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OZET
TUZ GOLUNDEN iZOLE EDILEN HALOFILIK
MIKROORGANIZMALARIN SERIN PROTEAZ AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI VE KISMi SAFLASTIRILMASI

Ali ARSLAN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Giilten OKMEN
Agustos 2017, 88 sayfa

Bu calismanin amaci, halofil mikroorganizmalardan serin proteaz enziminin
tanimlanmasi, aktivitelerinin belirlenmesi ve kismen saflastirilmasidir. Tuz
Golii'nden izole edilen kiiltiirler Sehgal-Gibbons broth (SGB) ve Sehgal-Gibbons
agar (SGA) ortaminda yetistirildi. Proteaz aktivitesi olan kiiltiirler %1 skim milk
iceren SGA ortami vasitasi ile belirlenmistir. En iyi proteaz etkinligine sahip 3 kiiltiir
sonraki basamaklarda kullanilmistir. En iyi proteaz aktivitesine sahip bir kiiltiir,
enzim saflagtirmasi i¢in aday olarak sec¢ilmistir. Bu kiiltiir, amonyum siilfat
cokeltmesi ve jel gecirgenlik kromatografisi ile saflastirma igin kullanilmigtir. Enzim
% 22 saflagtirma orant ve % 6,2 verimle elde edilmistir. Enzimin varligi sodyum
dodesil stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile belirlenmis ve
enzimin yaklastk 55 kD oldugu bulunmustur. Enzim karakterizasyonu
calismalarinda, saf enzimin aktiviteleri farkli sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu, metal
iyonlari, substratlar, inhibitorler ve ylizey aktif maddelerinde saptanmistir. Optimum
enzim aktivitesi 60 °C’ de bulunmustur. pH 7' de, enzim optimum aktivite
gostermistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinda, enzimin optimum aktivitesi % 10 NaCl
ortaminda bulunmustur. Farkli metal iyonlarinin kullanildigi ¢alismalarda, optimum
enzim aktivitesi 1 mM MgCl, (% 95,9) igeren ortamda belirlenmistir. Buna ek
olarak, optimum enzim aktivitesi % 0,65 sigir serum albiimin (BSA) igeren ortamda
bulunmustur. Fenil metil siilfonil florid (PMSF) enzim aktivitesini ¢ok fazla inhibe
etmesinden dolay1 serin proteaz oldugunu disiindliirmektedir. Farkli ylizey aktif
maddelerinin kullanildigi ¢alismalarda, enzim aktivitesi sodyum dodesil siilfat
(SDS)' den en fazla inhibe (% 87,5) olmustur.

Anahtar Kelimeler: Halofil, Proteaz, Serin Proteaz Aktivite, Kismi Saflastirma
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ABSTRACT
THE DETERMINATION OF SERINE PROTEASE ACTIVITIES OF
HALOPHILIC MICROORGANISM ISOLATED FROM TUZ LAKE AND
THEIR PARTIAL PURIFICATION

Ali ARSLAN

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilten OKMEN
August 2017, 88 pages

The purpose of this work was to identify, determine their activities, and perform
purification of this enzyme serine protease from halophilic microorganisms. The
cultures isolated from Lake Tuz were grown in Sehgal-Gibbons broth (SGB) and
Sehgal-Gibbons agar (SGA) media. The cultures with protease activity were
determined by SGA media contain 1% skim milk. The 3 cultures with best protease
activity were used at the following. The one culture with the best protease activity
has been selected as candidate for enzyme purification. This culture was used for
ammonium  sulphate precipitation and purification by gel permeation
chromatography. The enzyme was obtained with 22 % purification rate and 6.2 %
yield. The presence of the enzyme was determined by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method, and the enzyme was found
to be about 55 kD. In the enzyme characterization studies, activities of pure enzyme
have been determined at different temperatures, pH, salt concentrations, metal ions,
substrat, inhibitors and surfactants. Optimal enzyme activity was found at 60 "C. In
pH 7, enzyme showed optimum activity. At different salt concentrations, the
optimum activity of enzyme has been found in 10 % NaCl containing media. In
studies with the different metal ions in the medium optimum enzyme activity was
determined in the medium containing 1 mM MgCl; (95.9 %). Additionally, optimum
enzyme activity was found in the medium containing 0.65 bovine serum albumin
(BSA). Since the inhibition of enzyme by phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF)
was dramatic, it was thought that enzyme is serine protease. In studies with different
surfactants in the medium the highest inhibition (% 87.5) was due to sodium dodecyl
sulfate (SDS).

Keywords: Halophile, Protease, Serine Protease, Partial Purification
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1. GIRIS

1.1. Tuz Golia

Tuz Goli, 38° 25'-39° 10 'K ve 35° 5'- 33° 48' koordinat diizleminde 910 m
yiikseklikte yer almaktadir (Sekil 1.1.). I¢ Anadolu Bélgesinde yer alan gél,
Diinya'daki 6nemli tuz gollerinden biridir (Kili¢ ve Uyanik, 2001). Uzunlugu 85,
genisligi ise 45 km'e ulasan goliin beslenme havzasi yaklasik 16.000 km® dir (Uygun
ve Sen, 1978). Tuz Gélii, 1665 km? yiizey alani ile Tiirkiye'nin ikinci biiyiik golii
olup, Uluslararast Ramsar Anlasmas1 uyarinca koruma altina alinmig ve 2000 yilinda
yiiksek biyolojik cesitlilik ve endemizm oranina sahip oldugu igin Ozel Cevre
Koruma Alani olarak ilan edilmistir. Ayrica gél gocmen kuslarin gé¢, yuvalama ve
iireme glizergahi tlizerinde bulunmaktadir. Tuz golii'niin farkli donemlerde sularina
ait kimyasal bilesimi incelenmis olup, Cizelge 1.1." de oOzetlenmistir (Kilig ve
Uyanik, 2001). Tuz Goli'niin en derin yeri dogu bolgesinde olup ortalama 1,5-2 m
derinliginde, ¢ok tuzlu alkali ve kapal1 bir goldiir. Kis sezonunda yeralt1 su girisleri

ve yagmur akislari tarafindan beslenir ancak yaz sezonunda kurumaktadir.

Sekil 1.1. Tuz Goélii’niin uydu goriintiisii (Google earth, 06/07/2017)
1



Cizelge 1.1. Tuz Golii suyunun kimyasal bilesimi (Kili¢ ve Uyanik, 2001)

Li 0,050 0,303
Sr 0,127 0,175
B 0,046 0,330
Br 0,935 0,642
Na 111,2 85

K 1,4 9,13
Ca 0,85 0,15
Mg 35 1,42
cl 180 182

SO, 8,2 45

Tuz (NaCl) kolay pargalanabilen, kokusuz, suda ¢oziinebilen, saf iken % 40 sodyum
ve % 60 klordan meydana gelmekte, yogunlugu ise 2.10-2.55 g/cm® arasinda bir
maddedir. Erime derecesi 800 ‘C ve kaynama derecesi ise 1412 ‘C olan tuz, saf halde
iken renksizdir ancak dogada gri, sari, kirmizi hatta mavi ve yesil olabilmektedir.
Tuz Go6lii'nde olan tuz ise ¢ogunlukla beyaz ve pembe goriiniimdedir (Birbir ve Kalls,
2000). Tuz golii'niin Haziran ve Eyliil aylarina iliskin pH, yogunluk, sicaklik verileri
Cizelge 1.2.” de verilmistir.

Cizelge 1.2. Tuz G6lii suyunun pH, yogunluk ve sicaklik verilerinin Haziran ve Eyliil
farkhhiklar (Kili¢ ve Uyanik, 2001)

7,3 7,15 1,18 1,30 23 26




Tuz Go6li'niin mikrobiyolojisi lizerine yapilmis ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir. Kalli
(2000) yaptig1 calismada Tuz Golii’nden izole ettigi organizmalarin halofilik archaea
olabilecegini bildirmis ve daha iist diizey teknikler kullanilarak bunun dogrulanmasi
gerektigini  belirtmistir.  Birbir ve Sesal, (2003), go6lden izole ettikleri
mikroorganizmalarin ~ biyokimyasal  Ozelliklerine  gore identifikasyonlarini
yapmuglardir. Birbir, vd., (2007), yaptiklari bir diger ¢aligmada ise, izole ettikleri 27
kiiltiirtin fenotipik karakteristiklerini ve antibiyotik duyarliliklarin1 belirlemislerdir.
Kemoorganotrof ve ekstrem halofil olan arkeler {izerine de bir c¢alisma
bulunmaktadir (Madigan ve Martinko, 2006; Valera, vd., 1985; Valera, 1988; Birbir
ve Kalli, 2000). Mutlu (2006) yaptigt c¢alismada Halorubrum, Haloferax,
Haloarcula, Haloquadrata, Haloterrigena ve Salinibacter cinslerine ait tiirleri rapor

etmislerdir.

1.2. Halofilik Mikroorganizmalar

Son yillarda yapilan calismalar mikrobiyal hayatin bilinen g¢evrelerle smirli
kalmadigini, mikrobiyal komunitenin yiiksek tuz, asidik ve alkali pH ortamlarinda,
yiiksek sicaklik ve basing ortamlarinda bulunabildigini ortaya koymustur (Van den
Burg, 2003). Mikroorganizmalar ile yapilan c¢alismalar giiniimiizde molekiiler
tekniklere dayandigi ve molekiiler diizeyde belirlendigi i¢in (16S ve 18S rRNA) bu
konu tizerindeki eksikliklere biiylik katki saglamaktadir. Takson tanimlar1 daha

objektif bir temele oturmaya baslamistir (Woese vd., 1990).

1.3. Sistematigi

Diinya'da yasam Woese vd. (1990) tarafindan Bacteria, Eukarya ve Archaea olmak
tizere 3 domain olarak bildirilmistir. Ekstrem kosullarin c¢ogunda yasayan
mikroorganizmalar Archaea domainine aittir. Bu domain kendi arasinda
Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota ve Nanoarchaeota olarak 4 ana

Phylum’a ayrilmaktadir.



1.4. Genel Ozellikleri

Arkeler fizyolojik Ozellikleri bakimindan farkli gruplari icermekte olup, 6zellikle
Euryarchaeota i¢inde yer alan arkeler ekstrem kosullarda yasamaktadirlar. Bu grubun
igerisinde metanojenikler ve asir1 halofiller (Halobacteria) bulunmaktadir. Beslenme
ozellikleri dikkate alindiginda arkelerin kemoorganotrof, kemolitotrof veya ototrof
olduklar1 bildirilmektedir (Madigan, vd., 2006; Munson, vd., 1997; Spring, vd.,
1996; Valera, 1981; Vreeland, 1993). Arkelere ait genel ozellikler asagida Cizelge

1.3.” de kisaca Ozetlenmistir.



Cizelge 1.3. Arkelerin genel ézellikleri (Ozcan, 2004; Birbir, 2000; Oren, 2000)

Ozellikler Arkelerde

Ribozom 70 S

RNA polimeraz sayist Birkag adet (her biri 8-12 alt birim)

Promotor bolgesi TATA Kutusu (-38 ve -25 sekanslari)

Denitrifikasyon

Klorofil ile fotosentez

+

80°C ve 1,5 M iizeri tuzda tireme

Peptidoglikan varlig1

Zar lipitleri Gliserole eter bagl fitanil zincirleri

Histon protein varlig1

Baglangi¢ amino asiti Metiyonin

Mitoz

m M



1.5. Prokaryotik Lipid Yapilari

Bakteri ve Okaryotlarin hiicre zarinda gliserole ester bagi ile baglanan yag asitleri
bulunurken, arkelerin hiicre zarinda ise gliserole eter baglar1 ile baglanmis uzun

hidrokarbon zincirleri bulunmaktadir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Bakteri ve arkelerin lipit yapisi (Kates, 1996)

a) Bakterilerde fosfatidil gliserol (iist kisim) ve fosfatidil etanol amin (alt kisim) bulunmaktadir. b)
Tetraeter lipidlerin yapisin1 gostermektedir. ¢) Archaeal dieter lipidlerin yapisim1 gostermektedir.

Halobacteriales liyeleri gliserole eter bagli 20 karbonlu (fitanil, C20) ve bazen de 25

karbonlu (sesterpenil, C25) zincirler halinde dallanmis lipidlere sahiptir. Cok cesitli

notral lipidler ve fosfolipid, siilfolipid, glikolipidleri i¢eren polar lipidler grubun

farkli temsilcilerinde bulunabilir. Polar lipid tiirleri taksonomik siniflandirmada

onemli bir karakteristiktir (Oren, 2006). Polar lipid yapilar1 C20,C20 veya C25,C20

temel lipidlerinin tiirevleridir. Giiniimiize kadar bilinen tiim halofilik arkeler PG
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(fosfotidil gliserol) ve Me-PGP (metil ester fosfotidil gliserofosfat)’ mn dieter
tiirevlerini icermektedir (Kates, 1996). Fosfatidil gliserosiilfat (PGS) ¢ogu notrofilik
tirlerde bulunmaktadir (Hancock ve Kates, 1973). Bazi cinslerde (Haloferax,
Natrialba, Halobaculum, Halococcus, Halogeometricum) PGS yoklugu
Halobacteriaceae smiflandirilmasinda ayirt edici bir o6zelliktir. Bu giline kadar
karakterize edilen alkalifilik iiyelerin tamami PGS’den yoksundur (Oren, 2006).
Bununla birlikte nétral lipitler ise Halobacteriales takimindaki halofilik arkelerin
toplam lipid igeriginin yaklasik %10 unu olusturmaktadir (Kamekura ve Kates,
1999).

1.6. Halofilik Mikroorganizmalar

Ekstrem halofil mikroorganizmalar tuz konsantrasyonunun doygunluga yakin oldugu
genis tuz golleri, durgun denizler gibi ekolojik alani biiyiik olan yerlerde optimum
gelisme gostermektedirler (Ginzburg, vd., 1970). Ekstrem tuzlu c¢evrelerde halofilik
arkeler ve bunlarla birlikte daha az oranda halofilik bakteriler, halofilik fungi ve

protistalar bulunmaktadir (Pasic ve ark., 2005).

Bakteri domaininde yer alan halofil mikroorganizmalar Cyanobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes ve Bacteroidetes iginde yer
almaktadir. Funguslar igerisinde halofil kriterlerine uyan yiiksek hatta doygunluga
yakin tuz konsantrasyonlarinda iireyebilen iiyeler bulundurur; Trimmatostroma
salinum ve Hortaea werneckii. Bu organizmalar tuzlu su ve diger hipertuzlu

ortamlarin dogal canlilaridir (Oren, 2008).

Bu tiir organizmalar dis ozmotik basinci karsilamak i¢in sitozollerinde KCI (3 M’
dan fazla) ihtiva ederler (Ginzburg, vd., 1970). Ekstrem halofilik Archaea tuz
konsantrasyonunun 250-300 g/L’ yi gectigi tuzlu ortamlarda ¢ogunlukla baskin
olarak bulunan, kirmizi pigment igeren heterotrof organizmalardir. Ekstrem
halofillerin metabolizmalar1 i¢in en az 1,5 M NaCl (yaklasik % 9) ve bir ¢ok tiiriin
optimum gelismesi i¢in 2 ile 4 M NaCl (% 12- 20) gerekmektedir (Boone, vd., 2001;
Madigan ve Martinko, 2006).



Ekstremofilik mikroorganizmalarin, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan
tiyeleri olan halofiller ii¢ domain i¢inde yer almaktadir (Horikoshi ve Grant, 1998).
Kushner (1993)’ e gore halofilik olmayanlar (0- 1 M), az halofiller (0,2- 2 M), 1liml1
halofiller (0,4- 3,5 M), ekstrem yakin halofiller (1,4- 4 M), ektsrem halofiller (2- 5,2
M), halotolerantlar (0- >1 M) ve degisken halofiller (0- >3 M) olarak
simiflandirilmiglardir. Halobacterium, Haloferax, Haloarcula gibi cinsler ise Archaea
domaininde yer alan ve tuzun ¢okme noktasina yakin konsantrasyonlarda

yasayabilen mikroorganizmalardir (Horikoshi ve Grant, 1998).

Na* konsantrasyonuna ek olarak ozellikle Mg” ve Ca®* gibi iki degerlikli
katyonlarin konsantrasyonlar1 da énemli derecede ekolojik 6neme sahiptir. Deniz
suyunun buharlasmasiyla olusan deniz kokenli (thalassohaline) gevrelerde Na* ve CI’
iyonlarmin baskin olmasimnin yaninda oldukga farkli iyonik kompozisyona sahip
deniz kokenli olmayan (athalassohaline) cevrelerde bulunmaktadir. Bunlardan Olii
Deniz (Israil) 1,9 M Mgz+ ve 04 M Ca* icermesiyle iki degerlikli katyonlarca
baskin durumdadir. Bunlara ek olarak 1,7 M Na“ ve 0,14 M K* katyonu
icermektedir (Oren, 2006).

