 2007). Protein igeren liflerin 6zelliklerini; igerdikleri
aminoasit miktari, cinsi yerlesim konumlar1 belirlemektedir. Bu 6zelliklerine gore yiin
esasl Uriinler pronaz, pepsin ve papain gibi proteazlarla muamele edilerek esneklik ve
dogal olarak bulunan kirlerinden uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Proteazlarin gorev
aldig1 islemler kimyasal maddeler kullanilarak yapilanlara goére daha az maliyet
olusturmustur ve iyi sonuclar gostermistir (Karmakar 1999). Ipek lifininde tekstil
materyali olarak kullanilabilmesi igin proteazlarla muamele edilmesi gerekmektedir.
Ham ipek kesiksiz ve ince protein yapili bir maddedir. Iceriginde fibrin ve serisin
bulundurmaktadir. Ham ipekte bulunan %25 oraninda serisin ipek ipliklerinin etrafini
cevrelemektedir. Ipege koruyuculuk saglamakla gorevli olan serisin denilen bu
tabakanin ipegin boyanma isleminden 6nce uzaklastirilmas: gerekmektedir. Geleneksel
olarak kullanilan yontemlerde nisasta polimeri kullanilmaktadir ve ipek iplikleri
cekilerek serisinden uzaklastirilmaktadir. Ayrica ham ipek ipliklerindeki ipek Oziitiinii
yani serisini uzaklastirmak amaciyla pisirme denilen islem de uygulanmaktadir.
Geleneksel olan yontemde sabun maddesi iceren alkalin olan ortamlarda pisirme islemi
yapilmaktadir (Kanehisa 2000). Ancak bu yontemler pahali olmakla birlikte ve ipege
zarar veren yontemlerdir. Bu nedenlerden dolayr boyama isleminin Oncesinde
enzimlerin kullanilmasi alternatif bir yol olarak ortaya ¢ikarilmistir (Puri 2001).
Bununla birlikte, proteolitik enzimlerin kullanilmasi, geleneksel yontemlere nazaran
daha iyi bir yontem olarak goriilmektedir. Clinkii ipek O6ziinii lifli proteine hasar

vermeden temizlemektedir.

2.5.3. Deterjan Endiistrisinde Kullanimi

Diinya enzim firetim piyasasinin yaklasik %30’unu deterjanlar i¢in enzim tretimi

olusturmaktadir (Horikoshi 1996). Proteazlar; protein molekiillerini parcalayabildikleri
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icin ¢amasirlardaki lekeleri ¢ikarabilecektir veya deterjan igerisindeki diger maddelerle
birlikte ¢dziinebilecek duruma getirmektedir. Ideal deterjan proteazlari, yiyecek, kan ve
diger viicut salgilarindaki proteinlerden dolay1 lekelerin 6nemli bir kisminin yok
edilmesini kolaylastirmak i¢in, genis substrat 6zgiilliigline sahip olmasi istenilmektedir.
Deterjan icinde bir proteazin en miikemmel aktiveyi gosterebilmesi i¢in en Onemli
faktor proteazlarin izoelektrik nokta (pI) degerleridir (Celik 2006). Deterjan ¢ozeltisinin
pH’1 ile pI’s1 birbirine uygunluk gdsteriyor ise proteazin bu uygulama ic¢in ¢ok uygun
oldugu kabul edilmektedir. Ayrica bir proteazin pl degeri ne kadar yiiksekse, o proteaz
o kadar yiiksek pH’larda etki gosterebildigi goriilmektedir (Celik 2006). Giinlimiizde
proteazlarin tiim diinyada camasir deterjanlarinda katki maddesi olarak kullanimi
mevcut olarak goriilmektedir. Bu alanda proteaz kullaniminin yiiksek olmasinin nedeni
ise cevre ile ilgili olusan kaygilardan kaynaklanmaktadir. Sicak sayabilecegimiz
derecelerde yikamalarda kullanilmak tizere tiretilmis olan deterjanlar sodyum fosfat ve
60°C iizerine ¢ikan sicakliklarda aktiflesebilen beyazlatict bir madde olan sodyum
perbonat igermektedir. Ancak fosfat kirlenmesinin Oniine gegebilmek amaciyla
polyester kumaslarin kullaniminda bir artis olmustur ve bu sebepten dolay1 bu igerige
sahip olan deterjanlar once azaltilmigtir, sonra da piyasadan kaldirilmistir (Kasavi
2006).

Bu olgulardan sonrada bakteriyel kokenli enzim kullaniminda artig gozlenmistir (Orhan
2003). Yikama veriminde artis saglayan proteazlar, enzimin karakteristik 6zelliklerine
bagl olarak daha diisiik sicakliklarda ve daha diisiik siirelerde daha iyi bir temizlige ya
da leke ¢ikarimina olanak saglayabilmektedirler. Ozellikle kan ve ¢im gibi lekeleri
cikarma isleminde proteazlarin 6nemli etkileri olduklari bilinmektedir. Yiyecek
lekelerinin ¢ikartilmasinda ise proteazlar, amilaz ve lipazlarla birlikte kullanildiginda
daha yiiksek performans veren sonuglar vermektedir. Ayrica, deniz solucani canlisindan
elde edilen proteazlar lens yikama soliisyonlarinda kullanilmaktadir ve distik
sicakliklarda kontak lenslerin temizlenebilmesini saglamaktadir (Orhan 2003, Oztiirk
2004, Aehle 2004). Camasir deterjanlari icerisinde bulundurulan enzimlerden yiiksek
verim elde edilebilmesi i¢in, 1 saat siiresince 95°C’ye kadar ¢ikan sicakliklarda pH 9.0
ile 11.0 araliginda etkinligini koruyabilmesi, beyazlatict ve ylizey temizleyicilerin

varliginda da kararli olmasi vede deterjan igerisinde en az 1 sene aktivitesini
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kaybetmemesi gerekmektedir. Son yillarda deterjan iiretiminde kullanilan tiim
proteazlar Bacillus tiirleri araciligiyla tiretimi saglanan serin ve alkalen proteazlardir.
Camasir deterjanlarinda  kullanilanimi  olan proteazlar; B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens veya Bacillus sp. bakterilerinden saglanmaktadir (Uhlig 1998, Aehle
2004). Bacillus suslar1 farkli olarak ise Conidiobolus coronatus 'tan elde edilmis olan bir
alkalen proteazin da Hindistan’da ticari deterjan iiretiminde kullanildig1 saptanmaktadir
(Maurer 2004). Endiistriyel alanda etkinlik gosteren bir¢ok firma katalitik etkinligini
arttiracak yeni enzimleri kesfetmeye, onlar1 tanimlamaya ve biiyiik 6lgekli islemlerde
kullanmaya ¢abalamaktadirlar. Ayrica protein mithendisligi yontemleri kullanilarak ana
suslarin 6zelliklerinin iistiin performans gosterecek diizeyde gelistirilmesiyle de deterjan
sanayisi i¢in yeni proteazlarin iiretilmesi amaglanmaktadir. Bir¢ok firma tarafindan

ticari olarak iiretilen ve ticari adi ile bilinen proteazlar Cizelge 2.1.” de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Diinya capinda iiretilen enzim tabanli deterjanlar ve enzim kaynagi

Ticari Ad: Uretici Firma Bakteri Kaynag:
Alcalase® Novozymes B. licheniformis
FNA Genencor B. amyloliquefaciens
Savinase® Novozymes B. clausii
Purafect™ Genencor B. lentus
KAP Kao B. alkalophilus
Everlase™ Novozymes B. clausii
Purafect Oxp™ Genencor B. lentus
FN4 Genencor B. lentus
BLAP S Henkel B. lentus
BLAP X Henkel 8. lentus
Esperase® Novozymes B. halodurans
Kannase™ Novozymes B. clausii
Properase™ Genencor B. alkalophilus PB92

2.5.4.Gida Endiistriisinde Kullanimi

Gida endiistrisinde proteaz kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmis olmakla beraber
giiniimiizde de oldukea ¢esitli kullanim alanlar1 mevcuttur. Bu kullanim alanlarz; rutin
olarak peynir tiretimi, firincilikta, soya hidrolizatlarinin hazirlanmasi siireglerinde ve et

yumusatma islemleri gibi alanlardir.
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Protein hidrolizatlar1 enzimler araciligiyla elde edilmis oldugunda ¢ogunlukla aci bir
tada neden olmaktadir. Bu aciligin orani ise bulunan aminoasitin tiirline ve peptit
uzunluguna gore degiskenlik gostermektedir. Eger hidrofobik aminoasit icerigi daha
fazla ise tat aci, hidrofilik aminoasit igerigi daha fazla ise tatli peptidler olusmaktadir.
Kazein ve hemoglobinden elde edilen hidrolizatlar; et, balik ve jelatinden iiretilen
hidrolizatlardan daha ac1 bir tada sahip olmaktadir (Achle 2004).

Gida endiistrisinde en ¢ok kullanim alanina sahip proteaz enzimi papaindir. Papainin en
onemli uygulama buldugu alanlardan biri yapay olarak gergeklestirilen etin gevrek bir
hal almasi i¢in gevreklestirilmesi, digeri ise biranin soguk durumda saklanmasidir. Etin
gevreklestirilmesinde enzimin eti pargalamadan, ette dagiliminin saglanmasina dikkat
edilmesi gerekmektedir. Ayrica enzim bir veya birden ¢ok kas dokusuna ait yapiyi
pargalayabilecegi i¢in kullanilan enzim derisiminin miktar1 ¢ok iyi ayarlanmalidir
(Fadiloglu ve Erkmen 2004). Bugday unu, firincilik alaninda kullanima sahip en 6nemli
bilesenlerden biridir. Hamur yapiminda kullanilan ve firin hamurlarinin 6zelliklerini
belirlemede etkin olan madde gluten, suda ¢6ziinemeyen protein yapisindadir.
Aspergillus oryzae tiirlinden tretimi yapilan endo ve ekso proteinazlar smirli bir
proteoliz yetenegiyle birlikte bugday gluteninde modifikasyon saglayabilmek igin
kullanilmaktadir. Beyaz ekmek yapimi ve pogaca iiretiminde de fungal proteazlarin
stirekli sekilde kullantmi mevcuttur. Eger fungal proteazlar yiiksek miktarlarda
kullanilirsa ekmegin hamurumsu yumusak bir hal almasina neden olmaktadir. Bu
yiizden, bu islemelerde enzimin kullanilmasi 6zellikle sert ve elastik haldeki hamurlar
icin daha uygun goriilmektedir. Hamurun enzim ile muamelesi el ya da makine ile
tiretimde kolaylik saglamaktadir, bu sayede daha genis aralikta iriinler elde
edilebilmektedir. Proteazlarin katkisi ile artan somun hacimlerinde karisma zamanini
yaklasik %25 oraninda azaltmaktadir. Ozellikle Bacillus subtilis proteazlari kek, biskiivi
ve kraker yapiminda uygun kullanim alanina sahiptir. Bu proteazlar hamurlarin
yumusamasini geciktirmek icin kullanilmaktadir ve 6zellikle kraker iiretiminde c¢ok
onemli olmaktadir (Fadiloglu ve Erkmen 2004, Celik 2006). Ayrica bu uygulama
alaninda asidik mantar proteazlarin amilazlar ile birlikte kullanilmasi tiriiniin tadinda ve
aromasinda farklilik saglamaktadir (Uhlig 1998, Krajewska 2003). Peynir yapiminda

siitlin kesilmesi isleminde veya pihtilasmasi i¢in kullanilan sigir kimosin (rennin),

28



aspartik proteaz grubuna dahildir. Kaynagindan dolay1 rennin pahali bir maddedir ve
buna alternatif olarak domuzdan iiretilen pepsin de kullanilmaktadir. Ancak pepsinin
yiiksek proteolitik aktivitesinden kaynakli peynir 6zii i¢in ¢ok fazla istenmeyen bir
durum olmaktadir. Bu yiizden, siit kesme enziminin g¢esitli mikrobik kaynaklari
aragtirilmisgtir.  Sigir  kimosinin igerdigi aktiviteye yakin olarak sayilan peynir
mayalarinin mikrobiyal kaynaklari, Rhizomucor miehei, Mucor pusillus ve Endothia
parasitica’dir. 11k iki organizma termofilik mantar tiiriidiir, ii¢linciisii ise bir mayadir
(Orhan 2003). Soya fasiilyesinin yiiksek miktarda ve kaliteli bir protein icerigine sahip
bir besin kaynagi olmasi nedeniyle onun yiizyillardir kullanimin1 saglamistir. Birgok
soya Uriinlinlin ve soya sosunun hazirlanmasinda proteaz enzimi kullanilmaktadir. Soya
sosu iretiminde fungal ve noétral proteazlar 6nem arz eden enzimlerdir. Soya
proteinlerinin  proteolitik modifikasyonu ise onlarin fonksiyonel 6zelliklerini
diizenlemeye yardimci olmaktadir. pH 8.0°de alkalaz ile soya proteinleri muamelesi
yiiksek ¢Ozliniirliik, iyi protein triinii ve diisiik derecede acilikta ¢Oziiniir olan
hidrolizatlar ile sonuglanmaktadir (Celik 2006). Yag eldesinde de yine proteolitik
enzimlerin kullanim alanlar1 mevcut olmaktadir. Ornegin Nijerya kavun ¢ekirdeginden
elde edilen yag eldesinde proteolitik enzim kullanilmaktadir. Kavun g¢ekirdegi %30 yag,
%350 protein igermekte olup, ancak yagin tamami bilinen ¢6zgenlerle ekstraksiyonu
yapilamamaktadir. Cekirdeklere proteolitik enzimlerin uygulanmasi sayesinde ekstrakte
olabilen yag miktarinda bir artis gozlenmektedir. Ayrica proteazlar meyve sularinin,
alkolsiiz icecekleri kuvvetlendirmede ve proteince zengin diyet yiyeceklerin tiretiminde
de kullanilmaktadirlar (Celik 2006).

2.5.5. Kozmetik ve ila¢ Endiistrisinde Kullanim

Proteazlar, kozmetik endiistrisinde sa¢ bakimi iiriinlerinde, dis macunlarinin igeriginde,
istenmeyen tiiylerin yok edilmesini saglayan iiriinlerde ve kontak lens solusyonlarinda
kullanilmaktadir. Cilt ve sa¢ bakim firiinlerinde kullanilan kolajenoz hidrolizat ve
elastin maddeleri sigir tendonlarinin proteolitik hidroliziyleriyle elde edilmektedir
(Langmaier ve ark. 2002). Proteazlarin genis 6zgiilliige sahip olmasi ve gesitliliginden
kaynakli tedavi edici ajanlarin gelisiminde biiyiilk bir avantajli madde olarak

kullanilmaktadir. Subtilisin ya da kollejenaz yanik ve yara tedavisinde, antibiyotiklerin
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genig bir aralikta kullanimiyla kombine edilerek kullanilmaktadir. E. coli’den izole
edilen asparajinaz lenfositik 16semilerin g¢esitli formlarinda da kan akisindan asparajini
elimine etmek i¢in kullanilmaktadir (Rao veark. 1998, Kurdya ve Simonenko 1994,
Gupta ve ark. 2002). Diyabet hastalarinda ise yaralarin geg iyilesmesine kars1 ’proteaz
absorban ortii tedavisinde’ metalloproteaz inhibitorleri kullanilarak, yaralarin kronik

halden akut hale gegmesi saglanmaktadir (Lobmann ve ark. 2005).

