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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAKTERIYORODOPSIN URETME POTANSIYELINE SAHIP HALOFILIK
ARKE Halobacterium salinarum’UN iZOLASYONU VE NANOBIiYOMOLEKUL
OLARAK KULLANILABILECEK BAKTERIYORODOPSIN’IN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Neslihan HIDIROGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nano Bilim ve Nano Miihendislik Anabilim Dal
Nanobiyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Medine GULLUCE

Halobacterium salinarum dogada yiiksek tuz yogunlugunun oldugu ekstrem sartlarda
yasayan halofilik arkelerin bir iiyesidir. Normal sartlarda aerobik olan bu canli oksidatif
sartlar bittiginde, anaerobik olarak yasam siirer. Bu noktada Bakteriyorodopsin (BR) H.
salinarum tarafindan gereken enerjiyi saglamak i¢in sentezlenir. BR yapisinda 7 alfa
sarmal1 i¢cinde diizenlenmis 248 aminoasiti olan, G sarmalina protonlu Schiff baziyla
bagli lys216 bulunan bir proton pompasidir. Isik enerjisini sensér rodopsinler
yardimiyla kimyasal enerjiye doniistiiriir. Calismamizda BR’nin izolasyonu ve
karakterizasyonu amaciyla; Konya, Tuz Golii’'nden aliman, N olarak adlandirilan
orneklerin kati ve sivi besiyerlerine ekimleri yapilmis, 37°C, 150 rpm’de, 40 W
aydinlatma altinda, ¢alkamali olarak 9-15 giin inkiibasyona birakilmistir. Pembe-kirmizi
renkte halofilik arke gelisimi gézlemlenen N; ve Ny sivi kiiltlirlerinden sulu iki fazl
sistem ve CHAPS kullanilarak BR izolasyonu ve saflastirilmasi gerceklestirilmistir.
BR’nin molekiiler agirligit SDS-Page analizi ile absorbans spektrumu UV-visible
spektrofotometre ile yiizey ve boyut analizi AFM (atomic force microscopy) ile

belirlenmistir.

2014, 69 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bakteriyorodopsin, halofilik arke, nanobiyomolekiil



ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION OF BR PRODUCING HALOFILIC ARCHEAE
Halobacterium salinarum OF BACTERIORHODOPSIN THAT CAN BE USED
AS NANOBIOENGINE

Neslihan HIDIROGLU

Ataturk University
Institute of Life Sciences
Department of Nanoscience And Nanoengineering
Department of Nanobiotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Medine GULLUCE

Halobacterium salinarum is a member of Halophilic archaeaes that lives under extreme
conditions, especially high-salt density. This normal aerobic microorganism, might
convert themselves into anaerobic, when oxydative sources come to an end, or highly
decreased. At this point Bacteriorhodopsin (BR) synthesized by H.salinarum to provide
the energy for living. BR is a proton pump that has 248 amino acides arranged in 7 alfa
helices protonated Schiff base linked lys216 to G helix in its structure, and works with
energy of light within the cooperation with SR (sensor rhodopsins). We have studied to
isolate and delipidate the BR protein from the samples taken from Tuz Go6lii, Konya,
and labeled as N with numbers. The samples at 37 °C, 150 rpm shaking was allowed to
9-15 days of incubation under 40 W illumination. We observed growing at Ni,N,
samples with their pink-red color. By using aqueous two phase system (ATPS), CHAPS
delipidation process, those purified and isolated the BR. Molecular weight of BR
identified by SDS-Page method. The absorbance spectrum observed by using UV-
Visible. And at last; surface and size analysis performed with Atomic Force Microscopy
(AFM).

2014, 69 pages

Keywords: Bacteriorhodopsin, Halophilic archaea, nanobiomolecule
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1. GIRIS

Nano kelimesi, koken olarak Yunanca ‘hannos’ kelimesinden gelmektedir. Ciice veya
bodur manasina gelen bu kelime, metrik sistem i¢inde metrenin milyarda birine (10‘9)
denk gelen olgiiyli belirtmek i¢in kullanilmaktadir (Manjasetty et al. 2008; Kayir ve
Bageil 2010; Yalgin 2010; Karako¢ 2013). Ayni zamanda nanometre maddenin temel
taslar1 olan atomik, molekiiler, supra-molekiiler birimlerin karakteristik 6l¢ii birimidir

(Ramsden 2005).