Kirmiz: halofilik arkeler Magadi Golii, Wadi Natrun gélleri, Cin ve Hindistan’daki
asir1 tuzlu soda gollerinde de bol miktarda bulunmaktadir. Halobacteriales takiminin
alkalifilik dyelerinin bu gollerde kirmizi renk olusturdugu bildirilmistir (Oren, 2006).
Ayrica Halobacteriaceae liyeleri tuzlanmis gida, deri ve koruma amaclh yliksek
konsantrasyonda tuz eklenen diger iirinlerde de gelisebilmektedir (Lochhead, 1934;
Oren, 2006). Halobacteriaceae ailesindeki cins ve tiirler arasinda tuz gereksinimi ve
tolerans1 arasinda biiyiik farklilik gorilmektedir. Haloferax cinsine ait tiirler
Halobacterium cinsine ait olanlardan daha disiik tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilmektedirler (Valera, vd., 1985). Bununla birlikte nétrofil halofilik arkelerin
biiyiik cogunlugu fazla Mg?* konsantrasyonuna (minimum 50-100 mM) gereksinim
duymaktadirlar. Alkalifilik tiyeler ise tiremeleri i¢in yiiksek Mg2+ konsantrasyonuna
gerek duymamaktadirlar (Ozcan, 2004).



1.7. Halofilik Protein

Halofilik organizmalarin proteinlerinin  aktivite gdstermesi, kararlilik veya
¢ozunirlikleri i¢in tuza ihtiyaglar1 vardir. Bir proteinin halofilik protein olarak
adlandirilmas: i¢in ortamda en az 2,5 M NaCl bulunmahidir. Yiksek tuz
konsantrasyonlar1 proteinlerin {i¢ boyutlu yapisini, dolayist ile Kkararliligini
etkilemektedir (Madern, vd., 2000). Halofilik arkelerde tuz yoklugunda hiicre
duvarinin denatiire olmasindan ve dagilmasindan 6tiirii hiicreler parcalanir ve protein
igerikleri disar1 verilmektedir (Kushner, vd., 1993). Halofilik protein iireten 3 ¢esit
organizma tanimlanmistir. Bunlar; aerobik halofil Archaea, anaerobik halofil
metajenik Archaea ve halofil Bacteria' dir. Bu mikroorganizmalar sitoplazmalarinda

doyma derecesine yakin oranlarda KCl ihtiva etmektedirler (Madern, vd., 2000).

1.7.1. Halofilik proteinlerin aminoasit kompozisyonu

Yiiksek tuz konsantrasyonlari halofilik olmayan proteinlerin kararliligini ve
coziinlirliiglini degistirirken, bir ¢cok halofilik protein tuz konsantrasyonu azaldigi
zaman denatilire olmaktadir (Madern, vd., 2000). Doymus tuz konsantrasyonlarinda
kararli ve ¢Oziinir kalmak igin halofilik proteinler adapte edici mekanizmalar
gelistirmek zorundadirlar. Coziiniir halofilik enzimlerin ana karakteristikleri
aminoasit dizilimlerindeki yiiksek asit rezidiileri ile iliskilidir (Wesson ve Eisenberg,
1992). Dym vd. (1995) halofilik proteinler {izerinde yaptiklari ¢alisma ile asidik
rezidiilerin protein yiizeyinde bulundugunu gostermislerdir. Haloarcula marismortui’
den malat dehidrojenaz enzimi ile yapilan c¢alismalarda benzer sonuglar1 rapor
edilmektedir (Madern, vd., 2000).



1.8. Halofilik Mikroorganizmalarim Uygulama Alanlari

Ekstremofilleri kapsayan bir¢cok uygulama da biyomolekiiller (oncelikli olarak
enzimler, proteinler, lipidler veya kiiclik molekiiller gibi diger bilesenler) iizerine
dayanmaktadir. Bir ekstremofil {iriinii olan ve en iyi bilinen molekiiler biyolojide
¢igir agan Taq DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus' tan elde edilmistir
(Gihring, wvd., 2001). Biyoteknolojik siiregleri gelistirmek amaciyla bu
organizmalarin izole edilmesi ¢ok ©onemli olup, buna ek olarak karsilastirmali
genomik metodlarinin kullanimi ile bu ekstrem kosullara adaptasyonun genetik ve
molekiiler temelini belirlemek elzemdir. Halofil mikroorganizmalarin ¢ogu proteinin
cokelmesi ve denatiirasyona yol agan kosullar altinda islev yapabilen (6rnegin,
DNAZzlar, lipazlar, amilazlar, jelatinazlar ve proteazlar gibi diger bir¢ok hidrolitik

enzimler de dahil olmak {iizere) stabil enzimler iiretmektedirler (Sanchez-Porro,

2003).

1.8.1. Fermente yiyeceklerin hazirlanmasi

Halofilik Archaea lizerine 20. yiizyill basinda yapilan ilk ¢alismalarda “kirmizi"
halofillerin tuzlanmis balik ve derilerde 6nemli derecede hasarlara neden oldugunun
gorliilmesi ilizerine c¢alismalara baslanmistir. Deri tiizerinde kirmizi mikrobiyal
gelisimin, Halobacterium ve Halococcus gibi arkeler yiiziinden oldugu bilinmektedir
(Oren, 2002). Uzak Dogu' da baz1 geleneksel fermente yiyeceklerin tiretimi, farkli
halofilik ve/veya yiiksek oranda halotolerant mikroorganizmalarin ve bazi
durumlarda Halobacteriaceae familyasindan arkelerin varligi saptanmistir. Bu
tirtinlerden biri olan "nam pla" Tayland’da iiretilen fermente edilmis bir balik
sosudur. Fermentasyon siiresi yaklasik bir yildir ve bu iirlinden elde edilen arkeler
Halobacterium ve Halococcus gibi kirmizi halofilik arkelerdir. Halobakteriyal
proteazlarin bu siirecte rol oynadigi ve arkelerin metabolizmasi sonucu olusan
tirtinlerin bu sosun aromasina katki yaptig1 disiiniilmektedir. Bundan baska halofilik
arkeler iizerine son ¢aligmalardan birisi de arkelerin izeprenoid dieter lipidlerinin
emulsifiye edici ve/veya diislik kalorili yag bilesikleri halinde besinlere katki

maddesi olarak kullanilmasi yoniindedir (Oren, 2002).
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1.8.2. Hidrokarbon parc¢alama potansiyeli

Hidrokarbon pargalayict halofilik arkeler giiniimiizde bilinmektedir. Giiney
Fransa’da tuzla havuzundan izole edilmis ve EH4 olarak isimlendirilmis bir susun
doymus ve aromatik hidrokarbonlar {izerinde gelisim gosterdigi saptanmistir. Bu
arke % 48 ile 88 arasinda diiz zincir igeren hidrokarbonlarin veya % 19 ile 24
arasinda aromatik hidrokarbonlarin (0,5 g/L) parcalanmasim 32 'C’ de 30 giinde
yapmaktadir. Ilaveten hidrokarbon parcalayan bir kirmizi arke Rusya’daki petrol

bolgelerinden izole edilmistir (Oren, 2002).

1.8.3. Bakteriyorodopsin

Mor pigmentli bakteriyorodopsin ilk kez Halobacterium salinarum tiiriinde
tanimlanmistir (Oesterhelt ve Stoeckenius, 1971). Bu tiiriin bakteriyorodopsin gen
kiimesi iizerine yapilan ¢alisilmalar1 protein ekspresyonunun diisiik oksijen stresinde
ve 1s1ik ile uyarildigini gostermistir (Brock ve Petersen, 1976). Hiicrelerde 1s1k
enerjisini direkt kullanmay1 saglayan bakteriyodopsinin varligi énemli bir ekolojik
avantajdir. Pigmenti iceren hiicrelerde diisiik besin konsantrasyonlarinda 1s18in enerji
sagladig1 ve ayrica kemostat kiiltiirlerde de trtinleri arttirdig1 bildirilmistir (Valera
vd., 1983).

Halobacterium salinarum tiiriinden elde edilen 1s18a bagimli proton pompasi
bakteriyorodopsinin 6nemli biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu ve bilgi
depolamada  kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Oren, 2002). Ayrica
bakteriyorodopsinin giines 1s1gindan elektrik {iretimi, kimyasal ve biyosensorlerde
kullanilmast gibi alanlarda da biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu belirtilmistir
(Cizelge 1. 4.) (Margesin ve Scihinner, 2001). Halobacteriales iiyelerinin ¢ogu, hiicre
membranlarinda yiiksek diizeyde karotenoid pigment icermekte ve parlak kirmizi-
turuncu renktedir (Oren, 2006). Bunlarda tanimlanan 4 adet retinal proteinin ilki
1s1kla calisan dis proton pompasi bakteriyorodopsin, ikincisi 1sikla calisan i¢ klorid
pompast halorodopsin ve son ikisi fototaksi i¢in 1s18a duyarli iki adet alici

rodopsindir (Oren, 2006).
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Cizelge 1.4. Bakteriyorodopsinin biyoteknolojik kullanim alanlari (Oren, 2002).

Ozellik Kullanim alanlart

Protein transportu ATP iiretimi, deniz suyunun tuzdan armdirilmasi, Giines

1518110 elektrige doniistiiriilmesi,

Fotoelektrizm Cok hizli 151k deteksiyonu, Yapay retinalar,
Hareket deteksiyonu,
Fotokromizm-optik depolama 2D depolama, 3D depolama, Holografik depolama,

Yardimci hafizalar,

Fotokromizm-optik siiregler Optik bistabilite / 11k anahtarligi, optik filtreleme, sinyal
kondisyonlandirma, sinir aglari, bosluksal 151k
modulatorleri, faz konjugasyon, pattern taninmasi,

interferometri,

Diger Ikinci harmonik olusum, Radyasyon deteksiyonu,

Biyosensor uygulamalart,

Holografik bakteriyorodopsin filmleri bilgisayar hafizalarinin yapimi i¢in uygundur.
Gelisen teknolojinin yeni nesil bilgisayarlarin olusumuna yol agmasi beklenmektedir.
Molekiil, bilgisayar hafizalarinin ve bilgi islem {nitelerinin elementi olarak
kullanilacaktir. Optik doniistliriicii (anahtar) element olarak gorev yapacak yari
iletkenlerin ileten/iletmeyen sathalarinin analogu olacaktir. Yiiksek yogunluklu bilgi
depolanmast da bu molekiiliin kullanimi ile miimkiin olacak ve tiim bilgiler es
zamanli olarak islenebilecektir. Bakteriyorodopsin filmleri yiiksek ¢oziliniirliik
gosterir ve mitkemmel geri doniisebilirlige (>10° yazma/silme déngiisii) sahiptirler

(Oren, 2002).

Farkli antijen baglanma bdlgelerine sahip (birisi bakteriyorodopsinin spesifik
bolgesine digeri bir fosfolipid haptene) antibadilerin iki ¢esidi kullanilarak mor
membranindan yapilmis biyofilmler elde edilmistir. Bu filmler, 1s18a duyarl
fotoelektrik aletlerin yapiminda kullanilmaktadir. Son yillarda patente yonelik
yapilan ¢alismalarda bu pigment biyoelement olarak hareket sensorii olarak

kullanilmistir (Oren, 2002).
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Bakteriyorodopsin cam tabakalara kolaylikla immobilize olabilmekte veya
polimerlere gomiilebilmektedir. 0- 45°C arasinda ve 1°den 11°e kadar olan tiim pH
araliklarinda iyi fonksiyon gostermektdir. Tuzlu veya tatl suda aktif, suda 80 'C’ ye
kadar kuru ortamda ise 140 'C’ ye kadar sicakhigi tolere edebilmekte ve
tekrarlanabilirligi yiiksek fotoelektrik sinyalleri iiretmektedir. Tiim bu uygulamalar
bakteriyorodopsinin fotokimyasal stabilitesi ve miikkemmel termodinamigi sayesinde
miimkiin olabilecektir. Bunun disinda baska bir 6nemli nokta ise tuz yoklugunda da
stabilitesini koruyabildigi ve aktif kalabildigi i¢in bu protein aslinda "halofilik bir
protein” de degildir. Dolayisi ile bu da uygulama alanlarini arttirmaktadir (Oren,
2002).

1.8.4. Biyopolimer iiretimi

Bazi halofilik arke tiirlerinin hiicrelerinde biyoplastik yapiminda kullanilan poli-3-
hidroksialkonat (PHA) biriktirdigi bildirilmektedir (Hezayen, vd., 2002). Bunlardan
Haloferax mediterranei, nemli miktarda B-hidroksibutirat (PHB) ve poli- B-hidroksi
alkonat (PHA) icermekte ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bile liretimin miimkiin
oldugu bildirilmektedir. Poli-B-hidroksi alkonat biyolojik olarak pargalanabilen
plastiklerin tiretiminde kullanilmaktadir. Bu tiir termoplastikler yiiksek direng ve

diisiik erime sicaklig1 gibi miikemmel 6zelliklere sahiptirler (Oren, 2002).

1.9. Antibiyotik Direngliligi

Halofilik arkelerin antibiyotiklere ve diger antimikrobiyal ajanlara karsi duyarlilik
Ozelligi taksonomik calismalarda sik¢a kullanilmaktadir (Oren, vd., 1997). Halofilik
arkeler peptidoglikan yapida hiicre duvarina sahip olmadigindan penisilin, ampisilin,
sikloserin, kanamisin, neomisin, polimiksin, karbenisilin, sefatoksim ve streptomisin
gibi antibiyotiklere kars1 direnglidirler. Halofilik arkelerin novobiyosin, basitrasin,
rifampisin ile 0karyotlarda protein sentezi inhibitdrii olan anizomisin ve quinolon
tirevlerine kars1 ise duyarlilik gosterdikleri belirtilmistir (Pecher ve Bock, 1981,
Bonelo, vd., 1984).
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Holmes ve Dyall-Smith (1991), halofilik arkebakterilerde novobiosin direnciyle
sonuglanan ¢aligmalarinda DNA girazdaki mutasyonlar: ortaya koymuslar ve halofil
arkelerde kullanilmak tizere segici bir marker olarak novobiyosin direngliligine sahip
klonlama vektorii gelistirmislerdir. Novobiosin antibiyotiginin genel olarak
Obakteriyal DNA giraz inhibitorii oldugunu ve Halobacteria’ y1 kapsayan arkelerde

de giiglii bir inhibitor oldugunu da rapor etmislerdir.

1.10. Ozmotik Regiilasyon

Halofilik arkeler 5,2 M NaCl gibi doygun tuz konsantrasyonlarinda yasayabilmek
icin "salt-in" stratejisi ile ozmotik dengesini saglamaktadirlar. Bunun iginde
sitoplazmalarinda basta K* ve CI" olmak iizere yiiksek oranlarda iyon biriktirirler.
Yaklasik 5 M olan hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun biiyiik bir boliimiini KCI ve
daha az olarak NaCl' den olusmaktadir (Price ve Stevens, 1982; Kushner, 1985;
Hough ve Danson, 1989). Halofilik habitatlarda yasayan arkeler, hiicre
metabolizmalarinda ozmolit ¢oziiniir madde olarak, dis ortamin 100 kati oraninda
KCI depo ettikleri igin, hiicresel yapilart bu yiiksek tuz konsantrasyonuna uyumlu
hale gelmistir. Haloarkeal ekstremozimler tuza dayanikli olmalarinin yani sira,
yiiksek sicakliklara karsi da termotoleranttirlar (Obayashi, vd., 1988). Halofillerdeki
biitiin proteinler doymus tuz sartlar1 altinda ve ayn1 hipertermofil proteinlerde oldugu
gibi yaklasik 100 'C' de kendini koruyabilmektedir (Rao, vd., 1998). Ekstrem halofil
mikroorganizmalar tuz toleransi agisindan model organizmalar1 oldugu i¢in, farkli
sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda optimum aktivite gosteren lipaz, proteaz, DNaz,
esteraz, seliilaz, pullanaz, amilaz ve ksilinaz gibi hidrolitik enzimlerin kaynagini
olusturmaktadir (Obayashi, vd., 1988). Halobacteriales tiirlerinin ¢ogu proteaz, lipaz,
DNaz ve amilaz gibi ekzoenzimler {iiretmektedir (Oren, 2006). Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda aktivite gosteren bu ekzoenzimler yiiksek tuz igerigine sahip
ortamlarda bulunan makromolekiillerin yikimi galismalarinda kullanilmaktadirlar

(Margesin ve Scihinner, 2001).
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1.11. Enzimler

Enzimler endiistride kullanimlar1 biiyiilk bir potansiyele sahip olmasina ragmen,
giinimiizde ihtiya¢ duyulan bazi enzimlerin az bulunur olmasi1 ve yiiksek
maliyetlerinden dolay1 endiistriyel uygulamalar1 giiclesmektedir. Iste bu noktada
devreye mikrobiyal enzim kullanimi girmektedir. Proteaz, lipaz, katalaz, laktaz,
trans-glutaminaz gibi enzimler gida sektoriinde kullanilan baslica mikrobiyal
enzimlerdir. Mikrobiyal enzim kullanimi Diinya'da gida endiistrisinde Ozellikle
kaliteli ve iyi fiziksel Ozelliklere sahip gida iiriinlerinin gelistirilmesinde tercih
edilmeye baglanmistir (Er ve Sarimehmetoglu, 2009). Enzim saflagtirma islemlerinin
amaci, istenilen enzimin en iyi verimle elde edilmesi olup, verim ise elde edilen
enzim aktivitesi ile ham homojenatin toplam aktivitesi arasinda yapilan yiizde oranm
ile belirlenmektedir. Bunun disinda enzimin maksimum katalitik aktiviteye sahip
olmasi da istenmektedir. Enzimin katalitik aktivitesi ise substratin yok olma orani
veya lrliniin olugma orani, substrat konsantrasyonu, 1si, pH ile belirlenmektedir
(Price ve Stevens, 1982). Enzim ayirma ve saflastirma yontemleri enzimin biiyiikliik,
kiitle, yiik, ¢oziiniirliik gibi 6zelliklerine gore belirlenmektedir (Price ve Stevens,
1982).