2.5.6. Giimiis Eldesinde Kullanimi

Alkalin proteazlar, kullanilmis X-1s1n1 filmleri ya da fotograf filmlerinden giimiis eldesi
amaciyla gergeklestirilen siireglerde genis kullanim alanina sahiptir. Kullanilmis filmler
jelatin tabakalarinda ortalama olarak %1,5 ile 2 giimiis igermektedir. Giimiisiin geri
kazanilabilmesi igin ise, jelatin tabakasinin filmden ayrilmis olmasi gerekmektedir.
Geleneksel olan uygulamalarda, filmin yakilarak giimiisiin geri kazanilmasi gevre
kirliligine yol agtigindan kaynakli olarak, jelatin tabakanin enzimatik hidrolizi yolu
tercih edilmektedir ve bu yolla elde edilen giimiisiin yaninda polyester filmin de geri
kazanim1i da saglanmaktadir. Bu islemlerde Dbakteriyel proteazlarin yaninda

pankreatikproteazlar kullanilabilmektedir (Horikoshi 1999).

2.5.7. Atiklarin Islenmesinde Kullanimi

Proteazlar, gida endiistrisinden agiga ¢ikan ve evlerden ¢ikan atiklarin islenmesinde de
uygulama alanina sahip olmaktadir. Ayrica, proteazlarin dogada atik olarak bol
miktarlarda bulunan boynuz, kil, tirnak ve sa¢ gibi lifli proteinleri de yararli bir
biyokiitle haline doniistiirebilmektedirler. Bu konuda yapilan ¢alismalarda, 1989 yilinda
Venugopal ve ¢alisma arkadaslart B. megaterium tiiriniin hiicrelerini kalsiyum aljinat
lizerine immobilize etmistir ve immobilize hiicrelerle hiicre disinda bulunan proteazlari
sararak balik etinin ¢Oziindiiriilmesini saglamistir (Venugopal ve ark. 1989). 1992
yilinda Dalev ve Simeonova deri endiistrisindeki temel atiklart islemek tizere B.
subtilis ten irettikleri alkalen proteazla, atiklardan hayvansal tutkal gibi yararl iirlinler
elde etmislerdir (Dalev ve Simenova 1992). Ayrica, Dalev 1994 yilinda B. substilis’ ten

uretilen alkalen proteazlarin, kiimes hayvanlarmin kesim yerlerindeki kus tiyl

30



artiklarinin islenmesindeki uygulamalarda kullanimini da agiklamistir (Dalev1994).
Kimes hayvanlarinin toplam agirliginin %5’ini olusturan tiiyler ve sert keratin olan
yapiin tamamen par¢alanmasi sonucunda olusan triin 6nemli bir protein kaynagi
olarak degerlendirilmektedir. Bu iirlin yiiksek protein igerigi nedeniyle yem katkisi

olarak kullanilmaktadir (Anwar ve Saleemuddin 1997, Oztiirk 2004).

2.6. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Bacillus tiirti bakteriler, en temel olarak kolay iiretimlerinin yapilabilmesi ve bu
Ozelliginin yan1 sira antibiyotik, enzim, toksin tiretebilmesi gibi metabolik 6zelliklerinin
endiistriyel alanlarda biiyiik ¢apta 6neme sahip olmasi sebebiyle dikkatleri iizerine

¢eken mikroorganizmalardir (Rosovitz ve ark. 1998).

Notrofilik ve alkalofilik Bacillus lar 6zellikle yiiksek oranlarda alkali proteaz iireticisi
konumunda olmalarindan kaynakli 6nem arz eden organizmalardir. Bu iretilen
enzimlerin, yiiksek Kkatalitik aktivite gostermeleri, yiiksek substrat o6zgiilliiklerinin
olmasi ve artan {iriin kapasiteleri gibi 6zelliklerinin olmasi nedeniyle genis bir uygulama

alaninda bulunmasini saglamaktadir (Rao ve ark. 1998, Kumar ve Takagi 1999).

Bacillus tiirlerinin 6zellikle elde edilen taze kiiltiirleri, gram pozitif boyanmaktadirlar.
Bu tiirlerin vejetatif formlari ise diiz, kenar kisimlar1 birbirine paralel, uglar1 yuvarlak
veya kesik biten, yaklasik 0,5 ila 1,2 um boyutlarinda olan basillerdir. Mikroskopta
uzun zincirler halinde ya da tek tek veya uzun goriiniirler (Sekil 2.8). Genellikle
cogunlugunun katalaz testi de pozitif sonug gostermeketedir. Bacillus tiirleri gevre
sartlarinin kotii oldugu durumlarda ise dis etkenlere karsi korunma gosterebilmek igin

spor tiretmektedirler (Wipad ve Harwood 1999, Gergeker 1999).
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Sekil 2. 8. Bacillus sp. ’in mikros iruntull (i ve Harwood 1999, Anonim
2013)

Bacillus tiirleri, farkli karbon kaynaklari kullanarak, yiiksek pH ve sicakliklarda
kararliligi  yiiksek  iriinler {retebilmektedirler. Bunun yam sira, diger
mikroorganizmalara gore de daha kolay genetiksel olarak izole edilebilmektedirler.
Bacillus' larin ¢ogalmasi igin gereken maksimum sicaklik 25 ile 75 °C arasinda degisim
gosterirken, minimum sicaklik -5'den 45°C'a kadar degismektedir. pH araligi ise 7.5 ile

8.0'den pH 2.0 diizeyine kadar degisiklik gostermektedir (Kalender 1999).

Cogunlukla saprofit olarak goriilen Bacillus tiirleri dogada yaygin olarak toprakta
yasamaktadir ve toz partikiilleri ile sulara, bitki ve hayvan materyallerine
bulagmaktadirlar. Bu cinse ait tiirlerin ¢ogu proteaz iiretimi saglamaktadir ve bu da
rekombinant proteinleri yikabilmektedir. Ornegin B. subtilis 7 farkli proteaz iiretimi

gostermektedir. Bunlardan 5’1 ekstraseliiler olarak bulunmaktadir (Barredo 2005).

Alkali proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilse bile (Singh
2000), alkalifilik ~ Bacillus  biyoteknolojide  yogun  olarak  kullanilan
mikroorganizmalardir. Ciinkii ¢ok ¢esitli ortamlardan izolasyonu daha kolay
yapilabilmektedir. Ayn1 zamanda Bacillus, kompleks ve sentetik ortamlarda da
gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik Bacillus tiirleri tarafindan tiretilen alkalifilik
proteazlar yiiksek sicaklik ve yiiksek pH’ya dayaniklidir (Aunstrup 1981, Jhonvesly ve
Naik 2001). Ayrica Bacillus tiirleri durgunluk fazlarinda da hiicre dis1 proteazlar
tiretebilmektedir (Mabrouk ve ark 1998). Bacillus lar ¢cogunlukla hiicre dis1 proteaz
tireticisidirler ama nadiren de olsa hiicre i¢i proteaz iireten ve saflagtirilan ¢alismalar da

yapildig1 goriilmistiir (Setyorini ve ark. 2006).
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2.7. Bacillus Proteazimin Genel Ozellikleri

Bacillus tiirtindeki mikroorganizmalar, proteaz tiplerinden ¢ogunlukla alkalen-serin
proteazlar iiretmektedirler. Bu nedenle Bacillus proteazlar1 daha ¢ok alkali 6zellikte
olmaktadir. Alkalen proteazlarin optimum pH araligi pH 9.0 ile 11.0 arasinda olmakla
birlikte, optimum pH degerleri pH 11.5, pH 11.0-12.0, pH 12.3 ve pH 12.0-13.0
olabilen birkag istisnai durum da bulunmaktadir. Alkalen proteazlar yiiksek izoelektrik
noktalarina sahiptirler ve genellikle pH 6.0 ile 12.0 arasinda kararli halde bulunurlar.
Optimum sicaklik degerleri ise genellikle 50 ile 70°C arasindadir. Alkolofilik Bacillus
sp. B 18’den izole edilen enzim istisna olarak 85°C gibi yiiksek optimum sicakliga
sahiptir. Bacillus sp., Streptomyces sp. ve Thermus sp.’den izole edilen alkalen
proteazlar da yiiksek sicakliklarda bir miktar daha termostabilite gostermekle birlikte,
ortama Ca*? iyonlarinin ilave edilmesi ile birlikte enzim termostabilitesinde artis

gozlenmektedir (Kumar ve Takagi 1999).

Alkalen proteazlarin molekiiler agirliklar1 genellikle 15-30 kDa arasinda bilinse de,
birka¢ yaymnda 31.6 kDa, 33 kDa, 36 kDa ve 45 kDa gibi daha yiiksek molekiiler
agirhiga sahip olan enzimlerin de var oldugu yayinlanmistir. Bazi Bacillus tiirlerinden
izole edilen alkalen proteazlarin ¢oklu elektroforetik formlara sahip oldugu da
gozlenmektedir. Bu enzimlerin ¢oklu formlar1 protein molekiiliindeki glutaminya da
asparagin aminoasitlerinin geri doniisiimsiiz bozunmasi gibi enzimatik olmayan bir
yolla ya da protein molekiiliiniin oto proteolizi ile olusmaktadir (Kumar ve Takagi
1999).

Alkalen proteazlar maksimum aktivite gdsterebilmek icin Ca*?, Mg*2, Mn*2 gibi iki
degerlikli katyonlara veya bu katyonlarin bir kombinasyonuna ihtiya¢ duymaktadirlar.
Bu katyonlarin Bacillus alkalen proteazlarinin termal stabilitesini arttirdigi da
gosterilmistir. Bu katyonlar enzimi termal denatiirasyona kars1 korumaktadir ve yiliksek
sicakliklarda da enzimin aktif konformasyonunu korumasinda oOnemli bir rol
oynamaktadirlar (Celik 2006). Cesitli inhibitorlerle yapilan inhibisyon g¢alismalar ise

enzimin dogasi, aktif merkezinin yapilanmasi ve enzimin kofaktor ihtiyact konusunda
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bilgi verebilmektedir. Alkalen proteazlar genellikle PMSF (Fenilmetilsulfonil florur) ve
DFP (Diizopropilflorofosfat) ile tamamen inhibe olabilmektedirler. PMSF aktif
bolgedeki serin aminoasitlerini siilfolar ve aktivite tamamen kaybolmaktadir Bu
inhibisyon sekli, proteazlari serin hidrolazlar olarak da tanimlamaktadir. Bu bilgilere ek
olarak da, bazi metallo alkalenproteazlarin EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) ile
inhibe oldugu da bulunmustur. Alkalen proteazlar dogal proteinleri hidrolizlerinde
gosterdikleri basar1 ile bazi sentetik substratlar1 da hidrolizleyebilmektedir. Alkalen
proteazlarin ve subtilisinlerin kazeine karsi hemoglobin ya da sigir serum alblimine
oldugundan daha aktif olduklari da bulunmustur. Alkalen proteazlar tirozin, fenilalanin
gibi aromatik ya da hidrofobik aminoasit birimlerinin yer aldigi peptid baglarinin

hidrolize edilmesine karsi spesifiktirler (Rao ve ark. 1998, Kumar ve Takagi 1999).

2.8. Mutasyon

Mutasyon genetik materyalde olusan kalitsal degisimlerdir. Bazi mutasyonlarin
organizmalara etkileri olumlu veya nétr olabilir, ancak mutasyon genellikle 6nemli bir
hiicresel fonksiyonun kaybma veya degisikligine neden olmasindan kaynakli ¢ogu
zaman zararli sayilabilmektedir. Mutasyonlar bakterilerde spontan olarak yani dogal
olarak meydana gelir ve bu oran mutajen bir madde varliginda da kayda deger bir
Olgiide artabilmektedir. Mutajenler; ya fiziksel formda Ornegin elektromanyetik
radyasyon formunda ya da kimyasal formda olabilir. Mutasyona ugramis organizma ya
da hiicreye mutant denir. Goriiniis, fizyolojik islemler veya davramislardaki farkliliklar
ile yabani=mutasyona ugramamis organizmalardan ayirt edilirler (Anonim 2012).

Mutasyonlar iki gruba ayrilmaktadir;
* Spontan mutasyonlar (kendiliginden)
« Indiiklenen mutasyonlar (yapay-ydnlendirilmis)

Spontan mutasyonlar (kendiliginden); DNA'daki dogal degisikliklerden kaynaklanan
mutasyonlardir. DNA replikasyonunda gozlenir (10° veya 10° 'da 1). Hatalar hiicre
boliinmesinden hemen Once DNA replikasyon sirasinda ortaya g¢ikar. Bu DNA

polimerazin dogal hata oranidir. Ayrica DNA molekiiliindeki niikleotidlerin
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kendiliginden degisimi sonucu da olusabilmektedir. Bu mutasyonun siklig1 diisiiktiir

(Anonim,2011).

Indiiklenmis mutasyonlar; Mutajen adi verilen fiziksel veya kimyasal etkenlerle
meydana gelen mutasyonlardir. Bu etkenlerin kullanilmasi sonucu mutasyonlarin
meydana gelme olasilig1 artar (10° veya 10° ‘de 1), Mutajenler genler iizerinde hi¢ fark

gozetmeksizin etkili olurlar.

Fiziksel mutajenler; pH degisimi, sicaklik, manyetik ve elektriksel alan, UV, X 1sinlar

gibi.

Kimyasal mutajenler; Nitroz asit, hidroksil amin, alkilleyici maddeler gibi (Anonim,
2016).

Protein miihendisligi ad1 verilen yeni bir alt bilim dali ile fonksiyonel ve yapisal neme
sahip aminoasitlerin yapilarinin ve gorevlerinin aydinlatilmasinda DNA dizisi bilinen
gen tlizerinde olan degisiklikler yani mutasyonlar yapilmasi ile ve fonksiyonel olarak
mutant proteinin aydinlatilabilmesi miimkiin hale getirilmistir. Mutagenez olarak da
adlandirilan bu yontemler, tesadiifi olarak bir defada sayis1 veya tam yeri belirsiz farkli
bolgeleri kapsayan rastgele mutagenez (Random mutagenesis) teknikleri ve sadece
belirli hedef aminoasitlerin delesyonu, insersisyonu ve degimisini ifade eden bolge

hedefli mutasyonlar (Site-directed mutagenesis) teknikleri olarak ikiye ayrilabilir.