Nanoteknoloji; sub-mikron, ozellikle 1-100 nm arasinda degisen boyutlara sahip
objelerin iretimi, degistirilmesi ve faydali hale getirilmesi manasina gelmektedir
(Villaverde 2010). Nanoteknoloji maddeyi sa¢ teli kalinligindan yiiz bin kat,
alyuvarlardan 1000 kat kii¢iik boyuta denk gelen nano boyutta inceleyen, ayn1 zamanda
kontrol ve manipule ederek, 6zgiin 6zellik ve fonksiyonlara sahip yeni yapilar, araclar
ve sistemler olusturulmasi ve kullanilmasin1 amaglamaktadir (Morris and Willis 2007;

Yal¢in 2010).

29 Aralik 1959 yilinda, Amerikali {inlii fizik¢i Richard Feynman, “There is Plenty of
Room at the Bottom” isimli konferansinda; maddenin molekiiler boyutta kontroliiniin
saglanmasiyla, sentetik kimya alaninda yeni ve daha etkin buluslarin miimkiin oldugunu
sOylemistir (Drexler 2006). Bu konferans; nanoteknolojinin zeminini olusturacak
kavramlar1 icermektedir. Nanoteknoloji terim olarak ilk defa Norio Taniguchi tarafindan
1974 yilinda, materyallerin nano boyutta diizenlenebilme ihtimali oldugunu belirtmek
icin kullanilmistir (Ramsden 2005). Terimin bilinirligi, 1986 yilinda K. Eric Drexler’in
“Engines of Creation 2.0: The Coming Era of Nanotechnology” isimli kitab1 yazmas: ile
artmistir. Ayrica ayni yil icerisinde The Foresight Institute, nanoteknoloji hakkinda
toplumun daha bilgili bir hale gelmesi i¢in kurulmustur. Bu tarihlerden birkag yi1l dnce
1982°de Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer; Taramali Tiinelleme Mikroskobunu (STM)
bulmuslardir. Bu bulus nanoteknolojinin gelismesini saglayacak olan; molekiillerin

goriintiilenmesi ve kontroliinii gergeklestirmistir (Barnett 2009).



Taniguchi nanoteknoloji  terimini kullanirken sadece materyallerin tasarimi,
karakterizasyonu ve uygulamalarini kastetmis olmasmna ragmen, nanoteknoloji

materyallerin yaninda sistem ve araglar1 da arastirmak lizere gelismistir (Ramsden

2005).

Nanobiyoteknoloji; biyoloji ve biyokimya alanlarinda yapilan g¢alismalarla, ara¢ ve
gereclerin arastirilmas1 ve gelistirilmesini hedefleyen, ayni zamanda gelistirilen
teknikler ile yeni {retimlerin gerceklestirilmesi i¢in ¢alisan biyoteknoloji ile
nanoteknolojinin kesistigi noktadadir. Maddenin elementlerini kontrol ederck daha
verimli ¢alismalar sunan, nanoteknolojinin tesiriyle biyolojik nano materyaller yani,
proteinler, lipitler, enzimlerin arastirilmasi ve teknolojik calismalarda kullanimi igin
gelistirilen teknikler, nanobiyoteknolojinin temelini olusturmaktadir (Gazit 2007).
Materyallerin modifikasyonlar ile biyolojik ve elektronik ya da inorganik sistemlerin

entegrasyonu ve oryantasyonu miimkiin olabilmektedir (West and Halas 2000).