1.11.1. Proteaz

Hiicre metabolizmasinda biiyiik 6énem arz eden reaksiyonlar hidroliz reaksiyonlari
olup, bu reaksiyonlari1 katalizleyen enzim ise proteazdir. Proteazlar, polipeptit ve
protein zincirlerini hidroliz eden, proteinaz veya peptidaz olarak da bilinen
enzimlerdir. Proteazlar, alinan besinlerdeki proteini, polipeptit zincirlerindeki amid
baglarin1 hidroliz ederek pargalarlar. Proteazlar, sindirim sisteminde bol yer
almasindan dolay: ilk kesfedilen enzimlerdendir. En yiliksek proteaz biyosentezine
sahip mikroorganizmalar; Aspergillus (Fan-Ching, vd., 1998), Rhizopus (Rao, vd.,
1998), Penicillum (Farley ve Ikasari, 1992) gibi funguslardir. Viriisler arasinda da bu
enzimi kodlayanlar bulunmaktadir. Bunlar Adenoviruslarda sistein proteaz,
Picornaviruslarda serin proteaz ve HIV' de aspartil proteaz olarak karsimiza

cikmaktadir (Fersht, 1998). Proteazlarin siniflandirilmas: Sekil 1.3.” te 6zetlenmistir.
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Ekzopeptidazlar
E.C.3.4.21-99

Dipeptidil peptidaz
E.C.3.4.14
Aminopeptidazlar
E.C.3.4.11

Tripeptidil Peptidaz
E.C.3.4.14

Serin tip proteaz

E.C.3.4.16

Metallaoproteaz

E.C.3.4.17

Karboksipeptidaz
E.C.3.4.16-3.4.18

Sistin tip proteaz
E.C3.4.18
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- Endopeptidazlar A
E.C.3.4.21-3.4.34

Omega Peptidaz
E.C.3.4.19

Peptidil dipeptidaz

E.C.3.4.15

Dipeptidaz
E.C.3.4.13

Serin Proteazlar
E.C.3.4.21

Sistin proteazlar
E.C.3.4.22

Aspartik proteazlar
E.C.3.4.23

Metalloproteazlar
E.C.3.4.24

Diger Endopeptidazlar
E.C.3.4.99

Sekil 1.3. Proteazlarin simflandirilmasi (Rao, vd., 1998)

1.11.1.1. Serin Proteaz

Serin proteazlar (EC.3.4.21.) aktif bolgelerinde serin gruplari bulunduran bir enzim

olmakla beraber arkeler, virtsler,

bakteriler ve Okaryotlarda bulunmakta ve bu

organizmalarda hayati 6nem tasidiklar1 diistiniilmektedir. Benzerliklerine gore serin

proteazlar 20 aile iginde ve ortak atalarmma goére 6 grup altinda toplanmislardir

(Barett, 1994). Serin proteazlarin inhibitérleri, di-izopropil florofosfat (DFP), fenil

metil sulfonil florid (PMSF) ve p

-kloro merkuri benzoat 'dir (PCMB) (Rao, vd.,
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1998). Serin proteazlar genellikle nétral ve alkali pH’ larda, optimum pH 7- 11
arasinda aktif, izoelektrik noktalar1 genellikle pH 4- 6 arasindadir (Calik, 1998).
Yiiksek alkalin pH’ larda aktivite gosteren serin alkalin proteazlar, serin proteazlarin
genis alt gruplaridir. Serin endopeptidazlar substrat tercihlerine gore 3 grup altinda
toplanmaktadir. Bunlar; (i) tripsin-benzeri, (ii) kimotripsin benzeri, (iii) elastaz
benzeri olarak adlandirilmislardir (Akolkar, 2009).

Cogu ticari serin proteinazlar, Bacillus, Thermuscaldophilus, Desulfurococcus
mucosus Ve Streptomyces, Aeromonas ve Escherichia coli tarafindan {tiretilmektedir.
(Rawling, vd., 1994). Arkelerde ise enzim aktivitesi i¢in uygun tuz konsantrasyonu
1- 2 M, sicaklik ise 60 ‘C' dir. Serin proteazin karakterize edildigi arkeler ise,
Natronococcus occultus (Studdert, vd., 1997) ve Natrialba magadii olmustur
(Gimenez, vd., 2000).

1.11.1.2. Serin ailesi biyosentezi (Serin, Glisin, Sistein)

Serin biyosentezi iki farkli yol ile olmaktadir. Fosforile edilmis yolaktaki, bir
glikolitik ara madde 3-fosfo-hidroksi-piruvata oksitlenir, 3-fosfat gliserat
fosfoserinden serine dogru transaminaz ve fosfataz aktivitesi ile olusabilmektedir.
Bir diger yol ise fosforile-olmayan yoldan gliserat dogrudan hidroksipiruvata okside
olur ve sonra transamine edilir. DOrt Haloarchaea {iyesinde fosfogliserat
dehidrogenaz ve fosfoserin fosfataz i¢in genler bulunmaktadir. Bununla birlikte ara
yolak i¢in gerekli olan enzim geni, fosfoserin transaminaz igin eksiktir (Helgadottir,

vd., 2007).

1.12. Enzimlerin Ekonomik Degeri ve Kullamim Alanlar

Enzimlerin pazar paylar: 1980' lerin sonunda 10000 ton ve 2 milyar dolar iken, 2015
yilinda bu pazarin 4,4 milyar dolara ulagtigi bildirilmektedir. Pazar paylar dikkate
alindiginda en biiyiik pazarin siit sektdriine ait oldugu, daha sonra sirasi ile deterjan
ve temizlik maddeleri sektorii, gida ve hayvan yemi, kagit hamuru ile kagit, tekstil,

deri ve kiirk endiistrisi gelmektedir (Binod, vd., 2013). Endiistride kullanilan enzim
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pazarinin yarisindan fazlasini gida iiretiminde kullanilan enzimler olusturmaktadir
(Spok, 2006). Bugiine kadar 2000' den fazla enzim tanimlanmis ve bunlardan
yaklasik 100 tanesi ticarilesmis, ancak giiniimiizde bunlardan sadece 20 tanesi

endiistriyel amagla tiretilmektedir.

Endiistride kullanilan enzimlerin % 75°i hidrolitik enzimlerdir (Rao, vd.,1998).
Enzim satislarinin % 60’1n1 olusturan proteazlar, ¢cok sayida endiistriyel siirecte genis
bir uygulama alanina sahiptir. Proteazlarin endiistriyel uygulamalar1 ise 6zellikle
besin ve deterjan endiistrilerinde ¢ok eskiye dayanmaktadir (Buchholz, vd., 2005).
Camasir deterjanlarinda kullanilabilecek enzimlerin yiiksek etkiye, diisiik spesifiteye,
pH 9- 11 arasinda bir saat boyunca stabil olmasina, 95 'C’ ye ulasan sicakliklarda
calisabilme, en az bir yil boyunca aktivitesini kaybetmeden koruyabilme
ozelliklerine sahip olmasi gerekmektedir. Bu 6zelliklere en uygun enzim mikrobiyal
serin proteazlar olarak bildirilmektedir (Uhlig, 1998). Bulasik makinesi deterjanlari
metasilika kaynakli olduklart i¢in yiiksek alkaliniteye ve temizleme yetenegine
sahiptirler. Yikama c¢ozeltisinin pH’1 11,5 altina distigii takdirde bu temizleme
ozelligi ciddi bir sekilde azalmaktadir. Bu yiizden bulasik deterjanlarina proteaz
enzimi katkist alkaliniteyi yiikselterek deterjanin yikama performansini

iyilestirmektedir (Rao, vd., 1998).

Gilinlimiizde yapilan c¢aligmalarda tiiketicilerin tercihi ekolojik {irlinlere dogru
kaymustir. Yapilan ¢aligmalar arasinda yiin liflerinin agartilmasinda papain, pronaz
ve pepsin enzimlerinin kullanimi bulunmaktadir (Duran, vd., 2007). Diger bir
uygulama alani deri tretimi olup, hayvanlarin post ve derilerinin islenmesinde
proteaz enzimlerinin kullanilma sebebi kil ve deri yapisinda bulunan proteinler ile
epidermal membranin yapisinda bulunan proteinler ve ayrica keratinlerin yok
edilmek istenmesidir (Gerze, 2003). Ayrica proteazlar, tekstil endiistrisinde yiin ve
ham ipegin islenmesi siire¢lerinde kullanilmaktadir (Gerze, 2003). Gida sektoriinde
ise, proteaz enzimi peynir tiretiminde siitiin kesilmesi veya pihtilasmasinda
kullanilmaktadir (Uhlig, 1998). Et isleme siirecinde kiigiik et pargalar1 bag dokuya ve
kemiklere bagl olarak kaldig: icin alkalin bakteriyel proteaz kullanilmaya baslanmis
(O’Meara ve Munro, 1984), pH 8,5’ ta ve 55-60 'C arasindaki sicakliklarda kiigiik et
parcalarinin % 94’ {inlin pargalandigi rapor edilmistir (Uhlig, 1998). Proteazlar

yiiksek gluten igeren hamurlarin yumusatilmasinda, kraker ve biskiivi liretiminde de
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kullanilmaktadir (Uhlig, 1998). Bira endiistrisindeki en biiyiik sorunlardan biri
proteinlerdir. Biranin kalitesini ve stabilitesini proteinler bozmaktadir. Bu sorunu
gidermek amaci ile proteazlar bira yapiminda kullanilmaya baslanmistir (Uhlig,
1998). Papaya ve ananas gibi bitki kaynakli protezlar yiiz bakimi iiriinlerinde hassas
cilt soyma amaciyla kullanilmaktadirlar (Rao, vd., 1998). Subtilisin proteazlar
membranlarin iizerinde biriken ve film tabakasi olusturarak membranin ¢alismasini
engelleyen protein molekiillerini temizlemek amaciyla kullanilmaktadir (Rao, vd.,
1998). Alkalin proteazlar, gida endiistrisindeki ¢esitli siire¢lerden sonra ortaya ¢ikan
atiklarin islenmesinde de kullanim potansiyeline sahiptir. Ayrica alkalin proteazlarin
boynuz, kil, tirnak ve sa¢ gibi atik lifli proteinleri pargalayarak yararli biyokiitle
haline doniistiirebildikleri rapor edilmektedir (Gerze, 2003; Oztiirk, 2004).
Proteazlarin proteinleri pargalama 6zelligi sayesinde hayvanlarmn sindirim sistemleri
tarafindan olusturulan kii¢iilk molekiillerin absorblanabilmesi kolaylastirilmaktadir
(Rao, vd., 1998). Serin alkalin proteazlar aromatik ve hidrofobik aminoasit esterlerini
parcaladiklar1 da rapor edilmistir (Anwar ve Saleemuddin, 1998). Giiniimiizde
sindirim sistemini desteklemek amaci ile turetilen ilaglarda, kan ve dokudaki
uyusturucu madde tanisinda proteazlar kullanilmaktadir (Gerze, 2003). Alkalin
proteazlar, kullanilmis X- Rontgen filmlerinden gilimiis eldesi slireglerinde
kullanilmaktadir. Kullanilmig X- Rontgen filmleri ortalama % 1,5- 2 oraninda giimiis
icermektedir. Geleneksel uygulamalarda, filmin yakilarak giimiisiin geri kazanilmasi
cevre kirliligine yol agmakta, bu sebeple jelatin tabakanin enzimatik hidrolizi tercih
edilmekte ve bu yolla giimiisiin yaninda polyester filmin de geri kazanim

saglanmaktadir (Oztiirk, 2004).

1.13. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Protein ¢okeltileri, santrifiijleme sonrasi edilen protein molekiillerinin kiimelenmis
halidir. Proteinlerin ¢oziiniirlikkleri hidrofilik ve hidrofobik yapilarin dagilimina
baghdir. Belli bir sicaklikta ortama eklenen organik c¢oziiciiler segici protein

¢Okeltmelerine neden olmaktadir.
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Amonyum siilfat ile ¢oktiirmenin prensibi protein molekiiliiniin mikro ortamindaki
dehidratasyonudur. Bu ¢okeltmede, su molekiilleri siilfat iyonuna (SO4?) baglanr,
boylece protein molekiilleri ile etkilesen su miktar1 azalmakta ve protein belirli bir
konsantrasyondaki amonyum siilfat ile ¢okmeye neden olur. Islemin diisiik sicaklikta
yapilmasi kararliligini artirir ve ¢ozliniirligiinii azaltir. En iyi ¢ékme nétr bir pH olan
6- 7,5 degerinde olmaktadir. Amonyum stilfatla ¢okeltmenin en 6nemli basamagi

doygunlugun yiizde olarak belirlenmesidir (Rosenberg, 2005).

1.14. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Proteinlerin ve farkli biyolojik makromolekiillerin boyut farkliliklarina dayali bir
ayirma teknigidir (Anonim, 2002; Cutler, 2004). Jel filtrasyon kromatografisinde
kullanilan dolgu materyali genellikle agaroz veya dekstran gibi dogal polimerlerden

olusabildigi gibi poliakrilamid gibi, sentetik polimerlerden de olusabilmektedir.

Bu yontemde ¢apraz bagl ti¢ boyutlu molekiiler agdan olusan boncuk seklinde olan
jellerdeki gozeneklerden, boyutlari gézenek ¢apindan daha kiiglik olan molekiiller
jele niifuz ederek gecerken, biiyiik molekiillerin gecisi engellenmektedir. Dolayisiyla
jele gecis yapamayan biiylik molekiiller jele gecis yaparak ilerleyen kiiciik
molekiillerden daha o6nce kolondan ayrilmaktadir. (Kumpalume, vd., 2003;
Hedhammar, vd., 2006; Ostrove, 1990; Rosenberg, 2005).

Jel filtrasyon kromatografisinde basarili bir sekilde ayrim yapilabilmesi boncuklarin
gozenek capina, kolon dolgu materyaline ve kolon uzunluguna baglidir (Kumpalume,
vd., 2003; Rosenberg, 2005). Ayrica 6rnek hacmi, 6rnek hacminin kolon hacmine
orani, partikiill boyutu, akis hizi, 6rnegin ve tampon c¢ozeltinin viskozitesi de
ayirmada etkili olmaktadir. En iyi ayrim uzun bir kolonda diisiik akis hizinda yapilan
saflastirma islemiyle elde edilmektedir (Anonim, 2002; Rosenberg, 2005). Jel
filtrasyon kromatografisinde ayrilacak proteinlerin boyutunda ve stabilitesinde
herhangi bir degisiklik meydana gelmemelidir. Ozellikle bu dikkate alindiginda
tampon ¢Ozeltinin pH’s1 iyonik kuvvet ve igeriginin Oonemli oranda degisiklik
yapmadigt bildirilmektedir. Tampon ¢dzeltinin se¢iminde en énemli unsurlardan bir
tanesi hedef molekiil ile uyumlu olmasidir. Bu ylizden sekilsel degisikliklere,
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biyolojik olarak aktif bir bilesigin inaktive edilmesine veya proteinlerin alt birimlere
ayristirilmasina  sebep olmayan, uygun tamponun se¢imine dikkat edilmesi

gerekmektedir (Rosenberg, 2005)
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2. MALZEME ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Arac, gere¢ ve kimyasal maddeler

Bu calisma Mugla Sitki Kogman Universitesi, Biyoloji Boliimiindeki Mikrobiyal
Biyoteknoloji Laboratuvarinda bulunan cihaz ve kimyasal maddeler ile
yiirlitiilmiistiir. Ayrica Biyoloji boliimiindeki diger laboratuvarlardan da destek temin

edilmistir. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi EK 1’ de verilmektedir.

