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Doktora Tezi
OZET

BACIILUS HALODURANS G125 ALKALIN SERIN PROTEAZININ URHMI,
KARAKTERIZASYONU VE DETERJAN KATKI MADDESI OLARAK
KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Askm TEKIN

Karadeniz Teknik niversitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2020, 79 Sayfa, 2 Ek Sayfa
Mikrobiyal proteazlar en 6nemli hidrolitik enzimler arasindadir, ticari degere sahiptirler
ve cgitli endiistrilerde uygulama alanlar1 vardir. Diinya genelinde ticari proteazlarin {igt
ikilik kismi mikroorganizma kaynaklidir. Alkalin proteazlarin 6nemli tireticileri bakteriler,
Ozellikle de Bacillus tiirleridir. Bu ¢chsmanin amaci B. halodurans C-125susunda bulunan
bir alkalin serin proteaz kodlayan BH0855 genini klonlamak, hiicre dis1 sekiz proteaz geni
silinmis B. subtilis WB800 konak hiicresinde iiretimini artirmak ve fiziko-kimyasal
Ozelliklerini karakterize etmektir. BHO855 geni 1083 niikleotit olup, 361 amino asit
uzunlugundabir pre-pro-protein enzimi (24-aa sinyal peptit, 69-aa propeptit ve 268-aa
olgun peptit) kodlamaktadir. Tahmini molekiiler aglhig27,67 kDa ve izoelektrik noktasi
9.47°dir. Rekombinant gen bolgesi cat promotoru ve lipA sinyal peptidi ieren pMAO0911
mekik vektoriine basarili sekilde klonland1 ve Bacillus subtilis WB800 susunda hiicre dis1
olarak ekspres edildi. Calisilan gene ait amino asit sekansinin en fazla %65,4 orani ile B.
lentus proteazina (PDB ID: 1GCI) benzedigibelirlendi. Enzim pH 12 ve 60 °C’de
optimum aktivite gosterdi ve genis bir pH ve sicaklik aralignda aktifti. Enzim, 60 ° Cde 1
saat On inkiibasyondan sonra baslangigktivitesinin yaklasik %60'in1 korudu. Enzim, pH
12°de, 37 °Cde 24 saat’lik 6n inkiibasyondan sonra baslangicaktivitesinin %93'iinden
fazlasin1 koruyarak yiiksek pH’ta iyi bir stabilite gosterdi. Enzimin Km ve Vm degderi
sirastyla 0,2899 mg/mL ve 76,12 U/ml olarak hesaplandi. Utden proteazin sahip oldugu
ekstrem Ozellikler sebebiyle cgitli alanlarda oOzellikle de deterjan endiistrisinde

kullanilabilirliggosterildi.

Anahtar Kelimeler: Heterolog Protein Ekspresyonu, Alkalin Serin Proteaz, Bacillus
subtilis WB800, Bacillus halodurans C-125
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PhD Thesis

SUMMARY

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BACILLUS HALODURANS C-125
ALKALINE SERINE PROTEASE AND INVESTIGATION OF USING AS
DETERGENT ADDITIVE

Askim TEKIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Kazim SEZEN
2020, 79 Pages, 2 Pages Appendix

Microbial proteases are among the most important hydrolytic enzymes and have
commercial value and multiple applications in various industries. Two-thirds of
commercial proteases worldwide originate from microorganisms. The major producers of
commercial alkaline proteases are bacteria, especially Bacillus species. The purpose of this
study was to clone BHO855 gene encoding alkaline serine protease (BHASP) from B.
halodurans C-125 strain, to enhance its production in B. subtilis WB800, which is deficient
in eight extracellular proteases, and characterize its physicochemical properties. BHO855
gene is 1083 nucleotides, encoding a 361 amino acid pre-pro-protein enzyme (24-aa pre-
signal peptide, 69-aa pro-peptide and 268-aa mature protein). It has a predicted molecular
mass of 27.67 kDa and pl 9.47). The recombinant gene was successfully cloned into a
shuttle vector PMAOQO91 under the control of cat promoter and signal peptide LipA and
extracellularly expressed in Bacillus subtilis WB800 strain. The deduced amino acid
sequence has the highest homology of 65.4% with B. lentus protease (PDB ID:1GCI). The
enzyme showed activity in a broad range of pH values and temperatures, with an optimum
pH of 12 and a temperature of 60 °C. This enzyme retained nearly 60% of its initial
activity after preincubation for 1h at 60 °C. The enzyme showed good stability at high pH,
maintaining more than 93% of the initial activity after 24 hours pre-incubation at 37 ° C
and pH 12. The Km and Vm values of the enzyme were calculated as 0,2899 mg/mL and
76.12 U/ml, respectively. Due to the extreme properties of the protease, its usability has

been demonstrated in various fields, especially in the detergent industry.

Key Words: Heterolog Protein Expression, Alkaline Serine Protease, Bacillus subtilis
WBS800, Bacillus halodurans C-125
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Alman fizyolog Wilhelm Kiihne tarafindan 1878'de, mayanin sekerlerden alkol
iiretme kabiliyetini tanimlarken kullanilan “Enzim” kelimesi, Yunanca en (i¢inde) ve zume
(maya) kelimelerinden tiiretilmistir (Robinson, 2015). Enzimler, neredeyse tiim fizyolojik
kimyasal reaksiyonlara aracilik eden ¢ogu protein yapisinda olan (ribozimler gibi RNA
molekiilleri hari¢) biyolojik katalizorlerdir. Bu katalizorler substratlar lizerinde ¢alisir ve
onlar1 Uiriinlere donustiiriirler. Her katalizor gibi enzimler de bir tepkimenin aktivasyon
enerjisini azaltarak calisir ve boylece tepkime hizini ¢arpict sekilde artirirlar. Bazi enzimler
aktiviteleri icin bir vitamin, metal veya baska bir kofaktdre ihtiya¢ duyarlar. Bir¢ok farkli
kimyada performans gosterebilen enzimler biiyiik dlcekte iiretilebilir ve tipik olarak cevre
sicakliklarinda ve nétr pH'a yakin olarak calisabilirler. Bu 6zellikleri nedeniyle enzimler,
son ylizyillda bilim insanlarinin ve miihendislerin dikkatini ¢ekmis ve endiistriyel
katalizorler olarak pratikte kullanilmalarini saglamistir (Roskoski, 2015).

Endiistriyel enzimler asagidaki 6zelliklere sahiptir;

1. Tipik olarak spesifiktirler ve bu nedenle istenmeyen yan reaksiyonlarin olusumunu
en aza indirirler,

2. Nispeten ucuzdurlar ve 1limli kosullar altinda performans gosterebilirler,

3. Kimyasal doniistimler i¢in etkilidirler,

4. Yaygim sekerlerden ve diger yenilenebilir substratlardan fermantasyon yoluyla
biiylik 6l¢ekte iiretilebilirler,

5. Belirli bir uygulamaya uyacak sekilde tasarlanabilir ve gelistirilebilirler,

6. Temizlik, gida islemleri, biyoyakit {iretimi ve tibbi tedaviler gibi uygulamalar igin
giivenli kabul edilebilirler,

7. Cok ¢esitli konsantrasyonlarda etkilidirler (Garske vd., 2017).

3000'den fazla farkli enzim izole edilmis ve tanimlanmis olmasina ragmen,
endiistriyel uygulamalarda 100'den azi1 kullanilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan

endiistriyel enzimlerin, substrat ve iiriinleri Tablo 1°de listelenmistir.



Tablo 1. Endiistriyel enzim siniflar1 (Garske vd., 2017).

Enzim Sinifi

Substrat

Uriin

Amilaz a- 1,4 glikozidik bag (nisasta) Maltodekstrinler, maltoz, glikoz
Katalaz Hidrojen peroksit Su ve oksijen

Seliilaz B- 1,4 glikozidik bag (seliiloz) Sellooligosakkaritler, sellobioz
Glukoamilaz a- 1,4/6 glikozidik bag (nisasta) D- glukoz

Glukoz izomeraz  D- glikoz D- fruktoz

Glukoz oksidaz D- glukoz D- glukonolakton
Hemiseliilaz B- 1,4 glikozidik bag (hemiseliiloz) Oligo- ve disakkaritler, ksiloz
Lipaz Yag asidi esterleri Yag asitleri, gliserol

Pektinaz Pektin Pektin oligosakkaritler
Fosfolipaz Fosfolipitler Yag asitleri, gliserol fosfat
Fitaz Inositol fosfat esterleri Inositol, fosfat

Proteaz Peptid baglar Peptidler, aminoasitler
Pullulanaz a- 1,6 glikozidik baglar Amiloz

(amilopektin)

E.C 3.4 Hidrolazlar sinifina ait olan proteazlar, diinya pazarinin %65'inden fazlasini
olusturan en biiyiik endiistriyel enzim grubunu olusturmaktadir (Mehtani vd., 2013). Gida,
ilag, deri ve tekstil gibi baz1 biiylik endiistriler, bu enzimlerin ana kullanicilaridir. Son
yillarda endiistriyel uygulamalarda alkalin proteaz kullanimi hizli bir sekilde artmustir.
Uygulamalarin zor kosullarina dayanabilecek istikrarli biyokatalizorlere olan talep arttikea,
yeni uygulamalarin bugiin ve gelecekte de biiylimeye devam etmesi beklenmektedir.
Mikrobiyal kaynakli saflastirilmis proteazlar, diinya genelindeki toplam enzim satiginin
yaklagik %40'm1 olusturmaktadir (Rao vd., 1998). Bircok bakteri cinsi yaygin sekilde
proteaz iiretme yetenegine sahip olsa da, Bacillus cinsi iyeleri, izolasyon kolayligi ve
kolay kiiltiire edilebilme 6zellikleri sebebi ile sahip olduklar1 proteazlar icin ticari agidan
yaygin sekilde kullanilan gruptur (Razzaq vd., 2019).

Mikroorganizmalar kolay, kisa siireli ve ucuz sekilde kiiltiire edilebilmeleri sebebi ile
proteazlar i¢in en 6nemli kaynagi olusturmaktadir. Ayrica, mikrobiyal peptidazlar nispeten
yiiksek kararlililiklart  sayesinde, uygun kosullarda uzun siirelerce aktivitelerini
kaybetmeden saklanabilmektedir. Bununla birlikte, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
ve gesitli katalitik aktivitelere sahip enzimler, dogal katalizin ihtiyaglarini karsilamak i¢in

evrimlesmis bu nedenle her zaman endiistriyel uygulamalar i¢in uygun degildirler. Ciinkii



dogal olarak olusan enzimler operasyonel endiistriyel kosullar altinda genellikle diisiik
tekrarlanabilirlik, diisiik verim ve her zaman optimum olmayan performans gosterirler.
Ayrica dogal enzimler, dogal kaynaklardan, endiistriyel kullanim i¢in yeterli miktarlarda
elde edilememektedir. Sonug olarak, ekonomik ve yiiksek verimde enzim tiretimi i¢in yeni
ve daha verimli metodolojilerin kurulmasina, endiistriyel kullanim ic¢in daha uygun
olabilecek yeni enzimatik varyantlarin tanimlanmasina veya iretilmesine artan bir ilgi
vardir. Yenilik¢i rekombinant DNA teknolojileri ve protein miihendisligindeki
gelismelerin, bu zorluklarin {istesinden gelmek icin yeterli ilerlemeleri ortaya koymada
etkili olduklar1 goriilmiistiir. Heterolog ekspresyon sistemleri, rekombinant enzimlerin
fazla tiretilmesi i¢in giderek daha fazla kullanilmakta, bdylece dogal enzimlerin iiretimi ile
ilgili kisitlamalarin iistesinden gelmede biiyiik kolaylik saglamaktadir. Bir proteazi
kodlayan genin izolasyonu ve klonlanmas1 mikroorganizmalarin miithendisliginde ilk adimi
olusturmaktadir. Cesitli konaklarda bazi proteaz kodlayan bakteri genleri klonlanmis ve
ekspres edilmistir. Klonlama ve yiiksek ekspresyon icin tercih edilen iki ana organizma
Escherichia coli ve Bacillus subtilis'tir (Trono, 2019). Yakin ge¢miste yapilan ¢aligmalara
bakildiginda, proteazlarla ile ilgili yapilan karakterizasyon c¢aligmalarinin biiyilik
¢ogunlugunun enzimin bakteri kiiltiir ortamindan geleneksel yontemlerle saflagtirilmasi ile
yiiriitlildiigii goriilmektedir.

Yukaridaki bilgiler 15181nda bu arastirmada endiistriyel agidan en 6nemli ve en biiyilik
enzim grubu olan proteaz ailesine ait B. halodurans C—125 alkalin serin proteaz geninin B.
subtilis ekspresyon sisteminde asir1 iiretilmesi, karakterize edilmesi ve endiistriyel agidan

kullanilabilirliginin arastirilmasi amaglanmistir.

1.2. Proteazlar

Proteazlar, hem fizyolojik hem de endiistriyel uygulamalar1 sebebi ile dnemli bir
pozisyonda bulunan enzim smifidir. Proteazlar, peptit baglarimin proteinlerdeki
boliinmesini katalize ederler. Proteazlar, proteinlerin toplam hidrolizini katalize eden
pargalayict enzimlerdir (Sekil 1).

Analitik tekniklerdeki gelismeler, proteazlarin, enzimlerin zimojenik formlarimin
siirlt proteoliz ile aktivasyonu, kanin pithtilasmasi ve fibrin pihtilarinin par¢alanmasi, salgi
proteinlerinin membranlar boyunca iglenmesi ve tasinmasi gibi proteinlerin oldukca

spesifik ve secici modifikasyonlarini gergeklestirdigini gostermistir (Rao vd., 1998).
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Sekil 1. Peptit hidroliz mekanizmas.

Proteazlar, hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin olusturdugu diinyadaki mevcut
yasamin ayrilmaz bir bilesenidir. Bir fermentasyon islemi ile yiiksek substrat 6zgiilliigii ve
katalitik aktivite sergileyen proteazlar nispeten daha kisa bir siirede izole edilmekte ve
saflagtirilabilmektedir. Proteazlarin patojen organizma genomunun %1-5'ini ve insan
genomunun %2'sini olusturdugu tahmin edilmektedir. Arastirmacilara gore, proteazlar
fizyolojik siiregleri diizenlemek i¢in diger proteinlerin aktivasyonunu, sentezini ve
doniistimiinii kontrol ederler. Olusum, dogum, yaslanma ve hatta 6liim gibi farkli fizyolojik
stirecler proteazlarla diizenlenir. Proteazlar yasam dongiisiindeki 6énemli rollerinden dolay1

bulasict hastaliklarin taklit ve yayilmasinda hayati 6neme sahiplerdir (Razzaq vd., 2019).

1.3. Proteaz Kaynaklan

Proteazlar canli organizmalar i¢in fizyolojik olarak gerekli olduklarindan bitki,

hayvan ve mikroorganizmalar gibi ¢ok cesitli yasam formlar1 tarafindan tiretilirler.

1.3.1. Bitki Proteazlan

Bitki proteazlar1 yaygin sekilde besin ve ilag sanayinde kullanilmaktadir. En yaygin
arastirilan bitki proteazlart Ananas comous, Ficus carica ve Carica papaya’dan elde edilen
bromelain, fisin ve papaindir. Bu proteazlar, mayalama, et yumusatma, siit koagiilasyonu,
sindirim, viral ve kanser tedavisi gibi farkli uygulamalarda kullanilirlar. Diger 6nemli

bitkisel proteazlar olan keratinazlar, kil ve yiinden temel amino asitleri elde etmek i¢in



par¢alamada ve atik su sistemlerinin tikanmasinin engellenmesinde kullanilirlar (Singh vd.,

2016).

1.3.2. Hayvan Proteazlan

En ¢ok kullanilan hayvansal proteazlar pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve
renindir. Sindirim enzimi olan tripsin zararli bdceklerin biyolojik kontroliinde,
mikroorganizma g¢ogaltma besini ve birka¢ tibbi uygulamada kullanilir. Kimotripsin ve
renin lor hazirlanmasinda ve siit proteini hidrolizatlarinin alerjenliginin giderilmesinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Singh vd., 2016).

1.3.3. Mikrobiyal Proteazlar

Proteazlar, prokaryotik ve okaryotik organizmalar1 da iceren diinyadaki tiim yasam
bicimlerinin temel bilesenidir. Bitkisel ve hayvansal proteazlarin diinyadaki mevcut
talepleri karsilamadaki yetersizligi, mikrobiyal proteazlara ilginin artmasini saglamistir.
Mikroorganizmalar kisa zamanda biiyiikk miktarda iireyebilmeleri, genis biyokimyasal
cesitlilikleri, genetik manipiilasyonlara uygunluklar1 ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in
arzu edilen 6zelliklere sahip olmalart ile miikemmel bir enzim kaynaginmi temsil ederler.
Proteazlar yaygindirlar ve protozoa, bakteri, maya ve mantar gibi bircok
mikroorganizmada bulunurlar (Yimer, 2014).

Mikroorganizmalar hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 ¢cok c¢esitli proteazlar {iretirler. Hiicre
ici proteazlar, sporlanma, farklilagma, protein doniisiimii, enzimlerin ve hormonlarin
olgunlagsmas1 ve hiicresel protein havuzunun siirdiiriilmesi gibi ¢esitli hiicresel ve
metabolik iglemler i¢in Onemlidir. Hiicre dis1i proteazlar ise, hiicresiz ortamlarda
proteinlerin hidrolizi i¢in O6nemlidir ve hiicrenin hidrolitik {riinleri i¢ine almasma ve
kullanmasina olanak saglarlar. Ayni1 zamanda hiicre dis1 proteazlardan, ¢esitli endiistriyel
islemlerde protein parcalanmasina destek olmak i¢in ticari olarak faydalanilmistir (Gupta
vd., 2002b). Ticari proteazlarin ¢ogu bakteri kdkenlidir. Proteazlar Bacillus, Pseudomonas
aeruginosa, Flavobacterium, Clostridium, Staphylococcus aureus, Achromobacter,
Thermoactinomyces ve Streptomyces gibi cesitli bakteriler tarafindan tiretilmektedir (Tablo

2) (Yimer, 2014).



Tablo 2. Proteaz iireten baslica bakteri tiirleri (Jisha vd., 2013).

Bakteri tiirleri

Alteromonas sp.

Arthrobacter protophormiae
Brevibacterium linens,
Hyphomonas jannaschiana VP 3
Lactobacillus helveticus
Malbrancheapulchella var. sulfurea
Microbacterium sp.
Nocardiopsis dassonvillei
Oerskoviaxanthineolytica TK-1
Pimelobacter sp. 2483
Pseudomonas aeruginosa

P. maltophilia

Pseudomonas sp. SJ320
Salinivibrio sp. AF-2004
Staphylothermus marinus
Streptomyces sp. EGS-5

S. microflavus

S. moderatus

Streptomyces rectus

S. rectus var. proteolythicus
S. rimosus

Streptomyces sp. YSA-130
Thermoactinomyces sp.

T. thalpophilus THM1
Thermobacteroides proteolyticus
Thermococcus celer

T. stetteri

T. litoralis
Thermomonospora fusca
Thermus aquaticus YT-1
Thermus sp. Rt41A

Torula thermophila

Vibrio alginolyticus

V. metschnikovii RH 530

Xanthomonas maltophila

Bakteriler, en dikkat ¢ceken kaynak olan Bacillus cinsi ile birlikte, en baskin alkalin

proteaz lireten organizma smifidir. Bir¢ok farkli egzotik ortamdan sayisiz Bacillus tiirii

arastirilmis ve alkalin proteaz iiretimi i¢in kullanilmustir. B. licheniformis, B. subtilis, B.

amyloliquifaciens ve B. mojavensis potansiyel alkalin proteaz iireten basil tiirleridir (Tablo

3) (Gupta vd., 2002a).



Tablo 3. Alkalin proteaz iireten Bacillus tiirleri (Jisha vd., 2013).