Dayanikli minyatiir sistemlerin teknolojik gelismeler i¢cin sundugu avantajlar ve bunlara
duyulan ihtiyag, onlarin halihazirda kullanilmakta olan litografik metodlara alternatif
olmasimi saglamistir. Biyomolekiillerin teknik agidan yeniden goézden gegirilmesi ile
baz1 teknolojik seviyelere ulasmak miimkiin bir hal almistir. Biyomolekiiler elektronik
sistemlerin, konvansiyonel sistemlerin teknik acidan asamayacagi problemleri
¢ozebilecek kapasitede olduklari diisiiniilmektedir. Biyomolekiiller; self-assembly gibi
avantajlar1  sayesinde, yari-iletken sistemlerin zor wulagabilecegi bir noktada

bulunmaktadirlar (Rinaldi et al. 2006).

Son gelismelerde; biyomolekiiler motorlarin ¢alisma seklinin, onlarin nanomakineler
olarak kullanilma olasiligmi arttirdigi goézlemlenmektedir. Biyomolekiiller molekiil
boyutlu robotlar olarak kullanilabilir. Ayrica, biyomolekiiller, enzimler, antikorlar ve
hormonlar; yemek, temizlik, ila¢ vs. endiistrileri i¢in vazgecilmez teknolojik ¢oziimler
sunmaktadir. Ancak biyomolekiiller ve elektronik sistemler arasinda gelistirilmesi
gereken arayiiz yapiminin zorlugu ve buna ek olarak biyomateryallerin stabilitelerinin

organik veya inorganik elektronik devrelere gore diisiik olmasi, bu materyallerin



giiniimiiz teknolojisi ile kullanimini kisitlamaktadir. Bu noktada dogada bulunan essiz
kristal yap1 ve stabiliteye sahip, nano boyutlu bir biyomolekiil olarak karsimiza ¢ikan
Bakteriyorodopsinin bazi ilging teknik fonksiyonlar1 BR’yi giinlimiiz teknik ¢alismalar1
ve uygulamalari i¢in model bir membran proteini haline getirmektedir (Hampp and
Oesterhelt 2004; Schranz et al. 2010).

Bakteriyorodopsin (BR), 26 kDA molekiiler agirligi olan ve yapisinda 7 alfa sarmali,
buna Schiff baziyla bagli lys216 retinali ve lipitler bulunan iki boyutlu kristalin bir
membran proteinidir (Subramaniam and Henderson 2000; Baudry et al. 2001; Choi and
Montemagna 2007). Dogada Archea domainine bagli Euryarchaeota filumuna ait
Halobacteriales ordosu igerisinde toplanan halobakterilerin hiicre ¢eperlerinde bulunan
bakteriyorodopsin, bu arkelerin diisiik havalandirma sartlarina maruz kaldiklar
zamanlarda sentezlenerek hiicre ¢eperine eklenmektedir (Madigan and Martinko 2005).
Kristalin hali onu kimyasal ve termal degisimlerde stabil hale getirmektedir. Hiicre
membraninin hemen iistiinde bulunan BR yamasinin yiiksekligi, AFM ile yiizey analiz
Olctimleri yapilarak tahmin edilmistir. Bu ¢alismalar dogrultusunda, yiikselti yaklasik 5
nm olarak bulunmustur (Hampp 2000).

Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan entegre membran proteinlerinden olan BR’nin
Onemi, onun stabil ve giiclii yapisindan dolayidir. Mor membranin nano 6l¢lideki diizeni
ve BR’nin 1s1kla uyarilan yapisi onu ilgi ¢ekici hale getirmektedir (Curnow 2009).
Kesfedildigi giinden bu yana 6rnek teskil eden basitligi ve deneysel avantajlari, onun
yeni teknolojik ¢alismalarda ve 6zellikle transport mekanizmasi arastirmalarinda 6nemli

olmasini saglamaktadir (Pandey 2006).

Isminde bulunan ‘rodopsin’ kelimesinden anlagilacag: iizere yapisinda retinal
karotenoid benzeri pigment bulunan bu biyomolekiil, 151k enerjisini kimyasal enerjiye
doniistiiriir. Ayn1 zamanda renginide bu pigmentten alan BR, Halobacterium salinarum
tarafindan sentezlenerek membranin dis yiizeyine eklenir. Bu kirmizimsi-mor renk;
BR’nin 15183 570 nm frekansindaki dalgayr absorbe etmesinden kaynaklanir.