Calismada cok sayida kimyasal madde kullanilmig olup, kimyasal maddelerin
tamamu analitik saflikta ve Merck, Sigma, WMR, Biobasic ve Thermo gibi firmalar
kisaca belirtilmistir. Agar (Merck), Nutrient Broth (Merck), Meat Extract (Merck),
Meat Peptone (Merck), Yeast (Merck), Sukroz (Merck), Starch (Merck), Malt
Extract (Merck), Proteaz Pepton (Merck), Skim Milk Powder (Merck), Simons Sitrat
Agar (Merck), TSI Agar (Merck), OF Basal Medium (Merck), Tirozin (Merck),
Kazein (Merck), Sodyum karbonat (Merck) Potasyum kloriir (Merck), Amonyum
klorid (Merck), Potasyum hidroksit (Merck), Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat
(Merck), Manganez (II) klorid tetrahidrat (Merck), Magnezyum siilfat heptahidrat
(Merck), Potasyum nitrat (Merck), Borik asit (Merck), Sitrik asit monohidrat
(Merck), Di-potasyum hidrojen fosfat (Merck), EDTA (Sigma), Kobalt (11) klorid
(Merck), Kazamino asit (WMR), Gliserol (Merck), Sodyum bromiir (Merck),
Magnezyum siilfat (Merck), Siilfiirik asit (Merck), Baryum kloriir (Merck), Sodyum
sitrat (Merck), Sodyum potasyum tartarat (Merck), Bakir siilfat (Merck), Hidroklorik
asit (Merck), Sigir serum albumin (Sigma), Merkapto etanol (Sigma), (Merck),
Triton X-100 (Sigma), N,N-Metilen bis (Akrilamid) (Sigma), Akrilamid (Sigma),
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Glisin (Multicell), Folin 2N (Sigma), TEMED (Sigma), Brom timol mavisi (Merck),
Lugol (Merck), Safranin (Merck), Kristal viyole (Merck), DNA Marker (Biobasic),
Protein Marker (Thermo), Ure (Merck), Etanol (Merck), Metanol (Merck), TCA
(Merck).

Calismada kullanilan cihazlarin isimleri ve markalar1 ise asagida verilmektedir

(Cizelge 2.5.).

Cizelge 2.5. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz ad1 Markasi

Spektrofotometre Optizen

Su Banyosu Memmeth

Buzdolab1 Arcelik

Isiticili Manyetik Karistirict Isolab

Etiiv Niive

Otoklav Daihan

Yatay Elektroforez cihazi Thermo

Saf su cihaz1 Simsek Labortek

Mikrodalga Firin Argelik
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2.1.2 Organizma

Organizma kaynaklarin1 temin etmek amaci ile ¢alisma alani olarak Konya ili,
Cihanbeyli il¢esine bagli Saglik Koyiindeki Yavsan Tuzlasi se¢ilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan organizmalarin izolasyonu i¢in adi gegen tuzladan tuz, toprak ve su

ornekleri toplanmis ve organizma kaynagi olarak kullanilmigtir.

2.1.3 1zolasyon ve identifikasyon

Bu calismada organizma kaynagi olarak Konya ili, Cihanbeyli ilgesine baglh Saglik
Koyiinde bulunan Yavsan Tuzlasindan ahnan tuz, toprak ve su Ornekleri
kullanilmistir. Oncelikli olarak yiiksek tuz konsantrasyonlarinda iireme kabiliyeti
gosteren halofil izolatlar segilmistir. Bu amag i¢in % 5- 10 ve 20 NaCl igeren SGB
besiyerine numunelerden seyreltme yontemi ile ekimler yapilmistir. Farkli
morfolojik 6zellik gosteren izolatlardan rastgele alinarak, seri pasajlamalari
yapilmistir. Pasajlamalar sonunda saflastirilan halofil izolatlar B1, B2, B3, B4, BS5,
B6, B7, B8, B9, B10, B11, A2, All ve A22 olup, tiim izolatlar kat1 besiyerinde
(SGA) ¢ogaltildiktan sonra, tekrar SGA/ SGB besiyerlerine ekimleri yapilmis (Sekil
2.4. ve Sekil 2.5.) ve 37 'C' de 7 giin inkiibasyona birakilarak gelisimleri saglanmustir
(Sehgal ve Gibbons, 1960). Izole edilen saf Kkiiltiirler buzdolab: sartlarinda
stoklanmistir. SGA besiyerinin bilesimi Cizelge 2.6.” da verilmektedir.

Cizelge 2.6. SGA besiyerinin bilesimi (g/L)

NaCl 180
KClI 1,44
MgSO, 14,4
Yeast 0,72
Na,CO; 2,16
Kazamino 54
FeSO, 0,0016

Izole edilen Kkiiltiirlerin identifikasyonlar: geleneksel olarak, morfolojik ve

biyokimyasal testler kullanilanarak yapilmistir (Oren, vd., 1997). Bu testler Gram
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boyama, antibiyotik duyarlilik testi (Novobiyosin 5 pg, eritromisin 15 pg,
streptomisin 10 pg, basitrasin 0,04 U, penisilin-G 10 U, ampisilin 10 pg ve tetrasiklin
30pg), koloni morfolojisi, pigmentasyon ve tuzluluk toleransidir (Dussault, 1955;
Montalvo-Rodriguez, vd., 1998; Birbir ve Sesal, 2003; Birbir, vd., 2007). Ayrica
indol testi, nitrat indirgenmesi testi, oksidaz testi, katalaz testi de uygulanmistir
(Wistreich ve Lechtman, 1980; Gerhardt, vd., 1994; Montalvo-Rodriguez, vd., 1997;
Birbir, vd., 2004).

Sekil 2.5. Saf kiiltiirlerin SGA besiyeri goriintiisii
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2.1.4 Antibiyotik duyarhlik testleri

Saf kiiltiirlerin tamami (SGB) sivi besiyerinde 37 'C’ de 7 giin inkiibasyona
birakilarak aktiflestirildikten sonra, SGA iceren plaklara inokiile edilmis (100 pL) ve
disk diflizyon yontemi ile duyarlilik testleri uygulanmustir. Steril antibiyotik diskleri
(6 mm) aseptik kosullarda besiyeri yiizeyine yerlestirildikten sonra 37 'C’ de 7 giin
kiiltive edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden
kayit altina alimmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1998; Birbir ve Sesal, 2003; Birbir,
vd., 2004).

2.1.5 Proteolitik aktivitenin kalitatif belirlenmesi

Saf halofil kiiltiirlerin proteolitik aktivitesi Swift, vd. (1996)° nin yaptiklari
caligmaya gore modifiye edilerek belirlenmistir. Tiim kiiltiirler igersinde % 1 skim
milk iceren SGA plaklarma inokiile edilmis (100 ul) ve 37 'C' de 7 giin boyunca
inkiibasyona birakildiktan sonra, kolonilerin etrafindaki seffaf zon varligi pozitif
olarak degerlendirilmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1997; Montalvo-Rodriguez,
1998; Stan-Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).

2.1.6 Biyokimyasal testler
2.1.6.1 Oksidaz testi

SGA plaklarinda 37 'C’ de 7 giin inkiibe edilen kiiltiirlerden aseptik sartlarda alinmus
ve % 1’lik tetrametil-p-fenil diamin dihidroklorid ¢6zeltisi emdirilmis filtre kagidina

stiriilmiistiir. Mavi renk olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Temiz,

1994).
2.1.6.2 Katalaz testi

Kiiltirler SGA plaklarinda 37 'C’ de 7 giin inkiibe edildikten sonra temiz bir lam
yiizeyine alinmis ve kiiltlirlerin iizerine % 3’ lik H,0, damlatilmistir. Gaz ¢ikisi

gozlenen kiiltiirler pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 1994).
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2.1.6.3 Indol testi

Kiiltiirler aseptik kosullarda % 1 tripton iceren SGB besiyerlerine inokiile edildikten
sonra 37 'C’ de 7 giin inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin iizerine 0,5
mL Kovaks ayiract damlatilmis ve tilipiin iist kisminda kirmizi halka varligi kontrol

edilmis, kirmizi halka varlig1 pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz,1994).
2.1.6.4 Nitrat rediiksiyonu

Kiiltiirler % 1 KNOj3 igeren SGB besiyerlerine inokiile edilmis ve 37 'C’ de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi diirham tiipiindeki gaz olusumunun

varlig1 pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Temiz, 1994).

Ayrica kiiltiirler % 1 KNOj igeren SGB besiyerlerine inokiile edilmis (100 pL) ve 37
'C’ de inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon siiresi sonunda gelisen kiiltiirler iizerine %
0,5’ lik N,N-dimetil- a-naftil amin ve % 0,8’ lik siilfanilik asit damlatilmis, koyu
mavi-siyah renk olusumu gézlenmis ve mavi renk varligi nitrit olusumu i¢in pozitif
sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Renk olusturmayan nitrit negatif olan tiiplere 1
damla a-naftol ve 2 damla konsantre H,SO,4 damlatilarak koyu mavi-siyah rengin

olusumu nitrat varlig1 i¢in pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Temiz, 1994).

2.1.7 Halofil mikroorganizmalarin gelisimi iizerine cevresel faktorlerin

etkisinin belirlenmesi

Farkli ¢evresel faktorlerin (sicaklik, pH, karbon, azot, tuz, maya ekstrakti ve
magnezyum) gelisim iizerindeki etkilerini belirlemek amaci1 ile yapilan bu
caligmalarda tiim kiiltiirlerin gelisimi kuru agirlik (mg/ mL) olarak takip edilerek

kay1t altina alinmistir.

2.1.7.1 Farkli sicaklik degerlerinin halofilik mikroorganizmalarin gelisimi iizerine

etkisi

Farkl1 sicaklik degerlerinin gelisim {izerindeki etkilerini belirlemek amaci ile yapilan

bu calismada, SGB besiyerlerine kiiltiirlerden inokiile edilmis (100 puL) ve 20, 37 ile
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45 'C' de ve galkalamal inkiibatorde 100 rpm calkalama hizinda inkiibasyona
birakilmistir. Halofil kiiltiirlerin gelisimi 7 ile 14 giin boyunca izlenmis ve kiiltiirlerin
gelisimi (mg/ mL) kayit altina alindiktan sonra optimum sicaklik degerleri
belirlenmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1997; Montalvo-Rodriguez, 1998; Stan-
Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).

2.1.7.2 Farkl pH degerlerinin halofilik mikroorganizmalarin gelisimi iizerine etkisi

Farkli pH degerlerinin gelisim iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile yapilan bu
calismada, SGB besiyerlerinin pH degerleri 5, 7, 9 ve 10' a ayarlanmis ve
kiiltiirlerden inokiilasyon (100 pL) yapilmis ve calkalamali inkiibatérde 100 rpm
¢alkalama hizinda 40 'C' de inkiibasyona birakilmustir. Halofil kiiltiirlerin gelisimi 7
giin boyunca izlenmis ve kiiltiirlerin gelisimi (mg/ mL) kayit altina alindiktan sonra
optimum pH degerleri belirlenmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1997; Montalvo-
Rodriguez, 1998; Stan-Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).

2.1.7.3 Farklr karbon kaynaklarimin halofilik mikroorganizmalarin geligimi iizerine

etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin gelisim tiizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile
yapilan bu ¢alismada, karbon kaynagi olarak glukoz, nisasta ve sukroz kullanilmistir.
Hazirlanan SGB besiyerleri igersine % 1 konsantrasyonda olmak tizere aseptik olarak
glukoz, nisasta ve sukroz eklenmis ve daha sonra kiiltiirlerden inokiilasyon yapilarak
(100 uL) calkalamali inkiibatorde 100 rpm ¢alkalama hizinda 40 ‘'C' de inkiibasyona
birakilmistir. Halofil kiiltiirlerin gelisimi 7 giin boyunca izlenmis ve Kkiiltiirlerin
gelisimi (mg/ mL) kayit altina alindiktan sonra, optimum tercih ettigi karbon kaynagi
belirlenmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1997; Montalvo-Rodriguez, 1998; Stan-
Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).

2.1.7.4 Farkly azot kaynaklarmin halofilik mikroorganizmalarin geligimi iizerine

etkisi

Farkli azot kaynaklarinin gelisim tizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile yapilan

bu caligmada, azot kaynagi olarak proteaz pepton, meat ekstrakt ve NH,CI
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kullanilmistir. Hazirlanan SGB besiyerleri igersine % 1 konsantrasyonda ve aseptik
olarak proteaz pepton, meat ekstrakt ve NH4Cl eklenmis, daha sonra kiiltiirlerden
inokiilasyon yapilarak (100 uL) ¢alkalamali inkiibatorde 100 rpm calkalama hizinda
40 ‘C de inkiibasyona birakilmistir. Halofil kiiltiirlerin gelisimi 7 giin boyunca
izlenmis ve kiiltlirlerin gelisimi (mg/ mL) kayit altina alindiktan sonra, optimum
tercih ettigi azot kaynagi belirlenmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1997; Montalvo-
Rodriguez, 1998; Stan-Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).

2.1.7.5 Tuzun farkli konsantrasyonlarmin halofilik mikroorganizmalarin gelisimi

lizerine etkisi

Tuzun farkli konsantrasyonlarinin gelisim iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile
yapilan bu ¢alismada, tuz kaynagi olarak NaCl kullanilmistir. Hazirlanan SGB
besiyerleri icersine % 0; 5; 10; 20 ve 30 w/v konsantrasyonlarinda olmak {izere NaCl
eklenmis, daha sonra kiiltiirlerden inokiilasyon yapilarak (100 pL) c¢alkalamali
inkiibatorde 100 rpm galkalama hizinda 40 'C' de inkiibasyona birakilmustir. Halofil
kiiltiirlerin gelisimi 7 giin saglandiktan sonra kiiltlirlerin gelisimi (mg/ mL) kayit
altina alinmig ve optimum tercih ettigi tuz konsantrasyonu belirlenmistir (Montalvo-
Rodriguez, vd., 1997; Montalvo-Rodriguez, 1998; Stan-Lotter, vd., 2002; Gruber,
vd., 2004).

2.1.7.6 Farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarimin halofilik mikroorganizmalarin

gelisimi iizerine etkisi

Farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarinin gelisim iizerindeki etkilerini belirlemek
amaci ile yapilan bu ¢calismada, hazirlanan SGB besiyerleri igersine % 0; 0,01; 0,1 ve
0,5 w/v konsantrasyonlarinda olmak iizere maya ekstrakti eklenmis, daha sonra
kiiltiirlerden inokiilasyon yapilarak (100 pL) galkalamali inkiibatérde 100 rpm
¢alkalama hizinda 40 'C' de inkiibasyona birakilnustir. inkiibasyon siiresi 7 giin olup,
bu siire sonunda kiiltiirlerin gelisimi (mg/ mL) kayit altina alindiktan sonra optimum
tercih ettigi maya ekstrakti konsantrasyonu belirlenmistir (Montalvo-Rodriguez, vd.,
1997; Montalvo-Rodriguez, 1998; Stan-Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).
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2.1.7.7 Farkli magnezyum konsantrasyonlarimin halofilik mikroorganizmalarin

gelisimi iizerine etkisi

Farkli magnezyum konsantrasyonlarimin gelisim iizerindeki etkilerini belirlemek
amaci ile yapilan bu calismada, tuz kaynagi olarak MgCl, x6H,O kullanilmstir.
Hazirlanan SGB besiyerleri igersine % 0; 0,1; 0,2; 0.4; 0,6; 0,8;ve 3 w/v
konsantrasyonlarinda MgCl, x 6H,0 eklenmis, daha sonra kiiltiirlerden inokiilasyon
yapilarak (100 pL) calkalamali inkiibatérde 100 rpm calkalama hizinda 40 'C' de
inkiibasyona birakilmistir. Halofil kiiltiirler 7 giin boyunca gelistirilmistir.
Kiiltiirlerin gelisimi (mg/ mL) kayit altina alindiktan sonra, optimum tercih ettigi
MgCl, x 6H,0 konsantrasyonu belirlenmistir (Montalvo-Rodriguez, vd., 1997;
Montalvo-Rodriguez, 1998; Stan-Lotter, vd., 2002; Gruber, vd., 2004).

2.2 Analiz Yontemleri

2.2.1 Kuru agirhgin belirlenmesi

SGB besiortaminda 37 'C’ de 24 saat boyunca gelistirilen tiim kiiltiirler, logaritmik
fazda hasat edilmistir. Hasat sonucu elde edilen pellet 0,45 um por c¢apindaki
Whatman GF/C filtreler ile siiziilmiis ve 50 'C’ de 24 saat kurutularak kuru agirliklari
saptanmistir ~ (Cappuccino  ve  Sherman, 2001). Tim  ¢alismalarda
mikroorganizmalarin gelisimi kuru agirlik standart egrisinden hesaplanmistir. Bu
amag icin 0,002; 0,004; 0,006 ve 0,008 g/mL konsantrasyonlarinda kuru agirliklar
hazirlanmis ve standart egri ¢izimi Excel programi kullanilarak yapilmistir (Sekil 29,

Sekil 30, Sekil 31).

2.1.2 Toplam protein tayini ve standart egrisinin hazirlanmasi

Total protein miktari (5- 100 pg/mL) hassaligina sahip olan Bradford vd. (1976),
yontemi ile belirlenmistir. Calismada standart olarak sigir serum albiiminin (BSA)
Onerilen konsantrasyonlar1 (0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 75, pg) calisilmistir (Sekil 27). Bu
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yontem proteinlere coomassie brillant blue G-250 boyasinin baglanmasi esasina

dayanmaktadir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gostermektedir.