Rastgele Mutagenez Teknikleri; mutagenez hakkindaki onceki yaklagimlar, mutasyon
tiretiminde tamamen rastgele yontemlere dayanmaktaydi. Hiicreler veya organizmalar
UV radyasyonu veya mutajenik kimyasal maddeler gibi mutajenlere maruz birakilmak
tizere istenilen Ozelliklere sahip mutantlar olarak secilmektedir. Hermann Muller, X-
isilarinin meyve sinekleri lizerinde genetik mutasyonlara yol actigini kesfetmistir
(Muller 1927) ve genetik iizerine yaptig1 ¢calismalarinda Drosophila mutantlar kullanma
yoluna gitmistir. Escherichia coli i¢in, ilk olarak UV radyasyona maruz edildikten sonra
mutantlar agarli bir ortam tizerinde segilebilmektedir. Kolonilerin biri zengin olan
ortam, digeri minimal olan ortamda olmak {izere kopya petrilere alinir ve 6zel besinsel
gereksinimlere sahip olan mutantlar, minimal olan ortamda gelisim igin yetersizlik

diizeyi sayesinde tespit edilebilir. Benzer prosediirler diger hiicre tipleri ile ve se¢im igin
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farkli bir ortam ile tekrar denenebilir. Belirli proteinlerde rastgele mutasyonlar elde
edilebilmesi i¢in bir dizi yontem, ilgi ¢ekici veya daha iyi 6zelliklere sahip mutantlar
igin taranmasi i¢in gelistirilmistir (Anonim 2016). Hayvan ¢alismalarinda, N-ethyl-N-
nitrosourea gibi alkilleyici ajanlar mutant fareler tiretmek i¢in kullanilmaktayd: (Hrabé
ve Balling R 1998, Flibotte ve ark.2010).

Bolge hedefli mutagenez teknigi (Site-directed mutagenesis) ise bir gende olan 6zgiil
degisimlerin olusabildigi islemlerdir. Bu teknikle protein yapisi, gorevi ve isleyisi
hakkinda arastirmalar yapilmaktadir. Bu mutasyon ile bir gende olan baz degisimi ve
dizi delesyon ve insersiyonu yapilabilmektedir. Bu yontem ayni zamanda vektordeki
restriksiyon alanlarin degistirilmesi, vektoér elementlerin insersiyon veya delesyonu,
promotor eklenmesi veya degistirilmesi gibi DNA yapilarinin modifiye edimesinde

kullanilir (Anonim 2006).

2.9. Mutajenler

DNA’nin (genomun) yapisinda meydana gelen spontan veya indiiklenebilen
degisiklikleri saglayan, mutasyona neden olan fiziksel veya kimyasal ajanlara mutajen

denilmektedir.

2.9.1. Fiziksel Mutajenler

Fiziksel mutajen iyonize olmayan radyasyon olan Ultraviyole (UV), mutasyonlart
indiikleyen, DNA’da hasar olusturan ve en kotii ihtimalle tiimor gelisimine neden olan

giiclii genotoksik etkilere sahiptir. Fiziksel mutajenler; X 1sinlar1 ve UV 1ginlaridir.

X 1sinlart, gama 1sinlari, kozmik isinlar, hiicrenin suyunu iyonize ederek hidroksil
serbest radikal (OH) salgilarken iyonlastiric1 radyasyonlardir. Hidroksil radikali giiclii
bir oksitleyici ajandir. Hidroksil radikali DNA’nin fosfodiester bagini okside eder.

Yiiksek dozda X-1sinlar1 bir organizmanin Sliimiine neden olabilir.
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UV 15181, iyonize olmayan bir radyasyondur. Timin dimerinin (Pirimedin dimer)
olusumuna neden olur. iki timin birlikte bir DNA zincirinde meydana gelirse, UV 15181
timin dimeri olusturmak i¢in flizyona neden olur. Azotlu bazlar UV 1siklarin1 emer ve
emilim 260 nm’de maksimumtur. Timin alaninda DNA’nin dimer teyidi degisir, bu

nedenle DNA replikasyonu sirasinda hata orani yiiksektir.

2.9.2. Kimyasal Mutajenler

DNA’ da etkisini gosteren organik bilesenlere kimyasal mutajen denir. Kimyasal
mutajenler DNA'ya dahil olan bir tabani degistirebilen ve bdylece hidrojen-baglama
Ozgunligiinii degistirebilen maddelerdir. Kimyasal mutajenler, mutasyon sikligini
artirirlar ve daha kolay islenebilirler. Bu mutajenler, genomik iplik¢iklerdeki delesyon,
ekleme ve nokta mutasyonlar1 nedeniyle fenotipi degistirebilirler (Greene ve ark. 2003,
Flibotte ve ark. 2010). Kimyasal ajanlar; Baz Analoglari, Alkilleyici Ajanlar,
Deaminasyon, Hidroksilamin, Oksidatif reaksiyonlar ve Interkalasyon ajanlar1 olarak
gruplandirilabilir (Anonim, 2010).

Baz Analoglari; DNA'min dort standart bazindan herhangi birine benzer yapiya sahip
kimyasallardir. DNA polimerazlar, bu analoglar1 standart DNA bazlarindan ayirt
edemezler, bu nedenle, bir baz analogu replikasyon sirasinda ortamda ise bu analoglar
yeni sentezlenen DNA zinciri igerisine katilabilirler. Ornegin: 2-aminopurin Adenin’e

benzerdir, 5-bromiir kuyrugu, timine analogdur.

Alkilleyici Ajanlar; alkil grubu veren kimyasallardir. Bu ajanlar metil ve etil gruplarini
igerir. Bunlar baz1 kimyasallar tarafindan niikleotid bazlarina ilave edilir. Ornegin Etil
Metansiilfonat (EMS) gunaine bir etil grubu ekleyerek timin ile giftlesen 6 etilguanin

uretmektedir.

Deaminasyon; kendiliginden olusabilmelerinin yani sira, deaminasyon kimyasallar
tarafindan da indiiklenebilirler. Ornegin; Nitréz asit sitozini deaminasyona ugratarak
urasil bazi olusturmaktadir ki bu; bir sonraki replikasyonda adenin bir CG: TA

transisyon mutasyonu lireten ¢iftlerle eslesmesine yol agar .
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Hidroksilamin; sitozine bir hidroksil grubu ekleyen ¢ok spesifik bir baz degistirici
mutajendir. Sitozini hidroksilaminsitozine doniistiiriir. Bu doniisiim, nadir bir
tautomerin frekansini artirir. Tautomer, guanine yerine adenin ile eslesir ve CG: TA
transisyonuna yol acar. Hidroksilamin sadece sitosine etki ettigi i¢cin TA: GC

transisyonunu olusturmaz.

Oksidaditif Reaksiyonlar; oksijenin reaktif formlar1 DNA'ya zarar verir ve DNA'da
kimyasal degisiklikler meydana getirerek mutasyonlart tetikler. Reaktif Oksijen
Formlari; Siiperoksit radikalleri, Hidrojen peroksit, Hidroksil radikalleridir. Bu reaktif
oksijen tiirleri, normal aerobik metabolizma ile olusabilecegi gibi, radyasyon, ozon,

peroksitler ve belirli ilaglarla da olusabilmektedir.

Interkalasyon ajanlari; ¢ift katli DNA sarmalinda iki baz cifti arasinda kimyasal madde
araya girer veya kayar ve bu nedenle DNA’nin o konumdaki morfolojisini degistirir.
Cogaltma sirasindaki hata olasiligi, mutasyona neden olan bu pozisyonda daha

yiiksektir. Ornekler; Akridin oranj, etidyum bromid, proflavin gibidir.

2.10. UV(Ultraviole) Mutasyonu ve Tamir Mekanizmalari

2.10.1. UV(Ultraviole) Mutasyonu

Ultraviole radyasyonuna 6zgii olarak DNA’da iki farkli mutajenik ve sitotoksik DNA
hasar1 meydana gelir. UVB ya da UVC tarafindan uyarilan en sik lezyonlar, siklobiitan
pirimidin dimerleri ve 6-4 fotoiiriin olusumudur (Anonim 2004). (Sekil 2.9).
Siklobiitilin halkasal yapisi, komsu olan iki pirimidin bazinin 5,6 baglar1 arasinda
olusurken, 6-4 fotoiiriin yapisit komsu iki pirimidinin 6. ve 4. pozisyonlar1 arasindaki
kovalent bagin olusumu ile karakterize edilmektedir (¢ogunlukla 5°CC3’ ve 5’TC3’),
(Hader ve Sinhab 2005), (Sekil. 2.10). 6-4 fotoiiriin olusumu, siklobiitan pirimidin
dimerlerine gore karsilastirildiginda,gergeklesme orani ¢ok daha diisiik seviyelerde
meydana gelmektedir (Mitchell ve Nairn 1989, Yoon ve ark. 2000).
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Sekil 2. 10. UV radyasyonu sonucu en toksik ve mutajenik olan DNA lezyonu,
siklobiitan pirimidin dimerleri olusumu; (A) timin-timin siklobiitan pirimidin dimeri ve
tamir mekanizmasi, (B) timin-sitozin dimeri ve tamir mekanizmasi1 (Hader ve Sinhab
2005)

Bu UV sonucu olusan lezyonlarin, etkinligi dalga boyu ve bunu takiben DNA bazlarinin
direkt UV enerji absorbasyonuna bagli olarak gergeklesen fotokimyasal reaksiyonlar
yoluyla olugmaktadir (Markovitsi ve ark. 2010). Siklobiitil halkas1 ve 6-4 fotoiiriinleri
olusumu yaklasik olarak 260 nm dalga boyunda en yiiksektir ve olusumlarinin etki

spektrumlart DNA’nin absorpsiyon spektrumuna paralellik gostermektedir.

Dimer olusumu; DNA’nin heliks yapisint bozmakla birlikte, replikasyonu ve

transkripsiyonu bloke eder, hiicre boliinmesini durdurmaktadir. Bu durumda hiicrede
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sorunlar ¢ikabilir. Bu sorunlar; Hiicre bdliinmeleri hiicrenin  onarimi  sirasinda
durdurulabilir, olugan hata diizeltildiginde ise tekrar baglayabilmektedir (Bakteriyostatik
etki). Hiicre canliigin1  kaybetmesiyle birlikte artitk replikasyon yapamaz
(Bakteriyosidal etki) (Kirchner 2016). Ayrica UV radyasyonu, hiicresel oksijeni
etkinlestirebilen (Peak 1987, Tyrrell 2000) porfirin , triptofan ve riboflavin gibi bazi
kiicik molekiilleri aktive ederek (Krasnovsky 1979, Peak 1984), reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumu ile uyarilmis olan hiicrelerde oksidatif strese neden
olmaktadir. ROS, DNA molekiiliine atak yapar ve DNA’nin yapisinda timin glikol ve 8-
hidroksiguanin (80H-G) gibi oksidatif baz hasarlari olusturabildigi gibi DNA zincir
kiriklar1 yapabilmektedir (Kielbassa ve ark. 1997, Kino ve Sugiyama 2005). Ayrica,
ROS DNA replikasyonu igin niikleotid Onciil maddeleri olarak kullanilabilen ve 8-
hidroksideoksiguanosin-trifosfat (80OH-dGTP) gibi oksitlenmis niikleotidleri tiretebilen
(Sekiguchi ve Tsuzuki 2002), hiicresel niikleotid havuzlarina atak yapabilir. Oksidatif
DNA ve niikleotid hasarlarinin bazilarinin mutajenik etki gosterdigi bilinmemektedir
(Grollman ve Moriya 1993, Kino ve Sugiyama 2005). Bu nedenden dolay1; UV 15181
dolayli bir mekanizma yoluyla genom yapisinda oksidatif kaynakli mutasyonlara neden

olabilmektedir.

UV, dipirimidin bolgelerinde sitozin (C) = timin (T) niikleotitlerinin degisimini ve ¢ok
diisiik seviyede meydana gelmesine ragmen CC > TT baz degisimi gibi 6zellesmis
mutasyonlara da neden olabilmektedir. Ayrica bu iki tip mutasyon ayrica UV signatiirii
olarak da adlandirilir (Brash ve ark.1991) ve bu mutasyonlarin algilanmalar1 UV’ye
maruz kaldiktan sonra meydana gelmektedir. Bu sekilde olusan UV mutasyon olusum
mekanizmalarinin siklobiitan pirimidin dimerinde, sitozin bazlarinin deaminasyonu ile
ilgili oldugu disiiniilmektedir (Tessman ve Kennedy 1991, Tessman, Liu ve Kennedy
1992).

Insan hiicreleri UV ile indiiklenmis dipirimidin DNA fotoiiriinlerini uzaklastiran
niikleotid eksizyon tamir mekanizmast (NER) adi verilen bir tek mekanizmaya
sahipken, bakteri, bakteriofaj ve baz1 okaryotik viriisler gibi basit organizmalarda UV
ile indiiklenen dipirimidin onarilmasi fotoreaktivasyon (fotoreversal), niikleotid ve baz

eksizyon tamir mekanizmasi olmak iizere 3 farkl1 mekanizmaya sahiptir (Llyod 2005).
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2.10.2.Tamir Mekanizmalari
2.10.2.1.Fotoreaktivasyon (Fotoreversal) Tamir Mekanizmasi

UV st kaynakli olusan siklobiitan pirimidin dimerleri ve 6-4 fotoiiriinlerin
uzaklastirilmasi fotoreaktivasyonda kullanilan fotoliyaz enzimleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Fotoreaktivasyon ile yapilan onarim sistemi bakterilerde,
mantarlarda, bitkilerde ve bir¢ok omurgali canlida bulunmasina ragmen, insan da dahil
pek cok Okaryotik canlida bulunmamasindan kaynakli evrensel olan bir onarim sistemi
degildir (Anonim, 2018). UV ile meydana gelen mutasyonlart bulunduran hiicreler mavi
spektrum denilen (300-500 nm) goriiniir 1518a maruz kaldiklarinda, geriye doniisiim
yapip ,olusan hasar diizeltilebilmektedir. 1949 yilinda Kellner, UV ile 1sinlanmig olan
bakterilerin hayatta kalmasinin, 1sinlandiktan sonra yogun bir mavi 1s1k spektrumuna
maruz birakilmasiyla biiyilkk oranda onarimin arttirilabildigini  gézlemlemistir

(Kellner,1949).

Karanlik ortamda, fotoliyaz enzimi spesifik olarak Ultraviole ile isinlanmis olan DNA
molekiiliinde olusan timin dimerleri itizerinde enzim-subsrat kompleksi olusturmak
amactyla baglanir. Bu olusturulan kompleks 320-410 nm araliginda 15181n absorbsiyonu
ile aktive edilmektedir. Pirimidin dimerleri monomerik pirimidinlere doniistiirilmekte
ve enzim serbest birakilmaktadir (Anonim 2008a), (Sekil 2.11) Belirli deneysel sartlarin
olusturulmasi ile, 254 nm dalga boyunda UV radyasyonun disiik 1ginimlariyla birlikte
bakterilerde olusan letal hasarin %80 kadar1 fotoreaktiflenebilmektedir (Setlow 1966).

Pirimidin Y
dimerleri Fotoliyaz Isik
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Sekil 2. 11. Fotoreaktivasyon (fotoreversal) tamir mekanizmasi (Anonim 2008a).
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2.10.2.2. Eksisyon Tamir mekanizmalari

Isiktan bagimsiz olarak ger¢eklesen tamir mekanizmalart fotoreaktivasyonun aksine
daha c¢ok komplekstir. Bu mekanizmalar, DNA’nin yapisinda olusan hasar1 dogrudan
onaramaz ve bunun yerine hasarli bolgede bulunan niikleotidleri, hasarsiz yeni
niikleotidlerle degistirir (Prakash 1993, Seeberg 1995, Britt 1996, Lindahl ve Wood
1999). Eksizyon tamir mekanizmasinin baz eksizyon ve niikleotid eksizyon tamir

mekanizmasi olmak tizere iki ana tamir yolu vardir.