Bacillus sp. ve suslar

Bacillus alcalophilus ATCC 21522 B. pumilus CBS

B. alcalophilus subsp. halodurans KP1239 B. sphaericus

B. amyloliquefaciens B. subtilis

B. amyloliquefaciens S94 B. subtilis var. amylosacchariticus
B. cereus CA15 B. subtilis DKMNR

B. circulans Bacillus sp. Ya-B

B. coagulans PB-77 Bacillus sp. NKS-21
B. firmus Bacillus sp. B21-2

B. intermedius Bacillus sp. Y

B. lentus Bacillus sp. CW-1121
B. licheniformis Bacillus sp. KSM-K16
B. licheniformis UV-9 Mutant B. thermoruber BT2T
B. megaterium B. stearothermophilus
B. proteolyticus Bacillus sp. BO01

B. pumilus

Bacillus proteazlart cogunlukla alkalidirler ve pH 7’nin tizerinde aktivite gosterirler.
Uygulama alanlari, biyokimyasal, katalitik ve kinetik parametreleri dikkate alindiginda
karakterizasyonlarinin yapilmasi1 6nemlidir. Bu sebeple farkli pH degerlerine karsi
toleransin yaninda sicaklik toleransi ve sicaklik degerlerindeki enzim aktivitesinin
kararligimm1 iceren aktivite parametreleri, potansiyel enzim i¢in kapsamli bir sekilde
aragtiritlmaktadir. Bazi istisnalar disinda Bacillus proteazlari, 27-71 kDa agirliginda genis
bir alana yayilan molekiiler agirliga, 610 araliginda optimal pH’a ve 37-60 °C araliginda
optimal sicakliga sahiptirler. Ayrica bu proteazlar genis bir pH ve sicaklik aralifinda

kararlilik gostermektedirler (Contesini vd., 2018).



1.4. Proteazlarin Smiflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Terminoloji Komitesine gore,
Proteazlar Grup 3' iin 4. alt grubunda (hidrolazlar) siniflandirilmaktadir. Bununla birlikte
proteazlar, genis skaladaki etki ve yap1 farkliliklar1 nedeniyle genel enzim isimlendirme
sistemine kolayca uymamaktadir. Su anda proteazlar ii¢ ana kritere gore
smiflandirilmaktadir (i) katalize edilen reaksiyon tipi, (ii) katalitik bdlgenin kimyasal
yapist ve (iii) yapiya atifta bulunulan evrimsel iliski (Rao vd., 1998).

MEROPS (the peptidase database, https://www.ebi.ac.uk/merops/) veritabani
proteazlar ve onlart inhibe eden proteinler i¢in 6nemli bir bilgi kaynagidir. MEROPS
veritabani, proteazlarin hiyerarsik yap1 temelli bir siniflandirmasini kullanir. Her proteaz
amino asit dizisindeki istatistiksel olarak anlamli benzerliklere dayanarak bir aileye atanir
ve homolog oldugu diisliniilen aileler bir klanda gruplanir. MEROPS veritabanina gore
bugiine kadar 3000’den fazla proteaz deneysel olarak calisilmis ve sekanslanmistir (Tablo

4) (Rawlings vd., 2018).

Tablo 4. MEROPS veritabanindaki proteolitik enzimler ve protein inhibitorleri
i¢in protein-tiir, aile ve klan sayilar1 (Rawlings vd., 2018).

Proteaz Inhibitér
Sekans 908.326 134.011
Belirleyici 5.267 868
Deneysel olarak karakterize edilmis 3.181
ve sekanslanmis
Hipotetik (model organizmalardan) 1407 0
Proteaz ya da inhibitor olarak aktif 357 115
degil
Deneysel olarak karakterize edilmis 215 0
ve sekanslanmamisg
Yalanct gen 72 0
Birlesik ya da kompleks protein 17 53
Aile 268 82

Klan 62 39




Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Terminoloji Komitesi
tarafindan Onerilen isimlendirme Sekil 2°de 6zetlenmistir. Proteazlar etki yerlerine bagl
olarak Endopeptidazlar ve Ekzopeptidazlar olmak iizere iki biiyiik, Oligopeptidazlar ve

Omegapeptidazlar olmak {izere de iki kii¢iik alt sinifa ayrilmaktadir.

Peptidazlar
EC34
Endopeptidazlar Oligopeptidazlar Omega Peptidazlar Ekzopeptidazlar
EC 3.4.21-25, 99 EC 3.4.21-25,99 EC3.4.19 EC3.4.11-18
Dipeptidazlar
Serin Endopeptidazlar EC3.4.13
EC3.4.21
N — terminal C — terminal
Sistein Endopeptidazlar Peptidazlar Peptidazlar
EC3.4.22
Aspartik Endopeptidazlar Aminopeptidazlar Peptidal dipeptidazlar
EC3.4.23 EC34.11 EC34.15

Metallo Endopeptidazlar

EC3.4.24

Dipeptidal-peptidazlar

Treonin Endopeptidazlar

EC 3.4.25

EC3.4.14

Tripeptidal-peptidazlar

Serin karboksipeptidazlar
EC3.4.16

Metallo karboksipeptidazlar

Siniflandirilmamis

Endopeptidazlar
EC 3.4.99

EC34.14

EC3.4.17

Sistein karboksipeptidazlar
EC3.4.18

Sekil 2. Peptidazlar i¢in enzim isimlendirme 6nerileri (NC-IUBMB).
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1.4.1. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar bir polipeptid zincirinin i¢indeki alfa peptit bagini hidroliz ederler
ve bunu N- ya da C- ucundan uzakta yapma egilimindedirler. Serbest amino veya karboksil
grubunun varligi, enzim aktivitesi iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Pepsin, papain ve
kimotripsin endopeptidazlar i¢in en bilinen orneklerdir. Endopeptidazlar salgilanmig
proteinlerden sinyal peptidlerinin uzaklagtirilmasi (sinyal peptidaz I), oncii proteinlerin
olgunlagsmas1 (enteropeptidaz) gibi proteolizde smirli ve 06zel rollere sahiptirler.
Endopeptidazlar katalitik mekanizmalar1 esas almmarak 6 aileye ayrilirlar: serin
endopeptidazlar (EC 3.4.21), sistein endopeptidazlar (EC 3.4.22), aspartik endopeptidazlar
(EC 3.4.23), metallo endopeptidazlar (EC 3.4.24), treonin endopeptidazlar (EC 3.4.25) ve
siiflandirilmamis endopeptidazlar (EC 3.4.99) (Ather, 2009; Rawlings vd., 2007;
Rawlings, 2013).

Ileri olarak endopeptidazlar belirli bir pH araligidaki maksimum aktivitelerine gére
asidik proteazlar (pH 2—6), notr proteazlar ve alkali proteazlar (pH 8—12) olmak iizere 3
grupta siniflandirilirlar (Hamza, 2017).

1.4.1.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar, aktif bolgelerinde bir serin grubunun varligi ile karakterize
edilmektedir. Viriisler, bakteriler ve Okaryotlar arasinda sayisiz ve yaygm olup,
organizmalar i¢in hayati Oneme sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Serin proteazlar,
ekzopeptidaz, endopeptidaz, oligopeptidaz ve omega peptidaz gruplarinda bulunmaktadir.
Yapisal benzerliklerine dayanarak, serin proteazlar, klanlar ve aileler altinda

gruplandirilmiglardir (Tablo 5).
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Tablo 5. Serin proteaz klanlar1 (Xiang Qia vd., 2017).

Klan Aile Aktif Bolge Bakteri Dagilim

PA (S) S1, S3, S6, S7, S29, S31, S32,  His-Asp-Ser S1, S6, S46, S55
S39, S46, S55, S64, S65S,75

PB (S) S45 Ser S45

PC (S) S51 Ser-His-Glu S51

SB S8, S53 Asp-His-Ser S8, S53

SC S9, S10, S15, S28, S33, S37 Ser-Asp-His S9, S10, S15, S33

SE S11, S12, S13 Ser-Lys S11, S12, S13

SF S24, S26 Ser-Lys/His S24, S26

SH S21, S73, S77, S78, S80 His-Ser-His S78

SJ S16, S50, S69 Ser-Lys S16

SK S14, S41, S49 Ser-His-Asp S14, S41, S49

SO S74 Ser-Lys -

SP S59 His-Ser S59

SR S60 Lys-Ser S60

SS S66 Ser-Glu-His S66

ST S54 Ser-His S54

*MEROPS tabanina gore protein tiirleri aileler, aileler de klanlar igerisinde gruplandirilmistir.

Kimotripsin (SA), Subtilisin (SB), Karboksipeptidaz C (SC) ve Escherichia D-Ala—
D-Ala peptidaz A klanlarinin temel yapilar1 tamamen iligkisizdir ve bu durum serin
proteazlarin en az dort evrimsel kokeni oldugunu gostermektedir. SA, SB ve SC klanlari,
ortak serin (niikleofil), aspartat (elektrofil) ve histidin (baz) katalitik {i¢liisiinii i¢eren ortak
reaksiyon mekanizmasina sahiptirler (Mahajan ve Badgujar, 2010). Bu kalintilarin
geometrik yonelimleri benzer olsa da protein kivrimlart oldukca farkli olup yakinsak
evrimin tipik bir 6rnegini olusturur. SE ve SF'nin (baskilayici LexA) klanlarinin katalitik
mekanizmalari, klasik Ser-His-Asp icliisiine sahip olmadiklar1 i¢in SA, SB ve SE
klanlarindan farklidir. Serin proteazlarin bir baska ilging 6zelligi, Gly-Xaa-Ser-Yaa-Gly
motifini olusturmak i¢in katalitik serin kalintisi ¢evresindeki glisin kalintilarinin
korunmasidir (Rao vd., 1998). Sekil 3’te Subtilisin BPN’nin korunmus bdlgeleri

gosterilmektedir.
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(:l)’m: ASP

Aspsa

HiSM

Thl‘(,(. Met

Sekil 3. Subtilisin BPN’de katalitik tiglii (Ser??!, His®*, Asp*?).

Prokaryotlarin ve okaryotlarin salgilanan proteaz proteinleri, genellikle inaktif dnciil
formlarda sentezlenir. Bunlar daha sonra bir veya daha fazla peptid hidrolazin etkisiyle
olgun enzim haline doniistiiriiliir. Ornegin, Streptomyces griseus'un kimotripsin benzeri
proteazlar1 pre-pro-oncii olusumlar seklinde sentezlenirken, polipeptitlerin sadece olgun
(matiire) kisimlari kiiltiir siipernatantinda goriiliir. Oncii polipeptitler, proteinin amino veya
karboksil uglarina eklenmis sinyal dizilerine sahiptir. Sinyal dizileri, ortaya c¢ikan
proteinlerin hiicre ylizeyine yonlendirilmesinden sorumludur. Propeptidin 6ncii olusum
icindeki rolii daha az belirgindir. Son c¢aligsmalar, protein katlanmasinda, protein salgisinda
ve enzim aktivitesinin inhibisyonunda propeptidlerin roliinii gdstermektedir. Baz1 serin
proteazlarin propeptidlerinin protein katlanmasinda hiz belirleyici bir basamag: katalize
ettigi diistiniilmektedir (Baardsnes vd., 1998). Sekil 4’te Subtilisin E’nin inaktif 6nciil hali

sematize edilmistir.

Asp32 His®4 Ser221
-106 -77 1 275
22 S —
Sekil 4. Pre-pro Subtilisin E’nin primer yapisinin sematik gosterimi. Taranmis kutu

sinyal peptid, gri kutu propeptid ve siyah kutu olgun peptidi temsil etmektedir
(Pulido vd., 2006).
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Enzimlerin aktif bdlgesinde bulunan birbirleriyle iligkili ii¢cli amino asit gruplari
katalitik iiclii (triad) olarak isimlendirilmektedir. Katalitik ticlii, hidrolaz ve transferaz
enzim gruplarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Bir klandan digerine peptidazlarin
katalitik mekanizmalar1 arasinda benzerlikler olabilmektedir. Cogu serin proteaz bir
niikleofilik serin, baz olarak hareket eden bir histidin ve asit olarak hareket eden bir
aspartattan olusan bir katalitik t¢lii igerir. Bu katalitik ti¢liide Serin??!’in yan zinciri
His®iin imidazol halkasina, His®iin imidazol halkasi da Asp*?’nin karboksilat grubuna
hidrojen bagi ile baghdir. Katalitik {iglii, enzimin yiik réle ag1 (charge relay network)
olarak da bilinir. Subtilisinin oksidasyon c¢ukuru ve Kkatalitik dgliisii Sekil 5°te
gosterilmigtir. Katalitik {igliiniin niikleofilik serini tarafindan peptid baginin saldirtya
ugramasi, enzimin NH gruplari (omurga ve Asn'>® yan zincirinin ikisinde de) tarafindan
dengede tutulan negatif bir yiik ortaya ¢ikaracaktir. Bu mekanizma tripsin, subtilisin ve
karboksipeptidaz Y gibi peptidazlarda goriiliir. Bir familyadan digerine rezidiilerin sirasi
farklilik gosterse de aktif bolge geometrileri iist iiste ortiisecek kadar ¢ok benzerdir.
Subtilisin ve si1g1r tripsininin yapilar1 ¢ok farkli olmasma ragmen, ii¢ boyutlu uzayda ¢ok

benzer bir dizilise sahiptirler (Sekil 6) (Rawlings, 2013).

Oksianyon boslugu a *
@@ s Py P

26 ¥ o

0 g O His 64 ¢ @

Katalitik tglii

Sekil 5. Subtilisinin oksidasyon ¢ukuru ve katalitik ti¢liisti (Berg vd., 2002).
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Bos taurus trypsin
(pdb ID 2PTN)

Asp102 Ser221

/ Asp32
‘\ Bacillus subtilis subtilisin
(pdb ID 1GCI)

Sekil 6. Subtilisin ve si1g1r tripsininin iist iiste bindirilmesi (Brandt, 2016).

1.4.1.2. Serin Proteaz Calisma Mekanizmasi

Tiim proteazlar, bir peptid bagmi hidrolize etmek icin iic engelin {istesinden
gelmelidir: (a) Amid baglari. Amid azotundan karbonil'e elektron bagisi nedeniyle ¢ok
kararlidir. Karsilastirma igin; basit bir alkil ester, bir amid bagindan 3 bin kat daha fazla
reaktif iken, bir p-nitrofenil ester 300 bin kat daha fazla reaktiftir. Ayrica rezonans
stabilizasyonunu bozmak i¢in peptid bagini bozabilir. (b) Su. Zayif bir niikleofildir.
Proteazlar, her zaman suyu genel bir baz ile aktive eder. (c) Aminler. Zayif ayrilma
gruplaridir. Proteazlar atilmadan 6nce amini protonatlar. Serin proteazlar bu gorevleri ¢cok
verimli bir sekilde yerine getirir. Serin proteazlarla peptit hidroliz oranlari,
katalizlenmemis reaksiyonlardan 1,010 kat daha yiiksektir. Agikcasi, bu kataliz
mekanizmalari, peptit hidroliziyle siirli degildir. Serin proteazlar, amitler, anilitler,
esterler ve tioesterleri iceren diger asil bilesiklerini de kolayca hidrolize edebilir
(Hedstrom, 2002).

Serin proteazlar i¢in ortak reaksiyon mekanizmasi Sekil 7°de gosterilmistir. Enzimin
aktif merkezi, Asp ve His arasindaki iyonik etkilesimler ve His ve Ser arasindaki H baglari
ile dengede tutulur. Once substrat baglanir, serin oksijeninin peptit karbonil grubuna
niikleofilik saldiris1 acilasyon reaksiyonunu baslatir. Olusan kararsiz tetrahedral ara {iriin,

anyonik oksijeni koordine eden amid hidrojenleri tarafindan dengede tutulur. Bu protein
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alan1 oksianyon boslugu olarak bilinir. Peptid baginin kirilmasi ile tetrahedral ara {iriin bir
acil-enzime doniisiir ve amino grubu substrat-enzim kompleksinden ayrilir. Katalitik olarak
aktif histidinde bulunan su molekiiliiniin niikleofilik saldirisi ile enzimin deagilasyonu
baslar. Ortaya ¢ikan hidroksil grubu karbonil karbonu ile kovalent bag olustururken,
histidin protonlanir. Olusan tetrahedral ara {iriin oksianyon boslugu tarafindan tekrar
kararli hale getirilir. Son adimda, tetrahedral ara {iriin serin hidroksil bagin1 kirarak ayrilir

ve karboksilik asit lirlinli aktif bolgeden ayrilir. Boylece enzim bir sonraki reaksiyon igin

hazir hale gelir.

Q N~
'\5 3 /
I I I 4 | | |
CH, CH; CH; +Ho0 ?H; CH; CH;
O B 28 .7_2 &5 ML
k. ?/H N\\/N—H' 3 : NVN—H"
N/
H
@H; ‘

Sekil 7. Serin proteaz ¢calisma mekanizmasi (Wieczorek vd., 2017).

1.4.1.3. Serin Alkalin Proteazlarin Genel Ozellikleri

Bakteri, maya, kiif ve mantar gibi ¢esitli mikroorganizmalardan elde edilen alkalin
proteazlar, sahip olduklar1 6zelliklere gore belirli uygulamalar i¢in kullanilabildiklerinden
kapsamli olarak ¢aligilmislardir. Endiistriyel uygulamalarda kullanilacak proteazlar,

nispeten sicaklik, pH, inhibitér ve oksitleyici maddelerin oldugu u¢ kosullarda iyi
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aktiviteye ve kararliliga sahip olmalidir. Bu nedenle, aday enzimler, endiistriyel
uygulamalar i¢in tasarlandiginda hem islem uygunluguna hem de uzun siireli kararliliga
sahip olmalidir. Herhangi bir arastirma faaliyetinin nihai amaci ¢esitli uygulamalarda
kullanilabilecek gii¢lii bir enzim bulmaktir (Sharma vd., 2017). Alkalin proteazlarin bazi
ozellikleri Tablo 6’da 6zetlenmistir.

Alkalin proteazlar ¢ogunlukla pH 8-12 ve 50°~70 °C araliginda aktiftirler. Optimal
pH’lari, pH 12—-13’e kadar optimal pH gosteren birkag istisna disinda (Bacillus sp. YaB)
9—11 araliginda, isoelektrik noktalar1 9 civarindadir. Alkalofilik Bacillus sp. B189’dan elde
edilen bir enzim ilging sekilde 85 °C optimal sicakliga sahiptir. Molekiiler agirliklar: 1545
kDa araligindadir (Jisha vd., 2013; Shimogaki vd., 1991). 8 kDa'luk Kurthia spiroforme
kaynakli ve 90 kDa’luk B. subtilis natto serin proteazi gibi istisnalarda mevcuttur (Kato
vd., 1992; Steele vd., 1992). DFP veya patates proteaz inhibitorii tarafindan inhibe
edilirlerken, tosil-L-fenilalanin klorometil keton (TPCK) veya TLCK tarafindan inhibe
edilemezler (Rao vd., 1998).

Bazi metal iyonlar1 enzimin aktivitesi ve yapisal ozellikleri i¢in onemlidir. Farkli
caligmalar proteolitik aktivitenin Ca*™, Mg ve Zn™ iyonlari ile arttirilabilecegini

+29

gostermektedir. Ca™ ve Mg**’nin bu etkisi, gesitli proteazlarin termal dayaniklihgindaki
artigla iliskilendirilmistir (Bogo vd., 2017). Ba™, Co™, Fe™* ve Mn™ proteazlarin
kararhiliginin korunmasinda kullanilan diger metal iyonlaridir. Hg*?, Cu™, Ag', Fe*? ve
Zn*? gibi metal iyonlariin proteazlarin ¢oguna kars1 inhibitor etki gosterdigi bulunmustur
(Jisha vd., 2013).