2.1.3 Toplam proteaz tayini ve tirozin standart egrisinin hazirlanmasi

Total protein miktari (5-100 pg/mL) hassaligina sahip olan Lowry vd. (1951),
yontemi ile belirlenmistir. Proteaz aktivitesinin hesaplamasinda kullanilan tirozin
standart egrisinin olusturulmast i¢in, 50 mM Glisin-NaOH-NaCl (pH 10,5)
tamponunda 0- 0,66 ug/mL tirozin igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir (Sekil 28). Folin-
Ciocalteu (fosfomolibden ve fosfotungsten), tirozin ve triptofan aminoasitlerine
baglanarak 660 nm’ de maksimum absorbans vermektedir. Elde edilen veriler ile

tirozin standart egrisi Excel programi kullanilarak ¢izilmistir.

2.1.4 Proteaz aktivitesinin kantitatif belirlenmesi

Tim halofil kiiltiirler i¢in kendi optimum kosullarinda hazirlanan besiyerlerinde,
kiiltirlerin gelisimleri saglandiktan sonra kantitatif enzim aktivitesi ¢aligmalarina
gecilmistir. Kiiltiirlerin kazeinaz aktivitesi Namwong, vd. (2006) ve Brock, vd.

(1982) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Oncelikli olarak optimum kosullarinda gelistirilen kiiltiirler 15 mL’lik falkon
tiiplerine alinmis ve 10000 rpm’de 10 dakika +4 'C’ de santrifiij edilmistir. Enzim
aktivitesi ¢aligmalar1 igin % 0,65 (v/w) kazein substratt % 20 NaCl igeren 50 mM
Glisin-NaOH tamponunda (pH 7,5) hazirlanmis ve bundan sonra substrat 40 'C' deki
siticilt manyetik karistiricidda 30 dakika karistirllarak ¢oziindiiriilmiistiir. Kazein
substrat1 1:1 oraninda 6rnek ve sahit olacak sekilde hazirlanan temiz tiiplere 2,5 mL
dagitilmistir. Hazirlanan denemeler 37 'C’ de su banyosunda 5 dakika inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda, 10000 rpm’de 10 dakika +4 ‘C’ de tekrar santrifiij
edilen 6rneklerden 0,5 mL alinarak sahit disindaki tiiplere aktarilmistir. 37 ‘C’ de, 10
dakikalik inkiibasyon sonunda, ornekler tizerine 2,5 mL 110 mM Trikloro asetik
asitten (TCA) (% 1,79 v/w) ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur. Sahit olarak 2,5
mL TCA ve 0,5 mL enzim ¢ozeltisi kullanilmigtir. Numunelerin tamami
karistirildiktan sonra 37 'C’ de 30 dakika su banyosunda inkiibasyona birakilmis ve

bu siire sonunda numuneler 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant
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kismindan 0,5 mL alinarak temiz tliplere aktarim yapilmis ve iizerlerine 1,25 mL
Na,CO; (500 mM) ilave edilmistir. Ardindan tiizerine 0,25 mL Folin reaktifi
eklenmistir (1:4). Numuneler karistirildiktan sonra 37 'C’ de 30 dakika su
banyosunda tutulmus ve daha sonra absorbans degerleri spektrofotometrik (Optizen)
olarak 660 nm’de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri lizerinden proteaz

aktivitelerinin hesaplamalar1 yapilmistir (Namwong, vd., 2006; Brock, vd., 1982).

1 birim proteaz aktivitesi reaksiyon kosullarinda dakikada 1 umol (181 ng) tirozin
olusturan enzim miktart olarak alinmistir (Malashetty, vd., 2006). Enzim

aktivitesinin hesaplanmasi asagidaki formiilden yararlanilarak yapilmistir (2.1).

Absorbans
egim
Kullanilan enzim miktari (0,5 mL)x Reaksiyon siiresi(10dk)x Kolorimetrik tayinde kullanilan enzim hacmi(0,5 ml)

x Denemenin toplam hacmi (5,5 mL)

(2.1)

Unit/mL=

2.1.5 Serin proteaz enziminin kismi saflastirilmasi

Enzim aktivitesi yiiksek olan bir adet halofil kiiltiir optimum gelisim sartlar1 altinda
inkiibasyona birakilmis ve biyokiitle elde edilmistir. Biyokiitle {iretimi 2000 mL' lik
erlenlerde 1000 mL olacak sekilde ve kendi optimum kosullarinda hazirlanmis
besiyeri bulunan ortamlara, % 10 oraninda inokiiliim ilave edilerek saglanmustir.
Kiiltiirler 40 'C' de 7 giin inkiibasyona birakilarak halofil kiiltiir gelisimi elde
edilmistir. Elde edilen halofil kiiltiir biyokiitleleri, 10000 rpm' de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra, hiicre dis1 enzim kaynagi olarak kullanilmak {izere siipernatanti
ayrilmistir. Elde edilen ham enzim, % 40 amonyum siilfatin damla damla eklenmesi
ile coktiirilmistiir. Olusan ¢okelti % 20 NaCl ihtiva eden 5 mL, 50 mM glisin-NaOH
tamponu (pH 10) iginde yeniden siispansiyona alinmig ve ayni tampon iginde
diyalize alinmigtir. Diyalizden gegirilen 6rnek % 20 NaCl ihtiva eden 50 mM glisin-
NaOH tamponu (pH 10) ile dengelenmis sefakril S-200 HR dolgu maddesi igeren bir
kolona yiiklenmis (1,6 x 60 cm) ve kolonun akis hizi dakikada 0,2 mL olacak sekilde
ayarlandiktan sonra 2 mL' lik fraksiyonlar toplanmistir. Saflagtirma islemleri oda
sicakliginda (25+ 2 °C) gergeklestirilmistir. Toplanan fraksiyonlarin tamamina

protein tayini ve kazeinaz aktivitesi yapilmistir. Saflastirilan enzimin alikotlari, 5
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mM serin proteaz inhibitdrii olan, fenil metil siilfonil floriir (PMSF) ile 25 C'de1

saat bekletilerek inaktive edilmistir (Vidyasagar vd., 2006).

2.1.6 Jel filtrasyon kromatografisi

Sefakril S-200 HR jel filtrasyon kolon dolgu maddesi % 20' lik etanol igerisinde
kullanima hazir olarak alinmistir. 20 mL kolon dolgu maddesi (1,6 x 60 cm) kolona
doldurulduktan sonra, distile su ile yikanmak suretiyle etanoliin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Kolon 50 mM glisin- NaOH (pH 10) dengeleme tamponuyla
dengelenmistir. Eliisyonlar toplandiktan sonra 280 nm’ de UV absorbanslar1 ve 660

nm’ de ise proteaz aktiviteleri 6lglilmiistiir.

2.1.7 Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), molekiil agirligi
10 kD' den biiyiik proteinleri ayirmak igin kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada diyaliz
edilmis enzim numunesi, sodyum dodesil siilfat (% 15) poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilarak ayirt edilmistir (Laemli, 1970). Bu ¢alismada kullanilan
markor igerigi B-galaktozidaz 116 kDa, sigir serum albiimin 66,2 kDa, oval albumin
45 kDa, laktat dehidrojenaz 35 kDa, REase Bsp981 25 kDa, B-laktoglobulin 18,4
kDa ve lizozim 14,4 kDa’ dur.

2.1.8 Enzim karakterizasyonu

Kismi olarak saflastirilan enzimin karakterizasyonu amaci ile yiiriitiilen ¢aligmalarda
sicaklik, pH, NaCl, farkli metal iyonlari, dogal substratlar, inhibitorler ve yiizey aktif

maddeleri ¢alisilmustir.
2.1.8.1 Farkl: sicaklik degerlerinin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli sicaklik degerlerinin saflagtirilmis enzimin aktivitesi tizerindeki etkisini
belirlemek amaci ile sicaklik degeri olarak 20, 40, 60 ve 80 C' de calisilmis ve

optimum enzim aktivitesi goriilen sicaklik degeri tayin edilmistir. Calisma
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Vidyasagar, vd., (2006)’1n bildirdigi metot kullanilarak gergeklestirilmistir. Enzim
aktiviteleri ise Namwong, vd., (2006) ile Brock, vd., (1982)" nin bildirdigi metotlara

gore saptanmustir.

2.1.8.2 Farkli pH degerlerinin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli pH degerlerinin saflagtirilmis enzimin aktivitesi iizerindeki etkisini belirlemek
amaci ile pH degeri olarak 6, 7, 8, 9 ve 10 araliklar1 belirlenmis ve optimum enzim
aktivitesi goriilen pH degeri tayin edilmistir (Vidyasagar, vd., 2006). Enzim
aktiviteleri ise, Namwong, vd., (2006) ile Brock, vd., (1982)’ nin bildirdigi metotlara

gore belirlenmistir.

2.1.8.3 NaCl farkli konsantrasyonlarinin serin proteaz aktivitesine etkisi

NaCl farkli konsantrasyonlarinin saflastirilmis enzimin aktivitesi tizerindeki etkisini
belirlemek amaci ile, tuz konsantrasyonu olarak % 5, 10, 20 ve 30 araliklar
denenmis ve optimum enzim aktivitesi goriilen tuz konsantrasyonu tayin edilmistir
(Vidyasagar, vd., 2006). Enzim aktiviteleri ise Namwong, vd., (2006) ile Brock, vd.,
(1982)’ nin bildirdigi metotlara gore saptanmustir.

2.1.8.4 Farkli metal iyonlarinin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farklt metal iyonlarmin saflastirilmis enzimin aktivitesi T{lzerindeki etkisini
belirlemek amact ile 6 metal iyonu denenmis ve konsantrasyonu 1 mM olarak
belirlenmistir. Bu metal iyonlari, FeCls, MgCl,, CaCl,, MnCl,, BaCl, ve KCI' diir.
Caligmalar sonucunda optimum enzim aktivitesinin goriildiigli metal iyonu
belirlenmistir (Vidyasagar, vd., 2006). Enzim aktiviteleri ise Namwong, vd., (2006)
ile Brock, vd., (1982)’nin bildirdigi metotlara gore saptanmistir.

2.1.8.5 Farkl: substratlarin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli substratlarin saflastirilmis enzimin aktivitesi tizerindeki etkisini belirlemek
amaci ile 3 substrat % 0,65 konsantrasyonunda denenmistir. Bu substratlar kazein,
sigir serum albumin (BSA) ve jelatindir. Calisma sonunda optimum enzim
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aktivitesinin goriildiigli substrat saptanmistir (Vidyasagar, vd., 2006). Enzim
aktiviteleri ise Namwong, vd., (2006) ile Brock, vd., (1982)’ nin bildirdigi metotlara

gore saptanmustir.

2.1.8.6 Farkli inhibitorlerin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli inhibitorlerin saflagtirilmis enzimin aktivitesi tizerindeki etkisini belirlemek
amaci ile 4 inhibitér kullanilmis ve bunlarin konsantrasyonu 1mM olacak sekilde
belirlenmistir. Bu inhibitorler, fenil metil sulfonil florid (PMSF), B- Merkapto etanol,
EDTA ve iiredir. Inhibitdrlerin enzim aktivitesi iizerine etkisi Vidyasagar, vd.,
(2006) ile enzim aktiviteleri ise Namwong, vd., (2006) ile Brock, vd., (1982)’ nin

bildirdigi metotlara gére saptanmistir.

2.1.8.7 Farkl: yiizey aktif maddelerin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli yiizey aktif maddelerinin saflagtirilmis enzimin aktivitesi iizerindeki etkisini
belirlemek amaci ile 2 ylizey aktif maddesi kullanilmig ve bunlarin konsantrasyonu
ImM olacak sekilde ayarlanmigtir. Bu yiizey aktif maddeleri Triton X-100 ve SDS'
dir. Yiizey aktif maddelerinin enzim aktivitesi tizerine etkisi Vidyasagar, vd., (2006)
gore belirlenmistir. Enzim aktiviteleri ise Namwong, vd., (2006) ile Brock, vd.,

(1982)’ nin bildirdigi metotlara gore saptanmustir.
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3. SONUCLAR

Bu ¢alismada, Tuz G6li” nden elde edilen izolatlara ait biyokimyasal ve morfolojik
ozellikler Cizelge 2.7.° de Ozetlenmistir. Bu calismadan elde edilen veriler
incelendiginde, izolatlarin tamaminin Gram negatif hiicre duvar1 yapisinda oldugu
saptanmigtir. Mikroskobik morfolojilerinin yaklasik % 71’ i basil yapisinda oldugu
sadece {i¢ kiiltiriin  pleomorfik ozellik gosterdigi  belirlenmistir.  Koloni
pigmentlerinin ise farklilik gosterdigi, kiiltiirlerin tamaminin oksidaz pozitif ve
katalaz pozitif oldugu saptanmistir. Nisastay1 pargcalamayan tiim kiiltiirler hareketsiz
olup glukoz, sukroz ve laktozu kullanmadiklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.9.).

36



Cizelge 3.9. Tuz Goliinden izole edilen halofilik mikroorganizmalarin biyokimyasal ve morfolojik dzellikleri

Mikreqrganizma | pgj B2 B4 B6 B7 B8 B9 B10 B1l | BI2 All A22 A2
Ozellikler
Gram Boyama - - - - - - - - - - - - -
Pleomorfik Pleomorfik
Morfoloji Basil | Basil Basil Basil (ticgen, Basil | Basil Basil Basil Basil Basil (yuvarlak, | Pleomorfik
kare) kare)
] Acik Krem - | Kahveren
Pigment Krem | Krem Krem Krem Krem Krem | Seffaf .| Krem ) Krem Kirmizi
kahverengi Kahve gi
Oksidaz + + + + + + + + + + + +
Katalaz + + + - + + + + + + + + +
Nitrat
+ + + + + + + + + + + + -
indirgenmesi
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Cizelge 3.9.

(Devam)

Nitrit

rediiksiyonu

indol

Kazein

hidrolizi

Hareket testi

Glukoz

Siikroz

Laktoz

H,S iiretimi

Asit iiretimi
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Tuz go6linden izole edilen tim Kkiiltiirlerimizin antibiyotik direnglilik profilleri
incelenmis ve sonuglar Cizelge 3.10.” da Ozetlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen
veriler incelendiginde ise kiiltiirlerin ampisilin (10 pg), basitrasin (10 pg), tetrasiklin
(30 ug) ve novobiyosin (30 pg) antibiyotiklerine direnglilik gosterdigi saptanmustir.
Streptomisin (10 ug) ve eritromisin (15 upg) antibiyotiklerine ise duyarlilik
gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 3.10.).
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Cizelge 3.10. Tuz goliinden izole edilen halofilik mikroorganizmalarin antibiyotik direngclilik profilleri

Bl B2 B4 B6 B7 B8 B9 B10 Bl1 B12 All A22
Mikroorgaizma
inhibisyon zon c¢aplari1 (mm)

Ampisilin - 0 0 10 - 20 30 0 0 0 - 10
Streptomisin - 70 60 60 - 40 40 40 40 40 - 40
Eritromisin - 60 70 60 - 50 60 50 60 50 - 50
Penisilin - 30 10 10 - 0 0 0 20 20 - 40
Basitrasin - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0
Novobiyosin - 15 15 20 16 16 10 10 0 0 - 14
Tetrasiklin - 0 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0

0: inhibisyon yok; (-): denenmemistir
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3.1. Tuz Gélii'nden izole Edilen Kiiltiirlerin Kalitatif Proteolitik Aktiviteleri

Tuz GOli' nden alinan numunelerden izole edilen 13 Kkiiltiiriin  proteolitik
aktivitelerinin varligimi saptamak amact ile c¢alismalar yiriitilmiistir. Bu
calismalarda % 1 skim milk igeren SGA plaklarina aktif kiiltiirlerin inokiilasyonu
saglanmis ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kolonilerin
etrafindaki seffaf zon varlig1 pozitif sonug olarak degerlendirlmistir. Bu ¢aligmalarda
elde edilen sonuglar Sekil 3.6." da verilmektedir. Calismalar sonucunda 3 kiiltiiriin

(B7, B8 ve A22) proteolitik aktiviteye sahip oldugu saptanmis ve bu 3 kiiltiir ile ileri

caligmalara devam edilmistir.

'/

#) Kotrol besiveri plagy

!

Sekil 3.6. Kiiltiirlerin kalitatif proteolitik aktiviteleri

3.2. Tuz Gélii'nden izole Edilen Kiiltiirlerin Gelisimine Farkh Cevresel
Kosullarin Etkisi

Tuz Go6liinden izole edilen halofil izolatlarin gelisimine farkli gevresel kosullarin
etkisi incelenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuclar Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10,
3.11, 3.12, 3.13’ de Ozetlenmistir.
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Sekil 7°de farkli sicaklik degerlerinin (20, 37, 45 ‘C) izolatlarin gelisimlerine etkisi
incelenmis ve B8 ve A22 izolatlarimin optimum sicakhigimin 37 ‘C, B7 izolatinin ise

20 "C oldugu saptanmustir (Sekil 3.7.).

10

9
g 8
= !
E 6
= 5 = B7
=
)%1) 4 m B8
E 3 mA22
M2

1

0

37 45
Sicaklik degerleri (°C)

Sekil 3.7. Farkl sicaklik degerlerinin Kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi

Farkli pH degerlerinin (pH 5, 7, 9, 10) halofilik kiiltlirlerin gelisimi iizerindeki etkisi
Sekil 3.8.” de verilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler dikkate alindiginda,
A22 ve B8 kiiltiirleri i¢in optimum pH 9 iken, B7 izolat1 i¢in bu deger pH 10 olarak

bulunmustur.