2.10.2.2.1. Baz Eksizyon Tamir Mekanizmasi

Alkilasyon, deaminasyon, oksidasyonun ve DNA replikasyon hatalarinin neden oldugu
kiigiik DNA modifikasyonlar1 i¢in 6nemli DNA tamir mekanizmakarindan birisi olan
Baz eksizyon ile tamir edilmektedir. Baz eksizyon tamir mekanizmasi DNA glikozilaz,
AP endonukleaz ya da AP DNA liyaz, DNA polimeraz ve DNA ligazi igeren enzimlerin
fonksiyonunu gerektirmektedir.

Baz eksizyon tamir mekanizmasi yoluna katilan en 6nemli enzimler baz ve niikleotid
rezidiilerinin ~ 2-deoksiriboz  bolgeleri arasinda  bulunan  N-glikosidik  baglar
koparilmasim1  saglayarak, modifiye ya da hasarli bazlarin farkli tiplerinin
uzaklastirilmasii saglayan DNA glikosilazlardir. Hasarli olan baz uzaklastirildiktan
sonra, apiirinik/apirimidinik (AP) bir bolge olusur ve bu bolge DNA ipliginin 5” veya 3°
ucunda centikler acilmasina yol acan AP endoniikleaz ya da AP liyaz tarafindan
uzaklastirilir. Geriye kalan deoksiriboz fosfat rezidii fosfodiesteraz enzimi tarafindan
kaldirilir;bu ortadan kaldirilmayla olusan bu bosluk DNA polimeraz enzimi tarafindan
doldurulur. DNA ligaz enzimi iplikleri birlestirir (Sakumi ve Sekiguchi 1990, Seeberg
ve ark.1995), (Anonim 2005), (Sekil 2.12).
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Sekil 2. 12. Baz eksizyon tamir mekanizmasi (Anonim 2005)

Bircok DNA glikozilazlara ek olarak, bazi organizmalar daha ¢ok pirimidin dimer
olusumlarinin bulundugu bélgede, zincir kiriklarina neden olan ve UV-endoniikleaz
olarak bilinen enzimler i¢cermektedirler. UV endoniikleazlar, dimeri 5’-pirimidin N-
glikosidik bagindan ayirir ve bu durumu AP liyazin zincirden ayrilmasi takip eder
(Anonim 2016) (Sekil 2.13). Bu enzimin yapist X-1sm1 kristalografik yontem ile
resmedilmis olup (Morikawa ve ark. 1995) ve reaksiyonun mekanizma yapisit bolge
hedefli mutagenez deneyleri ile agiklanmistir (Dodson ve ark. 1993). Bu enzimler
normalde sadece Micrococcus luteus gibi UV 1sinmna karst direngli olabilen
organizmalarda bulunur (Dodson ve ark. 1994). Bununla birlikte, benzer bir enzim
bakteriyofaj T4’lin denV geni tarafindan kodlanmis olup ve bu duruma benzer bir

aktivite S. cerevisiae’ de de saptanmigtir (Hamilton ve ark. 1992).
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Sekil 2. 13. Timin dimerinin T4 fajina 6zgli baz eksizyon tamir mekanizmasi (Anonim
2016)
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2.10.2.2.2. Niikleotid Eksizyon Tamir Mekanizmasi

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi, ¢ift zincir olarak bulunan DNA’nin normal
heliks yapisin1 bozabilen, UV ile indiiklenmis olan pirimidin dimerlerini ya da
cogunlukla mutajen etki gosteren kimyasallarin ve kemoterapdtik ajanlarin olusturmus

oldugu DNA eklentilerinden kaynaklanan hasarlarin onarimini yapmaktadir .

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda, hasarli olan bazlar oligoniikleotid olarak
kesilip cikartilmaktadir. Bu islem "ekziniikleaz" ad1 verilen enzim kompleksi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Trimetrik protein (UvrA2 + UvrB)+ ATP tarafindan DNA
taranmaktadir. UvrA2 DNA’daki hasar1 algilayip, uzaklagtirmaktadir. UvrB DNA’nin
tek ipliginde kabarcik olusturmak suretiyle DNA’y1 biikmektedir. Daha sonra UvrC
baglanip, UvrB-UvrC kompleksi olusturulur. UvrC olusan hasarin 3' ucuna 4 ya da 5
bazlik, 5' ucuna 8 bazlik kadar olan uzakliktan c¢entikler agmaktadir. DNA helikaz ise
(UvrD) bu 12-13 bazlik pargayr uzaklastirmaktadir. DNA polimeraz I UvrB’yi
uzaklastirilmasii saglayip, bosuklari doldururmakta ve zincir ligazla kapatilmaktadir
(Sekil 2.14), (Anonim 2005).
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Sekil 2. 14. Nukleotid eksizyon tamir mekanizmasi (Anonim 2005)

2.11. Etidyum Bromid (EtBr) ile Mutasyon ve Tamir Mekanizmasi

2.11.1. Etidyum Bromid (EtBr) ile Mutasyon (Cer¢eve Kaymasi Mutasyonu)

Etidyum Bromid, (Phenanthridinium, 3,8-diamino-5-ethyl-6-phenyl-, bromide 2,7-
Diamino-10-ethyl-9-phenylphenanthridinium bromide, Homidium bromide) seklinde
bilinen bir kimyasal mutajendir (Sekil 2.15). Kapali formiilii “Co1H20N3” seklinde
bilinmektedir. Molekiiler Agirligi: 394.4 mol/gr’ dir. Etidyum bromiiriin maruziyet
yollar1 inhalasyon, yutma ve cilt emilimidir. Etidyum bromid genotoksik, potansiyel bir

cerceve-kaymasi mutageni ve teratojenidir (Anonim 2015).

Sekil 2. 15. Ethidyum bromid’in kimyasal yapis1 (Anonim 2015)
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Interkalasyon ajanlardan proflavin ve etidiyum bromid giiclii kansorejen ve tetrajen
ajanlar olarak bilinmektedir. Interkalasyon; diizlemsel bir halka sistemine sahip olan
bazi maddelerin DNA baz giftleri arasina yerleserek, gii¢lii bir sekilde baglanmasi
olayidir. Maddenin yapisina bagli olarak, bu etkilesim doniisiimlii ya da doniisiimsiiz
sekilde gerceklesmektedir. Interkalasyon, DNA' da zincir kirilmasina yol acarak ve
DNA senteziyle DNA'ya bagimli RNA sentezini bozmaktadir. Etidyum Bromid, cift
zincirli DNA'nin istiflenmis baz ciftleriyle etkilesime girebilen trisiklik fenantridin
halka sistemini icermektedir. Etidyum, baz ciftleri ile yakin van der Walls kontaklar1
olusturabilir ve DNA molekiiliiniin hidrofobik i¢ kismina baglanabilir. Periferal fenil ve
etil gruplari, DNA sarmalinin ana oluguna dogru uzanmaktadir (Biitiner,2006). Diisiik
dansiteli DNA olusumuna neden olmaktadir, ardisik baz c¢iftlerinin araliklarini
arttirmakta, diizenli fosfat omurgasini bozmakta ve sarmalin egimini azalmaktadir

(Sekil 2.16).
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Sekil 2. 16. Etidyum bromidin DNA ¢ift sarmalinin interkalasyonu
Mutajenik interkalasyon ajan olan Etidyum bromid DNA replikasyonu sirasinda gerceve

kaymasina (Frameshift mutasyon) sebep olabilir. Cer¢eve kaymasi mutasyonu, (3n + 1)

niikleotitlerin eklenmesi veya silinmesinden (n'nin bir tam say1 oldugu varsayilarak)
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kaynaklanan bir tiir mutasyon tiiriidiir. Ugiin katlar1 olmayan niikleotidlerin eklenmesi

veya silinmesi, genin li¢lii okuma gergevesini bozar.

Teknik olarak tanimlanmis bir c¢erceve kaymasi mutasyonu genin kodlama kismi
icindedir, ancak terim birkag bazin herhangi bir sokulmasi veya silinmesi i¢in yaygin
olarak kullanilir. Cergeve kaymasi mutasyonlari ilk olarak Crick ve arkadaslar1 (1958 )
tarafindan bu mutasyon tiirlinii genetik kodun iiglii dogasmmi ¢6zmek igin
kullanmislardir. Nokta mutasyonlar1 sadece bir (veya hi¢) amino asidi degistirmemekle
birlikte (missesens mutasyon), ¢cergeve kaymalari, translasyon sirasinda anlamsiz kodon
ile karsilasilincaya kadar polipeptit zinciri sonlandirilincaya kadar mutasyonun hemen

hemen tiim amino asitlerini degistirirler.

Cerceve kaymasit mutasyonlari, okuma gergevesini bozan bir genin kodlama bolgesi
icinde meydana gelen baz insersiyonlar1 veya delesyonlaridir. Boylelikle insersiyon
veya delesyon ile tiglii kodonlar degistirilir (Sekil 2.17), (Benzer, 1958)

DNA molekiiliiniin bir zincirindeki bir dizi bazin, diger zincirde yanlis fakat
tamamlayic1 bir kodon ile eslestirilmesi yolu ile tekrarlayan baz veya baz giftlerinin

bulundugu bir bolgede meydana gelmektedir (Streisinger ve ark, 1966).

Bir¢ok durumda, insersiyonlar veya delesyonlar, iiriinii kesen gergeve i¢i sonlandirma
dizilerinin ortaya c¢ikmasmna neden olur. Cerceve kaymasi mutasyonlari, protein
iiriinlerinde sessiz ya da konservatif degisiklikler ile sonuglanan baz degisikliklerinin
genelinden daha siddetli fenotipik etkilere yol acabilir. Niikleik asit seviyesinde ise kod

kaymalari, kodlama bolgelerinin degisimi ile sonug¢lanmaktadir.
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Adapted from Campbell NA (ed). Biology, 2nd ed, 1990.

Sekil 2. 17. Cerceve Kaymasi1 Mutasyonu (Campell,1990).

2.11.2. Tamir Mekanizmasi

2.11.2.1. Mismatch (Hatah Eslesme) Tamiri

DNA mismatch onarimi, DNA replikasyonu ve rekombinasyon sirasinda bazlarin hatali
insersiyonu, delesyonu ve yanlis yerlesimini tanimlayan ve bunlar1 onaran bir sistemdir
(Biitiner, 2006).

DNA iizerinde GATC dizileri defalarca tekrar etmektedir. Bu dizide bulunan
oldugundan kars1 yeni zincirdeki GATC’de metillenme egilimindedir. Fakat bu yeni
zincirdeki dizi metilleninceye kadar zaman gecer, bu zaman iginde hata bulunur ve
tamir edilir. Bu onarimda 4 protein gorev yapar. Mut S, Mut L, Mut H ve Mut U’ dur.
Mut S, hatayi arar ve hatay1 iceren DNA’ y1 kusatir. Mut L, Mut H’ yi aktive eder. Mut
H, kirik olusumunu saglar. Mut U, gorevi bilinmemektedir ancak DNA helikaz II’ nin
kesip ¢ikarma isleminde yardimci oldugu ifade edilmektedir. Mut S, DNA’ daki
uyumsuzlugu tanir ve ona baglanir. Bu tamiri baglatir. Mut H ve Mut L’ den olusan
kompleks metillenmemis (nonmetille) zincirde kirik olusturur. Bir ekzoniikleaz
metillenmis bolge ile hatali bolge arasindaki niikleotitleri uzaklastirt. Kesme islemi
boyunca DNA pol III enzimi metillenmis zinciri kalip olarak kullanarak aktivite gosterir
ve DNA, ligaz enzimi ile baglanma islemini yerine getirerek bosluklar doldurulmus olur

ve tamir igslemi biter (Sekil 2.18).
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Sekil 2. 18. Missmatch (Hatal1 Eslesme) Tamiri (Anonim,2017)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
Laboratuvar'inda daha onceden proteaz enzimi iiretimi i¢in topraktan izole edilmis ve

adlandirilmis olan Bacillus subtilis E6-5 susu kullanilmastir.

3. 2. Yontem

3.2.1. Fiziksel Mutajen UV ile Yapilan Mutasyon Calismasi

UV ile yapilan denemeler, Ultraviyole lambasi (UltraViole 254 nm, Intensity (WW/cm2)
60, Lamba- VL-130.G, 1x30W Germination Lamp, Vilber) kullanilarak yapilmistir
(Sekil 3.1). Kiiltir saklama ortamindan alinan bakteri kiltiiri 18 saat siire ile
Oninkiibasyona tabii tutulmustur. Bu siire sonunda % 0.85°lik steril fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile uygun diliisyonlar kullanilarak kati besiyeri igeren petrilere yayma yontemi ile
ekim yapilmistir. Bakterilerin {ireme ortamina adaptasyonu igin petriler belirli siirelerde
(6, 8 ve 10 saat) inkiibatorde bekletilmistir. Her bir siirenin sonunda petri kaplarinin
kapaklar1 agilarak farkli zaman araliklarinda ( 5, 10, 15 ve 20 dakikalarda) UV 1sinlart
besiyeri yiizeyindeki bakterilere direkt olarak uygulanmistir. UV lambasinin besiyeri
lizerine olan uzakligi herbir deneme icin 5, 10 ve 15 cm olarak secilmistir. UV
mutasyonu sirasinda fotoreaktivasyonun dnlenmesi amaciyla UV calismalar1 karanlikta
yapilmigtir ve tiim petriler karanlik odada bulunan inkiibatorde 48 saat siire ile
inkiibasyona tabii tutulmustur. inkiibasyon sonucunda canlilik gsteren koloniler mutant
olarak secilmistir. Her bir deneme icin 2 paralel ¢alisma yapilmistir. Elde edilen
mutanlarin proteaz aktiviteleri kalitatif olarak skim milk i¢eren agarli ortamda zon
caplar1 cetvel ile mm olarak 6l¢iilerek saptanmistir. En genis proteaz zonu gosteren bir

adet mutant sus se¢ilip ve diger ¢aligmalarda kullanilmistir.
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Sekil 3.1. UV mutasyonu olusturma diizenegi

3.2.2. Kimyasal Mutajen EtBr (Etidyum Bromid) ile Yapilan Mutasyon Calismasi

EB denemeleri i¢in kullanilan kimyasal madde Sigma firmasinin E7637-1G katalog
numarali tirlinii toz halinde satin alinmistir.

% 99 6lim oranmi veren EtBr konsantrasyonunu saptayabilmek tizere 10-500 mg/mL
arast ve 0,005-0,1 pg/ml arasi, 0.05-1 pg/ml arast EtBr konsantrasyonlar

kullanilmistir. Oliim oram asagidaki formiil ile saptanmstir (Pellzor, 1965).