Substrat spesifiklikleri, kimotripsininkine benzer fakat onun kadar kati1 degildir.
Boliinme baginin karboksil tarafinda tirozin, fenilalanin veya 16sine sahip bir peptid bagini
hidrolize ederler. Proteazlar, kazein, jelatin, sigir serum albiimin, elastin-orsein, kollajen ve
azure gibi dogal substratlarin yaninda N-benzoyl-L-tyrosine ethyl ester (BTEE), N-
benzoyl-L-arginine  ethyl ester (BAEE), N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide
(SAAAPNA), N-succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide (SAAPPPNA), N-benzoyl-pr-
arginine-p-nitroanilide (BAPNA), N-benzoyl-Pro-Phe-Arg-pnitroanilide (BPPAPNA) ve
N-[3-(2-furyl) acryloy]-Leu-GlyPro-Ala (FALGPA) gibi sentetik substratlari da
parcalayabilirler (Sharma vd., 2017).
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Tablo 6. Bacillus cinsine ait alkalin proteazlarin bazi 6zellikleri.

Opt. Opt. MW

Mikroorganizma Referans

pH Sicakhik (kDa)
Bacillus sp. JB99 11 70 29 (Johnvesly ve Naik, 2001)
Bacillus sp. KSM-KP43 11 70 - (Saeki vd., 2002)
Bacillus sp. NCDC-180 11;12 50;55 28:29 (Kumar vd., 1999)
Bacillus sp. PS179 9 75 42 (Hutadilok vd., 1999)
Bacillus sp. SSR1 10 40 29 (Singh vd., 2001)
B. brevis MTCC B0016 10.5 37 - (Banerjee vd., 1999)
B. movajensis 10 60-70 30 (Gupta vd., 1999)
B. pumilis MK6-5 11.5 50-55 28 (Kumar, 2002)
B. alkalitelluris 10 60 42.6 (Anandharaj vd., 2016)
Bacillus sp. SB12 9 37 41 (Briki vd., 2016)
B. subtilis GA CAS8 9 50 41 (Sathishkumar vd., 2015)
B. subtilis DR8806 8 45 37 (Farhadian, 2015)
B. amloliquefaciens SYB-001 7 50 36.8 (Wang vd., 2013)
B. koreensis BK-P21A4 9 60 48 (Anbu, 2013)
Bacillus sp. SM2014 10 60 71 (Jain vd., 2012)
B. megaterium RRM?2 10 60 27 (Rajkumar vd., 2011)

1.4.2. Oligopeptidazlar

Bazi endopeptidazlar proteinlerden kiigiik substratlar1  hidroliz eder ve
oligopeptidazlar olarak isimlendirilir. Thimet, oligopeptidaz Orneklerinden biridir

(Rawlings vd., 2007).

1.4.3. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, serbest N- amino grup ve C- karboksil grubun bir ya da her ikisine
ihtiya¢ duyar ve bir bagi uctan iigten fazla rezidii olusturmayacak sekilde hidroliz ederler.

Ekzopeptidazlar N- veya C- ucunda caligmalarina ve ayrilma sirasinda agiga c¢ikan
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aminoasit sayisina gore simiflandirilir. Bir ekzopeptidaz, N- ucundan bir aminoasit

saltyorsa aminopeptidaz, dipeptid saliyorsa dipeptidil-peptidaz, tripeptit saliyorsa

tripeptidil-peptidaz olarak isimlendirilir. Bir ekzopeptidaz, C-ucundan bir aminoasit

saliyorsa karboksipeptidaz, dipeptit saliyorsa peptidil-dipeptidaz olarak isimlendirilir. Eger

bir ekzopeptidaz sadece bir dipeptidi ayirtyorsa dipeptidaz olarak isimlendirilir (Sekil 8)

(Rawlings, 2013).

Dipeptidaz

Amino peptidaz

Dipeptidil peptidaz
Tripeptidil peptidaz
Karboksi peptidaz
Peptidil dipeptidaz
Endopeptidaz

Oligo peptidaz

!
H:N @@ COOH

VAYAY
N 00000000000 00000 cooH

2000000000000 000
H>N COOH
7~ _ N~ _
N ‘00000000 00000000 cooH
N 0000000 0000080 99 coon
< Y N N
N 00 0000000000080 @ coon
1
000000000000 0000-
|
— 0000000000000 0

Sekil 8. Bazi peptidazlarin katalitik aktiviteleri. Substratlar, bir amino asidi temsil eden
boncuk dizileri seklinde gosterilmektedir. Oklar, ayrilma pozisyonlarimni
gostermektedir (Rawlings, 2013).

1.4.4. Omegapeptidazlar

Omega peptidazlar, substratta serbest N- ya da C- ucuna ihtiyag duymayan

peptidazlardir. Yikli bir terminal gruba gereksinim duymamalarma ragmen, siklikla

terminal uca yakin hareket ederler. Bu yiizden biitlinliyle endopeptidazlardan farklidirlar

(Sekil 9) (Rawlings vd., 2007).
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Asilaminoasil peptidaz - acety @ @ OO O OO OO OO OO OGO coon

A

Peptidil amidaz N @ 0000 00000000000 N1,
N

Piroglutamil peptidaz ~ pyro - OO OO0V OO VO OO OO COOH

Sekil 9. Omega peptidaz katalitik aktivitesine ait bazi 6rnekler. Substratlar, bir amino asidi
temsil eden boncuk dizileri seklinde gosterilmistir. Oklar, ise ayrilma pozisyonlari
belirtmektedir (Rawlings, 2013).

1.5. Proteazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlar

Proteazlar ¢ok cesitli endiistri dallarinda kullanilan 6nemli enzim gruplarindan
biridir. Endiistriyel enzimlerin %75°1 hidrolitiktir. Proteazlar ii¢ biiylik enzim grubundan
birini temsil eder ve diinyadaki toplam enzim satisinin yaklasik %60’1n1 olusturur (Sekil
10).

Diger

Karbohidratazlar

Diger Proteazlar
%10

%21

Analatik ve
Farmasotik Enz.
%10

Lipaz
%3

Amilaz
%18 Alkalin Proteazlar
%25
Rennin Tripsin
%10 %3
@ Diger Proteazlar @ Alkalin Proteazlar @ Tripsin
Rennin m Amilaz @ Lipaz

W Analatik ve Farmasétik Enz. @ Diger Karbohidratazlar

Sekil 10. Enzim satiglarinin dagilimi (Homaei vd., 2016)
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Proteazlar, c¢ogunlukla deterjan ve gida endistrilerinde ¢esitli uygulamalarda
kullanilmaktadir. Cevre dostu teknolojiler gelistirme konusundaki son trend gbz Oniine
alindiginda deri isleme ve biyolojik aritma gibi islemlerde de proteazlarin kapsamli bir
sekilde kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Miinferit uygulamalar i¢in diinya ¢apinda enzim
gereksinimi biiylik Olgiide degisiklik gostermektedir. Proteazlar, ila¢ endiistrisinde
yaralarin debridmani i¢in kullanilan merhem gibi ilaglarin hazirlanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gida ve deterjan endiistrisinde kullanilan proteazlar, biiyiik miktarlarda
hazirlanir ve ham preparatlar olarak kullanilirken, tipta kullanilanlar kiiclik miktarlarda
tiretilir ve kullanilmadan 6nce kapsamli sekilde saflastirma gerektirir (Rao vd., 1998).

Proteaz {liretimi, tiim mikroorganizmalarin dogal bir yetenegidir. Az sayida ticari
tiretici olmasina ragmen, ¢ok sayida bakteri tiiriiniin serin tipi alkalin proteazlar {irettigi
bilinmektedir. Son yillarda bakteriyel alkalin proteaz tabanli ¢ok sayida ticari {irlin pazarda

yerini almistir (Tablo 7).

Tablo 7. Ticari bakteriyal alkalin proteazlar (Gupta vd., 2002b).

Uretici Ticari isim Organizma Uygulama
Alcalase B. licheniformis  Deterjan, ipek zamklama
Savinase Bacillus sp. Deterjan, tekstil
Esperase B. lentus Deterjan, besin, ipek z.
Novo Nordisk, Biofeed pro B. licheniformis ~ Yem
Danimarka Durazym Bacillus sp. Deterjan
Novozyme 471MP - Fotograf jelatin hidrolizi
Novozyme 243 B. licheniformis  Dis protezi temizleyicisi
Nue Bacillus sp. Deri
Genocer International Purafact B. lentus Deterjan
USA Primatan Bakteriyal Deri
Subtilisin B. alcalophilus ~ Deterjan
Gist-Brocades ,
Maxacal Bacillus sp. Deterjan
Hollanda .
Maxatase Bacillus sp. Deterjan




Tablo 7’nin devami
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Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Optimase B. licheniformis  Deterjan
Solvay Enzymes Maxapem Bacillus sp. Deterjan
Almanya HT-proteolytic B. subtilis Alkol, pisirme,
mayalama, yem, besin,
deri, fotografik atik
Protease B. subtilis Besin, atik
Amano Pharmeciticals Proleather Bacillus sp. Besin
Japonya Collogenase Clostridium sp.  Teknik
Amano protease S Bacillus sp. Besin
Enzyme Development Enzeco alkaline B. licheniformis ~ Endiistriyel
USA protease B. licheniformis  Besin
Enzeco alkaline Bacillus sp. Endiistriyel
protease-L FG
Enzeco high
alkaline protease
Nagase Biochemicals Bioprase B. subtilis Kozmetik, ilag
Japonya concentrate P. aeruginosa Aragtirma
Ps. Protease P. aeruginosa Aragtirma
Ps. Elastase B. subtilis (K2) Aragtirma
Cryst. Protease B. subtilis Aragtirma
Cryst. Protease (bioteus) Deterjan, temizleme
Bioprase B. subtilis Besin
Bioprase SP-10 B. subtilis
Godo Shusei Godo-Bap Deterjan, besin
Japonya B. licheniformis
Rohm Corolase 7089 B. subtilis Besin
Almanya
Wuxi Synder Bioproducts Wuxi Bacillus sp. Deterjan
Cin
Advance Biochemicals Protosol Bacillus sp. Deterjan

Hindistan
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1.5.1. Besin Endiistrisi

Son yillarda proteazlar etin yumusatilmasi ve peynir hazirlanmasi gibi farkli amaglar
icin gida endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir. Peynir hazirlanmasinda ilk adim, proteaz
yardimu ile gergeklesen siit proteininin pihtilagmasidir. Mikrobiyal proteaz kaynaklarinin
sik kullanildig1 peynir endiistrisi iki dezavantaja sahiptir: uzun depolamada diisiik verim ve
uzun depolamada acilik. Birkag¢ proteaz sinifi arasinda, aspartik proteazlar peynir enddistrisi
icin en iyi olanidir. Mikroorganizmalar depolanan yiyeceklerde aciliga neden olabilen,
spesifik olmayan ¢esitli proteazlar iiretir. Adler-Nissen (1986) Alcalase (alkalin proteaz)’in
actyt gidalardan uzaklastirdigimi ve daha tathh hale getirdigini bildirmistir. B.
amiloliquefaciens tarafindan iiretilen proteaz, nohut proteininden, metionin bakimindan
zengin protein hidrolizatinin hazirlanmasi i¢in kullanilmaktadir. Mikrobiyal kaynaklardan
elde edilen proteazlar, meyve sularinin veya yumusak iceceklerin giiglendirilmesinde ve
protein yoniinden zengin terapotik diyetlerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Ekmegin
ana bileseni, hamurun 6zelliklerini belirleyen ¢oziinmeyen bir protein olan gluten igeren
bugday unudur. Aspergillus oryzae tarafindan iiretilen proteaz, gluteni hidrolize ederek,
renk, yumusaklik ve doku bakimindan iiriiniin kalitesini arttirmaktadir (Banerjee ve Ray,
2017).

Proteazlar besin endiistrisinde protein modifikasyonu ve mevcut kaynaklarin lezzet
ve depolama o6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Alkalin proteazlar iyi
tanimlanmis peptit profilleri ile yiiksek besleyici degere sahip protein hidrolizatlarinin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Ayrica 6zellikle sigir etinin yumusatilmasinda énemli

bir rol oynamaktadir (Hamza, 2017).

1.5.2. Deterjan Endiistrisi

1913 yilinda, enzim-deterjan kazirlanmasinda ilk kez pankreas -ekstraktinin
kullanildig1 rapor edilmistir. Kirk y1l sonra, BIO—40 ticari ismi altinda bakteriyel enzim
iceren deterjan tanitilmistir (Singh vd., 2016). Deterjandaki enzimin performansi, yikama
sicaklig, leke tipi, su sertligi ve yikama prosediirii gibi cesitli faktdrlere baghdir. ideal
deterjan proteazi, gida, kan ve diger viicut salgilar1 kaynakli c¢ok c¢esitli lekelerin
cikarilmasini kolaylagtiracak genis substrat spesifikligine sahip olmalidir. Yiiksek pH ve

sicaklikta aktivite, stabilite ve deterjanlara eklenen diger selatlayici ve oksitleyici ajanlarla
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uyumluluk, deterjanlarda proteazlarin kullanimi i¢in 6n sartlardandir. Bir proteazin bir
deterjandaki en iyi performansi i¢in anahtar parametresi pl (izoelektrik nokta) degeridir.
Eger pl, deterjan ¢ozeltisinin pH'na denk gelirse, bir proteazin bu uygulama i¢in en uygun
oldugu bilinmektedir (Rao vd., 1998). Son zamanlarda Bacillus cereus, Bacillus pumilus
(CBS), Streptomyces sp. (AB1), Bacillus licheniformis, Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Bacillus brevis, Bacillus subtilis (AG—1) gibi kaynaklardan elde edilen alkalin
proteazlar CaCly ve glisin gibi stabilizatorlerin varlifinda miikkemmel bir deterjan
uyumlulugu gostermislerdir. Subtilisinler yiiksek alkalilige ve selatdr konsantrasyonuna
sahip u¢ noktalarda c¢alisabilmektedir. Alkalifilik Bacillus suslari, deterjanlarda
kullanildiginda aktivite kaybma ugramayan oksidatif olarak stabil serin proteazlarin

izolasyonunda kullanilmaktadir (Mukhtar, 2016).

1.5.3. Tekstil ve Deri Endiistrisi

Keratinaz aktivitesine sahip olan proteazlar, ¢éziinmeyen lifli protein olan keratini
hidrolize etme yeteneklerinden dolay1 6zel bir ilgi gormiistiir. Keratin, sag, tlly, ylin ve
tirnaklarim 6nemli bir bilesenidir. Sistein kopriilerle ¢apraz baglanmis a-sarmal veya [-
yaprak tabakalar1 bakimindan zengin stabil bir yapiya sahiptir. Bu, mekanik stabilite
saglar, boylece yapimin subtilisin, papain ve pepsin tarafindan bozulmaya kars1 dayanikli
olmasini saglar. Bu nedenle keratinazlar tekstil endiistrisinde farkli tekstil isleme
asamalarinda uygulanir. Keratinazlar konvansiyonel kirlilik yaratan fiziko-kimyasal
metotlarin yerini alir, biizilmeye kars1 direng saglar ve isleme 6zelliklerini iyilestirir. Yiin,
kumaslarda yaygin olarak kullanilan dogal bir hayvan lifidir, ancak bu tiir uygulamalar i¢in
fiziksel ve kimyasal isleme uygulamalar1 gerektirir. Yiin elyafina uygulanan proteazlar,
biiziilme onleyici olarak kullanilan klorlama reginesine alternatif olabilir (Contesini vd.,
2018).

Deri endiistrisi birka¢ adimdan olusan (tavlama, kil giderme, paklama vb.) ham deri
isleme icin 6nemli miktarda proteaz kullanmaktadir. Mikroorganizmalarin trettigi alkali
proteazlar, killarin giderilmesinde ¢ok faydalidir ve ¢evre kirliligine neden olan sodyum
stlfiir gibi tehlikeli kimyasallarin kullanildigr geleneksel yontemden daha giivenlidir.
Alkalin proteazlar, derinin kollajen olmayan yapisini hidrolize eder ve deri islemesi igin
gerekli olan globulin ve albiimin gibi fibril yapida olmayan proteinleri de uzaklastirir.

Ellaiah vd. (2002) ham derinin tabaklama isleminin yiiksek alkali kosullarda yapilmasi
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gerektigini ve bu amacla mikroorganizmalar tarafindan iiretilen alkalin proteazlarin iyi bir
secim olacagini belirtmislerdir. Bununla birlikte, genetigi degistirilmis suslar, endiistrilerde
daha yiiksek oncelige sahiptir ve daha iyi sonuglar almak icin rastgele kullanilmaktadir

(Banerjee ve Ray, 2017).

1.5.4. Peptit Sentezi

Peptid sentezinde yaygin olarak kullanilan organik sentetik yontemler, yiiksek verim
elde etmek icin biiyiik dlgekli iiretimde avantajlidir. Bu kimyasal yontemler sirasinda, agiri
sekilde ¢oziicii ve kuplaj maddesi kullanilmasi ve aminoasit yan zincirlerinin korunmasi
gibi eksikler vardir. Ayrica rasemik karisimlarin olusumu nedeniyle ¢oziilme siiregleri
gerektirmektedir. Mikrobiyal proteazlar ve lipazlar gibi enzimler, yiiksek ozgiilliikleri
sebebi ile 1limli reaksiyon kosullari ve diisiik sayida reaksiyon basamagi gibi cesitli
avantajlara sahiptirler. Proteaz kullanan reaksiyonlar siklikla dengenin hidroliz yerine
sentez icin elverisli oldugu organik sistemlerde gergeklestirilmektedir. Ayrica proteaz
uygulamasi, yliksek substrat ¢oziiniirliigline, basit aritma prosediirlerine ve organik ¢oziicii

kaynakl1 kirlenmenin azalmasina neden olabilir (Contesini vd., 2018).

1.5.5. Terapotik Uygulamalar

Bakteriyel ve fungal proteazlar, antikanser, piht1 eritici, antimikrobiyal,
antienflamatuar vb. etkili terapdtik ajanlarin  gelistirilmesine esit derecede katkida
bulunmuslardir. Bacillus subtilis kaynakli Nattokinaz, kardiyovaskiiler hastaliklarda
nutrasotik olarak kullanilir ve hastalik riskini azaltmaya yardimci olur. Kan pihtilagmasini
Onler ve pthtiyr eritir (Hsia vd., 2009). Antimikrobiyal 6zellikleri olan bakteri ve mantar
kaynakli cesitli proteazlar da rapor edilmistir. Ayrica, keratinize cildin degredasyonu ve
dermatofitoz tedavisi i¢in as1 hazirlanmasinda da proteazlardan yararlanilmaktadir. Bu
hidrolitik enzimler yaralar1 gidermek, epiteli yenilemek ve daha hizli iyilesme siiregleri
icin travma alaninda kullanilmaktadir (Singh vd., 2016). Aspergillus oryzae kaynakli
proteazlar oral yoldan verilerek, litik enzim eksikligi sendromuna sahip hastalarda sindirim
sistemi diizenleyicisi olarak kullanilmistir. Klostridiyal kollajenaz veya subtilisin, yanik ve

yaralarin  tedavisinde genis spektrumlu antibiyotiklerle kombinasyon halinde
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kullanilmaktadir. E. coli'den izole edilen bir asparginaz, ¢esitli lenfositik 16semi
formlarinda kan dolagimindan asparajinin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmistir. Conidiobolus
coronatus kaynakli alkalin proteazin, hayvan hiicre kiiltiirlerinde tripsin yerine

kullanilabilecegi bulunmustur (Rao vd., 1998).