Absorbsiyonun ardindan uyarilan BR, bir dize tepkime ile enerjiyi donistiiriir (Madigan



and Martinko 2005). Bu 6zelliginden dolay1 BR gelecegin enerji kaynaklari arasinda
goriilebilir. Calismamizda amaglanan, halofilik arkelerde mevcut olan, Ozellikle
Halobacterium salinarum’dan elde edilen fotokromik bir biyomolekiil olan

bakteriyorodopsin’in saflastirilmasi ve karakterizasyonudur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Nanoteknoloji Tanim

Nanoteknoloji 20. yy. sonlarinda gelismeye baslayan, maddenin nano boyuttaki
kontroliiniin saglanmasi amaciyla gelistirilmis bir bilim dalidir (Ramsden 2005;
Carpenter 2006; Manjasetty et al. 2008). Nanoteknoloji; boyutlar1 1-100 nm arasinda
olan madde igeriklerini inceleyen, maddenin daha etkin kullanilmasini amaglayan
disiplinler aras1 bir arastirma alanidir. Nanoteknolojinin molekiiler boyutta caligsmalari;
organik ve inorganik materyallerin, kiitlesel hallerine oranla daha gelismis fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri oldugunu giin yiiziine ¢ikarmistir (Morris and Willis 2007; Curnow
2009; Yalgin 2010).

Organik ya da inorganik materyallerin {iretilmesinde, nanoteknolojide Bottom-Up
(Asagidan yukartya) ve Top-Down (yukaridan asagiya) olmak lizere iki ana yaklasim
bulunmaktadir. Top-down yaklagimi nanoyapilarin, nanomalzemelerin,
nanopartikiillerin; yukaridan asagiya dogru makineler, asitler ve benzeri mekanik ve
kimyasal yontemlerle olusturulmasi ve {iretilmesini kapsamaktadir. Malzemeye
disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilerek, nano boyutlarda
kiiciik parcalara kadar ayrilmasi saglanir. Mekanik 6glitme bu yaklasima Ornek
verilebilir. Bottom up yaklagimi ise; maddenin olusumunda maddeyi olusturan temel en
kiiciik birim olan atomlardan baslanip, atom-atom ya da molekiil-molekiil agagidan
yukariya dogru insa edilerek, molekiiler nanoteknolojinin temel organik ya da inorganik
yapilarinin olusturulmasi yaklagimidir. Bu yaklasim; atomik veya molekiiler boyuttaki
yapilarin, kimyasal reaksiyonlar ile biiyliimesi saglanarak, partikiillerin elde edilmesini
ele alir. Nanokristalin metal ve alagimlarinin tiretiminde kullanilan ilk yontem olan gaz
yogunlagtirma teknigi asagidan yukaritya yaklasimiyla ¢alismaktadir. Kimyasal buhar
kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz yontemleri de bu

yaklasimin en ¢ok bilinen diger iiyeleridir (Karakog 2013).



Nanoteknoloji kavraminin ortaya ¢ikmasiyla 6n plana ¢ikan nano 6lgekli malzemelerin,
yapilarin, elemanlarin iretiminde de Kkullanilan Bottom-up yaklasimi sayesinde;
ozellikle belli basli biyolojik fabrikasyon yontemleri olan; protein sentezi, niikleik asit
sentezi, membran sentezi ve biyomolekiiller gibi bircok biyolojik islem
gerceklestirilmektedir. Olusumlari bu yaklasim iginde ele alinan biyolojideki nano
6l¢ekli nanobiyomolekiillere; ATP sentaz enzimi; molekiilleri birbirine baglayan bir
nanorobot olarak, myosin; liflerin birbirine ge¢isini saglayan molekiiler bir nanomakine

olarak, DNA; bir veri depolama sistemi olarak 6rnek verilebilir (Diez et al. 2004).