% Oliim oram : Kontroldeki koloni say1s1 / Mutasyon uygulamasi sonrasi koloni sayist

EtBr mutajeni bakterilerin 24 saatlik kiiltiiriinden % 1 asilanmanin oldugu devrede
tireme ortamina katilmistir ve bakteriler EtBr’ 1i ortamda 37° C'de, 150 rpm calkalama
hizina sahip inkiibatorde 18 saat boyunca liretilmistir. Her iki saatte bir bakteri 6rnekleri
alinmistir. Uretim sonucunda ornekler santrifiijlenmis (6000 rpm’de 10 dak.) ve
hiicrelerin bulundugu pelet kismindan EtBr' nin uzaklastirilmasi i¢in pelet steril 0.04
M Na-fosfat tamponu (pH 7.0) ile yikanmistir ve % 0,85' lik steril FTS ile uygun
diliisyonlar hazirlanarak yagsiz siit tozu i¢eren agarl petri kaplarina ekilmistir (Cizelge
3.1). Petriler 37°C' de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda
koloni etrafinda zon olusturan bakteriler proteaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen mutanlarin proteaz aktiviteleri kalitatif olarak yagsiz siit tozu iceren agarli
ortamda zon ¢aplari cetvel ile mm olarak OSlgiilerek saptanmistir. Ana sus (kontrol)’a
gbre en genis proteaz zonu gosteren bir adet mutant sus secilmis ve diger ¢aligmalarda

kullanilmistir. Her bir deneme i¢in 2 paralel calisma yapilmistir.
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3.2.3. Bakteri Uretiminde Kullanilan Besiyerleri ve Bakteri Uretim Kosullar

Calismada mutant Dbakterilerin  saklanmasi  (kiiltiir saklama), gelistirilmesi
(6ninkiibasyon) ve enzim {iiretim kapasitelerinin 6l¢iilmesinde farkli igerikli besiyerleri
kullanilmistir. Ttiim besiyerleri pH’lar1 7.0 derecesine ayarlandiktan sonra 120° C’de 15
dk siire ile otoklav cihazinda sterilize edilmistir. Caligmada kantitatif olarak proteaz
enzim aktivitesini belirlemek tizere Cizelge 3.1°deki besi yeri kullanilmistir (Qadar ve

ark. 2009).

Kiiltiir saklama ortamindan (Cizelge 3.1) alinan bakteri kiiltliri 18 saat boyunca 6n
inkiibasyona (Cizelge 3.1) tabii tutulmus olup, bu siire sonunda bakteri kiiltlirlerinin 600
nm’deki optik yogunluklar1 (OD) spektrofotometre kullanilarak steril fizyolojik tuzlu su
ile 0.3’e ayarlanmistir. Bu yontemle ayarlanan kiiltiirden, icerisinde 150 ml enzim
iiretim ortami bulunan 500 ml’lik erlenlere % 1 oraninda asilama yapilmistir ve 37°
C’de 150 devir/dk calkalama hizina sahip inkiibatorde 72 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bakteri iiremesi ve enzim aktivite tayinleri 18, 24, 28, 30, 32, 40, 44, 48, 64,
ve 72. saatlerde yapilarak bakterinin gelisim grafigi ¢ikarilmistir. Boylece maksimum

enzim iiretim zamani saptanmistir.

Cizelge 3.1. Bakterilerin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim iiretim kapasitelerinin
6l¢iilmesinde kullanilan besiyerleri

Besiyeri e Kiltr Saklama Besyeri | Bakter Gelgime Besiyeri | Enzim Uretim Besiyeri MMMWMM%Mﬂ
%g) (Seving 2010) (Seving 2010) (Qadar ve ark, 2009) (Qadar ve ark, 2009)
Nutrient Broth 08 08

Nal 08 : . 05
Agar 20 - - 1
Glukoz . - 01

Pepton : - 10 01
Maya Ort : : 00

MgS04 . - 001

CaCln . - 001

KaHPQ s - 0.05

Skimmilk . . . 1

o 0 10 0 10
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3.2.4. Bakteri Uremesinin ve Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Bakteri iremesinin miktari, 18 saat boyunca sivi niitrient broth i¢eren besiyeri igerisinde
37°C sicaklikta ve 150 rpm calkalama hizinda iiretilen bakterilerin besiyerlerinin
bulaniklilig1 spektrofotometrik olarak 6lgiilerek bulunmustur. Inkiibasyon ortamindan
alinacak olan orneklerin 600 nm dalga boyunda optik yogunluk (OD) degerleri alinarak

bakteri tireme miktar1 belirlenmistir.

Bakteriler 6000 rpm calkalama hizinda 10 dk. siire ile santrifiijlenerek, siipernetant
enzim ¢Ozeltisi olarak kullanilmistir. Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla,
substrat olarak %2' lik kazein ¢ozeltisi hazirlanmistir. 2 gram kazein ve 20 mL 0.1 M
NaOH igerisinde tamamen c¢oziiliinceye kadar siirekli karistirilarak 1sitilmistir. Bu
sekilde hazirlanan kazein ¢ozeltisinin hacmi 0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile hacmi
100 mL’ye tamamlanmis olup ve pH’s1 1/3 oraninda seyreltilmis olan fosforik asit ile

pH 7.0 olacak sekilde ayarlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tiip ve her bir enzim 6rnegi i¢in 1 adet drnek tiipli kullanilmistir.
Her bir 6rnek tiipiine 1’er mL substrat ¢6zeltisi, kor tiipiine ise 2 mL Trikloroasetik asit
(TCA) ¢ozeltisi aktarilmig ve tiipler 37°C sicaklikta olan su banyosunda 10 dakika siire
ile bekletilerek reaksiyon sicakligina getirilmistir. Daha sonraki adimda substrat igeren
tiiplere 1’er mL enzim ¢ozeltisi, kor tiipe ise 1 mL sodyum-fosfat tamponu (pH 7.0)
ilave edilerek 37°C sicaklikta 10 dakika siire ile inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda reaksiyon, ornek tiipler icerisine, reaksiyonu durdurabilmek amaciyla 2 mL 0.4
M TCA eklenmistir ve kor tiipiine de 1 mL substrat eklenmistir. Bu karisim, 37°C
sicaklikta 20 dakika siire bekletildikten sonra olusan piitiirlii yapiyr gidermek amaciyla
6000 devir/dakika’da 10 dakika siire ile santrifiijlenerek siipernatant kisimdan alinan 1
mL’lik 6rneklere, 5 mL 0.4 M NaCOs ve 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin ¢ozeltisi
eklenmistir, karisim vorteksleme islemi yapildaktan sonra 20 dakika siire ile oda
sicakliginda, karanlik bir ortamda bekletilmistir. Bu siire sonunda ¢dzeltinin optik

yogunlugu, enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 660 nm’de kore karsi okunmustur.
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Proteaz aktivitesi Olglimlerinde, standart egri 0-60 pg/ml tirozin igeren ¢ozeltiler ile
hazirlanmistir. ' Yonteme gore 1 pg/ml tirozin, 2 Ul/mL enzim aktivitesine kargilik
gelmektedir. Enzim aktivitesi standart kosullarda, 1pg/mL tirozin agiga c¢ikaran enzim

miktar1 olarak tanimlanmistir (Keay ve Wildi 1970).

3.3. Enzim Uretimi Uzerine Besinsel Faktorlerin EtKisi

Bu calismada, besinsel parametrelerin (karbon ve azot kaynaklari, metal iyonlari)
proteaz iretimi {lizerine etkisi arastirilmistir. Bakteri maksimum enzim iiretiminin
saptandig1 saate kadar tretilmistir ve bu saatlerde bakteri liremesi ve enzim aktivite
deneyleri yapilmistir. Uretim ortaminda bulunan karbon, azot kaynaklar1 ve metal
iyonlarinin yerine ayni oranlarda olmak tizere farkli karbon, azot ve metal kaynaklar

denenmistir. Tiim deneyler 3 kez yapilmistir ve ortalama degerler alinmstir.

3.3.1. Karbon (C) Kaynaklarimin Etkisi

Mikroorganizmalarin iiremelerinde karbon kaynaklarinin énemi gbéz Oniine alinarak
farkli karbon kaynaklari ile calisilmistir. Bu amagla Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim
tiretim besiyerinde bulunan ve karbon kaynagi olarak kullanilan glikoz yerine, aym
oranda (% 0.1) gliserol, fruktoz, siikroz, bugday nisastasi, misir nisastasi, patates
nigastasi, maltoz ve bugday kepegi kullanilarak proteaz enzimi iizerine etkileri
arastirilmistir. Bakterinin asilanma iglemi ve tretimi Cizelge 3.1’de belirtildigi gibi
yaptlmis olup ve belirlenmis olan Orneklerde iireme ve proteaz aktivite tayinleri

yapilmistir.

3.3.2. Azot (N) Kaynaklarinin Etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri lireme kapasiteleri ve enzim iiretimi iizerine olan etkilerinin
arastirilmasit amaciyla g¢esitli azot kaynaklarinin, enzim {iretimine olan etkileri
arastiritlmistir. Bu amagla Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim iiretim besiyerinde azot
kaynagi olarak kullanilan pepton ve maya oOziitii ¢ikartilarak yerine ayni toplam

oraninda (%1.02) musir islatma suyu (corn step-liquor), tripton, yagsiz siit tozu
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(skimmilk), ve et oziitii (meat ekstrakt), maya Oziitii (yeast ekstrakt), inorganik azot
kaynagi olarak ise KNO3z NHsNOz, NaNOs, NH4Cl ve (NH4)2SO4 kullanilmistir ve
proteaz enzimi aktivitesi lizerine etkisine bakilmistir. Bakterinin asilanma islemi ve
iiretimi Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi yapilmistir ve belirlenmis olan 6rneklerde tireme

ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.

3.3.3. Metal iyonu Kaynaklarimin EtKisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarinin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi iizerine
etkisini arastirmak amaciyla, Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim {iretim besiyerinde
bulunan CaCl> ve MgSOs ¢ikarilarak yerine bunlarin toplam miktarlarinda (% 0.02)
MnSO4, MgSO4, CaCly, LiSO4, FeSO4, KCI ve NaCl kullanilmigtir. Bakterinin iiremesi

ve proteaz aktivitesi lizerine etkisi lizerine tayinleri yapilmistir.

3.4. Enzim Uretimi Uzerine Fiziksel Faktorlerin Etkisi

3.4.1. Sicakhik Etkisi

Sicakligin bakteri liremesi ve proteaz iiretimi tizerine etkisini belirlemek amaciyla, besi
ortaminin sicakligi 30, 37 (kontrol) 40 ve 50 °C gibi farkli derecelerde ayarlanmistir ve
proteaz liretimi i¢in optimum sicaklik degeri saptanmustir.

3.4.2. pH Etkisi

pH’ nin bakteri liremesi ve proteaz iiretimi lizerine etkisini belirlemek amaciyla, besi

ortamimin pH’s1 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 7.0 (Kontrol), 8.0 gibi farkli degerlerde

ayarlanmistir ve proteaz liretimi i¢in optimum pH degeri saptanmistir.
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3.4.3. Havalandirmanin Etkisi (Calkalama hizi)

Havalandirmanin bakteri iiremesi ve proteaz iiretimi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla, inkiibatoriin ¢alkalanma hizinin (devir/dakika) 0, 50, 100, 150 (kontrol) ve

200 rpm’e getirilmesi ile saptanmistir.

3.4.4. inokiilasyon Miktarmin Etkisi

Bakteri iiremesi ve proteaz liretimi iizerine inokiilasyon miktarmin etkisini belirlemek
amaciyla, bakterinin optik yogunlugu ODgw = 0.3 olan 6ninkiibasyon kiiltiiriinden %
0.5 % 1 (kontrol), % 2, % 3, % 4 olacak sekilde enzim iiretim ortamina ekim

yapilmuistir.

3.4.5. inokiilasyon Yasimin Etkisi

Bakteri liremesi ve proteaz iiretimi iizerine inokiilasyon yasinin etkisini belirlemek

amaciyla, 18 saat (kontrol), 1, 2 ve 3 giin olarak farkli inokiiliim yaslar1 kullanilmistir.

3.5. Optimum Olan Besinsel ve Fiziksel Kosullarin Birlestirilmesi ile Modifiye
Ortam Eldesi

En yiiksek enzim iiretiminin goriildiigii besinsel ve fiziksel kosullarin birlestirilmesi ile
yeni olusturulacak olan modifiye ortamda enzimin en yiiksek aktivite veriminin
saglanmasi yoluna gidilecektir. Bakterinin iireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilarak

temel besiyerindeki verimi ile Karsilastirilmasi yapilmustir.

3.6. Tirozin Standart Egrisi Grafigi ve Hazirlanisi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda, standart egri i¢in 0-60 pg/mLtirozin g¢ozeltileri
hazirlanmistir. Tirozin miktari, daha once tarif edildigi gibi spektrofotometrik olarak

Olciilmiistiir. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi lineer regresyon analiziyle

cizilerek konsantrasyonu bilinmeyen Ornegin tirozin konsantrasyonu, standart
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grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiiliinden hesaplanmistir (Sekil 3.2).

Dogrunun denklemi y= 0,009x + 0,0161 regresyon katsayis1t R? = 0.9987"dir.

Proteaz Standart Egrisi

0,8
0,7 -

0,6

0,5 -

y=0,011x +0,0139
R%?=0,9969

0,4 -

OD 660 nm

0,3 -
0,2 -

0,1 -

O T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66

pg/mL Tirozin

Sekil 3.2. Tirozin standart grafigi
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4. BULGULAR

4.1. Mutant Bakterilerin Elde Edilmesi

Mutant suslarin elde edilmesi amaciyla bakterilerin besiyerine adaptasyon siireleri ve
fiziksel mutajen UV’ye maruz kalma zaman araliklar1 her bir deneme igin sabit tutulmus
olup, UV 1s1gmin petri yiizeyine olan uzaklig1 farklilagtirarak calismalar yapilmustir.
Calismalar sonucunda, bakteriler UV 1s1gina maruz birakilmadan Once besiyerine
adaptasyonlar1 i¢in 6, 8 ve 10 saatlik petrilerde iiretimleri saglanmistir. Her bir
adaptasyon siiresinin bakteri {lizerinde olumlu etkisi goriilmiistiir. Fiziksel mutajen
etkeni olan UV 1s1mm1 ile yapilan ¢alismalarda farkli zaman araliklart (5, 10, 15 ve 20.
dakikalarda) ve UV 1s1gmin petri yiizeyine farkli uzakliklar1 (5, 10 ve 15 cm olarak)
secilmigtir. Besiyerine adaptasyon siiresinin 10. Saatin mutasyona ugrayacak
bakterilerin gelisimi i¢in uygun oldugu saptanmistir. Yapilan caligmalarda en iyi
mutasyon olusturma zaman araligi farklilik gosterirken, en iyi uzaklik olarak 10 cm

bulunmustur.