12 ~
~ 10 -
=
E
o0 i
£ 8
= 6 - u B7
=
)%j) m B8
= 4
5 uA22
o

Jom Il W

5 7 9 10
pH degerleri

Sekil 3.8. Farkh pH degerlerinin kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi
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Farkli karbon kaynaklarmin kiiltiirlerin gelisimi tizerindeki etkilerini belirlemek

amact ile % 1 oraninda glukoz, nisasta ve sukroz karbon kaynagi olarak

kullanilmistir.. Calismaya goére B7 kiiltiirii optimum gelisimini % 1 nisasta iceren

ortamda gergeklestirmistir. A22 kiiltiirii ise % 1 siikkroz ortaminda, B8 kiiltiirti ise %

1 glukoz ortaminda optimum gelisim gostermistir (Sekil 3.9.).

Kuru agirhik (mg/mL)
O Rr N W b U1 OO N 0 O

Glukoz

Nisasta
Karbon kaynagi (% 1)

Siikroz

= B7
m B8
mA22

Sekil 3.9. Farkli karbon kaynaklarimin Kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi

Calismada secilen kiiltiirlerin gelisimi tizerine farkli azot kaynaklari olarak % 1

oraninda proteaz, pepton, meat ekstrakt ve amonyum kloriir denenmistir. Bu

caligmadan elde edilen veriler Sekil 3.10.” da 6zetlenmektedir. Buna gore B7, B8 ve

A22 kiiltiirleri % 1 proteaz pepton ortaminda optimum gelisme gostermislerdir.

[any
o
)

Kuru agirhk (mg/mL)
O R N W b 1 O N O O

Proteaz Pepton

Meat Extract
Azot kaynagi (% 1)

NH4CI

= B7
m B8
mA22

Sekil 3.10. Farkl azot kaynaklarimin Kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi
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Optimizasyon ¢alismalarimizda denedigimiz bir diger ¢evresel kosul maya 6ziitiiniin
etkisi olmustur. Bu ¢alismada maya 6ziitii farkli konsantrasyonlarinin ( % 0,001, 0,1
ve 5) gelisim tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar
Sekil 3.11." de verilmektedir. Bu c¢alismadan elde edilen edilen veriler dikkate
alindiginda kiltiirlerin farkli etkilendigi gozlenmistir. A22 kiiltiiriiniin  optimum
gelisme gosterdigi maya Oziitii konsantrasyonu % 0,1 iken, B7 kiiltiiriiniin % 0,01 ve

B8 kiiltliriiniin ise optimum gelisimi % 0,1 maya oziiti konstrasyonundan

saglanmustir.
9 -
8 -
a7
E
=) 4
£ 6
= 5 m B7
= 4 -
»oh u B8
S 3
E 2 A22
Z2-
1 .
0 n 1
Kontrol 0,01 0,1 5
Farklh Maya Oziitii Konsantrasyonu (% w/v)

Sekil 3.11. Maya oziitii farklh konsantrasyonlarmin Kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi

Halofil kiiltiirlerin gelisimi {izerine MgCl, farkli konstrasyonlarmin etkisi incelenmis
ve bu g¢alismada % 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 ve 3 konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu
calismanin sonuglart Sekil 3.12." de verilmistir. Calismadan elde edilen veriler
dikkate alindiginda ise, kiiltlirlerin magnezyumdan farkli etkilendigi saptanmustir.
Buna gore B7 kiiltiiriiniin optimum gelisim gosterdigi MgCl, konsantrasyonu % 0,2
iken, B8 kiiltiriiniin % 0,1 olmus ve A22 Kkiltirinin ise % 0,4 MgCl,

konsantrasyonunda optimum gelisim gosterdigi saptanmugtir.
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£ = A22
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Kontrol 0,1 0,2 0,4 0,8 3

MgCl, Konsantrasyonu (% w/v)

Sekil 3.12. Magnezyum farkli konsantrasyonlarinin kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi

Tuzun farkli konsantrasyonlarinin kiiltiirlerin gelisimi {izerine etkileri incelenmis ve
bu calismada % 0,5; 10; 20 ve 30 NaClI konstrasyonlar1 denenmistir. Bu ¢alismadan
elde edilen veriler Sekil 3.13." de Ozetlenmistir. Bu g¢alismaya gore B7 ve B8
kiiltiirleri optimum gelismelerini % 10 NaCl konstrasyonunda gostermislerdir. A22

kiiltiirii ise % 0,5 NaCl konstrasyonunda optimum gelismistir.

6_
35
E
on
54 m B7
-
§3 = B8
) = A22
=
S
=
N

[N

o

Kontrol 0,5 10 20 30
NaCl Konsantrasyon (% wi/v)

Sekil 3.13.Tuzun farkh konsantrasyonlarmin Kiiltiirlerin gelisimi iizerine etkisi
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3.3. Kantitatif proteaz aktiviteleri

Tuz Goli' nden izole edilen kiiltiirlerin optimum gelisimini saglamak amaciyla farkli
cevresel kosullar denenmis ve elde edilen sonuclar dikkate alinarak kiiltiirler kendi
sartlarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirlerin proteaz
aktiviteleri kantitatif olarak belirlenmistir. Bu ¢alismamizdan elde edilen sonuglar
Cizelge 3.11." de verilmektedir. Bu ¢aligmadan elde edilen veriler dikkate
alindiginda, en yiiksek proteaz aktivitesi A22 kiiltiiriinden elde edilmistir. Saflagtirma

denemelerine bu kiltiir ile devam edilmistir.

Cizelge 3.11. Kiiltiirlerin proteaz aktivitelerinin optimizasyon dncesi ve sonrasinda
karsilastirilmasi

ikroorganizma

7 7 Optimize 8 8 Optimize 22 22 Optimize
Aktivite

U/mL 0,33 | 0,61 0,30 | 0,53 |0,30 0,70

3.4. Jel filtrasyon kromatografisi

Protein saflagtirma iglemleri jel filtrasyon kromatografisi teknigi ile ve 5- 250 kDa
ayirma araligina sahip Sefakril S-200 HR kullanilarak yapilmistir. Calismadan elde
edilen veriler Sekil 3.14. ve Sekil 3.15." de 6zetlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari
dikkate alindiginda 27 ile 31. fraksiyonlarin aralig1 proteaz enzimini ve serin proteaz
enziminin varligin1 gostermektedir. En yiiksek aktivitenin goriildiigii fraksiyon ise
29. fraksiyondur. Fraksiyonlardaki serin proteaz varligi, bir serin proteaz inhibitorii
olan PMSF ile reaksiyona sokulduktan sonra inhibisyonun gozlenmesi pozitif sonug
olarak kabul edilmistir. Daha sonra aktivite gosteren tiim fraksiyonlar toplanmis ve
enzim fraksiyonlarinin daha fazla saflastirilmasina yonelik olarak diyaliz igin

kullanilmastir.
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Absorbans (280 nm)

1 4 7 101316 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76

Fraksiyon numarasi

Sekil 3.14. Jel filtrasyon kromatografisi ile toplanan fraksiyonlarin toplam protein sonuglar:

0,25

0,2

0,15 -

0,1 -

Absorbans (660 nm)

0 LML I O |

1 4 7 10131619 22 2528 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58 61 64 67 70 73 76

Fraksiyon numarasi

Sekil 3.15. Jel filtrasyon kromatografisi ile toplanan fraksiyonlarin toplam proteaz sonuglari
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3.5. Serin Proteaz Enzimi Saflastirma Cizelgesi

Calismada A22 kiiltiirlinden serin proteaz enzimi saflastirilmistir. Ham enzimin
(NH;)2SO4 ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ile kolon kromatografisi sonucu
elde edilen saf enzime ait degerler Cizelge 3.12." de 6zetlenmistir. Bu ¢alismamiza
gore (NH,4)2SO, ¢oktiirmesi sonucunda % 71, kolon kromatografisi sonucunda ise %

6,2 verimle enzim elde edilmistir.

Cizelge 3.12. A22 Kkiiltiiriiniin serin proteaz enzimine ait saflastirma cizelgesi

Spesifik
Saflagtirma Hacim TOpIa.m Topla}m aktivite Saflagtirma Verim
Basamas: (mL) protein aktivite U/mg . (%)
g (mg) (U/mL)
Ham ekstrakt | 4z, 17550 247,5 0,014 1 100
400 21040 176 0,008 0,5 71,1
(NH,),SO,4
Jel Geg¢irgenlik
Sefakril S-200 50 5510 15,5 0,31 22 6,2
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3.6. Kismi Saflastirilmis Proteazin Molekiiler Agirhginin Belirlenmesi

Kismi saflastirilmis enzim SDS-PAGE ile ileri saflagtirmaya alinmig ve enzimin
boyutu belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan markoériin sahip oldugu molekiiler
agirlik bantlari; B-galaktozidaz 116 kDa, sigir serum albiimin 66.2 kDa, oval albumin
45 kDa, laktat dehidrojenaz 35 kDa, REase Bsp981 25 kDa, - laktoglobulin 18,4
kDa ve lizozim 14,4 kDa’ dur (Sekil 3.16.). Kismi saflagtiritlmis halofilik kiiltiiriin
enzimine ait SDS-PAGE goriintiisii ise Sekil 3.16° da verilmektedir. Calisma sonucu

elde edilen bandin molekiiler agirhigr yaklasik 55,0 kDa olarak belirlenmistir.

116 kDA

66.2 kDA

55.0 kDA

45.0kDA

35.0 kDA

250kDA

18.4kDA

14.4kDA

Sekil 3.16. Saflagtirilmus serin proteaza ait SDS-PAGE goriintiisii
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3.7. Enzim Karakterizasyon Sonuclari

A22 kiiltriinden saflastirilan enzimin karakterizasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda
farkli ¢evresel kosullar denenmistir. Bunlar farkli sicaklik (20, 40, 60 ve 80 OC),
farkli pH (6, 7, 8, 9 ve 10), farkli tuz konsantrasyonlari (% 5, 10, 20, 30 NaCl), farkli
metal iyonlart (ImM FeCls, MgCl,, CaCl,, MnCl,, BaCl, CoCl, ve KCI), farkh
dogal substratlar (% 0,65 kazein, BSA ve jelatin), farkli inhibitér maddeler (1 mM
PMSE, B-merkapto etanol, EDTA, iire) ile farkl yiizey aktif maddeleri (mM Triton
X-100, SDS)’ dir. Calismalardan elde edilen sonuglar Sekil 3.17, 3.18, 3.19, 3.20,
3.21, 3.22 ve 3.23.' de Ozetlenmistir.

A22 Kkiiltiiriinden saflastirilan enzimin karakterizasyonunda farkli sicaklik degerleri
denenmis ve enzimin 60 'C’ de optimum aktiveye sahip oldugu (% 182)
belirlenmistir (Sekil 3.17.).

20 40 60 80

Sicakhik degerleri (°C)

e
)
o

1

Bagil aktivite (%)
o OO '5
o O O

N b
o O
I I

o
|

Sekil 3.17. Farkh sicaklik de@erlerinin serin proteaz aktivitesine etkisi
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Saflagtirilan enzimin farkli pH degerlerindeki aktivitelerinin karsilagtirildigt

caligmalarda enzim pH 7’ de optimum aktivite (% 186) gostermistir (Sekil 3.18.).

160 -
40 -
20 -
6 7 8 9 10

pH degerleri

= e

Bagil aktivite (%)
o o S
© © &

N B
o O
1

o

Sekil 3.18. Farkh pH degerlerinin serin proteaz aktivitesine etkisi

Tuzun farkli konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi tizerindeki etkisinin incelendigi
caligmalarda ise, enzimin % 10 NaCI ortaminda optimum aktivite (% 117) gosterdigi
saptanmugtir (Sekil 3.19.).

140

Bagil Aktivite %
[
N B (o2} 0] o N
o o o o o o
1 1 1 1 1 1

o
I

5 10 20 30
NaCl (% wiv)

Sekil 3.19. Tuzun farkh konsantrasyonlarimin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli metal iyonlarinin enzim iizerine etkisinin incelendigi ¢alismada, enzimin 1mM
MgCI; iceren ortamda optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir (% 95,9) (Sekil
3.20.). Bu ¢alismada kullanilan metal iyonlarinin enzim aktivitesi tizerindeki etkileri

calismasinda en yiliksek enzim aktivitesinden diislige dogru siralama yapildiginda ise,
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MgCl,> FeCls> CoCl,> CaCl,> KCI > BaCl,>MnCl; seklinde aktivitelere sahip

oldugu bulunmustur.

120
100 -

80 -

60 -
40
-1l lnnl
:

FeCI3 MgCIZ CaCl2  CoCl2 MnCIZ BaCl2 KC Kontrol

Bagil aktivite (%)

Metal iyonlar1 (1mM)

Sekil 3.20. Farkh metal iyonlarimnin serin proteaz aktivitesine etkisi

Enzim karakterizasyonu iizerinde yapilan bir diger calisma ise, farkli dogal
substratlarin etkisi olmustur. Bu calismada yaygin kullanilan 3 substrat se¢ilmistir.
Bunlar kazein, BSA ve jelatindir. Bu ¢aligmanin verileri asagida Sekil 3.21° de
verilmektedir. Enzimin optimum aktivite (% 355) gosterdigi susbtrat % 0,65 BSA'
dir.

400 -
350 -

N W
[61 I ]
o O
1 1

200 -
150 -
100 -
50 -

Bagil aktivitive( %)

Kazein BSA Jelatin

Dogal substrat kaynaklari (1 mM)

Sekil 3.21. Farkh dogal substratlarin serin proteaz aktivitesine etkisi

Farkli inhibitér maddelerin enzim iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢alismalarda 4
farkli inhibitdor denenmistir. Bunlar 1 mM konsantrasyonda olan PMSF, B-
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merkaptoetanol, EDTA ve iredir. Bu c¢alismanin verileri Sekil 3.22.” de
verilmektedir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu en fazladan en aza dogru
siralandiginda ise, PMSF < iire < EDTA< B-merkaptoetanol seklinde bir baskilanma
saptanmustir (Sekil 3.22.).

=
©® O N
S O o
1

Bagil Aktivite (%)
N B O
o O O o

inhibitér maddeler (1 mM)

Sekil 3.22. Farkh inhibitor maddelerin serin proteaz aktivitesine etkisi

Enzim karakterizasyonu ¢aligmalarinda incelenen bir diger ¢evresel faktor ise yiizey
aktif maddeleri olmustur. Iki yiizey aktif maddesi bu ¢alismada denenmis olup,
bunlar 1 mM konstrasyonda Triton X-100 ile SDS’ dir. Bu ¢alismanin verileri Sekil
3.23. de verilmektedir. Calismada enzim aktivitesinin en fazla SDS’ ten etkilendigi
saptanmigstir. Enzim aktivitesi % 12,5 oraninda kalirken, inhibisyon oran1 % 87,5 gibi
yiiksek bir oranda olmustur. Triton X-100’de ise enzim aktivitesi % 16,7 oraninda
inhibe olmustur (Sekil 3.23.).
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~ 100 -
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Bagil aktivite (%
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Triton X-100 SDS Kontrol

Farkh yiizey aktif maddeleri ( 1 mM)

Sekil 3.23. Farkh yiizey aktif maddelerinin serin proteaz aktivitesine etkisi
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4. TARTISMA

Halofilik mikroorganizmlarin karakterizasyonu veya karsilastirilmasi lizerine yapilan
taksonomik ¢aligmalarda antibiyotikler ve diger antimikrobiyal maddelere duyarlilik
oldukea fazla kullanilmaktadir (Oren, vd., 1997). Halofilik arkeler, bakterilere 6zgii
olan peptidoglikan yapisinda hiicre duvarina sahip olmadiklar1 igin bir ¢ok
antibiyotikten etkilenmemektedirler (Pecher ve Bock, 1981; Bonelo, vd., 1984; Bock
ve Kandler, 1985).

Tuz goliinden izole edilen halofilik kiltiirlerin antibiyotik direnglilik profilleri bu
calismada incelenmis ve sonuglar Cizelge 3.10.” da 6zetlenmistir. Bu ¢aligmadan
elde edilen veriler incelendiginde, kiiltlirlerin bir ¢gogunun ampisiline direngli oldugu
bulunmustur (Cizelge 3.10.). B-laktam halkasi1 igeren ampisilin bakterilerde hiicre
duvar sentezinde transpeptidasyonu saglayan transpeptidaz enzimini inhibe ederek
duvar sentezini engellemektedir (Pecher ve Bock, 1981; Bonelo, vd., 1984).
Literatiire gore Haloterrigena longa sp. (Heng-Lin Cui, vd., 2006), Halococcus
gingdaonensis (Wang, vd., 2007), Halococcus dombrowskii sp. (Stan-Lotter, vd.,
2002), Haloarcula vallismortis (HA3) ile Haloarcula qudrata (HA9) (Asha, vd.,
2005), Halogeometricurn borinquense sp. (Montalvo-Rodrigez, vd., 1998),
Natronoarchaeum mannanilyticum (Shimane, vd., 2010) ve Haloterrigena salina sp.
(Gutie’rrez, vd., 2008) arkeal Kkiiltiirlerinin ampisiline direngli oldugunu
bildirilmistir. Literatiirden saglanan bu sonuglar bizim ¢alismamizda elde ettigimiz

sonuclar ile uyumludur.