2.1.1. Nanoteknoloji kullanim alanlari

Elektronik, bilgisayar teknolojileri, c¢evre, tekstil, tarim, havacilik, enerji ve
biyoteknoloji gibi bir¢ok sektor ve arastirma dallarinda nanoteknoloji, yeni kesiflerin ve
gelistirmelerin gerceklestirilmesi icin calismaktadir. Nanoteknoloji: Malzeme ve Imalat
sektoriinde; Materyallerin molekiiler boyutlarda insa edilerek verim artmaktadir.
Bilgisayar ve Elektronik sektoriinde; daha hizli ve kapasiteli sistemlerin gelistirilmesi
gerceklesmedir. Tip ve Saglik sektoriinde; nano boyutta araglar gelistirilerek tedavi ve
teshis i¢in kullanimi amaclanmaktadir. Havacilik ve Uzay sektoriinde; materyal
kullanim1 aza indirgenerek maliyetler disiiriilmektedir. Cevre ve Enerji sektoriinde;
yakit verimlilikleri artirilarak ¢evre dostu sistemler gelistirilmektedir. Biyoteknoloji ve
Tarim sektoriinde; yeni ve daha etkili ilaglar ve hastaliga daha direngli bitki ve
hayvanlar iizerine bir ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Savunma sektoriinde; biyolojik ve
kimyasal tehditlere kars1 on tami sistemleri olusturmak i¢in gelistirilen sistemler

bulunmaktadir (Celep 2007).

2.2. Nanobiyoteknoloji

Nanobiyoteknoloji; materyal ve ekipmanlarin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerini
degistirmek ve gelistirmek amaciyla gelisen kendine 0zgii bir bilim dali olan
Nanoteknoloji ve molekiiler, hiicresel ve genetik 6zelliklerin manipiile edilmesiyle

tiptan tarima bir¢ok alan i¢in iirlin ve hizmetler gelistiren biyoteknoloji bilim dallarinin



birlesmesi ile olusan, biyolojik sistemleri taklit etmek ya da bu sistemlerin elektronik
sistemlerle uyumlu c¢alismasin1 saglamak igin calismalar iireten bir bilim dalidir.
(Fakruddin et al. 2012). Bir diger kaynaga gore (Ramsden 2009) Nanobiyoteknoloji;
biyolojik materyallerin, biyomimetik ya da biyolojiden ilham alinan, inorganik, organik
molekiillerin nanoteknolojik araglarda biyolojik islemleri kontrol ve goriintiileme
amaciyla kullanilmas1 demektir. Biyolojik yapilarin makro ve supra molekiiler
boyuttaki kendinden yapilanmali (self-assemble) prensipleri, nanoteknoloji bilim
adamlar tarafindan arastirilan konular arasindadir. Ve bu yapilar genelde protein bazli,

olagan iistii giiclii ve hafif, ayrica bazen minyatiir komplex mekanizmalar halindedirler.

Nanobiyoteknoloji; minyatiir, ortak calisan bilissel ve kavramsal kapasiteleri olan
biyolojik komponentleri bir araya getirerek, yeni ve 6zgiin araglar yapmayr miimkiin
kilmistir. Nanopartikiillerin ve biyomateryallerin birlikte kullanilma fikri, yeni
calismalar yapilmasina neden olmus ve nanobiyoteknoloji alanina yeni boyutlar
kazandirmigtir. Bu ag¢idan; biyomolekiiller, enzimler, proteazlar gibi biyolojik
sistemlerin detayli bir sekilde arastirilmasi ile daha verimli ve gelismis ¢ok yonlii, ¢ok
amagl araglar, sistemler ve mimariler tasarlanabilmektedir (Katz and Willner 2004;
Morris and Willis 2007).