Mutasyon ¢aligsmalari her bir deneme igin iki tekrarl olarak yapilmis ve ¢izelge 4.1, 4.2
ve 4.3’de toplam koloni sayis1 verilmistir. Cizelgelerde en genis proteaz zon ¢apina
sahip mutantlar gosterilmistir. Bacillus subtilis E6-5 susu ile yapilan UV mutasyonu
sonucu toplam olarak yaklagik 150 mutant sus elde edilmistir (Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3).
Tiim c¢alismalar sonucunda enzim fiiretimine sahip kolonilerin etrafinda acik berrak
zonlar cetvel ile 6l¢iilmiis olup ve kontrol olan ana susa yakin ve genis zon gosteren
koloniler se¢ilmistir. Bu mutant suslarin zon ¢aplart ana susun zon ¢api (8 mm) ile
karsilastirilmis olup, zon ¢ap1 ana sustan biiyiik olan 3 adet mutant sus elde edilmistir ve
bu mutantlar EB3 (13 mm), EB4 (14 mm) ve EB7 (13 mm) olarak adlandirilmistir
(Sekil 4.1 ve 4.2). EB3 mutatinin UV ’ye maruz kalma kosullar1 10 cm uzaklik ve 10
dakika 1sinlama siiresi ile elde edilirken, EB4 10 cm uzaklik ve 15 dakika 1sinlama
siiresi ve EB7 15 cm uzaklik ve 15 dakika 1sinlanma siiresi ile elde edilmistir. Her ii¢
mutantin koloni zon c¢aplar1 ve proteaz zon caplart farkli ¢ikmistir (Cizelge 4.3). Ana

susun koloni zon capt 4 mm iken elde edilen mutantlarin kolonilerinin daha kiigiik
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boyutta oldugu saptanmistir. Buna karsin mutantlarin proteaz zon ¢aplarin daha genis

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4. 1. 5 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suslarin

koloni ve proteaz zon caplar1 (Ana sus proteaz zon ¢apt 8§ mm)

Adaptasyon Siiresi
6 Saat 8 Saat 10 Saat
Toplam| Zon Koloni | Toplam | Zon Koloni |Toplam| Zon Koloni

Zaman | Mutant Capl Capl Mutant Capl Capl Mutant Capl Capl

Sayis1 | (mm) (mm) Sayis1 | (mm) (mm) Sayis1 | (mm) (mm)
5 dk =20 8 5 15 8 6 0 10 6
10 dk 18 6 4 10 7 5 8 8 6
15 dk 15 6 4 10 8 4 8 8 3
20 dk Koloni Gézlenmedi Koloni Gézlenmedi Koloni Gézlenmedi

Cizelge 4. 2. 10 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant

suslarin koloni ve proteaz zon ¢aplart (Ana sus proteaz zon ¢apt § mm)

Adaptasyon Siiresi
6 Saat 8 Saat 10 Saat
Toplam| Zon | Koloni | Toplam | Zon | Koloni |Toplam| Zon |Koloni
Zaman |Mutant| Cap Cap Mutant | Cap Cap Mutant| Capr | Cap
Sayist | (mm) (mm) Sayist | (mm) | (mm) | Sayist | (mm) | (mm)
5 dk 15 10 2 15 10 2 11 13 3
10 dk 15 10 2 15 10 2 10 14 04
15 dk 15 11 2 15 10 3 5 13 3
20 dk Koloni Gozlenmedi Koloni Gozlenmedi Koloni Gozlenmedi
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Cizelge 4. 3. 15 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant
suslarin koloni ve proteaz zon ¢aplar1 (Ana sus proteaz zon ¢ap1 8 mm)

Adaptasyon Siiresi

6 Saat 8 Saat 10 Saat
Toplam| Zon Koloni | Toplam | Zon Koloni | Toplam| Zon Koloni

Zaman | Mutant| Capi Cap1 Mutant | Capr Capt | Mutant| Cap: Cap

Sayist | (mm) (mm) Sayist | (mm) (mm) Sayist [ (mm) (mm)
5 dk 10 12 2 7 11 2 6 12 2
10 dk 10 12 2 6 10 1 6 13 2
15 dk 10 11 2 4 8 1 5 13 1
20 dk Koloni Gézlenmedi Koloni Gézlenmedi Koloni Gézlenmedi

Sekil 4. 19. Ana sus (A: 8mm) ve UV mutantlar1 EB3 (B:13 mm), EB4 (C:14 mm) ve
EB7 (D:13 mm)’nin yagsiz siit tozlu ortamindaki proteaz zon ¢aplari
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UV 1s1gma  baghh mutasyon letal (6liim) oran1 asagidaki denkleme gore
degerlendirilmistir (Zong ve ark. 2011);
Letal (6liim) oran (%)= K- M/ K x 100
Bu formiilde;
K: UV uygulanmayan ana susun petrideki toplam koloni sayis,

M: UV’den sonra mutant susun petrideki toplam koloni sayisini temsil eder.
Cizelge 4.4°de ana sus ile mutantlar kiyaslandiginda EB3 ve EB7’de %90 oraninda
oliim saptanirken, EB4’te bu oran %94 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 4. Bacillus subtilis E6-5’in hayatta kalma orani iizerindeki UV radyasyonun
etkisi

Bakteriler Koloni Canhlik Oram Oliim Oram
Sayisi (%) (%)
Ana sus E6-5 50 100 0
EB3 5 10 90
EB4 3 6 94
EB7 5 10 90

Fiziksel mutasyondan elde edilen EB3, EB4, EB7 mutant suslar EtBr ile kimyasal
mutasyona tabii tutulmustur. Mutant suslarin elde edilmesi amaciyla kullanilan EtBr 10-
500 mg/mL arasi konsantrasyonlarinin % 100 oldiiriicii doz oldugu belirlenmistir.
0,005-0,1 pg/ml arasinda konsantrasyon hazirlandiginda iiremeler tespit edilmistir.
EtBr’nin 0,015-07 pg/ml aras1 kullanilan konsantrasyonlarda zon ¢aplar1 ana susa gore
daha genis olan mutantlar elde edilmistir (Cizelge 4.5). Elde edilen zon ¢aplar1 19-25
mm arasindadir. Bunlardan 25 mm ile en genis proteaz zonu gosteren 0.5 pg/ml
EtBr’den elde edilen mutant ATA38 olarak isimlendirilmistir (Sekil 4.2). Calismalara

bu sus ile devam edilmistir.
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Cizelge 4. 5. UV mutantlarina farkli EtBr konsantrasyonlarinin mutajenik etkileri ile proteaz liretimlerinin Kalitatif tespiti

Mutant EB3 Mutant EB4 Mutant EB7
EtBr Dpz ; 2 ]
(ug /ml) Toplm Koloni Capt| Zon Capt Toplaxp Koloni Capt | Zon Capi Toplm Koloni Capt | Zon Cap1

Koloni (mm) (mm) Koloni (ram) (mm) Koloni () ()

0,005 23 8 15 >25 8 16 20 8 16
0.015 20 ) 19 20 5 16 25 5 14
0,5 25 6 19 10 9 25 20 6 14
0,7 20 4 16 9 6 9 20 6 12
0.1 20 b) 15 15 5 b) 20 5 15
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Sekil 4. 20. Ana sus (A: 8mm) ve EtBr mutanti ATA38 (B:25 mm)’in yagsiz siit tozlu

ortamindaki proteaz zon gaplari

4.2. Mutantin Kantitatif Proteaz Uretim Kapasitesinin Saptanmasi

Yapilan ikili mutasyon denemeleri sonucunda elde edilen mutantin i{ireme egrisi
cikarilmak iizere denemeye alinmistir. Denemeye alinan bu mutant sus Cizelge 3.1°deki
igerigi verilen besi ortaminda 16-72 saatler arasinda tretilmesi planlanmistir. Ancak,
yapilan ¢aligma sonucunda en yiiksek enzim iiretimi 24.saat sonunda elde edildiginden
ve bu saat sonrasi aktivitede diisiis gozlendiginden dolay: iiremeye 52 saat boyunca
devam edilmistir. Ana sus i¢in en yiiksek enzim aktivitesi 32. saatte 60 IU/ml ve iireme
ODsoo 0,29 olarak tespit edilirken, mutant ATA38 igin en yiiksek enzim aktivitesi 24.
saatte 404 TU/mL ve iireme ODeoo 1,29 olarak saptanmistir (Cizelge 4.6). Mutantta
enzim veriminin ana susa gore 6,7 kat arttig1 tespit edilmistir. Ana sus ve mutant
suslarin iiremelerine bakildiginda iiremenin enzim iiretimi ile birlikte paralellik

gosterdigi saptanmistir. Maksimum enzim iiretimi duragan fazda elde edilmistir (Sekil
4.3).
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Cizelge 4.6. Ana sus E6-5 ve mutant ATA38 susunun proteaz liretim kapasitesi ve
iireme degerlerinin zamana bagl degisim degerleri

E6-5 Ana Susu Mutant ATA38
Enzim .. Enzim ..
Saat |\ tivitesi Ureme Aktivitesi Ureme
(1U/ mL) (ODeco) (1U/ mL) (ODeco)
18 45 0,23 369 1,08
24 48 0,33 404 1,09
28 55 0,32 367 1,09
32 60 0,29 292 0,81
44 53 0,23 198 0,59
48 51 0,17 135 0,53
52 47 0,14 102 0,47

Ureme (OD600 ) ==@==Enzim Aktivitesi (IU/ mL)

P
N

450

-
o 400 E
> 350 3
3 0,8 300 =
Qv 'S
o 250 &
Z 06 =
0 200 -2
g hvZ
5 0,4 150 <
= ) 100 E
’ N
50

0 0

18 24 28 32 44 48 52
Saatler

Sekil 4. 21. ATA38’ in proteaz liretim kapasitesi ve lireme degerlerinin zamana baglh
degisimleri

4.3. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Besinsel Faktorler

Bakterilerin bulunduklar1 ortama bagli olarak enzim iiretim kapasiteleri degismektedir.
Bu nedenden dolayr ortam sartlarinin degistirilmesi enzim tretim miktarina etki
etmektedir. Enzim iiretim besiyerindeki karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynaklar1
degistirilmis olup, degisen ortam sartlarinin ATA38 mutant susunun proteaz enzimi

tiretimi {lizerine olan etkileri belirlenmistir.
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Yapilan ¢aligmalarda her deney 2 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama

degerler verilmistir.

4.3.1. Karbon Kaynaklarmin Etkisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarmin bakteri gelismesi ve enzim iiretimi
tizerine etkilerini belirlemek amaciyla, Cizelge 3.1°de icerigi verilen besiyerindeki
karbon kaynagi yerine ayni1 oranlarda (% 0,1) Fruktoz, Gliserol, Siikroz, Misir nisastas,
Bugday nisastasi, Patates nisastasi, Maltoz ve Bugday kepegi kullanilmistir. Farkli
karbon kaynagi iceren besiyerinde mutant sus 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve 24.
saatte alinan 6rneklerde proteaz aktivitesi ve iireme degeri tayinleri yapilmistir (Cizelge

4.7).

Bacillus subtilis ATA38 ’in enzim iiretimi agisindan karbon kaynagi tercih siralamasi
sirasiyla Bugday Nisastas1 > Bugday Kepegi > Fruktoz > Maltoz = Glukoz (Kontrol) >
Gliserol > Siikroz > Patates Nisastas1 > Misir Nisastast seklinde belirlenmistir.
Maksimum bakteri iiremesinin ise sirasiyla Bugday Kepegi > Siikroz > Maltoz >
Fruktoz > Glukoz (Kontrol) > Gliserol > Bugday Nisastas1 > Patates Nigastas1 > Misir
Nisastas1 ortamlarinda gergeklestigi gozlemlenmistir. Yapilan g¢alismada maksimum
enzim iretiminin elde edildigi Bugday Nisastas1 olan ortamdaki enzim tiretimi, Glukoz

bulunan kontrol ortamina gore 1,29 kat artmustir (Cizelge 4.7).

Mutant sus (525 IU/mL) Bugday Nisastasi ortaminda ana susa (60 1U/mL) goére de 8,75

kat verim artis1 gostermistir.
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Cizelge 4. 7. Farkli karbon kaynaklarinin mutantin enzim iiretimi ve iiremesi iizerine
etkileri

Karbon Enzim Aktivitesi Ureme Kat
Kaynaklan (1U/ mL) (ODsw) Artisi
Glukoz (Kontrol) 404 1,21 1
Fruktoz 428 1,22 1,05
Gliserol 367 1,17 0,9
Siikroz 346 1,28 0,85
Misir Nisastasi 286 1,1 0,7
Bugday Nisastasi 525 1,16 1,29
Patates Nisastasi 335 1,16 0,82
Maltoz 405 1,27 1
Bugday Kepegi 434 1,98 1,07
B Fnzim Aktivitesi (1U/ mL)  ==@= Ureme (OD600)
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Sekil 4.4. Karbon kaynaklarinin mutantin proteaz aktivitesi ve lireme kapasitesi {lizerine

etkileri

4.3.2. Azot Kaynaklarinin Etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri liremesi ve enzim aktivitesi lizerine etkilerinin aragtirilmasi
amaciyla kontrol ortamindaki pepton ve maya 0Oziitii (yeast ekstrakt) yerine sirasiyla;
%1.02 oraninda misir 1slatma suyu (corn step-liquer), tripton, skimmilk (yagsiz siit
tozu), pepton, yeast ekstrakt ve meat ekstrakt (et 0ziitii); inorganik azot kaynagi olarak

da KNO3z, NH4sNO3, NaNOs, NH4Cl, (NH4)2SO4 kullanilmistir. Farkli azot kaynaklari
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iceren besiyerlerinden 24. saatte alinan 6rneklerin tireme degerleri ve enzim aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar grafik ve ¢izelge seklinde verilerek, en yiiksek enzim
aktivitesinin meat ekstrakt (et oziitii) varliginda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8,
Sekil 4.5). Bacillus subtilis ATA38’in enzim aktivitesi agisinda organik ve inorganik
azot kaynagi siras1 Meat Ekstrakt > Yeast Ekstrakt > Tripton > Kontrol (pepton ve yeast
ekstrakt > Corn step liquer > Pepton > Skimmilk seklindedir. Yapilan calismada en
yiiksek enzim tiretiminin elde edildigi Meat Ekstrakt bulunan ortamdaki enzim tiretimi,
%1,02 oraninda Pepton ve Yeast ekstrat bulunan kontrol ortamina gore 2,1 kat artmistir

(Cizelge 4.8).

Mutant sus (850 IU/mL) Meat Ekstrat ortaminda ana susa (60 IU/mL) gore de 14,1 kat

verim artig1 géstermistir.

Inorganik azot kaynaklarmin enzim iiretimi iizerinde etkili olmadigi, buna karsin

organik azot kaynaklarinin yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmaistir.