Bu c¢aligmada halofilik kiiltiirlerin birgogunun penisiline direngli oldugu saptanmistir
(Cizelge 3.10.). Penisilinler ilk kesfedilen dogal antibiyotiklerden olup, Penicillium
cinslerinden elde edilmekte ve bakteri hiicre duvari sentezini inhibe etmektedir.
Dogal ve yari-sentetik olmak tiizere iki farkli ¢esidi olmasina ragmen, yapisal olarak
biitiin penisilin molekiilleri bir B-laktam c¢ekirdeginden (6-APA) ve bu ¢ekirdege
bagli bir yan zincirden meydana gelmektedir. 6-APA ¢ekirdegi L-sistein ve D-valin
amino asitlerinden olusmaktadir (Demain ve Elander, 1999). Literatiirden saglanan

sonuglar bizim calismamizda elde ettigimiz sonucglar1  desteklemektedir.
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Bu caligmalar Haloterrigena longa sp. (Heng-Lin Cui, vd., 2006), Halococcus
gingdaonensis sp. (Wang, vd., 2007), Halodaptatus paucihalophilus (Savage, vd.,
2007), Haloarcula qudrata (HA9) (Asha, vd., 2005), Halogeometricurn borinquense
sp. (Montalvo-Rodrigez, vd., 1998), Natronoarchaeum mannanilyticum (Shimane,
vd., 2010), Haloterrigena salina sp. (Gutie rrez, vd., 2008) ile yapilmis ve penisiline

direncleri literatiirde bildirilmistir.

Calismamizda ayrica kiiltiirlerin birgogunun basitrasine direngli oldugu saptanmistir
(Cizelge 3.10.). Bakterilerde pirofosfataz enzimine baglanarak hiicre duvari sentezini
inhibe eden basitrasin, bdylece bakteride tasiyici lipitlerin alicit lipit formuna
gecmesini saglamaktadir. Basitrasinin kokkoid yapida olmayan halofilik arkelerde
hiicre duvar yapisindaki glikoprotein igerisine yiiksek molekiil agirlikli sekerlerin
katilimin1 inhibe ettigi rapor edilmistir. Ayrica C55-izoprenil pirofosfat ile kompleks
olusturup yiizey glikoproteinlerinin sentezini inhibe ettigi ve lipit biyosentezini
inhibe edebilecegi de ileri siirilmektedir (Wieland, vd., 1982; Bonelo, vd., 1984).
Bildirilen bu ¢alismalar bizim sonuglarimizi desteklemektedir. Literatiirden elde
edilen bilgiler 1s181inda, Haloterrigena longa sp. ve Haloterrigena limicola sp. tiirleri
(Heng-Lin Cui, vd., 2006) ile, Haloarcula qudrata (HA9) (Asha, vd., 2005) tiiriiniin

basitrasine direngli oldugu rapor edilmektedir.

Novobiyosin ile yaptigimiz calismalar sonucunda ise, halofilik kiiltiirlerin
bircogunun bu antibiyotige direngli oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.10.). Novobiosin
hem bakterilerde hem de arkelerde DNA' ya topolojik olarak negatif siiper doniisler
yaptiran Tip II topoizomerazin (DNA giraz) gryB alt {initesini inhibe etmektedir. Bu
antibiyotigin halofilik arkelerde kiigiik plazmidlerin pozitif siiper sarmal hale
dontismesini  de indiikledigi bildirilmistir  (Sioud, vd., 1988). Halococcus
saccharolyticus (Oren, 2001) ve Haloarcula qudrata (HA9) (Asha, vd., 2005) ile
yapilan ¢aligmalarda novobiyosine karsi direng saptanmistir. Yildiz (2010), yaptig
calismada halofil arkeal izolatlarin bu antibiyotige karst 2 ila 35 mm arasinda
inhibisyon zonu gosterdiklerini rapor etmistir. Benzer sekilde Birbir vd. (2004)
yaptiklar1 ¢alismada, tiim arkeal izolatlarin novobiyosine karsi direngli oldugunu

saptamistir. Literatiirden saglanan bu veriler calismalarimiz ile paralel yondedir.

Tetrasiklin ile yaptigimiz ¢alismalar sonucunda ise halofilik kiiltiirlerin birgogunun

bu antibiyotige direngli oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.10.). Tetrasiklin,
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Streptomyces rimosus tarafindan iiretilen, ribozomlarda tRNA - mRNA arasinda
kodon-antikodon etkilesiminin bozulmasini saglayan bir antibiyotiktir (Anstead, vd.,
2007). Haloterrigena longa sp. nov. ve Haloterrigena limicola sp. (Heng-Lin Cui,
vd., 2006), Halococcus gingdaonensis sp. (Wang, vd., 2007), Halococcus
dombrowskii sp. (Stan-Lotter, vd., 2002), Haloarcula qudrata (HA9) (Asha, vd.,
2005), Halogeometricurn borinquense sp. (Montalvo-Rodrigez, vd., 1998),
Natronoarchaeum mannanilyticum (Shimane, vd., 2010) ve Haloterrigena salina sp.
(Gutie'rrez, vd., 2008) ile yapilan ¢alismalar sonucunda arkeal suslarin tetrasikline
karsi direngli oldugu rapor edilmektedir. Bu da bizim sonuglarimizi

desteklemektedir.

Calismamizda, kiiltiirlerin pek g¢ogunun streptomisin ve eritromisine duyarlilik
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 3.10.). Streptomisin bakteri ribozomlarinda protein
sentezini inhibe ederek ve mRNA’ daki genetik bilginin dogru okunusunu bozarak
hizl1 bakterisidal etki gosteren aminoglikozid grubu bir antibiyotiktir (Willke, 2003;
Itoh, vd., 1984; Cachet, vd., 1987; Omura, vd., 1987). Son yillarda arkeal kiiltiirlerin
antibiyotik profillerine yonelik ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Roh vd. (2007)
yaptiklar1 ¢alismada, Halalkalicoccus jeotgali sp. tiiriiniin basitrasin, penisilin,
ampisilin, kloramfenikol ve eritromisine direngli oldugunu bildirmislerdir. Asha vd.
(2005), Haloarcula vallismortis (HA3) ve Haloarcula qudrata (HA9) izolatlar ile
yaptig1 ¢alismada, streptomisine ve eritromisine duyarliliklarini aragtirmiglar ve bu
antibiyotiklere kars1 Haloarcula vallismortis (HA3) kiiltiiriniin duyarli oldugunu
rapor etmislerdir. Literatiirden saglanan sonuglar bizim ¢alismamizda elde ettigimiz

sonuglar ile uyumludur.

Bu calismada, izole edilen halofilik kiiltiirlerin gelisimlerini optimize etmek amaci
ile farkli ¢evresel kosullar denenmistir. Bunlardan biri sicaklik olup 20, 37 ve 45 C
sicaklik degerleri ¢alisilmistir. Calismamizda, izole ettigimiz kiiltiirlerin gelisimi 37
ve 20 'C' lerde optimum gelisimi saglamustir (Sekil 3.7.). Yachai (2009) yaptig:
calismada, Halobacterium piscalsi (37- 40 ‘C), Halobacterium noricense (28- 50 "C)
ve HPC1-2T (20- 60 'C) i¢in optimum gelisim sicakliklarimi bildirmistir. Nyakeri
(2013) yaptig1 ¢alismada, Halomonas X5 izolat1 igin optimum gelisimin 25- 30 'C
arasinda oldugunu rapor etmistir. Kebbouche-Gana, vd. (2009) yaptiklart ¢aligma

sonucunda, Halovivax izolatinin 37 ‘C’ de optimum gelistigini bildirmistir. Baltaci
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(2014) yaptig1 calismada, Halobacterium salinarium, Halobacterium halobium,
kiiltiirlerinin optimum gelisme sicaklarini 37 'C olarak bildirmistir. Bilgi (2012)
yaptig1 calismada ise, arkeal kiiltiirlerin gelisimlerinin 37- 40 'C araliginda optimum
oldugunu rapor etmistir. Literatiirden saglanan sonuglar bizim g¢alismamizda elde

ettigimiz sonuglar ile uyumludur.

Calismada kiiltiirlerin gelisimi tizerine denenen g¢evresel kosullardan biri farkli pH
degerleridir (pH 5, 7, 9, 10). Bu calismadan elde edilen veriler dikkate alindiginda
kiiltiirlerin pH 9 ve 10' da optimum gelisime sahip oldugu saptanmistir (Sekil 3.8.).
Nyakeri (2013) yaptigi calismada Halomonas X5 izolatinin pH 8- 9 arasinda
optimum gelisme gosterdigini rapor etmistir. Bu ¢alismanin sonuglart ¢alismalarimizi

desteklemektedir.

Farkli karbon kaynaklarinin gelisim {izerindeki etkilerini belirlemek amaci ile
glukoz, nisasta ve sukroz karbon kaynagi olarak kullanilmamistir. Bu ¢alismamiza
gore her bir izolatin farkli karbon kaynagini tercih ettigi ve optimum gelisme
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.9.). Taran ve Amirkani (2010) Haloarcula sp. IRU1
icin en yiiksek gelisimin glukozda 2 g/L' de oldugunu bildirmistir. Yachai (2009)
halofilik arkeler ile yaptig1 calismasinda, optimal gelisimin % 1 glukoz ortaminda
oldugunu rapor etmistir. Jantzer, vd. (2011) yaptiklar1 arastirmada, Haloferax
volcanii i¢in % 0,5 glukozun optimum gelisimi sagladigini rapor etmistir. Cui, vd.
(2006) yaptiklar1 caligmada, arkeal izolatlarin glukoz ve sukrozu asimile ettiklerini
bildirmislerdir. Xu, vd. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, 3 haloalkalifilik arkenin glukoz
ve sukrozu kullanabildigini rapor etmislerdir. Roh, vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada,
Halalkalicoccus jeotgali sp. tiiriiniin glukoz ve sukrozu kullandigini rapor etmistir.
Hezayen, vd. (2001) yaptiklari c¢alismada, arkeal izolatlarin glukoz ve nisastayi
kullandiklarin1  bildirmektedir. Goh, vd. (2006) halofilik arkelerle yaptiklart
arastirmada, glukoz ve sukrozun kullanildigi rapor etmistir. Lillo ve Valera (1990)
Haloferax mediterranei susunun glukoz, sukroz ve nisastay: kullanabildigini rapor
etmistir. Coronado, vd. (2000) ile Koning, vd. (2002) yaptiklari ¢alismada ise, arkeal
kiiltirlerin glukoz, sukroz ve nisastayr Kullandiklarmi rapor etmektedirler.
Literatiirden saglanan sonuglar bizim c¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar ile

uyumludur.
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Farkli azot kaynaklarinin (proteaz pepton, meat ekstrakt, amonyum kloriir) gelisim
tizerine etkisinin incelendigi ¢aligmalarimiz sonucunda, tiim kiiltiirlerin % 1 proteaz
peptonda optimum gelisme gosterdikleri saptanmustir (Sekil 3.10.). Hezayen, vd.
(2002) yaptiklar1 galismada halofilik arkelerin proteoz pepton, yeast ekstrakt, tripton
ve kazamino asidi azot kaynagi olarak kullandigini ayrica bu kaynaklarin iyi gelisime

aracilik ettigini bildirmistir. Bu ¢alisma bizim sonuglarimizi da desteklemektedir.

Optimizasyon ¢alismalarimizda denedigimiz bir diger ¢evresel faktor maya oziitiiniin
farkli konsantrasyonlarinin gelisim tizerindeki etkileri olmustur. Bu ¢alismadan elde
edilen edilen veriler dikkate alindiginda kiiltiirlerden ikisi % 0,1 maya Oziitiinde en
Iyi gelisimi gosterirken, kiiltiiriin digerinin ise % 0,01 maya oziitiinde optimum
gelisime sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 11). Kahraman (2008) yaptig1 ¢aligmada,
% 0,1 maya ozitinii optimal verirken, Jantzer, vd. (2011) yaptigi c¢alismada,
Haloferax volcanii i¢in % 0,01 maya 6ziitii konsatrasyonunu optimal vermis, Bilgi
(2012) ve Gruber, vd. (2004) ise yaptiklari ¢alismada, ayn1 maya &ziitlerini optimum
olarak bildirmislerdir. Literatiirden saglanan sonuclar bizim calismamizda elde

ettigimiz sonuglar ile uyumludur.

Calismamizda MQCI, farkli konstrasyonlarmin gelisim iizerine etkisi incelenmis,
sonugcta kiiltiirlerin farkli MgCl, konsantrasyonlarinda (% 0,1; 0,2; ve 0,4) optimum
gelisim gosterdikleri saptanmustir (Sekil 3.12.). Literatiirden saglanan sonuglara
bakildiginda ise, Halobacterium cutirubrum igin 0,1 M (Boring, vd., 1963),
Halobacterium halobium i¢in 0,1- 0,5M (Brown ve Gibbons, 1955), halofilik
kiiltiirler i¢in 0,6 - 0,9 M (Gruber, vd., 2004), Halobacterium noricense igin 0,6- 0,9
M (Yachai, 2009), baz1 arkeal kiiltiirler icinde % 0,005 (Montalvo-Rodriguez, 1997)
ve % 0,05 konsantrasyonlari (Bilgi, 2012) rapor edilmektedir.

Tuz farkli konsantrasyonlariin kiiltiirlerin gelisimi {izerine etkileri ¢aligmalarinda 3
farkli NaClI konsantrasyonu c¢alisilmistir. Buna gore 2 halofilik kiiltir % 10 NaCI
konsantrasyonunda optimum gelisirken, diger kiiltiir ise % 0,5 konsantrasyonunu
tercih etmistir (Sekil 3.13.). Nyakeri (2013) yaptig1 ¢alismada, Halomonas X5 izolati
icin % 10- 15 NaCl konsantrasyonunu optimum vermis, Manjula (2014) ise yaptig1
calismada, Natrinema sp. BTSHI10 izolati i¢in % 25 NaCl konsantrasyonunu
optimum olarak vermistir. Baltac1 (2014) ise yaptigi calismada, Halobacterium
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salinarium ve Halobacterium halobium i¢in optimum NaCl konsantrasyonunu % 20-
30 olarak bildirmektedir.

Calismamizda saflastirilan proteazin molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla SDS-
PAGE uygulanmis ve enzimin molekiil agirligimin yaklagik 55 kDa oldugu
saptanmistir (Sekil 3.16.). Literatiire gore Studdert, vd. (2001) Natronococcus
occultus proteazi igin 130 kDa bildirirken, Kamekura ve Seno (1990) halofilik bir tiir
icin 42 kDa, Yu (1991) Natronobacterium sp. i¢in 49 kDa, Schmitt vd. (1990)
Halobacterium halobium igin 60 kDa, Gimenez vd. (2000) Natrialba magadii i¢in 45
kDa, lzotova, vd. (1983) Halobacterium halobium i¢in 41 kDa ve Stepanov, vd.
(1992) Halobacterium mediterranei i¢in 41 kDa agirliklarini rapor etmislerdir. Buna
ilaveten Durham, vd. (1987) alkolifilik Bacillus sp. i¢in 36 ve 27,5 kDa

biiytikliigiinde 2 adet proteaz enziminin varligini rapor etmislerdir.

Yiiksek proteaz aktivitesine sahip bir kiiltlirlin enziminin saflagtirmasina gidilmis ve
calismalarimiz sonucunda spesifik aktivite 0,008 U/mg olarak belirlenmistir (Cizelge
3.12)). Literatiirden saglanan sonuglar birbirinden farklililk gdstermektedir.
Namwong, vd. (2006) Halobacillus sp. SR-3 izolat1 ile yaptiklar1 ¢alismada % 80
verim ile spesifik aktiviteyi 2,7 U/mg bulurken, Li ve Yu (2012) % 75 oraninda
amonyum silfat ¢oktlirmesi verimi ile spesifik aktiviteyi 573,5 U/mg bildirmis, Wu,
vd. (2015) yaptiklar1 g¢alismada spesifik aktiviteyi 179,2 U/mg olarak rapor

etmislerdir.