Gegtigimiz otuz yilda elektronik cipleri daha hizli ve yiiksek ¢oziiniirliiklii hale
getirmek i¢in boyutlarin1 kiigliltmek igin ¢alisan miihendisler; derin UV litografisi
kullanilarak bu ¢iplerin boyutlar1 20 nm’ye kadar diisiiriilebilmistir. Bunun yanisira
molekiiler biyologlar, DNA molekiilleri ve viriisler gibi nanoboyutta sistemleri
incelemisglerdir. Bu iki bilim dalinin birlesmesi ile biyolojik ve kimyasal analizler i¢in;
yiiksek duyarlilik, spesifik ve yiiksek tanilama 6zellikleri olan yeni multifonksiyonel
araclar ve sistemler gelistirilmeye baslanmistir. Nanobiyoteknoloji daha ilk evrelerinde
olmasina ragmen, gelisimi hizli ve ok yonlii olmustur. Universiteler her gecen giin yeni
nanoteknoloji merkezleri agmakta olup, bu alandaki patent uygulamalarinda hizli bir
artts gozlemlenmistir. Nanobazli uygulamalarin, kompleks yapilarindan dolay:
gelisimleri hala devam etmektedir. Ancak yinede bu gelismeler bilim diinyas: icin

onemli kazanimlardir (Fortina et al. 2005).



2.2.1. Nanobiyoteknoloji calisma alanlari

e Karbon nanotiiplerin; biyomolekiiler komponentleri, hiicre i¢ine veya akilh
biyohibrid materyallere iletilmesi i¢in kullanilmast.

e Floresan nanokristallerin (quantum dots), cam kapiller icinde DNA ve protein gibi
molekiillere enjekte edilmesi.

e Noron hiicre aglarinin in vitro tanimlanmasi

e ‘Lab on a chip’ler (Sekil 2.1)

e Nanopor miihendisligi (Sekil 2.2)

e Cckirdekler

e Biyomolekiiler motorlar (Sekil 2.3) (Bartos et al. 2004; Bayley et al. 2004; Diez et
al. 2004; Delamarche 2004; Manjasetty 2008; Offenhauser and Vogt 2004; Sawitowski
2004; Sleytr et al. 2004).

Sekil 2.1. 100K Living ChipTM levhasi (solda), 50-nl siviyla dolu kuyucuklarin detayli
goriintiisii (sagda) (Courtesy BioTrove, Inc.)



-+— aHL
nanopore

template template
membrane membrane

Au nanotubule

Sekil 2.2. Soldaki: Tek protein porunun stabil hale getirilmesi. Nanopor (burada kullanilan aHL
poru) mekanik olarak stabil olan bagka por igine yerlestirilmis (burada kullanilan Au
nanotiibiilii). aHL poru ve Au porunun yiizeyleri uyumluluk i¢in islenmistir. (C. R. Martin,
University of Florida.) Sagdaki: niikleik asit ayristirmak i¢in yapilan kapil seklinde elektroforez
¢ipi. (Courtesy Caliper Technologies, Inc.)

A

Linear motor - gliding assay Microtubule

///2—0nm

Kinesin

Linear motor - stepping assay Kinesin

Rotary motor

F,-ATPase

10 nm
O

Sekil 2.3. Nanoteknolojik uygulamalarda kullanilabilen biyomolekiiler motorlar
(A) Yatay yiizeye bagli motor molekiilleri ile filaman taginimi (akis ayarli). (B) Motor proteinlerinin
filaman boyunca lineer hareketi (durus ayarli). (C) Rotasyon olusturan Rotary motoru
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2.2.2. Biyomolekiiller

Biyomolekiiller; nano sistem ve araglarin self-assemble islemlerinde, gen iletim
sistemlerinde ~ ve  fonksiyonel = molekiiller  goriintilemede  kullanilabilecek
multifonksiyonel nanomateryallerdir. DNA, peptidler ve proteinleri igeren
biyomolekiiller ve onlarin etkilesimleri biyolojik sisitemlerin kontrol, fonksiyon ve
diger ozelliklerinde ana unsur konumundadir. Biyomolekiillerin kontrolii ve onlari
anlamak ayn1 zamanda, biyolojik islemlerini de kontrol edilmesi ve anlasilmasi
anlamina gelmektedir. Insan yapimi nano yapilarin ve biyomolekiilleri de icine alan
biyolojik yapilarin entegrasyonu ile biyomolekiiler islemlerin optik ve elektriksel

karakterizasyonu ve kontrolii miimkiin bir hal almistir (Stroscio and Dutta 2005).