1.5.6. Giimiis Geri Kazanimi

Gilimiis degerli bir metal ve fotografcilik, MRG, CT taramasi ve rontgende kullanilan
filmin ytiksek maliyetli bilesenidir. X- 1511 film icerigi jelatin katmaninda yaklasik %1,5—
2 oraninda glimiis icerir. Proteazlar, giimiis geri kazanimi i¢in kullanilan X-1s1m1 filmlerinin
biyolojik islemesinde ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Jelatinin enzimatik hidrolizi,
sadece giimiisiin ¢ikarilmasina yardimeci olmakla kalmaz, aynm1 zamanda polyester film
bazin1 da geri doniistiirebilir. Glimiis iyilesmesi i¢in jelatini birka¢ dakika i¢inde bozan
proteazlarin kullanildigi bildirilmistir. Bu tiir enzim muamelesi kullanilarak, giimiis
yaklasik olarak %99 oraninda saf olarak geri kazanilabilmektedir. Bu da olusabilecek ¢evre
kirliligini minimize eder. Giimiis geri kazanimi ortaminda stabil olan bakteriyel

proteazlarin bu endiistride kullanim alani vardir (Hamza, 2017).

1.5.7. Atik Yonetimi

Son zamanlarda, ¢esitli gida enddistrisi kaynakli atiklarin yonetiminde alkalin proteaz
kullanimi, atik yonetiminde proteazlarin kullaniminda yeni bir ¢ag agmistir. Proteazlar
proteinli atiklar1 ¢ozilindiiriir ve bu sayede su sistemlerinin biyolojik oksijen ihtiyacini
azaltmaya yardimci olur. Atik tiiyler, kiimes hayvanlarinin viicut agirligiin yaklasik %5'
ini olusturur ve kati kerat yapilarinin tamamen tahrip olmasi sartiyla yiyecek ve yem igin
yiiksek protein kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Keratinolitik proteazin, gida ve yem
enddistrisi atiklari, kiimes hayvanlarinin atiklarindan keratin degredasyonu ve lahimlardan
sa¢ c¢ikarmak ic¢in tily dokiicii ajan olarak kullanimi rapor edilmistir. B. subtilis, B.
amyloliquefaciens ve Streptomyces sp.’den elde edilen proteolitik enzimler ve disiilfid
indirgeyici ajan (tiyoglikolat, kil degredasyonunu hizlandirir ve killarla tikanmis borularin
temizlenmesine yardimci olur) igeren bir formiilasyon su anda pazarda mevcuttur (Rani

vd., 2012).
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1.6. Biyoteknolojik Enzim Uretimi

Enzim {retiminin ve ilave islemlerin genel maliyeti, enzim endiistrisinde bir
teknolojinin basarili bir sekilde uygulanmasina karsi en biiyiik engeldir. Arastirmacilar ve
proses miihendisleri, endiistriyel gereksinimlerine gore alkalin proteaz verimini artirmak
icin ¢esitli yontemler kullanmislardir. Proteaz veriminin arttirllmasina ydnelik son
yaklagimlar arasinda, mikrobiyal kaynaklardan yiiksek kalite ve diisiik maliyette enzim
tiretimi i¢in farkli substratlarin kullaniminin yani sira, asiri verimli suglarin taranmasi,
klonlama ve over-ekspresyon, beslemeli kesikli islem (fed-batch), kemostat
fermantasyonlar1 ve fermantasyon ortaminin yanit yiizeyi metodolojisi gibi istatistiksel bir
yaklasimla optimizasyonu bulunur (Gupta vd., 2002b).

Hem konvansiyonel (UV veya kimyasallar) hem de modern rekombinant DNA
(rDNA) teknolojisi, proteazlarin asir1 iiretimi i¢in sus gelistirmede kullanilir. rDNA
teknolojisi, arzu edilen gen ve mikroorganizma, bitki veya hayvan gibi organizma
genomlariin kombinasyonu ile gerceklestirilen DNA teknolojisidir. Yeni hiicre genetigi
degistirilmis organizmalar olarak adlandirilan transgenik organizmalar tarafindan {iretilir.
Proteaz genlerinin E. coli gibi mikroorganizmalara transformasyonu araciligiyla {iretilen
proteazlara rekombinant proteazlar denir. Deterjan endiistrisinde, oOzellikle rDNA
teknolojisi kullanilarak, daha fazla stabiliteye sahip biyomiihendislik enzimleri
tiretilmektedir. Proteazlar1 kodlayan genin ekspresyonu pHY300PLK, pKL9610, pFX1’i
iceren farkli vektor sistemleri kullanilarak zorlu kosullar altinda gerceklestirilir. Plazmit B.
stearothermophilus, E. coli ve B. subtilis'te korunabilir ve ekspres edilebilir (Razzaq vd.,

2019).

1.7. Bakteriyel Ekspresyon Sistemlerinde Proteaz Ekspresyonu

Bakteriler, heterolog protein ekspresyon sisteminde manipiilasyon kolayliklar1 ve
pahali olmayan besiyerlerinde hizli sekilde cogalabilmeleri sebebiyle ilk tercih edilen
konaktir. E. coli (i) genomunun hizli ve hassas bir sekilde degistirilmesinin kolaylig1, (ii)
yiiksek hiicre yogunluklarina hizli sekilde erigsme, (iii) ucuz besiyerinde kiiltiir kolaylig1 ve
(iv) proteaz aktivitesinin azaltilmasinin kolaylig1 gibi bir¢ok nedenden 6tiirii rekombinant
konak olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. E. coli kuru agirhiginin %50’sine kadar

heterolog protein biriktirebilir. Bununla birlikte, post-translasyonal modifikasyon eksikligi,
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toksik hiicre duvari pirojenlerinin varligi veya bazen inaktif, toplanmis ve ¢éziinmeyen
heterolog protein i¢eren inkliizyon cisimlerinin olusumu gibi dezavantajlara sahiptir (Adrio
ve Demain, 2014). E. coli’de bu endiselere yonelik dizayn edilmis ¢ok sayida sistem
mevcuttur.

Yiiksek transkripsiyon oranlarini saglamak ve toksisite sorunlarini azaltmak igin,
giiclii uyarilabilir promotorlara sahip ekspresyon vektorleri, herhangi bir ana molekiiler
biyoloji saticisindan kolayca temin edilebilir veya kolayca olusturulabilir. Bu ekspresyon
vektorleri genellikle yiiksek translasyon oranlarinin korunmasi amaci ile giiglii ribozomal
baglanma bdlgeleri ile dizayn edilir. Translasyon oranlar1 gen flizyonlar1 ya da
translasyonel ciftleme kullanilarak da yiikseltilebilir. Coziiniirliik, toksisite ve saflagtirma
problemleri bir¢cok durumda, sitoplazmik lokalizasyondan ziyade periplazmik, fiizyon veya
etiketli (tagged) proteinlerin iiretimi ile iyilestirilebilir. Aktif proteazin olusturulan
flizyondan proteolitik béliinme ile salinabilecek sekilde tasarlanmasi énemlidir. inkliizyon
cisimcigi olusumu bazen ekspresyon diisiik sicakliklarda gergeklestirilerek azaltilabilir.
Uretilmis proteinin proteolitik degredasyonu dnlemek igin proteaz genleri silinmis E.coli
suslart kullanilabilir ya da dizayn edilebilir. Heterolog proteinin hiicre igerisindeki
lokalizasyonu degistirilerek de proteolitik degredasyon azaltilabilir (Bromme ve Schmidt,
1999).

Gergek su ki E. coli igin belirli bir proteaz ailesi ya da tiim proteazlarin
ekspresyonunda iyi olan bir sistem su ana kadar gelistirilememistir. Farkli promotor ve gen
fiizyonlarinin avantajlar1 ve dezavantajlart kullanilacak sistem segilmeden &nce

calisilmalidir.

1.7.1. Bacillus subtilis Protein Ekspresyon Sistemi

Bilim adamlar1 endiistriyel kullanim amagli uygulamalarda proteaz verimini
arttirmak i¢in klonlama ve yiiksek ekspresyon, sus tarama, beslemeli kesikli (fed batch) ve
kemostat fermantasyonu gibi farkli yollar kullanmiglardir (Razzaq vd., 2019).

Gen klonlamasi, genetik sistemlerin yapi fonksiyon iliskisine dair anlayisimizi
gelistirmede etkili olan ve hizla gelisen bir teknolojidir. Genlerin manipiilasyonu ve
kontrolii i¢in miikemmel bir yontemdir. Endiistriyel olarak 6nemli enzimlerin %50'sinden
fazlas1 genetik olarak islenmis mikroorganizmalardan {iretilmektedir. Son yillarda

enzimlerin genetik manipiilasyonlarla fazla miktarda {iretilmeleri, proteinin primer



28

yapisinin  aydinlatilmasi, mikroorganizmanin hastalik olugturma mekanizmasindaki
roliiniin  belirlenmesi, aktif bolgelerin yerinin saptanmasi, enzimlerin endiistriyel
uygulamalarda daha verimli sekilde kullanilacak sekilde o6zelliklerinin degistirilmesi ve
proteaz genlerinin izolasyonu hakkinda ¢esitli raporlar yayinlanmistir (Razzaq vd., 2019).

Proteazlar, mevcut tiim ekspresyon sistemlerinde (bakteri, maya, viriis, bocek ve
memeli hiicresi) tiretilmislerdir. Hangi ekspresyon sisteminin kullanilacagi proteaza ve
devaminda yapilacak caligmalara baghdir. Fakat bunu 6nceden tahmin edip iistesinden
gelmek oldukga zordur.

Bacillus subtilis, kendisini yabanci genlerin ekspresyonunu ¢aligmak i¢in uygun bir
sistem yapan bir¢ok Ozellige sahiptir. B. subtilis patojenik olmayan bir organizmadir
(GRAS- generally recognized as safe). Gram (—) bakterilerin hiicre duvarinda bulunan ve
insanlar ve hayvanlar i¢in pirojenik olan endotoksinler (lipopolisakkarit-LPS) iiretmez.
Saglik tehdidi olusturmamasi sebebi ile tarihte Uzak Dogu'da gida iiriinleri liretmek i¢in
kullanilmis olmakla birlikte giinlimiizde proteazlar, alfa-amilazlar gibi ¢esitli yikici
enzimleri iretmek i¢in sanayide de yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicreler nispeten basit
ortamlarda kolayca yiiksek yogunluklara erigebilir. Hiicrenin biiylime ozellikleri ve
fizyolojisi yogun olarak ¢alisilmistir. Prokaryotlar arasinda, bir mikroorganizma hakkinda
mevcut olan genetik bilgi miktarinda E. coli’den sonra ikinci siradadir. Boylece, genetik
manipiilasyonlar kolayca gerceklestirilebilir ve genetik miihendisligi i¢in ¢cok sayida uygun
mutant ve plazmit vektdr mevcuttur. Son olarak, B. subtilis ile ilgili en ilging ozellik,
dogrudan biiyiime ortamina salgilanan ¢ok sayida protein liretmesidir. B. subtilis sisteminin
kullanilmasi, verimli bir sekilde eksprese edilen ve iirtinleri yliksek miktarlarda salgilanan
rekombinant genlerin yapimim1 kolaylastiracaktir. Dahasi, eger bir yabanci gen iriinii
sentezlenir ve biliylime ortamina yliksek seviyelerde salgilanirsa konak hiicre proteinleri ile
kontaminasyon riskini minimize ederek saflastirilma islemini kolaylastirilir. Ek olarak,
sitoplazmada indirgeyici ortama kiyasla daha iyi katlanma kosullar1 saglayarak inkliizyon
cisimlerinin olusumunu Onler. Boylece, tarihsel, fizyolojik, genetik ve teknik acidan B.
subtilis, yabanci genlerin ekspresyonu i¢in ¢esitli avantajlara sahip iyi bir modeldir (Doi
vd., 1991; Westers vd., 2004).

Bacillus salgt yolu ii¢ islevsel asamaya ayrilabilir: (1) salgi On-proteinlerinin
sentezini, bunlarin (varsa) saperonlarla etkilesimlerini ve translokaza baglanmay1 iceren
erken asamalar; (2) Sec (katlanmamis proteinlerin salgilanmasi) veya Tat translokazi

(katlanmis proteinlerin ikiz arjinin translokasyonu) yoluyla hiicre zar1 boyunca
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translokasyon; (3) sinyal peptidinin ¢ikarilmasi, translokazdan salinmasi, hiicre zarinin
trans tarafinda katlanmasi ve hiicre ¢eperi i¢inden geg¢mesini igeren ge¢ evreler. Bu
nedenle, iiretilen protein nihai hedefine ve konformasyonuna ulasmadan 6nce birkag farkli
faktor soz konusudur ve bu nedenle bu faktorlerin her biri st diizey iiretim igin bir
darbogaz olabilir (Sekil 11). B. subtilis'in ortamindaki heterolog proteinlerin iiretimi i¢in,
proteini translokoza ¢ok verimli bir sekilde yonlendiren ve sinyal peptidazlar tarafindan
verimli bir sekilde uzaklastirilabilen bir sinyal peptid kullanilmas1 gereklidir. Bu nedenle,
etkili bir sinyal peptidaz bolinme bolgesi elde etmek igin bir sinyal peptidinin

modiilasyonu bazen bir gerekliliktir (Westers vd., 2004).

Plazmid DNA

|

mRNA

l \ Saperon

Protein  mssssssssmp Dogru Katlanmug, Aktif Protein

Oncii Protein \

l l Hatal: Katlanmig Protein

Salg: Yolag Yeniden Katlanma, Kiimelenme, Degredasyon

Hiicre i¢i

Translokasyon — Sikigma

Sec Tat

Olgunlagma Hiicre Ceperi
Proteazlar tarafindan degredasyon Hiicre Dis1

Sekil 11. Heterolog protein iiretiminde verimi etkileyen faktorlerin sematik gosterimi
(Westers vd., 2004).

Rekombinant protein {iriinlerinin {iretimini gelistirmek i¢in promotor ve sinyal
peptidlerin optimizasyonu ve sekresyon stresini azaltmak ve hiicre dist proteinlerin
degredasyonunu onlemek i¢in proteaz genleri silinmis konak (protease deficient) kullanimi
gibi bir¢ok genetik strateji gelistirilmistir. Heterolog proteinlerin yliksek ekspresyonu i¢in
B. subtilis WB800 (AnprE, AaprE, Aepr, Abpr, mpr::ble, nprB::bsr, Avpr, wprA::hyg), B.
subtilis WB 700 (AnprE, AaprE, Aepr, Abpr, mpr::ble, nprB::bsr, Avpr) ve B. subtilis WB
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600 (AnprE, AaprE, Aepr, Abpr, mpr::ble, nprB::bsr) gibi hiicre dis1 proteazlar silinmis
suslar olusturulmustur. Bu proteazlari silinmis suslar yaygin olarak kullanilan bir model ve

laboratuvar susu olan B. subtilis 168’den gelistirilmistir (Zhao vd., 2019).

1.8. Calismanin Amaci

Enzimler, gidadan ilaca, deterjandan tekstil {iriiniine, hayvan yeminden tarima kadar
bir¢ok endiistride nihai {iriin ve katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Siirdiiriilebilir ve
cevre dostu ekonomiler, {irlinlerinde kimyasallar kullanmak yerine enzimleri tercih etmekte
ve diinya pazarinda enzimlerin ticaret hacmi giin gegtikge artmaktadir. Maalesef Tiirkiye
hemen hemen tiim enzimleri yurt digindan ithal etmektedir.

Bacillus tiirleri, biyokimyasal ve fiziksel 0zelliklerinin anlagilmasi ve endiistriyel
amaglt uygulamalar i¢in enzim iretiminin gelistirilmesi amaciyla kapsamli bir sekilde
aragtirllmaya devam edilmektedir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin
karakterizasyon c¢alismalar1 ¢ogunlukla, enzimin kiiltlir ortamindan alinip c¢esitli
kromotogrofik yontemlerle saflastirilmast ile yiiriitilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, Bacillus halodurans C—125 susuna ait yiiksek sicaklik ve pH
gibi ekstrem kosullarda aktif alkalin serin proteaz enzimine ait geni (BH0855), sekiz hiicre
dis1 proteaz geni silinmis B. subtilis WB800 susunda yiiksek oranda ekspres etmek ve
kullanilabilecek muhtemel uygulamalar i¢in yapisal ve fiziko-kimyasal olarak karakterize

etmektir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Sus ve Plazmitler

Hedef enzimin gen kaynagini1 (BHO855) iceren Bacillus halodurans C-125 susu, E.
coli ve B. subtilis mekik vektori pMAO911 ve B. subtilis WB800 susu Karadeniz Teknik
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. Hedef
genin klonlanmasinda ve mekik vektorii pMA0911’in insasinda kullanilan E. coli DH10B

susu ise boliim laboratuvar stogundan temin edilmistir.

2.2. BHASP Proteinin Biyoinformatik Analizi

llgili proteinin in siliko olarak yapisal dinamik analizi gesitli veri tabanlari, online
araglar ve programlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

NCBI Protein Veri tabani https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

UniProtKB http://www.uniprot.org/

BIOPEP http://www.uwm.edu.pl/biochemia/index.php/en/biopep

ExPASY https://www.expasy.org/

Protein Structure Prediction Server https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-

TASSER/

2.3. Genin Molekiiler Karakterizasyonu

2.3.1. Primer Dizayni

B. halodurans C-125 BHO0855 geni bir alkalin serin proteaz (BHASP) kodlar. Primer
tasarimui i¢in B. halodurans C-125 BHO0855 genine ait niikleotit siras1 Genbank’tan alinip
(BA000004.3) sinyal dizisi ¢ikarilan gene uygun primerler SnapGene yazilimi (GSL
Biotech) kullanilarak tasarlandi (Tablo 8). Tasarlanan primerlerin diger 6zellikleri (erime
sicakligl, GC igerigi vb.) Oligoanalyzer (IDT) online analiz araci ile kontrol edildi.

Primerlerin u¢ bolgelerine klonlamada kullanilmak iizere restriksiyon endoniikleaz kesim
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bolgeleri, ayrica reverse primerin sonuna saflastirmada kullanilmas: amaci ile 6x His-Tag

dizisi eklendi.

Tablo 8. BHO855 genine ait primer dizileri

. s a» Kesim  Baglanma Uriin
Primer Sira (5°-37) bolgesi  Sicakhgi  Biiyiikliigii
Bh_spr F GCGGAATTCAGCGAGGAGAAAAAGGAA  EcoRI 60 °C
Bh_spr R TTGGATCCATGATGGTGATGGTGATGTTG 1029 bp
Bamll 70 °C
TGTTGCACGTCCAGC

GAATTC: EcoRI; GGATCCA: BamHI

2.3.2. Genomik DNA izolasyonu

Gece boyu c¢ogaltilmig 1,5 mL B. halodurans C-125 kiiltiirii Ependorf tiipe aktarildi
ve pellet eldesi i¢in 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Elde edilen pellet iki kez 2
mL TE tamponu (1 M Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8) ile yikandi. Ardindan iizerine 200
puL TE tamponu (TE tamponu + 4 mg/mL lizozim) eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Siras1 ile karisimin {izerine 400 pL lizis soliisyonu (0,2 M NaOH, %1 SDS, 6-8 kez
alt st et) ve 300 uL KAc soliisyonu (3 M KAc, pH 5.5) eklenerek, 5 dakika 4 °C’de
bekletildi. Karisim 14.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi ve supernatant alinip temiz bir
tiipe aktarildi. Supernatantin iizerine 1 mL %96’lik soguk etanol eklendi ve 16 saat -20
°C’de bekletildi. Daha sonra karisim 14.000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi ve olusan
pellet 1 mL %70’lik etanol ile yikandi. Pellet, alkoliin uzaklagmasi i¢in tamamen kurutuldu
ve 50 uL TE tamponu (10 mM Tris-HCI pH 8, ImM EDTA pH 8) igerisinde ¢oziildii.
Izole edilen edilen DNA, %1 etidyum bromiir igeren agaroz jel ile analiz edildi. DNA
bandinin varlig1 UV transilluminator kullanilarak kontrol edildi ve KODAK Gel Logic 100

sistemi kullanilarak goriintii alindi.