Cizelge 4.8. Farkli azot kaynaklarinin mutantin enzim {iretimi ve iiremesi iizerine
etkileri

Azot Enzim Aktivitesi Ureme Kat

Kaynaklan (Ul/mL) (OD 600) Artisi
Kontrol(pepton+Yeast
extract) 404 1,21 1
Corn Step Liquer 343 1,44 0,84
Tripton 440 1,92 1,08
Skimmilk 89 0,47 0,22
Pepton 274 1,14 0,67
Yeast Ekstrat 511 1,38 1,26
Meat Ekstrat 850 1,62 2,1
KNO3 12 0,05 0,02
NHsNO3 5 0,08 0,01
NaNQO3 19 0,13 0,04
NH4CI 3 0,73 0,007
(NH4)2S0q4 1 0,65 0,002
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Sekil 4.5. Azot kaynaklarinin mutantin proteaz aktivitesi ve lireme kapasitesi {lizerine
etkileri

4.3.3. Metal Iyonu Kaynaklarimn Etkisi

Metal iyonlarmin bakteri iiremesi ve enzim iiretimi lizerine etkisini arastirmak {izere
yapilan ¢alismalarda kontrol ortamindaki % 0,02 oraninda kullanilan MgSO4 + CaCl»
yerine sirasiyla MnSO4, MgSOs, CaCly, LiSOs, FeSO4, KCI ve NaCl kullanilmistir.
Farkli metal kaynaklar1 igeren besiyerlerinden 24. saatte aliman Orneklerde iireme
degerleri ve enzim aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.6 de de goriilebilecegi gibi kontrole gore daha yiiksek verimli aktivite degeri
metal kaynagi KCl varliginda elde edilmistir. Mutantin enzim iiretiminde metal
kaynagini siras1 ile KCI > Kontrol (MgSO4+CaClz) > NaCl seklinde tercih ettigi
goriilmiistir. MnSQO4, CaCly, MgSQOs4, LiSOs ve FeSO4’in enzim iretimi tlizerinde
inhibitor etki yarattigi belirlenmistir. Yapilan calismada, en yiiksek enzim iiretiminin
elde edildigi KCI varliginda enzim firetimi, MgSOs4 ve CaClz bulunan kontrol ortamina

gore 1,13 kat artmistir (Cizelge 4.9).
Mutant sus (460 1U/mL) KCI varliginda ana susa (60 IU/mL) gore de 7,6 kat verim

artisi1 gostermistir. Kontrol ortaminda bulunan MgSO4 ve CaCl, ayri ayr1 denemeye

alindiginda enzim tiretiminde etkili olmadig1 saptanmustir.
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Cizelge 4.9. Metal kaynaklarinin mutantin proteaz aktivitesi ve lireme miktar1 {izerine
etkileri

_Metal Enzim Aktivitesi Ureme Kat
Iyonlan (1U/ mL) (ODsw ) Artisi
Kontrol 404 1,21 1
MnSO4 82 1,21 0,2
MgSO4 50 0,12 0,12
CaCl; 65 0,12 0,16
LiSO4 51 0,956 0,12
FeSO4 44 0,932 0,1
KCI 460 1,58 1,13
NaCl 336 1,37 0,83
. Enzim Aktivitesi Ul/mL ==@==0D (600 nm)
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_, 450 16
£ 400 14 —
2 "8
p 350 12 év
E 300 . \g
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. B u .
Kontrol MnSO4 MgS04 CaCl2 LiSO4 FeSO4 KCl NaCl
Metal Tyonlar:

Sekil 4. 22. Metal iyonlarinin mutantin proteaz aktivitesi ve iireme kapasitesi lizerine
etkileri

Calismada kontrol ortaminda birlikte bulunan CaCl; ve MgSO4 ayr1 ayri denemeye
alimmis olup, ancak enzim {iiretiminde verimli bir etkiye sahip olamadiklar1 saptanmistir
(Cizelge 4.9). En yiiksek aktivitenin elde edildigi KCl, CaCl, ve NaCl ile birlikte ayri
ayr1 denemeye alindiginda ise KCI+CaCl. varliginda enzim aktivitesinde artis elde
edilmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4. 10. Kontrol ortamindaki metallerle KCI etkisinin belirlenmesi

_Metal Enzim Aktivitesi Ureme Kat
Iyonlari (1U/mL) ( ODeoo ) Artisi
Kontrol (MgSO4 + CaCl> ) 404 1,21 1
KCI 460 1,58 1,13
KCI+ NacCl 352 1,19 0,87
KCI+ CaCl: 548 1,23 1,35

4.4, Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Fiziksel Faktorler

4.4.1. Sicakhgin Etkisi

Sicaklhigin bakteri iiremesi ve enzim iretimi iizerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla
30°C, 37°C (kontrol), 40°C ve 50°C sicakliklari kullanilarak optimum sicaklik degeri
saptanmistir. Yapilan ¢aligmada maksimum enzim iretiminin elde edildigi kontrol
sicakligi olan 37°C sicaklikta oldugu saptanmis ve yiiksek sicaklik olan 50°C’nin enzim
tiretimini dramatik olarak azalttigi ve tiremenin de sicaklik artigi ile birlikte diistiigii

gorillmistiir (Cizelge 4.11).

Mutant sus (404 1U/mL) 37°C’de ana susa (60 IU/mL) gore 6,7 kat verim artisi

gostermistir.

Cizelge 4. 2. Sicakligin mutantin proteaz aktivitesi ve tiremesi iizerine etkileri

Sicaklik Enzim Aktivitesi Ureme Kat
(°C) (1U/mL) (ODsoo) Artisi
30 224 0,95 0,55
37 (kontrol) 404 1,29 1
40 234 1,07 0,57
50 50 0,71 0,12
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Sekil 4.7. Sicakligin proteaz aktivitesi ve lireme kapastesi tizerine etkisi

4.4.2. pH’ min Etkisi

pH etkisinin bakteri iremesi ve enzim aktivitesi iizerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla
4.0,45,5.0,5,5, 6.0, ve 8.0 seklinde degistirilen pH degerleri kullanilarak optimum pH
degeri saptanmistir. Yapilan ¢alismada maksimum enzim {iiretiminin elde edildigi pH
6.0’ da, pH 7.0 olan kontrol ortamina gore 1,53 kat artmistir. Enzim tiretimi bazik
ortama nazaran asidik kosulda elde edilmistir (Sekil 4.8). pH 4,5°da da kontrole gore
1,28’lik bir enzim artis1 saptanmustir (Cizelge 4.12).

Mutant sus (622 IU/mL) pH 6.0°da ana susa (60 IU/mL) gore de 10,3 kat verim artisi

gostermistir.
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Cizelge 4.12. pH’ nin mutantin proteaz liretim kapasitesi ve liremesi iizerine etkileri

oH Enzim Aktivitesi Ureme Kat
(Ul/mL) (OD600) Artisi
4 44 0,9 0,10
4,5 518 1,05 1,28
5 571 1,15 1,41
55 590 1,16 1,46
6 622 1,17 1,53
7 (kontrol) 404 1,29 1
8 196 1,21 0,48
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1,4 700
1,2 =600
£
- 1 =500
& 3
0,8 400
S 5
50,6 g:‘ 300
S e
20,4 ‘% 200
S
0,2 I 100
0 [ | 0
pH 4 pH 4,5 pH5 pH 5,5 pH 6 pH 7 pH 8
pH

Sekil 4. 23. pH faktoriinlin mutantin proteaz aktivitesi ve iireme kapasitesi iizerine
etkisi

4.4.3. Havalandirmanin Etkisi (Calkalanma etkisi)

Havalandirmanin etkisi inkiibatoriin ¢alkalanma hizimin 0, 50, 100, 150 (kontrol), 200
rpm seklinde degistirilerek optimum rpm degeri saptanmistir. Yapilan ¢aligmada en
yiiksek enzim {iretimi igin gerekli ¢alkalama hiz1 200 rpm olarak belirlenmistir. Bu rpm
ile kontrol ortamima gore 1,2 kat verim artisi saptanmistir (Cizelge 4.13). Enzim

iretiminde yiiksek havalandirma kosullarinda iiremenin de arttigi gézlenmistir (Sekil
4.9).
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Mutant sus (487 1U/mL) 200 rpm’de ana susa (60 IU/mL) gore de 8,11 kat verim artigi

gostermistir.

Cizelge 4. 13. Havalandirmanin mutantin proteaz iiretim kapasitesi ve iiremesi lizerine

etkileri
Havalandirma EtKkisi Enzim Aktivitesi Ureme Kat
(rpm) (IU /mL) (ODs0o) Artisi
0 104 0,47 0,25
50 139 1,15 0,34
100 296 1,17 0,73
150 (kontrol) 404 1,29 1
200 487 1,31 1,2
B Fnzim Aktivitesi (IU /mL)  ==@=Ureme (OD600)
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Sekil 4.24. Havalandirmanin mutantin proteaz aktivitesi ve ilireme kapasitesi iizerine
etkileri

4.4.4, Inokiilasyon Miktarinin Etkisi
Bakteriler ODgoo = 0,3 olan 6n inkiibasyon kiiltiiriinden % 0,5 ,1 (kontrol), 2, 3, 4 olacak

sekilde enzim {iretim ortamina ekilmistir ve optimum inokiilasyon miktar1 saptanmistir.

Yapilan ¢alismada maksimum enzim tretiminin elde edildigi inokiilasyon miktar1 %1
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olarak belirlenmis ve {iremenin enzim tretimi ile paralellik gosterdigi belirlenmistir

(Cizelge 4.14, Sekil 4.10).

Mutant sus (404 1U/mL) %1 inokiilasyon varliginda ana susa (60 IU/mL) gore de 6,7

kat verim artig1 gostermistir.

Cizelge 4. 14. Inokiilasyon miktarinin proteaz iiretim kapasitesi ve iiremesi iizerine

etkileri
Inokiilasyon Enzim Aktivitesi Ureme Kat
Miktari (%) (1U/mL) (OD600) Artisi
0,5 400 1,22 0,99
1 404 1,29 1
2 372 1,22 0,92
3 355 1,19 0,87
4 335 1,22 0,82
mmm Fnzim Aktivitesi Ul/mL  ==@==Ureme(OD600)
1,3 450
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g 126 \2,
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Sekil 2. 25. Inokiilasyon miktarinin mutantin proteaz aktivitesi ve iireme kapasitesi

uzerine etkisi
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4.4.5. Inokiilasyon Yasmin Etkisi

Inokiilasyon yasinin enzim aktivitesi {izerine etkisinin arastirilmasi amaciyla
bakterilerin 18 saat’lik (kontrol), 1, 2 ve 3 giin seklindeki inokiiliim yaslar1 kullanilarak
optimum inokiilasyon yasi saptanmistir. Yapilan c¢aligmada maksimum enzim
tiretiminin elde edildigi inokiilasyon siiresi 18 saat olarak belirlenmistir. Geng kiiltiiriin

yasli kiiltiire gore daha etkili oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.15, Sekil 4.11).

Mutant sus (404 1U/mL) 18 saatlik inokiilasyon yasi kullanildiginda ana susa (60

IU/mL) gore de 6,7 kat verim artis1 gostermistir.

Cizelge 2. 15. Inokiilasyon yasinin mutantin proteaz iiretim kapasitesi ve iiremesi
tizerine etkileri

Inokiilasyon Enzim AKtivitesi Ureme Kat
Yas1 (1U/mL) (ODsoo) Artisi
18 Saat 404 1,29 1
1 Giin 333 1,23 0,82
2 Giin 331 1,1 0,81
3 Giin 323 11 0,79

B Enzim Aktivitesi (IU/mL)  ==@== Ureme (OD600)
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Sekil 2. 26. inokiilasyon yasmin mutantin proteaz aktivitesi ve iireme kapasitesi
tizerine etkisi
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4.5. Maksimum Proteaz Uretimi I¢in Modifiye Ortamin Hazirlanmasi

Maksimum proteaz sentezinin saptandigi karbon, azot ve metal iyonlar1 seklinde
besinsel faktorler ve aymi zamanda sicaklik, pH, havalandirma, inokiilasyon yasi,
inokiilasyon miktar1 gibi fiziksel faktorleri iceren yeni olusturulacak bir modifiye
ortamda enzim veriminin arttirllmasinin  saglanmast yoluna gidilmistir. Modifiye
ortamda maksimum verimi saglayan karbon kaynagi olarak elde edilen % 0,1 oraninda
kullanilan Bugday Nisastasi, azot kaynagi olarak % 1,02 oraninda Meat Ekstrakt (et
Oziitll) ve metal iyonlar1 olarak % 0,02 oraninda KCI+CaCl, olarak saptanmustir.
Fiziksel faktorlerde ise optimal kosullar olarak sicaklik i¢in 37°C, pH igin 6.0,
havalandirma i¢in 200 rpm, inokiilasyon miktar1 i¢in % 1 ve inokiilasyon yas1 18 saat
olarak alinmis ve bu yeni olusturulan modifiye ortamda enzim iiretimi yoluna
gidilmistir. Modifiye ortamda kontrol ortamina gore 2,7 kat enzim verimin arttigi

saptanmustir (Cizelge 4.16).

Mutant sus (1096 1U/mL) yeni olusturulan modifiye ortamda ana susa (60 IU/mL) gore

de 18,2 kat verim artis1 gostermistir.

Cizelge 4. 16. Kontrol ortami ile modifiye ortamin iireme ve enzim {iretim kapasitesine

etkisi

Enzim .. Enzim .,
rontro Aktivitesi | Ureme Modifiye | Akivites Ureme
(Quadar ve ark.2009) (1U/mL) (ODsoo) (IU/mL) (OD#goo)
% 1 Glukoz % ;Bugday
Nisastasi
% 1,02 Pepton + % 1,02 Meat
Yeast Ekstrat Ekstrakt
% 0,02 MgSQOs4 + % 0,02 KCI +
CaCl; CaCl;
404 1,09 1096 2,13
37°C 37°C
pH 7 pH 6
150 rpm 200 rpm
% 1 Asilama % 1 Asilama
On Inkiibasyon On Inkiibasyon
18 Saat 18 Saat
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5. TARTISMA ve SONUC

Endiistriyel iiretim siireglerinde, kimyasal yontemler yerine cevre dostu biyolojik
yontemlerin kullanilmas1 miimkiindiir. Enzimler kullanilarak pek c¢ok endiistriyel
siirecin ¢evre dostu olma 6zelligi arttirllmaktadir. Enzimlerin kullanildig: siirecler daha
temiz, daha giivenli ve ¢ogunlukla da daha ekonomiktir. Biyoteknolojik yontemler ile
gelistirilen yeni iiriinlerin ¢evre iizerindeki olumsuz etkileri daha azdir (Ozgen ve ark.

2007).

Genel olarak mikroorganizmalardan yliksek miktarda enzim verimi elde edilebilmesi
icin, ya mutasyona ugratilarak yeni mikroorganizmalar olusturulmakta ya
mikroorganizmalar dogrudan izole edilmekte ya da iiretim ortaminin degistirilmesi gibi
islemler gerceklestirilmektedir. Ozellikle besin ortaminda var olan karbon ve nitrojen
kaynaklari, inorganik tuzlar ve diger biiyiime faktorlerinin, bakterilerin enzim iiretim

verimi lizerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir (Khalil ve ark. 2003).

Cogu arastirmaci endiistriyel 6neme sahip olan proteaz enzimini yiiksek verimde
iiretebilen yeni suslar elde edebilmek amaciyla cesitli mutajenleri mutasyon etkeni
olarak kullanilmislardir. Cesitli mutasyon teknikleri ile de maksimum verimde enzim
iireten yeni suslar gelistirmek miimkiindiir (Chand ve ark. 2005). Rao ve arkadaslar1
(1998), mutagenezin geleneksel yontemlerle veya rekombinant DNA teknolojiyle
proteaz veriminin artirilmasinda O6nemli rol oynadigini vurgulamigtir. Bakteriyel
suslarin genetik maniiplasyonu i¢in kimyasal mutajenlerden biri de Etidyum bromiddir
(Haq ve ark. 2010).