Nanobiyoteknolojinin ana ¢alisma unsurlarindan olan biyomolekiiller, hiicrelerin
mimari yapisini olusturan C-H-O elementlerini iceren temel yap1 taslaridir.
Biyomolekiillerin bilgi depolama ve iletimi, hiicre i¢i diizenleyici gorevleri, enerji
tiretimi ya da dontigimii ve aktarimi, molekiiler transportasyon gorevleri ve ucuz
olmalar1 onlarin konvansiyonel inorganik materyallere alternatif olmasini1 saglamistir.
Biyomolekiillerin bu avantajlari, onlar ilag, gida, temizlik gibi endiistrilerde
kullanilmasini kagiilmaz kilmistir. Metal ya da yar1 iletken nanopartikiil veya nanorod
gibi nanomateryaller, enzim, antijen, antibadi ya da DNA gibi biyomolekiillerle benzer
boyutlardadir. Essiz elektronik fotonik ve katalitik 6zellikleri bulunan nanopartikiillerin,
teshis ve inhibisyon gibi Ozelikler sunan biyomateryallerle entegrasyonu ozgiin
sinerjetik fonksiyon ve 6zelliklere sahip hibrid nanobiyomateryalleri ortaya ¢ikarmigtir
(Katz and Wilner 2004). Ayrica biyomolekiillerin enerji konversiyon o6zellikleri
sayesinde, standart elektronik devreler yerine kullanilmasi {izerine ¢alismalar yapilmasi
saglanmistir. Bu amagla; halofilik arkeler tarafindan kullanilan 6zel bir membran
proteini (purple membran- mor membran) olan Bakteriyorodopsin (BR), ozellikle
fotokromik, fotoelektrik ve optik Ozellikleriyle nano-biyomolekiil —olarak

nanobiyoteknoloji alaninda birgok potansiyel uygulama alanlarina sahiptir (Hammp
2000).
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2.3. Membran Proteinleri Ozellikleri

Genomik sekans analizlerinin gosterdigi iizere; dogada proteinlerin %25-30 kadari,
integral membran proteinleridir. Bu protein sinifi, en az bir transmembran domainine
sahip, aminoasit sekanslar1 ¢ift lipid tabakalara bagli ve disa doniik, non-polar
aktiviteleri hidrofobik c¢ift tabakali g¢ekirdekleri ile gerceklestiren proteinler olarak
gozlemlenmistir. Membran proteinleri, spesifik ve spesifik olmayan solidler ve
iyonlarin tasinimi, fotokromik o&zellikleri sayesinde enerji iiretimi, sinyal alinimi,
ozmotik diizenleme gibi cok ©Onemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirirler. Bu
fonksiyonlarin ¢ogu; cift lipid tabakasi tistiinde, bir bariyer gibi ¢alismalar1 seklinde,
bilgi ya da materyallerin transferi seklinde gerceklesir. Membran proteinlerin hiicre
icinde bir kapici roliinde bulunmasi, onlar1 nanobiyoteknolojinin ilham kaynagi haline
getirmistir. Ciinkii onlarin iki ayrik ortam arasindaki baglantiyr saglamalari, onlari

c¢ekici birer calisma konusu olmasini saglamaktadir (Curnow 2009).

Son zamanlarda biyoelektronik ve biyofotonik arastirmalarda self-assemble
biyomonolayerlar ve protein bazli biyofotonik araglar gelistirilmeye g¢alisilmaktadir.
Biyoelektronik uygulamalar ve foton algilayan reaksiyon merkezleri i¢in kullanmak
tizere bazi proteinler kesfedilmistir. Fotosensitif membran proteini olan BR, bu
proteinler arasinda en onemli olanidir. BR’nin teknik uygulamalari hakkinda birgok
yayin ve patent c¢alismasi yapilmistir. BR’nin kullanildigi ¢aligmalarin hali hazirda
bulunan teknolojilere karsi avantajlart1 bu ¢alismalarin ana temasini olusturmaktadir

(Zaitsev et al. 2012).