33

2.3.3. BH0855 Geninin PZR ile Cogaltilmas1 ve pJET1.2/blunt Ara Vektore
Klonlanmasi

BHO0855 geninin PZR ile ¢ogaltilmasi Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(Biolabs Inc.) ve pMAsprF ve pMAsprR primerleri kullanilarak gergeklestirildi. PZR i¢in
son hacim 50 pL olacak sekilde, 100 ng B. halodurans C-125 DNA’s1, 1,5 pL 1 mM ileri
primer, 1,5 pL geri primer, 1 pL 10 mM dNTP, 10 pL 5X Phusion HF buffer ve 1 iinite
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase igeren reaksiyon kuruldu. PZR Tablo 9’daki

sartlara gore gerceklestirildi.

Tablo 9. BHO855 geni i¢in PZR sartlari.

Prosediir Sicakhk Siire Dongii
[k denatiirasyon 98 30 sn. 1
Denatiirasyon 98 10 sn.

Baglanma 60 30 sn. 35
Uzatma 72 35 sn.

Son Uzatma 72 10 dak. 1

PZR sonunda cogaltilan DNA fragmenti %1°lik agaroz jelde goriintiilendi, jelden
kesilerek alind1 ve Nucleospin Gel and PZR Clean-up (Macherey-Nagel) kiti kullanilarak
temizlendi. Daha sonra Nanodrop ile miktar tayini gergeklestirildi.

Polimeraz enzimi aktivitesi sonucunda kiit u¢ olusturan PZR {iriinleri CloneJET PZR
Cloning (Thermo Fisher) kiti kullanilarak pJET1.2/blunt vektoriine klonlandi. Her bir gen
icin deney tiipiine son hacim 20 pL olacak sekilde 10 pL 2X Reaksiyon Buffer, 1 uL. PZR
tiriinii, 1 pL pJET1.2/blunt klonlama vektorii (50 ng/uL) ve 1 L T4 DNA ligaz konuldu.
Karigim oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

2.3.4. E. coli DH10B Kimyasal Kompotent Hiicrelerinin Hazirlanmasi1 ve
Transformasyon

E. coli DH10B hiicrelerinden tek koloni alinip 3 ml LB besiyeri igerisine asgiland1 ve
37 °C 200 rpm’de gece boyu c¢ogaltildi. Kiiltiirden 30 mL LB Broth besiyeri icerisine
ODgoo 0,1 olacak sekilde asilama yapildi ve hiicreler ODgoo 0,4-0,6 olacak sekilde

cogaltildi. Istenilen yogunluga ulasan hiicreler buz iizerinde 30 dakika tutuldu ve ardindan
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4 °C’de 4.500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan pellet 100 mM CaCl, ile iki kez
yikand1 ve son olarak 2 mL 100 mM CacCl; igerisinde ¢oziildii. 4 °C’de 2 saat beklendikten
sonra kullanildi.

Hazirlanan kompetent E. coli DH10 hiicrelerinden 100 pL alindi ve iizerine 10 pL
ligasyon iiriinii konuldu. Karigim buz iizerinde 30 dakika bekletildi. Daha sonra 42 °C’de
45 saniye, buz lizerinde 2 dakika olacak sekilde 1s1 sokuna maruz birakildi. Hiicrelerin
tizerine 0,9 mL S.0O.C besiyeri (%2 tripton, %0,5 maya 06ziitii, %0,4 glukoz, 10 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl, ile 10 mM MgSO4) konuldu ve 37 °C’de 1 saat calkalandi.
Inkiibasyon sonucu ¢ogalan kiiltiir 100 ug/mL ampisilin igeren secici LB agar besiyerine

yayildi. Petriler 37 °C’de gece boyu bekletildi ve koloni se¢imi gerceklestirildi.

2.3.5. Rekombinant Plazmidlerin Koloni PZR ve Restriksiyon Endoniikleaz
Analizi

Rekombinat plazmidi iceren E. coli DH510B hiicrelerinin belirlenmesi ic¢in koloni

PZR gergeklestirildi. Koloni PZR i¢in 20 pL’lik PZR karigimi hazirlandi (Tablo 10).

Tablo 10. Koloni PZR sartlar1.

Bilesenler Miktar (uL)
10X Buffer 2
MgCl 1
dNTP 4
Bh_spr F 0,4
Bh_spr R 0,4
i-Taq DNA Polimeraz (IntRON Biotechnolgy DR) 0,2
dH.0 12
Toplam 20

Koloni PZR protokolii Sekil 12’de 6zetlenmistir. PZR reaksiyonu karigimini igeren
her PZR tiipline az bir miktar koloni eklendi. PZR sartlar1 takip eden kosullarda
gergeklestirildi: 98 °C’de 2 dakikalik denatiirasyondan sonra 35 dongii olacak sekilde 98
°C’de 20 saniye, 60 °C’de 20 saniye, 72 °C’de 1 dakika 10 saniye ve son olarak da 72



35

°C’de 5 dakika. Reaksiyon iiriinii %]1’lik agaroz jelde yiiriitildii ve 1,029 bp

uzunlugundaki geni igeren plazmitler belirlendi.

Koloniye Dokun Agara Ciz PCR Reaksiyonu Karigimina Ekle

PCR

—
"""" Jele 10 pL yukle

Sekil 12. Koloni PZR protokolii.

Koloni PZR ile pozitif sonu¢ veren kolonilerden segilerek 3 mL LB Broth igeren
(100 pg/mL ampisilin) besiyeri igerisine ekim yapildi ve 37 °C’de 180 rpm’de gece boyu
tiretildi. Plazmit DNA’larinin izolasyonu PureYield™ Plasmid Miniprep System
(Promega) kiti kullanilarak gerceklestirildi. Klonlanan geni igeren rekombinant plazmidin
dogrulanmas i¢in bir de restriksiyon endoniikleaz kesimi gerceklestirildi. Bunun igin 250
ng plazmid DNA’s;, 0,5 pL BamHI (Promega), 0,5 ul EcoRI (Promega), 2’ser pL
enzimlere ait 10 X reaksiyon tamponlarindan ve dH»O olacak sekilde 20 pL’lik hacimlerde
reaksiyon hazirlandi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Ardindan %1’lik jelde elektroforez
yapilarak goriintiilendi. Dogrulanan plazmit, dizi analizi yaptirilmak iizere Macrogen
firmasma (Hollanda) gonderildi. Dizi analizi sonucunda elde edilen niikleotit siras1 gen
bankasindaki (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) bu genlere ait siralar ile BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilarak karsilastirildi. Rekombinant
plazmit pJET1.2- BHO855 olarak adlandirildi.

2.3.6. BH0855 Geninin pMA0911 Protein Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

pJET1.2- BHO855 vektorii BamHI ve EcoRI restriksiyon enzimleri ile kesildi ve
kesim firiinii (BHO855 geni) %1 ’lik agaroz jelde yiiriitiildi. Geni igeren fragment jelden
DNA temizleme kiti ile temizlendi. Ayn1 yontemle pMAO0911 vektorii (Sekil 13) de BamHI
ve EcoRI enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirildi. Yapigkan uglara sahip BH0855
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geni ve pMAQ0911 ekspresyon vektorii T4 DNA Ligaz (NEB) kullanilarak birbirine
yapistirildi. Ligasyon reaksiyonunun igerigi Tablo 11°de gdsterildi. Oda sicakliginda 30
dakika beklendikten sonra ligasyon {iriinii E. col/i DH10B kompetent hiicrelerine 1s1 sok
yontemi ile transforme edildi. Transforme edilen hiicreler 100 pg/mL ampisilin igeren
secici LB agar besiyerine yayildi ve 37 °C’de gece boyu inkiibasyondan sonra koloni
secimi gerceklestirildi. Kolonilerin rekombinant geni igerip icermedigi Bh spr F ve
Bh_spr R primerleri kullanilarak koloni PZR ile dogrulandi. Olusan rekombinant plazmit

pMAO0911- BHO855 olarak adlandirildu.

Tablo 11. pMAO0911 ekspresyon vektoriine ligasyon i¢in gerekli sartlar.

Bilesenler Miktar

T4 DNA Ligaz Buffer (10X) 2 ulL

100 mM DTT 2l

10 mM ATP 1 uL
Vektor DNA (4 kb) 50 ng
Insert DNA (1 kb) 37,5 ng

T4 DNA Ligaz 1l

Su Total 20 pL

RBS Lip A EcoR1

cat promoter—_ BamH|

ble

pMA0911
7215 bp

Km amp

rep ori

Sekil 13. pMA0911 ekspresyon vektorii haritasi.
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2.3.7. Bacillus subtilis WB800 Transformasyonu I¢cin SP1 ve SP2 Besiyerlerinin
Hazirlanmasi

Oncelikli olarak asagida listelenmis olan stok soliisyonlar hazirlandi. Tiim

soliisyonlar otoklavda 20 dakika steril edildi ve oda sicakliginda sakland.

oSP1 Tuz Karisim1 (w/v) (>%0,2 (NH4)2SO4, %1,4 KoHPO4, %0,6 KH2POs,
%0,1 Na3Ce¢Hs07-2H>0, %0,02 MgSO4 -7H20)

¢50 mM CaClx

250 mM MgCl,

®%?2 tripton- %10 maya Oziitii karigimi

0%50’lik glukoz ¢ozeltisi (Filtre ile sterilize edilmis)

0%0,5’1ik triptofan (Filtre ile sterilize edilmis)

SP1 besiyeri hazirlamak i¢in SP1 tuz karisimi {izerine 1/100 oraninda glukoz,
tripton-maya 0ziitii ve triptofan soliisyonlarindan eklendi. SP2 besiyeri hazirlamak i¢in ise
SP1 besiyeri {izerine 1/100 oraninda CaCl> ve MgCl. soliisyonlarindan eklendi (Spizizen,

1958).

2.3.8. pMA0911-BHO0855 Plazmitinin Bacillus subtilis WB800 Susuna
Transformasyonu

Bacillus subtilis WB800 hiicreleri LB agar iizerine ¢izgi ekim ile inokiile edildi ve
gece boyu 30 °C'de inkiibe edildi. Ertesi sabah kolonilerden tek bir koloni 2 ml SPI
besiyeri igerisine inokiile edildi ve 37 °C’de 300 rpm hizda 3 saat 45 dakika sallandi. Daha
sonra SP1 kiiltiirlinden 0,5 mL alinip oda sicakligina getirilmis 4,5 mL SP2 besiyeri
icerisine transfer edildi ve 37 °C’de 150 rpm hizda 1 saat 30 dakika sallandi. 50 pL 100X
EGTA SP2 besiyerine konuldu ve hiicreler 37 °C’de 10 dakika daha c¢alkalandi. Kompetent
hale gelmis hiicrelerden 0,5 mL alind1 ve {lizerine 400-1000 ng DNA eklendi ve yliksek
hizda 1 saat 30 dakika sallandi. Hiicreler Skim Milk Agar (g/L: 10 pepton, 5 maya 0ziitii, 5
sodyum klortir, %10 yagsiz UHT siit, 50 pg/uL Kanamisin) {izerine yayildi ve 37 °C’de
biliylime gozlenene kadar inkiibe edildi. Kazein hidrolizi gosteren pozitif koloniler segildi

(URL-1).
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2.3.9. Protein Ekspresyonu

Klonlanan geni iceren WB800 hiicrelerinden tek koloni se¢ilip, 50 pg/uL kanamisin
iceren LB besiyerinde 37 °C’de gece boyu inkiibe edildi. Kiiltiirden 1000 pg/uL kanamisin
iceren proteaz iiretim besiyerine (LB broth + %10 yagsiz siit) ODeoo 0,1 olacak sekilde
astlama yapildi ve 37 °C’de, 200 rpm’de 48 saat protein liretimi gergeklestirildi.

2.3.10. Skim Milk Agar Kuyu Difiizyon Deneyi

Klonlanan geni iceren WBS800’iin hiicre dis1 proteaz aktivitesi skim milk agar
iizerinde gerceklestirildi. Uretilen proteini iceren kiiltiirlerden 100 pL agar icerisinde ag1lan

kuyucuklara konuldu ve 37 °C’de 2024 saat inkiibe edildi.

2.4. Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

2.4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Kiiltlir besiyerinin 12.000 rpm’de 15 dakika ¢okeltilmesi sonucu elde edilen ham
enzim soliisyonuna, amonyum siilfat, konsantrasyonu %80 (561 gr/L) olacak sekilde buz
icerisinde yavas yavas eklendi. Coziilme islemi tamamlandiktan sonra karigim 2 saat daha
karistirilmaya devam edildi. Daha sonra olusan ¢okelti 10.000 rpm’ de 30 dakika santrifiij
edilerek ayrildi. Olusan pellet minimum miktarda Wash/Binding Buffer (100 mM HEPES,

10 mM Imidazol) igerisinde ¢oziildii.

2.4.2. Protein Saflastirilmasi

Saflastirma islemi MagneHis™ Protein Purification System (Promega) Kkiti
kullanilarak gergeklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karigima 30
uL/mL olacak sekilde Ni partikiilii eklendi ve proteinlerin baglanmasi i¢in oda sicakliginda
10 dakika beklendi. Manyetik standa konulan karisimdan Nikel partikiiller ¢ekildi ve kalan
stv1 kisim uzaklagtirildi. Nikel partikiiller Wash/Binding tamponuyla (100 mM HEPES, 10
mM Imidazol) aymi sekilde 3 kez yikandi. Ardindan ¢dziicii tampon (100 mM HEPES, 500
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mM Imidazol) ile oda sicakhiginda 5 dakika muamele edildi ve protein igeren sivi kisim
nikel partikiiller uzaklastirilarak alindi. Elde edilen protein imidazolun uzaklastirilmasi igin
20 mM Tris-HCI (pH 7.5) igerisinde diyaliz edildi. Protein miktar tayini BSA (Sigma)
kullanilarak Bradford boya-baglama yontemi ile gerceklestirildi (Bradford, 1976).

2.4.3. Protein Konsantrasyonu Tayini

Kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in standart olarak BSA (bovine serum albumin)
kullanildi. BSA’nin 25-150 pg protein aralifinda 6 seyreltigi hazirlandi. Mikroplate
kuyucuklarina 10 pL standart ve lizerlerine 200 pL Quick Start™ Bradford Protein Assay
soliisyonundan eklendikten sonra karanlikta 15 dakika beklendi. 595 nm’de Ol¢liim
gerceklestirildi ve standart egri ¢izildi. Protein miktar1 pg/mL cinsinden hesaplandu.

Ornekler icin BSA yerine 10 pL enzim soliisyonu eklenerek ayni islemler gerceklestirildi.

2.4.4. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot

Orneklerin iizerine esit miktarlarda muamele tamponu (150 mM Tris-HCI (pH 6.8),
%20 Gliserol, %4 SDS, %6 p-merkaptoetanol, %0,1 bromofenol blue) ilave edildikten
sonra Ornekler 100 °C'de 10 dakika kaynatilarak protein denatiirasyonu gergeklestirildi.
Daha sonra ornekler Laemmli (1970) tarafindan tanimlanan %12’lik SDS-PAGE’e
yiiklendi ve drnekler yigma jelinden cikana kadar 80 V akim uygulandi. Ornekler ayirma
jeline gecince akim 120 V’a ¢ikarildi. Yiirlitme boyasi jelin sonuna gelene kadar yiiriitme
islemine devam edildi.

Jel fiksatif soliisyonu (%50 Metanol, %10 Asetik asit, 50 uL. Formalaldehit/100 mL)
kullanilarak bir saat ¢alkalanarak sabitlendi. Sabitleme isleminden sonra jel {i¢ kez (her biri
20 dakika) %50 etanol yikandi. Ardindan jel hipo ¢ozeltisi ile (Sodyum tiyostilfat ¢ozeltisi
20 mg/100 mL) 2 dakika boyunca muamele edildi ve ii¢ kez saf suyla yikandi (her biri 20
saniye). Jel 30 dakika Giimiis nitrit ¢ozeltisiyle (200 mg/100 mL) muamele edildi ve tekrar
iic kez saf suyla yikandi (her biri 20 saniye). Jel 100 mL goriintilleme ¢ozeltisinde (6 g
Sodyum karbonat, 2 mL hipo ¢ozeltisi, 50 uL. Formalaldehit) protein bantlar1 goriiliinciiye
kadar bekletildi. Protein bantlar1 goriildiikten sonra reaksiyon %5 Asetik asit ¢ozeltisi ile

durduruldu.
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Western blot analizi i¢in jel igerigi elektroforetik blotlama (Bio Rad Power Pack
Universal) cihazi kullanilarak membrana aktarildi. Bunun i¢in membran (Immobilon-P
Transfer Membrane, Merck Millipore) ve Whatman kagitlar1 poliakrilamid jelin boyutuna
uygun olacak sekilde kesildi. Membran once metanol ile muamele edildi. Daha sonra
membran, poliakrilamid jel ve Whatman kagitlar1 elektroblotlama tamponunda (48 mM
Tris, 39 mM Glisin, %0,0375-w/v SDS) 2-3 dakika bekletildikten sonra, cihaza 2
Whatman kagidi, membran, poliakrilamid jel ve 2 Whatman kagid1 olacak sekilde sirasiyla
yerlestirildi. Cihaz 40 mA akimda 2 saat calistirilarak blotlama islemi gergeklestirildi.
Blotlama isleminden sonra membran PBS igerisinde hazirlanmis %5’lik siit tozunda gece
boyu 4 °C'de bekletildi. Ardindan membran PBS igerisinde hazirlanmis %0,5’lik siit
tozunda 3 kere 10’ar dakika yikandi. Yikama isleminden sonra membran 3 saat anti-poly
Histidine antikoru (1:1000 sulandirma) (Sigma, H-1029) igceren %0,5’lik siit tozunda oda
sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edildi ve bu siirenin sonunda tekrar 3 kere 10 ar
dakika %0,5lik siit tozunda yikandi. Daha sonra 2 saat Anti IgG-Alkalin Fosfataz antikor
(1:1000 sulandirma) (Sigma, A-3562) iceren %0,5’lik siit tozu i¢inde oda sicakliginda
hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Sonra tekrar 3 kez 10'ar dakika %0,5’lik siit tozu i¢inde
ve 2 kez de 5’er dakika AP (0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9.5, 1X)
tamponu i¢inde yikandi.

Son olarak membran 100 pL NBT/BCIP (Nitro Blue Tetrazolium/ Bromo
Chlorolndolyl Phosphate, Roche, 11681451001) iceren 10 mL AP tamponu ile muamele
edildi. Protein bantlarinin olugumundan sonra reaksiyon, membranin dH>O ile

yikanmastyla durduruldu.

2.4.5. Tirozin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Deneye baglamadan 6nce asagidaki soliisyonlar hazirlandi (Cupp-Enyard, 2008).

1) 50 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH 7.5): 11,4 mg/mL potasyum fosfat
dibazik kullanarak saf su icerisinde hazirlandi ve pH'1 1 M HCl ile ayarlandi.

2) %0,65 (w/v) Kazein soliisyonu: 50 mM potasyum fosfat tamponu igerisinde 6,5
mg/mL kazein kullanilarak hazirlandi. Karisim kazeinin tamamen ¢dziinmesi
icin kaynama meydana gelmeyecek sekilde 1sitildi. pH, NaOH veya HCI ile

ayarlandi.
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3) 110 mM Trikloroasetik asit ¢ozeltisi: 6.1 N stok, saf su ile 1:55 oraninda
seyreltildi.

4) 0.5 mM Folin & Ciolcaltea's: 1:3 oraninda saf su ile seyreltilerek kullanildu.

5) 500 mM Sodyum Karbonat: 53 mg/mL olacak sekilde saf su ile hazirlandu.

6) 1.1 mM L-tyrosine Standart Stok Soliisyonu: 0,2 mg/mL L-tyrosine olacak

sekilde saf su igerisinde 1sitilarak hazirlandi.