Bu ¢alismada fiziksel bir mutajen olan UV kullanilarak EB4 ad1 verilen bir mutant elde
edilmistir. Bu mutant ana susa gore (8 mm) daha genis proteaz zon ¢apina sahipti (14
mm). Bu mutant i¢in en uygun mutasyon kosullu 10 saat adaptasyon siiresi, 10 cm
uzaklik ve 15 dakika 1sinlama siiresi olarak saptanmigtir. 6 ve 8 saatlik adaptasyon
stiresinde bakterilerin ortama alismasi ge¢ olmus ve yavas iireme gostermesinden dolay1
uygulanan UV bakterilerin ¢ogunun oliimiine neden olmus olabilir. 10 saat siiresinde

koloni i¢indeki bakteriler sayr olarak arttifindan uygulanan UV i1smina direncli
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bakterilerin hayatta kalma olasiligi daha fazladir. Diger yandan, UV maruz kalma
zaman arali@inin artmasi ile UV direngli bakterilerin sayisinda azalma saptanmistir. Bu
beklenilen bir durumdur. Ciinkii zaman artttkca daha yogun UV i1s18ina maruz
kalindigindan dolayr bakterinin DNA’sinda dimerler olusmakta ve bunlar ise onarim
mekanizmalarinca tamir edilememektedir. Bakteride letal sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.
UV mutasyonu sonu elde edilen EB4 mutantini ikili bir mutasyona tabii tutmak
amaciyla kimyasal mutajen EtBr (Etidyum bromid) kullanilmistir. 0.5 pg/ml EtBr
varhiginda %94 oraninda 6liim saptanan calisma sonrasi elde edilen mutant ATA38
olarak adlandirilmis ve bu mutant ana susa (8 mm) gore yiiksek enzim zonuna (25 mm)
sahip oldugu saptanmistir. Ana sus 32. saatte maksimum enzim iiretimi gosterirken
mutant maksimum enzim {retimine 24. saatte ulasmis olup ve ana susa gore 6.7 kat

enzim verim artis1 gostermistir. 8 saatlik bir zaman kazanci saglanmustir.

Birgok arastiric1 endiistriyel oneme sahip olan proteaz enzimini yiiksek verimde iireten

yeni mutant suslar elde etmek i¢in fiziksel ve kimyasal mutajenler kullanmiglardir.

Solaiman ve ark. (2005) B. Pumilus ile yaptiklari Ultraviyole ile mutasyon
calismalarinda, UV’ ye maruz kalma siiresi olarak 20 dakika ve uzaklik olarak ise 5

cm’de en iyl mutant suslar1 elde ettiklerini bildirmislerdir.

Dutta ve Banerjee (2006) UV ile elde edilen mutant Pseudomonas sp. JNGR242

tarafindan alkali proteaz liretiminde 2.5 kat artis oldugu da gézlenmistir.

Shikha ve Darmwal (2007) tarafindan Bacillus pantotheneticus’un ana susa goére alkali

tiretimde 1.44 kat artisa sahip oldugu rapor edilmistir.

Nadeem ve ark. (2010) Bacillus licheniformis N-2 susunu UV ile mutasyon

denemelerinde en iyi maruz kalma siiresini 15 dakika olarak saptamiglardir.
Nadeem ve ark. (2010) Bacillus licheniformis N-2 susunu UV , NTG(N-metil-N-nitro-

N-nitrosogunidin) ve MMS (metil metan sulfonat) 3’lii kombinasyonu ile muamele

ettiklerinde 9 adet proteaz mutantlar1 elde etmislerdir, bunlarin arasindan en iyi
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proteolitik mutant susun, ayni ortamda ana sustan 1.4 kat daha yiiksek proteaz aktivitesi

gostermistir.

Nadeem ve ark. (2011) Bacillus pumilus ana susunu 30-120 dakika siire araliginda
UV’ye maruz birakmistir. %1,95 minimum yasam oranit 120 dakika maruz kaldiktan
sonra gozlenmistir. Cesitli mutantlar arasindan segilen mutant, ana susa gore 1,95 kat
daha fazla enzim iireten en iyi mutant Bacillus pumilus M15 segilmis olup ve 90 dk
UV’ye maruz birakildiktan sonra en genis zon 26 mm, proteaz aktivitesi 67,84 U/mL

olarak bulunmustur.

Wang ve ark. (2016) UV ile mutasyon caligmalarinda elde ettikleri Bacillus subtilis S1-
4 mutatin1 24 saat inkiibasyon siiresi olan besi ortaminda {iretimi sonunda ana sustan 2.5

kat daha yiiksek proteaz iliretimi elde etmislerdir.

Fiziksel ve kimyasal mutajenler kullanarak indiiklenmis mutasyonlarin olusturulmasi
onemlidir. Farkli bilim insanlarinin yaptiklar1t calismalarda mutasyon siklig
organizmalar arasinda biiyiik farklilik gosterdigi gorilmektedir. Bu durum aymi tiir
iginde bile mutasyon sikliginin genden gene degistigini gostermekte ve organizmalar
arasindaki bu degiskenligin onlarin hata okuma ve onarim sistemlerinin goreceli

etkinliklerinden dolay1 olabilir.

Uretim ortami igerigi enzim iiretimi {izerinde arttiric1 bir etkiye sahiptir (Gulati, 2007).
Ciinkii kiiltiir ortaminin igerigi ve fermantasyon kosullari enzim iretimini etkileyen
onemli faktorlerdir. Ortam igeriginin optimize edilmesi amaciyla farkli kaynakli karbon,
azot ve metal iyon kaynaklar1 gibi besinsel faktorler ya da ortamun pH’si, sicakligy,
calkalanma hizi, inokiilasyon yasi ve miktar1 gibi fiziksel faktorler kullanilmaktadir
(Lan 2002). Bu amagla elde ettigimiz yeni mutant ATA38’in proteaz liretim kapasitesini
arttirmak igin iiretim ortaminda farkli besinsel ve fiziksel faktorler denenmis ve elde
edilen sonuglara gore yeni bir modifiye ortam olusturulmustur. Bu amagla yapilan
caligmada en 1yi karbon kaynagi olarak Bugday nisastas: bulunmustur. Bugday nisastasi
bulunan besiyerinde proteaz aktivitesinde ana susa gore 8,75 katlik verim artis1 elde

edilmistir. En organik iyi azot kaynagi meat extract (et 0ziitli) olarak saptanmis ve ana
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susa gore 14.1 kat verim artis1 gézlemlenmistir. Metal iyonlar1 igerisinde en iyi kaynak
KCI olarak bulunmustur ve ana susa gore enzim tretimi 7,6 kat verimi artmistir. Bu
calismada kontrol ortaminda birlikte bulunan CaCl, ve MgSOg4 ayr1 ayr1 denemeye
alinmis, ancak enzim iiretiminde verimli bir etkiye sahip olamadiklar1 saptanmistir. En
yiiksek aktivitenin elde edildigi KCI, CaCl, ve NaCl ayr1 ayri denemeye alindiginda
KCI+CaCl varliginda enzim aktivitesinde artis elde edilmistir. Metal iyonlarimin tek
basina kullanildigr ortamdaki enzim iiretimi ile birlikte olduklar1 ortamdaki enzim
iretimi kiyaslandiginda, birlikte bulunduklarinda enzim {reteminin de arttig
belirlenmis olup, bu durum ise metal iyonlarinin birbiri iizerine sinerjik etki yarattigi

seklinde agiklanabilir.

Fiziksel faktorlerin etkisine bakildiginda en iyi enzim verimi i¢in sicaklik 37°C olarak
saptanmistir ve ana susa gore enzim Uretimi 6,7 kat artis gostermistir. Optimum pH
degeri 6.0 olarak bulunmus ve enzimin asidik karakterde oldugu tespit edilmis, ana
susa gore verim artisi ise 10,3 kat olarak saptamistir. Havalandirma etkisi ise 200 rpm
calkalama hizinda en iyi enzim verimini gostermis ve mutant sus ana susa gore 8,1 kat
verim artis1 saptanmustir. Inokiilasyon miktar1 %1 kullanildiginda en iyi enzim
{iretimimi saglamistir ve ana susa gore 6,7 kat verim artis1 gdstermistir. Inokiilasyon
yast i¢in 18 saat en iyl sonucu vermistir ve ana susa gore yaklasik 6,7 kat enzim
iiretiminde artis olmasini saglamistir. Calismada besinsel ve fiziksel kosullarin optimize
edilmesi ile olusturulan modifiye ortamda ATA38’in temel besi ortamina gore
%.171°1ik (2.7 kat artig) bir artigla enzim liretimi gostermistir. Ana sus (60 IU/mL) ile
kiyaslandiginda mutant ATA38’in (1096 IU/mL) 18,2 kat verim artis1 saglamistir.

Cesitli arastirmacilar fiziksel mutajen ve farkli kimyasal mutajenler kullarak elde
edtikleri mutantlardan yiiksek diizeyde enzim iiretimi i¢in farkli karbon, azot kaynaklari
ve metal iyonlar1 kullanmislar ve bu arastirmalar neticesinde birbirinden farkli sonuglara

ulagmislardir.

Dutta ve ark. (2006) mutant Pseudomonas sp. RAJR 044’dan elde ettikleri maksimum
aktiviteyi; %2 dekstroz, %2 maltoz , %2 amonyum siilfat ve %2 potasyum nitrat
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varliginda bulunurken, ana bakteride %?2 siikroz ve %2 amonyum nitrat kullanildiginda

bulunmustur.

Raju (2013) endiistriyel olarak 6nemli proteaz iiretimini arttirmak igin Bacillus cereus
bakterisine rastgele mutasyon yontemi uygulamistir. Bunun i¢in UV, EMS ve Ethidyum
Bromid kullanmistir. Calismasinda farkli karbon kaynagi, azot kaynagi, maksimum
proteaz iretimini 1% fruktoz, %1 NHsNOs, azot kaynagi olarak %]l pepton

ortamlarinda saptamaistir.

Raju ve Divakar (2013) rekombinant olmayan Bacillus cereus’un fibrinolitik proteaz
tiretimi ile ilgili ¢alismalarinda UV, EMS ve EtBr kullanarak Bacillus cereus GD55
olarak isimlendirdikleri mutantin en iyi proteaz iiretimini karbon kaynagi olarak fruktoz,
organik azot kaynagi olarak pepton ve inorganik azot kaynagi olarak ise NH4NO3

seklinde rapor etmislerdir.

Mukhtar ve Haq (2013) Bacillus subtilis tiiriinii kullanarak su altinda (batik) ve kati
formda fermantasyonda ana ve mutant suslarin alkali proteaz iiretimi i¢in tarimsal
endistride yan irlinlerinin karsilastirilmasini gergeklestirmistirler. Batik fermentasyon
sirasinda, farkli agro-endiistriyel yan {riinler, islenmemis gidalar, guar, aycicegi, gliiten,
pamuk, soya fasiilyesi ve bugday eklenmistir. Bu 6glinlerin yami sira piring kepegi,
bugday kepegi ve bugday unu da proteaz iiretimi i¢in degerlendirilmistir. Enzimde

maksimum iiretime yani ana sustan mutant susa 1,7 kat artis gostermistir.

Mukhtar ve Haq (2012) Bacillus subtilis mutant suslari tarafindan tretilen alkalin
proteazin saflagtirilmasi1 ve karakterizasyonu ile ilgili ¢alisma yapmuslardir. Enzim
aktivitesinin optimum pH’1 8.5 bununla birlikte enzim 24 saatlik inkiibasyondan sonra
pH 10’a kadar stabil kalmistir. Benzer sekilde enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik
40°C iken, biiyiik ol¢iide azaltilmig aktivite ile 90°C'ye kadar stabil kalmigtir. Alkalin
proteaz kazeine kars1 en yliksek spesifite gostermistir. Proteazin raf dmrii de belirlenmis
ve enzimin aktivitesinin oda sicakliginda saklandig ikinci haftadan sonra sona erdigi

bulunmustur.
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Raju (2013) endiistriyel olarak 6nemli proteaz {iretimini arttirmak i¢in Bacillus cereus
bakterisine UV, EMS ve Ethidyum Bromiir uyguladig1 rastgele mutasyon yOntemi
uyguladig1 ¢alismasinda inkiibasyonsiiresi, asilama, pH, sicaklik gibi faktorlerin enzim
iretimine etkisini incelemistir. En 1iyi verimi karbon kaynagi olarak %1 olarak
kullanilan fruktoz, % 2 asilama, pH 8.0, 35°C sicaklik ve inkiibasyon siiresini 48 saat

olarak saptamistir. Ana susa gore 2-4 kat daha fazla enzim iirettigini bulmuslaridir.

Shikha ve Darmwal (2007) tarafindan Bacillus pantotheneticus’un ana susa gore alkali

tiretimde 1.44 kat artisa sahip oldugu rapor edilmistir.

Gopinath (2009) UV ve etidyum bromid kullanarak ana sus olan Bacillus sp. rasgele
mutagenez ile yeni mutant suslar elde edilmistir. En iyi verimi optimum pH 7,0 ve
sicakligr ve 37° C olarak bulmustur. Elde edilen mutant tiirler ile enzim iiretiminin

yaklasik % 53 arttig1 bulunmustur.

Zeng ve ark. (2017) Bacillus amyloliquefaciens ile yapilan mutasyon caligmalarinda
proteazin maksimum tiretiminin 50°C’de ve pH 8’ de gergeklestigini belirtmislerdir.

Ozdemir (2018) tarafindan yapilan ¢alismalarda Mutant KE20 susunun en verimli
enzim aktivitesini 30 °C’de 8.12 kat artis ile goriiliirken ve ayn1 mutant i¢in pH 8.0° de

4,6 kat artis oldugu belirtilmistir.

Karbon, azot kaynaklar1 ve metal iyonlar1 ile yapilan ¢aligmalardan farkli sonuglarin
elde edilmesi mutantlarin ¢esidine ve ortamdaki diger bilesenlerin etkilesimlerine bagl
olarak degismektedir. Dolayisiyla bu da gostermektedir ki mutantlarin kullandig:

metabolik yollar farkli olabilmektedir. Ayn1 durum fiziksel faktorler i¢in de gegerlidir.

Yapilan bu calismada mutantin iireme ortamlarinin optimize edilmesi ile enzim verim
daha da arttirilma yoluna gidilmis ve yeni bir modifiye ortam olusturularak bu ortamda
kontrol ortama gore %]171’lik yiiksek bir enzim verim artis1 elde edilmistir. Ana susa
gore ise 18,2 kat verim artisi saglamigtir. Dolayisiyla, rastgele mutasyon caligsmalari
sonucunda elde edilen ve oldukg¢a verimli bir mutant olan Bacillus subtilis ATA38’in

proteaz enziminin endiistriyel alanda kullanilabilirligi olabilir. Dis iilkelerden ithal edilen
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bu enziminin iilkemizde genis c¢apta iretilmesi ve bdylece iilke ekonomisine katkida
bulunulmasi olasidir. Ciinkii proteaz enzimi farkli endiistri dallarinda kullanim1 olan ve

her gegen giin kullanim oraninda artig gézlenen bir enzimdir.
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