Yiiksek proteaz aktivitesine sahip halofil kiiltiiriin enzimini saflagtirmak amaci ile
yapilan kolon kromatografisi ¢alismalarimizda spesifik aktivite 0,31 U/mg olarak
belirlenmistir  (Cizelge 3.12.). Vidyasagar, vd. (2006), Halogeometricum
borinquenses TSS101 ile yaptiklar1 ¢alismada spesifik enzim aktivitesini 294 U/mg
olarak tespit etmislerdir. Buna ilaveten Natrialba magadii tiirii ile ¢alisan Gimenez,
vd. (2000) yaptiklar1 ¢aligmada sonugta spesifik enzim aktivitesini 890,7 U/mg
olarak rapor etmislerdir. Literatiirden saglanan sonuglarin birbirinden farkli oldugu

goriilmektedir.
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5. ONERILER

Tuz Goli' nden izole edilen halofilik mikroorganizmalardan proteaz aktivitesi olan 3
adet kiiltiirde serin proteaz aktivitesi aranmig ve aktiviteyi yiiksek gosteren bir kiiltiir
ile caligmalar yiritilmistir. Enzim % 22 saflikla ve % 6,2 verimle kismen
saflagtirllmistir. Kismen saflastirilan enzim PMSF ile yiiksek oranda inhibe
oldugundan serin proteaz karakterde oldugu ve % 10 tuz konsantrasyonunda
optimum aktiviteye sahip oldugu saptanmustir. Kismen saflastirilmis enzimin 60 C'
de, pH7' de, 1 mM MgCI,' de yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Kismi
saflagtirillmis enzimin siras1 ile MgCl,, FeCls, CoCl,, ve KCI varhiginda yiiksek
aktiviteye sahip oldugu saptanmustir. Enzim, yiizey aktif maddelerinden olan SDS ile
¢ok fazla inhibe olmasina ragmen, Triton X-100" den ¢ok az etkilenmistir. Dogal
substratlardan BSA' nin hidroliz olabildigi ve enzimin aktivitesinin yiiksek oldugu
bulunmustur. Calismada kullanilan kazein ve jelatin substratlar1 da hidroliz olmustur.
Tiim bu sonuglar, saflagtirilan serin proteazin, biyoteknolojik ve endiistriyel

uygulamalar i¢in potansiyel olarak yararl olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, bundan sonraki g¢alismalarda serin proteaz enziminin verimini ve
safliginm1 artirmak i¢in daha ileri saflastirma islemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Enzimin ticari boyutta liretimini saglamak amaci ile besiortami daha fazla optimize
edilmeli ve biyoreaktdrde enzim iiretimi saglanabilmelidir. Enzim stabilitesinin
kararhigina yonelik ¢aligmalar yiiriitiilmelidir. Ilaveten enzim aktivitesini etkileyen

cevresel faktorlerin daha fazla belirlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EKLER

EK A. Kullanilan Malzemeler Ve Soliisyonlar

a-naftol ¢ozeltisi

Alfa- naftol ¢6zeltisi nitrattan nitrit olusumu testinde nitrit negatif tiiplerde nitrat
varhigimin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. 5 g a-naftol; %96’lik 100 mL alkol

icinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Cozelti kullanimdan hemen 6nce hazirlanmalidir.
Kovaks ayiraci

Kovaks ayiraci indol testinde kullanilmaktadir. 5 g p-dimetil amino benzaldehit, 75
mL izo- veya normal amil alkol ve 25 mL konsantre HCI ile hazirlanmaktadir.

Cozelti kullanimdan hemen 6nce hazirlanmalidir.
Tetrametil p-fenilen diamin dihidroklorid ¢ozeltisi

1 g tetrametil p-fenilen daimin dihidroklorid 100 mL saf su igerisinde ¢oziilerek

hazirlanmis ve oksidaz testinin uygulanmasinda kullanilmaktadir.
Hidrojen peroksit (H,0,) ¢ozeltisi (%o 3)

3 mL H,0,, 100 mL saf su icerisinde ¢ozilerek hazirlanmistir. Katalaz testinin

uygulanmasinda kullanilmaktadir.
Kristal viyole boya c¢ozeltisi

Izolatlarin  sahip olduklar1 hiicre duvar yapilarmin belirlenmesi amaci ile
kullanilmaktadir. 0,5 g kristal violet (gentian violet), 100 mL distile su iginde

¢ozdiiriilmistiir. Daha sonra boya kaba filtre kagidindan siiziilerek kullanilmaktadir.
Safranin boya cozeltisi

Izolatlarin  sahip olduklar1 hiicre duvar yapilarmin belirlenmesi amaci ile
kullanilmaktadir. 0,5 g safranin, (% 95) 10 ml etil alkol; 100 ml distile su
bilesiminden olusmaktadir. Safranin etil alkol i¢inde ¢oziindiiriildiikten sonra distile

su ile karistirilmistir.
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Na,COj3 (500 mM)

5,3 g Na,CO3 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Ortam pH' sin1 alkali yapmak amaci

ile kullanilmaktadir.
Folin reaktifi ( 1:4)

100 mL i¢in, 20 mL folin 80 mL steril distile su ile karistirilarak elde edilmektedir.
Proteaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Alkali ortamda bakir iyonu
(Cu*™ ) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks olusturup, proteinlerin yan
zincirinde yer alan tirozin (Tyr), triptofan (Trp) ve sistein (Cys) aminoasitleri Folin-

Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olmaktadir.
50 mM Sodyum-fosfat (pH 6,0- 6,5- 7,0)

6,80 g potasyum dihidrojen fosfat ve 13,40 g di-sodyum hidrojen fosfat distile su ile
1 L’ ye tamamlanir. Elde edilen pH’ ya gére HCI ya da NaOH ile istenilen pH’ ya

ayarlama yapilmaktadir.
50 mM Tris-HCI (pH 7,5- 8,0- 8,5)

6,057 g Tris distile su ile 1 L’ ye tamamlandiktan sonra HCI ile istenilen pH’ ya

ayarlanmistir. SDS-PAGE c¢alismalarinda jelin hazirlanmasinda kullanilmaktadir.
50 mM Glisin-NaOH (pH 9,0- 9,5)

3,753 g glisin distile su ile 1 L’ ye tamamlandiktan sonra NaOH ile istenilen pH’ ya

ayarlanmistir. Enzim saflastirmasinda genel tampon olarak kullanilmaktadir.
1 M Tris-HCI (pH 6,8)

60 g Tris Base 500 mL distile su ile ¢ozdiriliir ve ¢ozelti pH' s1 HCI ile 6,8 e
ayarlanmigtir. SDS-PAGE c¢alismalarinda konsantrator jelin  hazirlanmasinda

kullamlmaktadir.
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

91 g Tris Base 500 ml distile su ile ¢ozdirilir ve ¢ozelti pH' s1 HCI ile 8,8' e
ayarlanmistir.  SDS-PAGE  ¢alismalarinda  ayirict  jelin - hazirlanmasinda
kullanilmaktadir.
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Amonyum siilfat ¢cozeltisinin hazirlanmasi (% 40)

Amonyum stilfat 25 mL i¢in 1,41g tartilip yavas yavas eklenmistir. Proteinleri

¢oktiirme amacli kullanilmaktadir.
TCA cozeltisi

250 mL ¢ozelti i¢in 1,798 g TCA, ile 2,99 g Na-asetat ve 1,88 mL asetik asit son
hacim 250 mL olacak sekilde distile su ile karigtirllmistir. Proteaz enzim aktivitesinin
belirlenmesi g¢alismalarinda, reaksiyonu sonlandirmak ve tirozinin serbestlesmesini

saglamak amaciyla kullanilmaktadir.
Akrilamid / bisakrilamid ¢ozeltisi (% 30)

% 29,2 akrilamid ve % 0,8 bis-akrilamid 70 mL distile su igerisinde ¢oziiliir, hacim
100 mL’ ye tamamlanarak filtre kagidindan gegirilir ve +4 ‘C’ de karanlik ortamda

(veya koyu renkli sisede) saklanmistir.
SDS (% 10)

10 g SDS, 100 mL distile suda ¢oziiliir. Protein yapisini denatiire ederek yapinin
negatif yiikle yliklenmesini saglamaktadir.

Amonyum persiilfat (APS; % 10)

0,1g amonyum persiilfat (APS) 1mL distile su igerisinde ¢oziilir. Calismalar
esnasinda taze hazirlanmalidir. Poliakrilamid jelin polimerizasyon reaksiyonunu

baglatmaktadir.
TEMED

Ticari olarak bulunan bu madde, jelin hazirlanis1 esnasinda son asamada
konulmalidir (Poliakrilamid jelin polimerizasyon reaksiyonunu katalizler). Ticari
olarak temin edilmis olup poliakrilamid jelin polimerizasyon reaksiyonunu

katalizlemektedir.
Stacking gel buffer (Yiikleme jel tamponu)

0,5 M Tris-Cl (Trizma Base kullanilabilir) 100 mL distile su kullanilarak tampon
hazirlanmustir ve tamponun pH’ 1 6,8 ¢ ayarlanmustir. +4 C’ de saklanmistir. SDS-
PAGE sisteminin st kisminda yer alan bu jel igerik olarak az oranda akrilamid-

bisakrilamid karigimi i¢cermektedir. Bundan dolayr por biiyiikliigii genis olup, tim

77



protein Orneklerinin  kolaylikla ilerleyip hizalanmasi saglamaktadir. Protein
orneklerinin jelde yiirimesi esnasinda stacking jelde bir sandvi¢ sistemi
olusmaktadir. CI” iyonlar1 negatif yiiklii olup, diger molekiillerden hizli hareket
etmektedirler. Stacking jeli hazirlamada Tris-HCI pH 6,8 kullanilir ve bu pH
degerinde glisin aminoasiti nétral yapidadir. Biiyiik protein molekiilleri bu CI™/ glisin
yapisi arasinda kalmaktadir. Bu mekanizma tiim 6rneklerin ayni hizaya gelebilmesi
i¢in 6nemlidir.

Seperating gel buffer (Ayirma jel tamponu)

Tampon, 1,5 M Tris-Cl (Trizma Base kullanilabilir) ve 100 mL distile su kullanilarak
hazirlanmis ve pH’ 1 8,8 ¢ ayarlanmustir, daha sonra +4 ‘C’ de saklanmustir. SDS-
PAGE sisteminin alt kisminda yer alan bu jel igerik olarak daha fazla oranda
akrilamid-bisakrilamid karisimi igermektedir. Stacking jele gére daha kiigiik por
yapisina sahiptir. Resolving jeli hazirlamada Tris-HCl pH 8,8 kullanilir ve bu pH
degerinde glisin aminoasiti negatif yiiklii yapidadir. Cl- iyonlar1 ve glisin yapisi
negatif ylikli oldugundan proteinlerden daha hizli ilerleme gostererek orneklerin
ilerlemelerini kolaylagtirmaktadir. Sonug olarak kii¢lik molekiil agirligina sahip olan

ornekler daha hizli ilerleme gostermektedirler.
10x Yiiriitiicii tampon (1x 25 mM Tris, 192 mM glisin, % 0,1 SDS, pH 8,3)

Tris base' ten 30 g, 144 g glisin ve 10 g SDS, steril bir spatul ile tartilip, 600 mL
distile su eklenmistir. Ardindan pH 8,3’ e ayarlandiktan sonra 1000 mL’ ye distile su
ile tamamlanmistir. Filtreden gegirildikten sonra +4 ‘C’ de muhafaza edilmistir.

Caligsmalarda 1X’ e seyreltilerek kullanilmaktadir.
Bradford reaktifi

Coomassie Brillant Blue G-250" den 40 mg alinip, 50 mL % 95’ lik etil alkol iginde
¢Ozdiiriiliir ve lizerine 55 mL % 88’ lik fosforik asit ilave edilerek distile su ile 1 L’
ye tamamlanip filtre edilmistir. Giines 1s13indan korunarak +4 'C’ de depo edilmistir.

Enzim 6rneklerinde protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.
Diyaliz tamponu

50 mM Tris-HCI tamponu 0,5 M NaCl igerecek sekilde istenilen hacime gore
hazirlanmaktadir. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen proteaz enzim

karisimindan amonyum siilfatin uzaklastirilmas: amaciyla kullanilmaktadir.
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Boyama cozeltisi

1 g coomassie, 100 mL glasiyel asetik asit, 400 mL metanol ve 500 mL distile su ile
kanistirilir ve filtreden gecirilerek boya partikiilleri elimine edilir. Oda sicakliginda
muhafaza edilir. SDS-PAGE ¢alismalarinda proteinlerinin goriiniir hale gelmesi i¢in

jelin boyanmasinda kullanilmaktadir.
Boyama ¢ikarma cozeltisi

100 mL glasiyel asetik asit, 200 mL metanol ve 700 mL distile su ile karistirilir ve

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
Metal c¢ozeltileri

FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi (1 mM): 0,0081 g FeCl3.6H,0 tartilip, 30 mL % 0,65’ lik

kazein ¢6zeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmustir.

MgCl;, ¢ozeltisi (1 mM): 0,00286 g MgCl, tartilip, 30 mL % 0,65 lik kazein

¢ozeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmistir.

CaCl, ¢ozeltisi (1 mM): 0,0033 g CaCl, tartilip, 30 mL % 0,65 lik kazein

¢Ozeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmistir.

AgNO; ¢ozeltisi (1 mM): 0,0034 g AgNO; tartilip, 30 mL % 0,65 lik kazein

cozeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmistir.

ZnCl;, ¢ozeltisi (1 mM): 0,00409 g ZnCl, tartihp, 30 mL % 0,65 lik kazein

¢oOzeltisinde 1 mM olacak sekilde hazirlanmstir.

KCl ¢ozeltisi (1 mM): 0,0022 g potasyum tartilip, 30 mL % 0,65 lik kazein

¢ozeltisinde 1 mM olacak sekilde hazirlanmistir.

CoCl,.6H,0 ¢ozeltisi (1 mM): 0,0071 g CoCl,.6H,0 tartilip, 30 mL % 0,65 lik

kazein ¢ozeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢6ziilerek hazirlanmustir.

MnCl, ¢ozeltisi (1 mM): 0,0037 g MnCl, tartilip, 30 mL % 0,65 lik kazein

¢ozeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢oziilerek hazirlanmistir.

NiCl,.6 H,O ¢ozeltisi (1 mM): 0,0071 g NiCl,.6H,0 tartilip, 30 mL % 0,65’ lik

kazein ¢ozeltisinde 1 mM olacak sekilde ¢6ziilerek hazirlanmustir.
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Inhibitor ¢ozeltileri

PMSF ¢ozeltisi (1 mM): 0,017 g PMSF, 5 mL etanolde ¢oziilerek 1 mM olacak

sekilde ¢ozelti hazirlanmustir.

B-merkaptoetanol ¢ozeltisi (1 mM): 35 uL B-merkaptoetanol alinip, 5 mL tampon
icinde ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden 1 mM olacak sekilde

kullanilmistir.

EDTA ¢ozeltisi (1 mM): 0,039 g EDTA ve bir miktar Tris-HCI (pH 8,5) tamponu ile

¢oziilmiis ve son hacim 5 mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir.

Ure ¢ozeltisi (1 mM): 0,604 mg iire, 50 mL suda 1 mM konsantrasyonunda olacak

sekilde hazirlanmustir.
Yiizey aktif madde c¢ozeltileri

Triton X-100 (%1): 0,3 mL Triton X-100" den alinmis, distile su ile 30 mL’ ye

tamamlanarak hazirlanmigtir.
SDS (%]1): 0,3 g SDS alinmis, 30 mL distile suda ¢6ziilerek hazirlanmistir.
Dogal substrat cozeltileri

% 0,65 lik kazein ¢ozeltisi: 0,195 g kazein tartilarak son hacim 30 mL olacak
sekilde 100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢oziilmiistiir.

% 0,65 lik BSA ¢ozeltisi: 0,195 g BSA tartilarak son hacim 30 mL olacak sekilde
100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢oziilmiistiir.

% 0,65’ lik jelatin ¢ozeltisi: 0,195 g jelatin tartilip, son hacim 30 mL olacak sekilde
100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢oziilmiistiir.
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EK A. Standart Egriler

Tirozin standart egrisinin hazirlanmasi

1,1 mM L-Tirozin ¢ozeltisi igin, 100 mL steril distile suya 0,0199 g L-Tirozin
eklendikten sonra hafifge 1sitilarak ¢oziinmesi saglanmistir. Protein miktar tayini igin
kullanilmaktadir.

Tirozin standart grafigi y = 1,3462x - 0,0088
R?=0,9921

1,1
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S
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0,11 0,22 0,33 0,44 0,55 0,66
Tirozin (umol)

Sekil 27. Tirozin standart egrisi
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BSA standart egrisinin hazirlanmasi

Protein miktarinin belirlenmesinde standart olarak BSA kullanilmistir. BSA stok
sollisyonu 0,2 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmistir. Protein miktar tayini i¢in
kullanilmaktadir.

BSA standart grafigi y =0,0099x +0,0019
08 - R?=0,9948

07
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£ 05
§ 0.2

0,1
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Sekil 28. BSA standart egrisi
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Kuru agirhik standart egrileri

y = 64,446x + 0,0253
R2=0,9962

r
o
w

1

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Kuru agirhk (mg/mL)

Sekil 29. B7 kiiltiiriiniin yag/kuru agirhk standart egrisi
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Kuru agirhk standart egrileri

Yas agirhik (g)

y =86,151x - 0,0032

R2=10,9983

0,002 0,004 0,006
Kuru agirhk (mg/mL)

0,008

Sekil 30. B8 kiiltiiriiniin yas/kuru agirhk standart egrisi
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Kuru agirhik standart egrisi

Yas agirhik (g)

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y = 87,22x - 0,0007

R?=0,9954

0 0,002 0,004 0,006

Kuru agirhk (mg/mL)

0,008

Sekil 31. A22 kiiltiiriiniin yag/kuru agirhik standart egrisi
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