Reaktifleri mikrosantrifiij tiiplerine Tablo 12’deki gibi pipetleyerek standart egri
olusturuldu. Mikrosantrifiij tiipleri giizel sekilde karistirildiktan sonra 37 °C’de 30 dakika
beklendi. Her kuyucuga 200 pL koyulduktan sonra absorbans 660 nm’de okundu.
Standardin korii, her bir konsantrasyon icin Olgiilen absorbans degerinden ¢ikarildiktan
sonra grafik cizildi.

Asso Standard = Aeso Standard — Agso Standard Kor

Tablo 12. Tirozin standart egrisi i¢in reaksiyon semasi.

Reaktif Standart1 Standart2 Standart 3 Standart 4 Standart 5 Standart 6

Tirozin

0uL S5uL 10 uL 25 uL 50 uL 75 uL
Stok
Su 250 uL 245 uL 240 pL 225 uL 200 puL 175 uL
Na2COs3 625 uL 625 uL 625 uL 625 uL 625 uL 625 uL
F-C 125 uL 125 uL 125 uL. 125 uL. 125 uL 125 uL.
Tirozin

0,0055 0,0110 0,0275 0,055 0,0825

(umoles)

2.4.6. Proteaz Aktivite Tayini

Metod Cupp-Enyard (2008)’den degistirilerek yapilmistir. Sicaklik ve pH degerleri
deneyin amacma uygun olarak degistirilmistir. Bir mikrosantrifiij tiiptine, 130 pL
%0,65’lik ve 25 pL uygun diliisyonda enzim veya kontrol i¢in enzimin seyreltildigi
tampondan eklendi. Karisim 10 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra, 130 uL 100 mM TCA eklendi ve karigtirilarak ve 37 °C’de 20 dakika boyunca
inkiibe edildi. Daha sonra tiipler 10 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiij yapildi.
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Olgiim islemi 96 gozlii kap icerisinde SpektraMax M2 (Molecular Devices) cihazi ile
gerceklestirildi. Sira ile 50 pL siipernatant, 125 pL 500 mM sodyum karbonat soliisyonu
ve 25 puL seyreltilmis Folin&Ciocalteu soliisyonundan (F-9252, Sigma -Aldrich) plakanin
her kuyucuguna koyuldu. Buharlasmay1 6nlemek i¢in plaka kapatildi ve 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. Kapak agilarak absorbans 660 nm'de 6lgiildii. Prosediir basamaklar1
Sekil 14°te 6zetlendi.

Ornek Koér

| ] v

130 pl, % 0.65(w/v) kazein —>\ / \ |

37°C, 10 dak. beklet.

T

25 pl 6rnek ekle. 25 ul dH,0 ekle.

S

Karigtir ve 37 °C’de, 10 dak. beklet.

S

130 pl 110 mM TCA ekle ve 37 °C’de, 20 dak. beklet. 10.000 q’de, 10 dak. santrifiij et. 50 ul supernatant: 96 kuyucuklu plakaya aktar.

—

96 kuyucuklu plakayal25 pl 500 mM Na,CO; ekle.

!

25 ul 0.5 M Folin&Ciocalteu’s soliisyonu ekle. 37 °C, 30 dak. inkiibe et. Absorbans1 660 nm’de oku.

Sekil 14. Proteaz aktivite tayini. Sicaklik ve pH degerleri deneyin amacina
uygun olarak degistirilmistir.

2.4.7. Proteaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

1) Ornek kériin absorbans1 her numunenin absorbansindan ¢ikarilir.
Ageo Ornek = Agg0 Ornek — Aggo Ornek kor
2) Tirozin standart egri grafiginden elde edilen denklem kullanilarak serbest

birakilan tirozin esdegerlerinin pmolleri belirlenir.
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3) Proteaz Orneginin mL basina iinite (U/mL) cinsinden aktivitesi ve spesifik

aktivitesi (U/mg) asagidaki formiil ile hesaplanir.

(umole tirozin) x (reaksiyon hacmi)

Aktivit ( ) -
ite L (6rnek hacmi) x (reaksiyon zamani) x (6lgiilen 6rnek hacmi)

%enzim

U/mg=mg———
—=2 enzim
mL

4) Unite Tanimu: Bir iinite, 37 °C'de pH 7.5’te dakikada 1.0 umol (181 pg) tirozin

esdegeri renk iiretecek sekilde kazein hidrolize eden enzim miktari.

2.4.8. Enzimin Optimum pH’1min Belirlenmesi

pH’1n proteaz enziminin (BHASP) aktivitesi iizerindeki etkisi, enzimin aktivitesinin
farkli pH degerlerindeki tamponlarda (pH 7-8 Tris HCI, pH 9-13 Glisin NaOH) 6l¢iilmesi
ile belirlendi. Aktivite tayininde sicaklik degeri olarak 60 °C olarak kullanildi ve aktivite
tayini boliim 2.4.6.”da anlatildig1 gibi gerceklestirildi.

2.4.9. Enzimin Optimum Sicakligimin Belirlenmesi

Sicakligin proteaz (BHASP) aktivitesi iizerindeki etkisi, enzim aktivitesinin 30—-80
°C araliginda farkli sicaklik degerlerinde Slgiilmesi ile belirlendi. Aktivite tayini pH 12’de
boliim 2.4.6.’da anlatildig: gibi gergeklestirildi.

2.4.10. Enzimin Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Proteaz (BHASP) kinetik parametreleri, Vmax ve Km, enzimin farkli kazein
konsantrasyonlarinda (0,15-15 mg/mL) aktivitesi Olgiilerek belirlendi. Aktivite tayini
bolim 2.4.6.’da anlatildig1 gibi gerceklestirildi. Michaelis Menten denkleminde Km ve
Vmax degerleri GraphPad Prism 5 programi kullanilarak hesaplandi.
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2.4.11. Enzimin Sicakhik Kararhihginin Belirlenmesi

Proteaz (BHASP) sicaklik kararligini belirlemek i¢in enzim ¢ozeltisi 50-80 °C’de
her bir sicaklik i¢in 30, 45 ve 60 dakikalik siirelerde inkiibe edildi ve aktivite tayini boliim
2.4.6’da anlatildig1 gibi gergeklestirildi.

2.4.12. Enzimin pH Kararhhgimin Belirlenmesi

Proteaz (BHASP) pH kararliliginin belirlenmesi i¢in enzim optimal pH’inda 37
°C’de 24 saat 6n inkiibasyona birakildi ve 8 saatte bir 6rnek alindi. Aktivite tayini boliim

2.4.6.’da anlatildig1 gibi gerceklestirildi.

2.5. Kan Lekesi Gideriminde Saflastirilmis Enzim Uygulamasi

Bu caligmada saflastirilmig proteazin deterjan katkisi olarak kullanilma potansiyeli
arastirildi. Beyaz pamuk kumaslar 4 cm x 4 cm boyutunda kesildi ve tlizerine esit miktarda
kan konuldu. Daha sonra kanin kurumasi i¢in 60 °C’de 30 dakika bekletildi. Ayr1 kaplarda
olacak sekilde asagidaki deney diizenekleri hazirlandi ve uygulandi. Ticari deterjan,

icerigindeki proteazin denatiire olmasi i¢in 10 dakika kaynatildiktan sonra kullanildi.

a) Distile su (20 mL) + kan lekeli bez

b) Distile su (20 mL) + kan lekeli bez + 500 pL ticari deterjan (5 mg/mL)

c) Distile su (20 mL) + kan lekeli bez + 500 pL ticari deterjan (5 mg/mL) + 500 pL
enzim

d) Distile su (20 mL) + kan lekeli bez + 500 pl mL enzim

e) Kan lekeli kumas (kontrol)

Deney kaplar1 60 °C’de 30 dakika bekletildikten sonra kanli bez pargalari saf su ile

yikandi. Kurutulan bez parcalar1 gorsel olarak degerlendirildi.



3. BULGULAR
3.1. BHASP Proteinin Biyoinformatik Analizi

B. halodurans C—125 serin proteaz geni (BHO855) 361 amino asit uzunlugunda bir
protein (BHASP) kodlamaktadir. 361 aminoasitten, 24’1 sinyal peptidi, 69’u propeptidi ve
268’1 olgun peptidi olusturmaktadir (Sekil 15).

Asp*? His® Serin22! 361

Sekil 15. BHASP’1nin primer yapisinin sematik gdsterimi. Sar1 kutu sinyal peptidi, mavi
kutu propeptid ve kirmiz1 kutu olgun peptidi temsil etmektedir.

UniProt’tan ¢esitli bakteri tiirlerine ait proteaz genleri alindi ve Clustal Omega
programi kullanilarak birbirleriyle karsilastirildi. BHASP proteini en biiyiik benzerligi B.
clausii alkalin proteazi ile gosterdi (Sekil 16).

B. subrilis Subtilisin E
B. akibai S8 family peptidase

pren §1/i110dibacillus keginensis Peptidase S8

Salipaludibacillus aurantiacus S8 family peptidase

B. marmarensis DSM 21297 Peptidase S8

= B. halodurans C-125 thermostable alkaline protease (BHASP)
ke B. clausiithermostable alkaline protease

B. gibsonii AprBG

B. lehensis alkaline protease

B lentus alkaline protease

pe— . 0/calophilis $8 family peptidase

s B ffensis S8 family peptidase

Sekil 16. Cesitli bakteri tiirlerinden elde edilen proteazlarin benzerlik agaci
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BHASP’inin iki ve ii¢ boyutlu (3D) yap1 tahmini [-TASSER protein yap1 ve
fonksiyon tahmin programi ile gerceklestirildi. Tahmin edilen 3 boyutlu yapi, tiim
kimyasal etkilesimleri dogrulamak icin daha iyi ayarlandi. 3D yap1 daha sonra bilgisayar
ortaminda Ramachandran plot, yapisal benzerlik aragtirmasi, p-faktdér ve RMSF (root mean
square fluctuations) gibi biyoinformatik araglar ile incelendi.

BHASP’inin yapisinda, N—terminalden C—terminale 17 P-yaprak ve 9 o—heliks
icerdigi tespit edildi (Sekil 17). Enzim, inaktif 6nciil sekilde sentezlenmekte daha sonra bir
ya da birkac¢ peptid hidrolazin etkisi ile propeptit kismi uzaklastirllmakta ve aktif hale
doniismektedir. BHASP 1nin 3 boyutlu yapist Sekil 18°de gosterildi. BHASP’inin iki tane
Ca*? baglanma bolgesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 19).

g A HI A ) A H2 BB BRA

SEEKKEYL IVVEPEEVSAOSVEESYDVDVIHEFEE I PVIHAELTKKELKKLKKDPNVKA I
1 S 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

B » H3 > C » C

L [_. 3 | w 35 ‘ ‘ \ ' l_‘ | I

. e T ‘7‘
EKNAEVTISOQTVPWG I SF INTOOAHNRG | FGNGARVAVLDTGIASHPDLR IAGGASFISS
o6l 65 70 75 S0 85 Q0 95 100 105 110 115 120

H4 . > C » B HS

I3 ‘ ‘ n S & S — |5 I:
‘—.
EPSYHDNNGHGTHVAGT I AALNNS IGVLGVAPSADLYAVKVLDRNGSGSLASVAQG I EWA
121 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180

»C B Ho6  © e le » C

AR L
INNNMHI INMSLGSTSGSSTLELAVNRANNAGI LLVGAAGNTGROGVNY PARYSGVMAVA
181 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240

C D > D H7

T P el 0 Y Y & 3 3

L, el aumm.
AVDONGOQRASFSTYGPEIE I SAPGVNVNSTYTGNRYVSLSGTSMATPHVAGVAALVKSRY
241 24s 250 25s 260 265 270 275 280 285 250 255 300

HS H9

A

BBB

-
PSYTNNOQIROQR INOQTATYLGSPSLYGNGLVHAGRATQ
301 305 310 315 320 325 330 3

n

33

Sekil 17. BHASP’min ikincil yap1 elemanlarini ve konumlarmi gosteren topolojik
haritasi.
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Sekil 19. BHASP’1nin yapisindaki Ca*? baglanma bolgeleri. Ca*?’ler kirmizi toplar
seklinde sematize edildi.
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Ramachandran plot analizi, aminoasitlerin biiyilkk ¢ogunlugunun (%89,4) istenilen
bolgede oldugunu gosterdi (Sekil 20). Aminoasitlerin %82’sinden fazlasinin istenilen

bolgede bulunmasi, modelleme ¢aligmasinin bagarili oldugunu gostermektedir.

Ramachandran Plot
0 1019875 o .
I Residues n mostfavoured regions [ABL] 58 899%
13 F = Residues inadditionlallowed egions [abp] /R
ol ; B | Residues in generously allowed regons [~,~by- 9] 10
e f Residues i disallowed regions b1
T e 20
g 17— - Number of noneglycine and nonprolineresidues B 1000%
: - .
& | Number ofenderesiues exel. Gy and Pro) )
ol — :J RO | Number of glyeineresidues (shown as tnangle) it
| — o X Number of proline esidues 3
1354 ‘ B “ |
B | VALJ7 (4P . o
S ‘ = } Sy Total number o esidues (0
-180  -135 -90 -45 45 90 135 180
Phi (degrees)

Sekil 20. Ramachandran plot analizi.

Yapisal dinamik analizler N-terminalin, 8.52 A B—faktor degeriyle BHASP min en
dinamik bolgesi oldugunu ortaya koydu (Sekil 21).

B-Factors (A2)
<
w wn
| |

N
w
|

T I T |
150 200 250 300

o
v
o
o
o

Residue index

Sekil 21. BHASP 1n1in rezidii bazli molekiiler dinamigi.
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Aynit zamanda RMSF analizi ile BHASP’inin N-terminalinin, kiiresel protein

yapisindaki en dinamik bolge oldugu dogruland (Sekil 22).

45

4.0

RMSF [A]

3.5
3.0
25
20
1.5
1.0

0.5 U

0.0

-0.5

-1.0
A2 A52 A102 A152 A202 A252

Sekil 22. BHASP 1nin 3 boyutlu yapisindaki RMSF dalgalanmalari.

Calismalar sonucu fonksiyonel BHASP’ nin, B. lentus (PDB ID: 1GCI) proteazi ile
%65,4 oraninda sekans benzerligi gosterdigi belirlendi (Sekil 22). Ek olarak yapisal
stirempresyon tiizerine, tahmin edilen BHASP ve 1GCl1 yapilarinin 0,80 RMSD dahilinde
%98,14’lik benzerlige sahip oldugu gosterildi (Sekil 23).

Yesil: Bhasp
Mor: 1GCI

Sekil 23. BHASP ve 1GC1 yapilariin st iiste ¢akistirilmast



PDB Ytage aa
code  Model Length identity overtap z-score

1 0cA) X 269 634%
ray 0.76A
2 JEA) X
ray 1.10A
3 Al X
fay 1.17A
Ly %
ray 1.36A
5l X
fay 1.40A
6. 1usd) X
ray 1.50A
1A X
fay 1.54A

259 65.4%

29 654%

29 654%

b Ah) X
157
o ) X
ray 1604
00w X %9 6

29 654%

269 654% 2

259 65.4% 2
29 654% 2

269 654% 2

269

269

269

14049
14049
14049
14049
14049
14049
14049

14049
14049

14049

Ligands
504, GOL.

VD, S04, GOL.

S04,

VAL-ORN-LEL-

OPN-PRO-VAL-

ORN-LEU-DPN-
PRO
S04,

50

Protein name
The 0.78 angstroms siructure of a serine profease-Dacilus lenius subiisin

Cooperaive bio-metalc selecivi na talored protease enables creafon ofa < crossouping heckese
Savinase rystl sructures for combine singe crystlifraction and ponder difaction anaysi
Savinase rystl sructures for combine singe rystlcifraction and ponder difaction anaysi
Saviase

Alalng m-protease form  crystal stcuture

Crystal sructure of the complex formed bewee akaline profeinase savinase and gramicidin s & 54 resolton

Savinase crystal sructures for combined single crystal dfraction and powder dfraction analysis
Bacillus lentus subfiisin

Complex betwegn the barey apha-amylaselsubtisi inhibor and he subili savinase

Sekil 24. PDB veritabaninda BHASP 1na yapisal olarak ¢ok benzeyen proteinlerin listesi.

3.2. Genin Molekiiler Karakterizasyonu

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

B. halodurans C—125 susundan genomik DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA,

%1’lik agaroz jelde elektroforez yapild1 (Sekil 25).

Genomik DNA

M

Sekil 25. Bacillus halodurans C—125 genomik DNA’sinin jel
goruntus.
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3.2.2. BH0855 Geninin PZR ile Cogaltilmasi ve pJET 1.2/blunt Ara Vektore
Klonlanmasi

B. halodurans C—125 susunda bulunan BHO0855 geni uglarina uygun restriksiyon
enzim (BamHI, EcoR1) bolgeleri eklenmis primerler kullanilarak PZR ile cogaltildi.
Beklenen biiytikliikteki (1029 bp) PZR iirlinii 0,5 pg/mL etidyum bromiir ihtiva eden %
1’lik agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 26).

M

BHO0855 (1029 bp)

Sekil 26. BHO855 geninin bakteri genomundan PZR ile ¢ogaltilmasi.

Kiit uglara sahip olarak elde edilen PZR fiiriinleri jelden temizlendikten sonra
pJET1.2/blunt ara ektdre klonlandi ve ardindan E. coli DH10B hiicrelerine transform
edildi.

3.2.3. Rekombinant Plazmitlerin Koloni PZR ve Restriksiyon Endoniikleaz
Analizi

E. coli DH10p hiicrelerine transformasyon sonucu elde edilen kolonilerden gene ait

primerler ile koloni PZR gerceklestirildi (Sekil 27).
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» Pozitif sinyal veren koloniler

Sekil 27. Gen spesifik primerler ile gerceklestirilen PZR sonucu pozitif
sinyal veren koloniler.

Pozitif sinyal veren kolonilerden plazmid DNA izolasyonu yapildi ve klonlanan
genleri igerip icermediklerini belirlemek icin restriksiyon enzimleri ile muamele edildi.

Kesim sonuglar1 agaroz jel ile goriintiilendi (Sekil 28 ).

kb
3.0

pJET 1.2 (2974 bp)

1.5

Lo BHO0855 (1029 bp)

0.5

0.1

Sekil 28. BH0855 geninin pJET 1.2/blunt transfer vektoriinde plazmit
kesimi (BamH]1, EcoR1) ile dogrulanmasi.
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3.2.4. BHO08S55 geninin pMA0911 Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi
BHO0855 genini B. subtilis’te ekspres etmek i¢in pJET-BH0855 plazmidi BamHI ve
EcoRI enzimleri ile kesildi ve gen ayni enzimlerle kesilen B. subtilis mekik vektorii

pPMAO0911 igerisine sokuldu (Sekil 29).

RBS Lip A EcoR1

cat promoter: BamHiI
ble
EcoR1 BamHl|
BHO0855
pMA0911
am,
Km 7215 bp P
rep ori g
v
RBS Lip A EcoR1
cat promoter.
ble BHO0855
K pMA0911-Bhasp
BamHI
amp
rep

ori

Sekil 29. Rekombinat plazmit pMAO0911-BH0855’in konstrikksiyonu. Lip A B.
subtilis’ten alinan sinyal peptid kodlayan sekans. Ori, amp, rep ve km
Bdiren¢ markirini kodlayan genler.
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Ligasyon karisimi ilk olarak E. coli DH10B hiicrelerine transforme edildi. Olusan
kolonilerden plazmid DNA izolasyonu yapild1 ve klonlanan genleri igerip icermediklerini
tespit etmek i¢in restriksiyon enzimleri ile muamele edildi. Kesim sonuglar jel lizerinde

goriintiilendi (Sekil 30).

pMA0911(7215 bp)

BHO0855 (1029 bp)

Sekil 30. pMAO0911-BHO855 ekspresyon klonunun restriksiyon enzimleri
(BamH]1, EcoR1) ile dogrulanmasi.

3.2.5. pMAO0911-BHO0855 Plazmidinin B. subtilis WB800 Susuna
Transformasyonu

Secilen rekombinant plazmitler (pMA0911-BH0855) WB800’e transforme edildi. %
10 yagsiz siit iceren LB agarda (50 pg/mL), klonladigimiz geni igeren (pMAO0911-
BHO0855) B. subtilis WB800 kolonilerinin etrafinda proteaz aktivitesini gdsteren halo
zonlar olusurken, bos plazmit (pMAO0911) igeren hiicrelerde bu zonlar olugsmadi (Sekil 31).
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Sekil 31. Rekombinant B. subtilis WB800 hiicrelerinde protein hidrolizi A (WB800-
pMA0911) B (WB800-pMA0911-BH0855).

3.2.6. Skim Milk Agar Kuyu Difiizyon Deneyi

WBSO00 hiicreleri 37 °C’de 48 saat ¢ogaltildiktan sonra hiicreler uzaklastirildi ve elde

edilen supernatantlar hiicre dis1 protein ekspresyonu agisindan degerlendirildi (Sekil 32).

Sekil 32: Hiicre dis1 proteaz ekspresyonunun skim milk agarda
goriintiilenmesi A (WB800-pMA0911) B (WBS800-
pMAO0911-BHO0855).
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3.3. Enzimin Biyokimyasal Karakterizasyonu

3.3.1. Protein Konsantrasyon Tayini

Yapilan calismalar sonucunda elde edilen enzim ¢o6zeltilerindeki proteinlerin
kantitatif tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Bu amacla 25-150 pg araliginda BSA
kullanilarak standart grafik hazirlandi (Sekil 33). Hesaplamalar lineer regresyon analizi

sonucu elde edilen esitlik kullanilarak gergeklestirildi.

BSA Standart Egri

0.3-
E
5
3 0.2+
@ R?:0,997
©
0
5 0.1
(72]
Q9
<

0.0 T T T 3

0 50 100 150 200
pg/mi

Sekil 33. BSA standart egrisi.

3.3.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot Analizi

“MagneHis™ Protein Purification System” protein saflastirma kiti kullanilarak C—
terminalinde 6XHis-tag kuyruguna sahip BHASP saflastirildi. Bu proteinler kullanilarak
glimiis boyama (Sekil 34) ve Western Blot Analizi yapildi (Sekil 35).
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kDa

170 —
130 —

100

70

55

40

35
BHASP
25

Sekil 34. Uretilen proteinlerin giimiis nitrat boyama ydntemi ile

gosterilmesi. (1) WB800—-pMAO0911, (2) WB800-pMAO0911—
BHO0855 (3) Saflastirilmis BHASP

40—

35—
eames —— 283 kDa

25 —=

Sekil 35. BHO855 geninin kodladig1 serin proteazin western blot analizi

ile gosterilmesi. (1) WB800 — pMAO0911, (2) WB800—
pMA0911-BHO0855.
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3.3.3. Tirozin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Enzim aktivitesi hesaplanmasinda kullanilan tirozin standart grafigi Boliim 2.4.5°de
anlatidigr gibi hazirland1 ve standart ¢ozeltileri umol proteine denk gelen absorbans
degerleri Sekil 36’de gosterildi. Proteaz aktivitesi sonucu serbest kalan tirozin miktarlari,

grafik sonucu elde edilen formiille hesaplandi.

R square: 0.9981
0.4+ Y =6.573*X - 0.002746

Abs (660nm)

Tirozin (uM)

Sekil 36. Tirozin standart egrisi.

3.3.4. Enzimin Optimum pH’1min Belirlenmesi

BHASP’1mnin optimal pH’nin belirlenmesi i¢cin enzimatik aktivite 0,1 M farkli pH
degerlerindeki Tris—HCI (pH 7.0 — 8.0) ve Glisin-NaOH (pH 9.0 — 13.0) tampon ¢ozeltileri
kullanilarak gergeklestirildi. Serin proteazin optimal pH’nin 12 oldugu belirlendi (Sekil
37).
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Aktivite (U/ml/min.)
o
i

6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 37. BHASP’inin optimum pH grafigi.

3.3.5. Enzimin Optimum Sicaklhiginin Belirlenmesi

BHASP’mnin optimal sicakliginin belirlenmesi i¢in enzimatik aktivite 30-80 °C
sicaklik araliginda pH 12°de gerceklestirildi. Serin proteazin optimal sicaklig1 60 °C olarak
belirlendi (Sekil 38).

- 0.6
£
E
£ 04-
=3
2
_é 0.2
0-0 | | 1 1 | 1
20 30 40 50 60 70 80 90

Sicaklik (°C)
Sekil 38. BHASP 1nin optimum sicaklik grafigi.
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3.3.6. Enzimin Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

BHASP’1nin baslangi¢ tepkime hiz1 60 °C’de, 0,1 M Glisin NaOH tamponunda (pH
12), 0,15-15 mg/mL kazein konsantrasyonu araliginda oOlciildii. Aktivite tayini bdlim
2.4.6.°da anlatildig1 gibi gerceklestirildi. MichaelisMenten denkleminde Km ve Vmax
degerleri GraphPad Prism 5 programi kullanilarak, Vmax (76,12 U/mL) ve Km (0,2899
mg/mL) olarak hesaplandi (Sekil 39).

100+
£ 80 o
=)
£ 60+
2
o 40-
=
2
b~ 20-
<

0-

0 5 10 15 20
[Substrate mg/mL]

Sekil 39. BHASP’ 1na ait Michaelis-Menten grafigi.

3.3.7. Enzimin Sicaklik Kararhihiginin Belirlenmesi

BHASP’1nin sicaklik kararliliginin belirlenmesi i¢in enzim 50-80 °C araliginda 30,
45 ve 60 dakikalik siirelerde 6n inkiibasyona maruz birakildi. Kalan aktivite Boliim
2.4.6.’da anlatildig1 gibi pH 12’de belirlendi. Enzimin aktivitesini 60 dakika sonunda 50
°C’de %94,4 oraninda, 60 °C’de %59,8 oraninda, 70 °C’de %30 oraninda ve 80 °C’de ise
%19 oraninda korudugu tespit edildi (Sekil 40).
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Sekil 40. BHASP’1nin 1s1l kararlhilik grafigi.

3.3.8. Enzimin pH Kararhhginin Belirlenmesi

BHASP’1mnin pH kararliliginin belirlenmesi i¢in enzim optimal pH’inda 37 °C’de 24
siire inkiibe edildi ve 8 saat saat araliklarla drnek alindi. On inkiibasyondan sonra aktivite
tayini bolim 2.4.6.’da anlatildig1 gibi gerceklestirildi. Sonuglar Sekil 41°de gosterildi.

Enzimin 24 saatlik siire sonunda baslangi¢ aktivitesinin %93,82’sini korudugu belirlendi.

105+

100

Kalan aktivite (%)
3 a

[+
(3,

8 1'6 24
Zaman (saat)

o

Sekil 41. BHASP mun pH kararlilik grafigi.
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3.4. Kan Lekesi Gideriminde Saflastirilmis Enzim Uygulamasi

BHASP’min insan kaninin neden oldugu lekeleri giderme yetenegi agisindan
performansiniin degerlendirmek i¢in, cesitli kosullarda lekeli pamuklu bez pargalari inkiibe
edildi (Sekil 42). Sonuglara gore BHASP enziminin kan lekesini ¢ikarmada etkisi oldugu

goriilmektedir. En iyi etki enzim ile deterjanin beraber uygulanmasi sonucu alinmuistir.

A B C D E

Sekil 42. BHASP icin yikama testi 6rnekleri. A) Kontrol B) Su C) Deterjan (5
mg/mL) D) Deterjan (5 mg/mL) + 500 puL enzim E) 500 pL enzim



4. TARTISMA

Uygulama kosullar1 g6z oOniine alindiginda arastirmacilarin 6nceligi basta pH ve
sicaklik gibi ekstrem kosullara dayanikli enzim ¢esitlerinin kesfedilmesidir. Proteazlar
deri, gida, deterjan, mesrubat ve ila¢ endiistrisi, atik su aritimi, peptid sentezi gibi genis
endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar ile diinya enzim pazarinin en biiyiik grubunu
olusturur. Bunun yani sira canli organizmalarda hayati olan fizyolojik siireclerde énemli
rollere sahiptirler. Bu sebeple ekonomik degeri olan yeni proteazlarin in siliko ve
biyokimyasal olarak karakterize edilmesi 6nem teskil etmektedir.

Proteazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi ¢esitli canli gruplar1 tarafindan
iiretilmekte ve bunlardan elde edilen enzimler ¢esitli endiistri dallarinda genis sekilde
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda mikroorganizmalar ucuz ve kolay sekilde kiiltiire
edilebilmeleri ve yiiksek verimlilik gibi avantajlar1 sayesinde enzim kaynagi olarak
kullanilabilecek en ideal gruptur. Endiistrideki zorlu kosullara dayanikli enzimlerin
buzullar, ¢éller, tuzlu topraklar, kaplicalar, yliksek basing ve radyasyonlu ortamlar gibi
ekstrem kosullarda yasayan mikroorganizmalardan elde edilmesi kuvvetle muhtemeldir.

Genel olarak, alkalofilik Bacillus suslar1 nétr pH kosullarinda ya biiyliyemez ya da
zaylf sekilde biiyiirken, pH’1 9,5’ten biiylik ortamlarda iyi sekilde biiytimektedirler.
1969'dan beri ¢esitli ortamlardan ¢ok sayida alkalifilik Bacillus susu izole edilmis ve
bir¢ok alkalin enzimi saflagtirilmistir. Gegtigimiz yirmi yil boyunca, ¢aligmalar, alkali
ortamlara adaptasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in alkalifilik mikroorganizmalarin
enzimolojisi, fizyolojisi ve molekiiler genetigine odaklanmistir. Bu mikroplarin endiistriyel
uygulamalar1 arastirilmis ve proteazlar, amilazlar, seliilazlar ve ksilanazlar gibi bazi
enzimler ticarilestirilmistir (Takami vd., 2000). B. halodurans, toprakta bulunan, ¢ubuk
seklinde, Gram pozitif, hareketli ve spor olusturan bir bakteridir. B. subtilis ile yapilan
genomik bir karsilastirmada, B. halodurans susu C—125'in daha alkali ortamlara
adaptasyonuna yardimci olabilecek benzersiz genler ve sigma faktorleri igerdigi
bulunmustur (Takami ve Horikoshi, 1999). B. halodurans C — 125'in tim genom analizi
Hideto Takami (1999) tarafindan tamamlanmastir.

Bu calismada Bacillus halodurans C—125 alkalin serin proteazi (BHASP) iizerinde
ekpresyon calismalar1 yapildi ve enzim in siliko ve fiziko-kimyasal olarak karakterize

edildi.
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Ilk olarak alkali kosullara ¢ok iyi adapte olmus Bacillus halodurans C—125
termostabil alkalin serin proteazinin (BHASP) derinlemesine yapisal dinamik analizi
incelendi. Toplam 361 amino asit uzunluguna sahip olan protein 24 amino asit
uzunlugunda sinyal peptid, 69 aminoasit uzunlugunda propeptid ve 268 aminoasit
uzunlugunda olgun peptitten olugmaktadir. Sinyal peptid yap1 tahmini ¢aligmalari sirasinda
hesaba katilmadi. BHASP 1nin (337 aa) iki ve {i¢ boyutlu (3D) yap1 tahmini I-TASSER ile
gerceklestirildi. Tahmin edilen 3 boyutlu yapi, tiim kimyasal etkilesimleri dogrulamak i¢in
daha iyi ayarlandi. 3D yap1 daha sonra bilgisayar ortaminda ramachandran plot, yapisal
benzerlik arastirmasi, PB-faktor ve RMSF (root mean square fluctuations) gibi
biyoinformatik araglar ile incelendi. Caligmalar fonksiyonel BHASP 1nin, Bacillus lentus
(PDB ID: 1GCI) alkalin proteaz1 ile %65,4 oraninda yiiksek sekans benzerligi gosterdigini
ortaya cikardi. Ek olarak yapisal siirempresyon iizerine, tahmin edilen BHASP ve 1GCl1
yapilarinin 0,80 RMSD dahilinde %98,14 benzerlige sahip oldugu ortaya ¢iktt. BHASP’1
yapisinda N-terminalden C-terminale 17 B-yaprak ve 9 a-heliks igermektedir. Ayrica,
yapisal dinamik analizler N-terminalin 8,52 A p-faktor degeriyle BHASP'mnin en dinamik
bolgesi oldugunu ortaya koydu. Ayni zamanda RMSF analizi BHASP'inin N-terminalinin,
kiiresel protein yapisindaki en dinamik bolge oldugunu dogruladi. Sonug¢ olarak, X-1s1n1
veya NMR verileri olmaksizin yeni katalizér ve proteinlerin yapi-fonksiyon iliskilerini
aciga cikarmak i¢in 3D yapilarin ve ilgili dinamik bilgilerinin desifre edilmesi sarttir. Ek
olarak ilgili bulgular gelistirilmis termostabilite ve pH o6zelliklerine ydnelik yapilacak
BHASP miihendisligi i¢in yararl bilgiler sunmaktadir.

Genellikle E. coli, rekombinant proteinlerin iiretimi i¢cin hizli ve ekonomik bir
aragtir. Fakat rekombinat proteinlerin E. coli sitoplazmasinda asir1 iiretimi siklikla
¢Oziinmez ve biyolojik olarak aktif olmayan inkliizyon cisimciklerinin olusumuna neden
olur. Inkliizyon cisimciklerin olusumu biiyiik hacimli iiretimde ana problemdir (An vd.,
2004). Bu tez kapsaminda yapilan klonlama calismalarinda BHO855 geni, pET-28 a (+)
vektoriine klonlanmig fakat protein ekspresyonunda bagarilt olunmadi. Bunun konak hiicre
icinde aktivite goOsteren proteazin hiicreye toksik etki gostermesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Proteazlar heterolog protein ekspresyonunda siklikla sorunla karsilagilan
enzim gruplarindan biridir. Boyle bir durumda alternatiflerden biri ekspresyonun farkli
fiizyon proteinleri kullanilarak denenmesidir. Bu yiizden devaminda genimiz pGEX-2T
ekspresyon vektoriinde GST (Glutathione S-transferase) eklenmis sekilde iiretildi.

Ekspresyon gerceklesti fakat protein sitoplazma igerisinde inaktif inkliizyon cisimcikleri
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seklinde birikti. Inkliizyon cisimcikleri, iiretilen proteinin dogru katlanmadiginin ve bunun
sonucu olarak yiiksek ihtimalle aktivitede problemle karsilasilabileceginin gostergesidir
(Veriler paylasiimamistir). Heterolog protein  ekspresyonunda diger alternatifler
ekspresyon i¢in maya, viriis, bocek ve memeli hiicresi gibi farkli ekspresyon sistemlerinin
kullanilmasidir. Bunlarin arasinda Bacillus subtilis ekspresyon sistemi patojenik olmamasi,
ucuz olarak kiiltlire edilebilmesi, genetik manipiilasyonlara agikligi ve dogrudan biiyiime
ortamina salinabilen ¢ok sayida protein tiretmesi gibi 6zelliklerle 6n plana ¢ikmaktadir.

Calismamizda 8 (sekiz) tane proteaz geni silinmis B. subtilis WB800 (AnprE, AaprE,
Aepr, Abpr, mpr::ble, nprB::bsr, Avpr, wprA::hyg) susu ve Bacillus sisteminde hiicre dis1
ekspresyon icin tasarlanmis LipA sinyal peptidi iceren pMAO0911 plazmiti kullanild.
Plazmit, saflagtirmada kullanilabilecek herhangi bir etiket (tag) icermediginden reverse
primerin sonuna saflastirmada kullanilmak iizere 6x His-Tag bolgesi eklendi.

Proteazlarin saflastirilmast i¢in belirlenmis kurallar yoktur. Kiiltiirii fermentasyon
ortamindan slizme veya santrifiijleme ile ayirdiktan sonra, Kkiiltliir siipernatanti,
ultrafiltrasyon, amonyum siilfat c¢okeltmesi ya da aseton ve etanol kullanilarak
gerceklestirilen ¢oziicii ekstraksiyonu yoluyla konsantre edilir. Ayrica, PEG-35.000, aktive
edilmis komiir, sicakliga duyarli hidrojel, enzimim 1si1l islemi ve liyofilizasyon diger
yontemler de alkalin  proteazlarin konsantrasyonunda kullanilir. Enzimin daha ileri
saflastirilmast i¢in afinite kromatografisi (AC), iyon degisim kromatografisi (IEC),
hidrofobik etkilesim kromatografisi (HIC) ve jel filtrasyon kromatografisi gibi bir veya
daha fazla teknigin kombinasyonu kullanilabilir (R. Gupta vd., 2002). Calismamizda
ekspresyon c¢alismalarindan sonra BHASP enzimi Oncelikli olarak kiiltiir ortamindan
amonyum siilfat ve diyaliz islemi ile kismi olarak saflastirildi. Saflastirma islemine
MagneHis Protein Saflagtirma Sistemi (Promega) kullanilarak devam edildi. Bu sistem
paramanyetik olarak Onceden yliklenmis nikel partikiillerinin polihistidinli proteini
dogrudan ham hiicre lizatindan izole edilmesine olanak saglamaktadir. Saflastirma
isleminin ardindan protein Western Blot analizi ile goriintiilendi. BHASP enziminin 24
aminoasitlik sinyal peptidi yapisal ve ekspresyon c¢aligmalarina dahil edilmedi. 69
aminoasit uzunlugundaki propeptid ekspresyon sirasinda iiretilmekte, sonrasinda ise
enzimin aktiflesmesi i¢in bazi peptid hidrolazlar tarafindan uzaklastirilmaktadir. Bazi
calismalar propeptidin protein katlanmasinda, protein salgisinda ve enzim aktivitesinin
inhibisyonunda roliinii gostermistir (Li vd., 1995). Dolayisiyla kiiltiir ortaminda sadece

olgun peptidin bulunmasi beklenmektedir.
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268 aminoasit uzunlugundaki olgun peptid (27,67 kDa) ve saflastirma amac1 ile
sonuna tarafimizdan eklenen 6XHis-Tag’in (0,82 kDa) toplam biiytikligi 28,49 kDa’dur
(https://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm). Western Blot  analizinde bu
biiylikliikkte bir bant goriilmesi ekspresyon ve saflastirma c¢alismalarinin basar1 ile
gerceklestigini  gostermektedir. Kiiltlir ortamindan direkt olarak ornek alinip giimiis
boyama yapildiginda ekspre edilen protein jelde zayif sekilde goriintiilenmistir. Bu
ekpresyonun yeterli diizeyde gerceklesmediginin gostergesidir. Fermantasyon islemi
sirasinda B. subtilis'te rekombinant plazmit kaybi1 ve plazmidin yapisal kararsizligi, B.
subtilis ekspresyon sistemi i¢in sinirlayict faktdrler olarak bildirilmistir (Nguyen vd.,
2005).

Genelde proteazlarin molekiiler agirliklart 1545 kDa arasinda degismektedir. Serin
proteazlarin molekiil kiitleleri 18-35 kDa, subtilisinlerin molekiil kiitleleri ise 20-45 kDa
arasindadir (Rao vd., 1998). Baz1 Bacillus tiirlerinde ¢oklu elektroforetik alkalin proteaz
formlar1 gozlenmistir. Bu enzimlerin ¢oklu formlari, protein molekiillerinde enzimatik
veya geri doniisii olmayan glutamin veya asparajin kalintilarinin deaminasyonundan ya da
otoproteolizden kaynaklanabilir (Jisha vd., 2013). Literatiir incelendiginde bu degerlerin
altinda ve iistiinde sonuglar gormek miimkiindiir. Bacillus tiirleri ile yapilan ve molekiil
kiitlesinin belirlendigi bazi ¢aligmalarda Kumar (2002) 28 kDa, Guangrong vd. (2006) 30,9
kDa, Ferrero vd. (1996) 25-40 kDa, Gessesse vd. (2003) 24 kdA, Niu vd. (2006) 40
kDa’luk proteazlar elde etmislerdir. Balasubramani vd. (2011) B. cereus 1173900°den 66
kDa, Kato vd. (1992) B. subtilis’den 90 kDa’luk yiiksek molekiil kiitlesine sahip
proteazlar elde ederken, Rai ve Mukherjee (2010) B. subtilis DM-04’ten 16,9 kDa
agirhiginda kiiclik molekiiler agirliga sahip proteaz elde etmislerdir.

Cesitli mikroorganizmalardan alkalin proteazlar yogun bir sekilde incelenmekte ve
ozelliklerine bagli olarak cesitli endiistrilerde kullanilmaktadir. Alkalin proteazlarin elde
edildigi mikroorganizma, optimal pH ve sicaklik, substrat spesifitesi, molekiiler agirligi,
sicaklik ve pH stabilitesi, bazi metal iyonlar1 ve organik ¢oziiciilerin aktivite lizerine etkisi
tizerinde durulan en 6nemli parametrelerdir.

Bir enzimin karakterizasyon c¢aligmalar1 6ncelikli olarak enzimin maksimum aktivite
gosterdigi pH ve sicaklik degerlerinin belirlenmesi ile baslamaktadir. Calismamizda
BHASP enziminin optimum pH’min 12 oldugu belirlendi. Literatiir incelendiginde Wang
vd. (2013) B. amyloliquefaciens SYB-001’den 7, Farhadian (2015) B. subtilis DR8806’dan
8, Silva vd. (2007) Bacillus sp.’den 8,5, Hutadilok-Towatana vd. (1999) Bacillus sp.
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PS719°dan 9, Beg ve Gupta (2003) B. mojavensis’den 10,5, Johnvesly ve Naik (2001)
Bacillus sp. JB-99°dan 11 optimal pH’a sahip proteazlar elde etmislerdir. Kumar vd.
(2004) B. clausii’den 11,5, Joshi ve Satyanarayana (2013) ise B. lehensis’ten 12,8 gibi
yiiksek optimal pH’a sahip proteazlar elde ettiklerini bildirmislerdir. B. halodurans C-125’
ten elde ettigimiz BHASP’1inin optimal pH’1 literatiirdeki verilerle karsilastirildiginda
oldukgca yiiksektir.

Alkalin proteazlar genellikle 50-70°C araliginda optimum sicaklik degerlerine
sahiptirler. B. halodurans C—-125’ten saflastirllan BHASP enzimi i¢in sicaklik profili
incelendi ve enzimin optimum sicaklik degeri 60 °C olarak belirlendi. Literatiirdeki
optimum sicaklik degerleri karsilagtirildiginda benzer ve farkli sonuglar oldugu
goriilmektedir. Banerjee vd. (1999) B. brevis MTCC B0016’dan 37 °C, Venugopal ve
Saramma (2007) B. circulans BM15’ten 40 °C, Matta ve Punj (1998) B. polymyxa’dan 50
°C, Krishna ve Devi (2005) Bacillus sp.’den 55 °C, Anbu (2013) B. koreensis BK-
P21A’dan 60 °C, B. Jaouadi vd. (2008) B. pumilus CBS’den 65 °C, Chopra ve Mathur
(1985) B. stearotherrnophilus RM—67’den 70 °C optimal sicakliga sahip proteazlar elde
etmiglerdir. Literatlirdeki bu caligmalarda belirlenen optimum sicaklik degerleri,
saflagtirdigimiz enzimin optimum sicaklik degeri ile Ortiismektedir. Takii vd. (1998) B.
brevis MIB001’den 75 °C, Ohta vd. (1966) B. thermoproteolyticus’dan 80 °C, Kaur vd.
(2001) ise Bacillus sp. P-2’den 90 °C gibi yiiksek optimum sicaklik degerine sahip
proteazlar izole ettiklerini bildirmislerdir.

Enzim kararlili1 6zellikle farmasotik uygulamalarda ve endiistriyel tiretimde 6nemli
ozelliklerden biridir. Kararlilik enzimlerin dogru ¢alismasi ve iirlin gelistirme etkinligi igin
ayni derecede onemlidir. BHASP enziminin sicaklik kararliligi, enzimin 1 saat boyunca
optimum pH’inda farkli sicakliklarda (50-80 °C) inkiibe edilmesiyle arastirildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra (30, 45 ve 60 dakika), kalan aktiviteler standart test
kosullarinda spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Kontrolde enzime sicaklik muamelesi
yapilmadi ve proteaz enziminin etkinligi ylizde yiiz olarak kabul edildi. Sonuglara goére 1
saat sonunda enzimin;

e 50 °C’de baslangig aktivitesinin %94,4 {inii,
e 60 °C’de baslangi¢ aktivitesinin %59,8’ini,
e 70 °C’de baslangi¢ aktivitesinin %30,12’sini,

e 80 °C’de ise baslangi¢ aktivitesinin %19 unu korudugu goriildii.
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Literatiirdeki calismalar incelendiginde benzer ve farklt sonuglarin oldugu
goriilmektedir. Anandharaj vd. (2016) B. alkalitelluris TWI3’ten izole ettikleri proteazin
60 °C’ de 30 dakika sonunda aktivitesisin %100’lini, Briki vd. (2016) Bacillus sp.
SB12’den izole ettikleri protezin 60 °C’de 1 saat sonunda aktivitesinin %350’sini,
Sathishkumar vd. (2015) B. subtilis GA CAS8’den izole ettikleri protezin 60 °C’de 24 saat
sonunda aktivitesinin %100’tinl, Farhadian vd. (2015) B. subtilis DR8806’dan izole
ettikleri proteazin 60 °C’de 1 saat sonunda aktivitesinin %50’sini , Wang vd. (2013) B.
amyloliquefaciens SYB—001’den elde ettikleri proteazin 60 °C’de 10 dakika sonunda
aktivitesinin %20’sini, Jain vd. (2012) Bacillus sp.’den izole etttikleri proteazin 60 °C’de 2
saat sonunda aktivitesinin %8&0’inini korudugunu bildirmislerdir. Sonuglar BHASP
enzimin 50-60 °C’de yliksek stabilitiye sahip oldugunu gosterdi. Sicaklik yiikseldikce
enzimin kararliliginin azaldig goriildii.

Enzimin alkali pH’da yliksek aktivite gostermesi onu deterjan endiistrisi i¢in uygun
yapmaktadir. Saflastirilan proteazin aktivitesi kadar alkali pH’larda stabil kalmasi da
onemlidir. BHASP’mnin pH kararliligt enzimin 37 °C’de pH 12’de 24 saatlik 6n
inkiibasyondan sonra kalan aktivitesinin hesaplanmasi ile belirlendi. Enzimin 24 saat siire
sonunda baglangic aktivitesinin %93,82’sini korudugu belirlendi. Cesitli proteazlarla
yapilan c¢alismalarda Jaouadi vd. (2008) B. pumilus CBS’den izole ettikleri proteazin 40
°C’de pH 10,6’da 1 ve 72 saatlik siireler sonunda aktivitesinin %60’ min, Haddar vd.
(2009) B. movajensis A21’den elde ettikleri enzimin 40 °C’de pH 7—12°de 1 saat sonunda
aktivitesinin %100’tintin, Kaur vd. (2001) Bacillus sp. P-2’den elde ettikleri enzimin pH
7—-10’da aktivitesinin %80’inin, Nascimento ve Martins (2004) Bacillus sp. SMIA-2"den
elde ettikleri enzimin pH 9’da 24 saat sonunda aktivitesinin % 34’{iniin, Sellami-Kamoun
vd. (2008) B. licheniformis RP1’den izole ettikleri enzimin 40 °C’de pH 8-10’da
aktivitesinin %100’iiniin, Gomaa (2013) B. pumilus’tan elde ettikleri enzimin 40 °C’ de pH
9’da 1 saat sonunda aktivitesinin %92,3’linlin korundugunu bildirmislerdir. Caligmadan
elde edilen sonuglar literatiirle karsilagtirildiginda enzimin 37 °C’de pH 12’de 24 saat
sonunda baslangic aktivitesinin %93’linden fazlasinin korunmasi, enzimin énemli bir pH
kararliligina sahip oldugunu gdsterdi.

BHASP’mnin  farkli kazein konsantrasyonlart kullanarak (0,15-15 mg/mL)
hesaplanan Km ve Vmax degerleri sirast ile 0,28 mg/mL ve 76,12 U/ml olarak belirlendi.
Michaelis Menten denkleminde Km ve Vmax degerleri GraphPad Prism 5 programi

kullanilarak hesaplandi. Literatiirde rapor edilen alkalin proteazlar incelendiginde, Rao vd.
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(2009) B. circulans’tan elde ettikleri proteazin Km degerini 0,597 mg/ml, Vmax degerini
13825 umol/min, Joshi ve Satyanarayana (2013) B. lehensis’ ten elde ettikleri proteazin
Km degerini 0,35mg/ml, Vmax degerini 7 nmol/mg/sec, Gupta vd. (2005a) P.
aeriginosa’dan elde ettikleri proteazin Km degerini 2,7 mg/ml, Vmax degerini 3 pmol/min,
Sari vd. (2015) B. circulans M34’ten izole ettikleri proteazin Km degerini 0,96 mg/ml,
Vmax degerini 9,548 pumol/ml/min, Gupta vd. (2005b) Bacillus sp.’den izole ettikleri
proteazin Km degerini 3 mg/ml, Vmax degerini 289,8 pug/min, Kazan vd. (2005) B. clausii
GMBAE 42’den izole ettikleri proteazin Km degerini 1,8 mg/ml, Vmax degerini 11,5 pM,
Gupta vd. (2005b) Bacillus sp.’den izole ettikleri proteazin Km degerini 2 mg/ml ve Vmax
degerini 289 pg/min, Dodia vd. (2008) Haloalkaliphilic bacterium sp. AH—6" dan izole
ettikleri proteazin Km degerini 2,5 mg/ml ve Vmax degerini 3,03 pmol/min olarak
bildirmiglerdir. Km degerinin diisiik olmasi enzimin subtrata karsi ilgisinin yiiksek
oldugunun gostergesidir. Sonuglar karsilastirildiginda BHASP enziminin kazeine karsi
ilgisinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica Vmax/Km degerinin yiiksekligi de enzimin
subtrat1 parcalamak i¢in giiclii bir katalitik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.

Enzimin kan giderme 6zelligi pamuklu kumas kullanilarak degerlendirildi. Literatiir
incelendiginde benzer ¢alismalar oldugu goriilmektedir. Jaouadi vd. (2011) B. pumilus’tan,
Banerjee vd., (1999) B. brevis'ten ve Marathe vd. (2018) B. subtilis’ten saflagtirdiklar
alkalin proteazlarin deterjan varliginda ve yoklugunda pamuklu bezden kan lekesinin
¢ikarilmasina yardimci olduklarini daha dnce bildirmislerdir. Calismamizda enzimin tek
basia uygulandiginda kontrole goére kan lekesini daha iyi ¢6zdiigii acik¢a goriilmiistiir.
Fakat en iyi etki enzim ile deterjan beraber uygulandiginda goriilmiistiir. Bunun sebebinin
deterjan varlig1 ile ortamin daha alkali olmas1 ve enzimin dogas1 geregi optimum aktiveyi
alkalin ortamda gostermesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Proteazlarin endiistride ve terapdtiklerde uygulamalar son yirmi yilda hizla artmistir.
Yeni protein mithendisligi stratejileri ve teknikleri, ticari proteaz pazarlarini genisletmeye
devam edecektir. Calismamizda B. halodurans C-125'ten termostabil alkalin proteaz
(BHASP), endiistriyel uygulamalarda basarili bir sekilde kullanilabilmesi i¢in arzu edilen
spesifik ozellikler bakimindan in siliko ve biyokimyasal olarak karakterize edildi. Sonug
olarak BHASP, Bacillus subtilis sisteminde ekspresyon olanagi, yiiksek termostabilite,
genis pH aralif1 gibi ilgi ¢ekici ozellikler sergilemektedir. BHASP ekstrem reaksiyon
kosullar1 altinda proteoliz ve devaminda yapilacak protein miihendisligi caligmalari i¢in iyi

bir alternatiftir.



5. SONUCLAR

Bu c¢alismada Bacillus halodurans C—125 alkalin serin proteaz enzimini (BHASP)
kodlayan BHO855 geni, mekik vektorii pMA0911 igerisine klonlanmis ve sekiz protez geni
silinmis Bacillus subtilis WB800 igerisinde hiicre disi ekspresyonu gerceklestirilmistir.
Saflastirilan proteazin optimal pH, optimal sicaklik, pH ve sicaklik kararlilig1 ve Km/Vmax

gibi parametreler agisindan 6zellikleri arastirilmigtir.

e BHASP enzimi in siliko olarak analiz edildi.

e BHO0855 geninin (1,083 bp) kodladig1 alkalin serin proteaz proteini, 22 aminoasit
sinyal peptit, 69 aminoasit propeptit ve 268 olgun peptit olmak iizere toplam 361
amino asit uzunlugundadir.

e Sinyal peptidi ¢ikarilmig BHO855 geni PZR ile ¢ogaltildi ve pJET1.2/blunt ara
vektore klonlandi. Plazmit sekans etttirilerek istenilen geni igerdigi dogrulandi.
Geri primerin sonuna saflagtirmada kullanilmak iizere 6 XHis-tag igeren bir kuyruk
eklendi.

e BHO0855 geni pMAO0911 mekik vektorii icerisine klonlandiktan sonra B. subtilis
WBS800 susuna transforme edildi. Transformasyon sonrasinda ekspre edilen enzim
MagneHis protein saflastirma kiti kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan enzim
biyokimyasal olarak karakterize edildi.

e BHASP’1min optimum pH’1 12, optimum sicaklig1 60 °C olarak belirlendi.

e BHASP’min baslangi¢ aktivitesini, ] saat sonunda 50 °C’de %94, 60 °C’de %59,8,
70 °C’de %30 ve 80 °C’de %19 oraninda korudugu belirlendi.

e BHASP’min baglangi¢ aktivitesini, pH 12’de, 37 °C’de, 24 saat sonunda %93,82
oraninda korudugu belirlendi.

e BHASP’min Vmax degeri 76,12 U/ml , Km degeri 0,2899 mg/ml olarak hesaplandi.

e BHASP’min deterjan katki maddesi olarak kullanilabilecegi gosterildi.



6. ONERILER

Bu tez kapsaminda B. halodurans C—125 alkalin serin proteaz geninin, B. subtilis
WBS800 susunda hiicre disi ekspresyonu gerceklestirilmis ve enzim in siliko ve
biyokimyasal olarak karakterize edilmistir. Elde edilen bulgular, enzimin endiistriyel
olarak kullanilabilirligini gdstermistir.

Gram — pozitif bakteri Bacillus subtilis, genellikle giivenli olarak kabul edilen dogas1
(GRAS) ve salgilama yetenegi ile protein iiretimi i¢in bir hiicre fabrikasi olarak yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Besiyeri icerisine salgilanan rekombinant proteinler siklikla iki
sebeple basarisizliga ugrayabilir; i) rekombinant plazmitlerin kararsizligi ii) besiyeri
icerisine salgilan rekombinant proteinlerin degredasyon sebebi ile kararsizlig1.
Calismamizda sekiz tane hiicre dist proteaz geni silinmis WB800 susu kullanmamiz ve
tiretilen rekombinant proteinin goreceli olarak sicaklik kararlilifi sebebi ile protein
degredasyonu gibi bir problemle karsilasilmamistir. Fakat iiretilen protein, plazmit
kararsizlig1 sebebi ile istenilen seviyede elde edilememistir. Bu sebeple calismalarin

devaminda iiretilen proteazda verimi artirmak amaci ile;

e Farkli plazmit tipleri,

e Promotor optimizasyonu (dogal veya sentetik, kimyasal veya sicaklik
indiiklenebilir),

e Ribozom baglanma bdlgesi kullanim stratejileri,

e Diizenleyici elementlerin optimizasyonu,

¢ Sinyal peptid se¢imi,

¢ Fiizyon sistemleri

gibi yontemlerin bir veya birka¢1 kullanilarak daha kompleks bir gen ekspresyon sistemi
olusturulabilir.

Ayrica bolgeye uygun mutasyonlar ile enzim yiiksek sicakliklarda daha kararli hale
getirilerek endiistriyel uygulamalar acisindan avantaj saglanabilir. Ayni yontemle enzimin

substrat spesifikligi de arttirilabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Bacillus halodurans C-125 BH085S geni

ATGAGACAAAGTCTAAAAGTTATGGTTTTGTCAACAGTGGCATTGCTTTTCATGG
CAAACCCAGCAGCAGCAAGCGAGGAGAAAAAGGAATATTTGATTGTCGTCGAAC
CTGAAGAAGTTTCTGCTCAGAGTGTCGAAGAAAGTTATGATGTGGACGTCATCCA
TGAATTTGAAGAGATTCCAGTCATTCATGCAGAACTAACTAAAAAAGAATTGAAA
AAATTAAAGAAAGATCCGAACGTAAAAGCCATCGAAAAGAATGCAGAAGTAACC
ATCAGTCAAACGGTTCCTTGGGGAATTTCATTCATTAATACGCAGCAAGCGCACA
ACCGCGGTATTTTTGGTAACGGTGCTCGAGTCGCTGTCCTTGATACAGGAATTGC
TTCACACCCAGACTTACGAATTGCAGGGGGAGCGAGCTTTATTTCAAGCGAGCCT
TCCTATCATGACAATAACGGACACGGAACTCACGTGGCTGGTACAATCGCTGCGT
TAAACAATTCAATCGGTGTGCTTGGTGTAGCACCATCGGCTGACTTGTACGCTGT
GAAAGTTCTTGATCGGAATGGAAGTGGTTCGCTTGCTTCTGTAGCTCAAGGAATC
GAATGGGCAATTAACAACAACATGCACATTATTAATATGAGCCTTGGAAGCACG
AGTGGTTCTAGCACGTTAGAGTTAGCTGTCAACCGAGCAAACAATGCTGGTATTC
TCTTAGTAGGGGCAGCAGGTAATACGGGTAGACAAGGAGTTAACTATCCTGCTA
GATACTCTGGTGTTATGGCGGTTGCAGCAGTTGATCAAAATGGTCAACGCGCAAG
CTTCTCTACGTATGGCCCAGAAATTGAAATTTCTGCACCTGGTGTCAACGTAAAC
AGCACGTACACAGGCAATCGTTACGTATCGCTTTCTGGAACATCTATGGCAACAC
CACACGTTGCTGGAGTTGCTGCACTTGTGAAGAGCAGATATCCTAGCTATACGAA
CAACCAAATTCGCCAGCGTATTAATCAAACAGCAACGTATCTAGGTTCTCCTAGC
CTTTATGGCAATGGATTAGTACATGCTGGACGTGCAACACAATAA
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Ek 2. Bhasp protein sekansi

Sinyal sekansi (24 aa):
MRQSLKVMVLSTVALLFMANPAAA
Propeptid (69aa):

SEEKKEYLIVVEPEEVSAQSVEESYDVDVIHEFEEIPVIHAELTKKELKKLKKDPNVKA
IEKNAEVTIS

Matiir protein (268 aa):

QTVPWGISFINTQQAHNRGIFGNGARVAVLDTGIASHPDLRIAGGASFISSEPSYHDNN
GHGTHVAGTIAALNNSIGVLGVAPSADLYAVKVLDRNGSGSLASVAQGIEWAINNN
MHIINMSLGSTSGSSTLELAVNRANNAGILLVGAAGNTGRQGVNYPARYSGVMAVA
AVDQNGQRASFSTYGPEIEISAPGVNVNSTYTGNRYVSLSGTSMATPHVAGVAALVK
SRYPSYTNNQIRQRINQTATYLGSPSLYGNGLVHAGRATQ
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