2.3.1. Kromizm

Her hangi materyalin dis etkenlerden kaynaklanan geri doniisebilir sekilde fiziksel,
kimyasal ve renk degisimi anlamina gelir. Inorganik ve organik bircok kromizm gesidi
kesfedilmistir. Bunlar; mekanik pargalanmanin sebep oldugu piezokromizm, geri
doniisimii  olmayan tribokromizm, yiiksek iyon ¢Oziiniiriliglinin yol agtigi

iyonokromizm, asidik ve bazik yogunlugun artmasi ile olusan halokromizm, 1s1 farkinin
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neden oldugu termokromizm, elektromanyetik 1sinlarin, bir kimyasal sistemin iki formu
arasinda absorbsiyonu ile olusan tek veya cift yonlii tersinir renk degisimleri olan
elektrokromizm ve ozellikle rengin 1s1ga duyarli degisimi olan fotokromizm olarak
siralanabilir. Fotokromizm aslinda giinliik hayatta birgok insan tarafindan bilinen bir
terimdir. Hayatimizda kullandi§imiz bazi materyaller fotokromik o6zellikler
tasimaktadir(giin 1suginda renk degistiren gozliik camlari vb) Inorganik fotokromik
sistemler ilhamini dogadaki fotokromik dogal sistemlerden almaktadir (Bozkurt 2007;
Karadeniz 2010). Insanlar giines 15131 altinda koyulasan ve gozii zararli 1sinlara karsi
koruyan, golgede de (giines 15181 etkisi kalkinca) normal, renksiz yapiya geri donen
fotokromik camli gozliikleri giinliik hayatlarinda kullanmaktadirlar. ilk ticari camlar
inorganik tuzlardan (6zellikle giimiis) hazirlanmis cam lensler olmustur. Son yillarda
organik fotokromik lensler diinya pazarlarinda Onemli bir paya sahip olmustur

(Karadeniz 2010).

Fotokromizm uygulamalar1 iki kategori altinda toplanabilmektedir. Absorbsiyon ve
emisyon spektrumlarinin degisimiyle 1ilgili calismalar bunlardan birisidir. Bu
calismalara 6rnek olarak; optik depolamalar, ve degisken optik materyaller verilebilir.
Ikinci kategorideki uygulamalar ise fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisimi iizerine
dayalidir. Elektrik iletkenligi, ara yiizey gegirgenligi, fotokromizm sergileyen boyar
maddeler, lensler, giivenlik sistemleri, kartus boyalari, veri depolama, silinebilir
kompakt diskler, sahte imza belirlemesinde kullanilan boyalarin iiretiminde bu

ozellikler tizerine ¢alisiimaktadir (Bozkurt 2007; Karadeniz 2010).

Dogada nadir bulunan fotokromik proteinler, fotosentez ve gorsel alginin vazgecilmez
ogeleridir. Nadir bulunmalarina ragmen, birgok tiirii vardir. Onlarin bu vazgecilmez
onemi, iizerlerinde bircok calisma yapilmasini saglamistir. Ozellikle 1sikla olan
etkilesimleri ve calisma mekanizmalari, bilimsel ¢caligmalarin odak noktasi olmustur. Bu
caligmalar 1s181inda, 70’11 yillarda kesfedilen Bakteriyorodopsin isminde, ekstrem
sartlarda gorev yapan bir fotokromik protein kesfedildi. Bakteriyorodopsin;
kromofor(retinal) iceren tek bir polipeptit zincirinden olusmus, integral bir membran

proteinidir ve hiicre disina protonlarin 1s1ga bagl translokasyonuyla transmembran
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elektrokimyasal gradienti olusturur ve ATP’nin sentezlenmesini saglayarak,
halobakterilerin fotosentetik kabiliyetlerinde kilit rol oynar (Choi and Montemagna
2007; Gonzalez et al. 2009). Proteinler genelde ¢oziinlir ya da gepere bagli halde
bulunur. Ancak BR’nin hiicre membraninda kristalin halde bulunmasi ¢ok nadir

rastlanan bir durum olup ona fotokromik 6zellik kazandirir (Bozkurt 2007).

2.4. Bakteriyorodopsin

2.4.1. Mor membran yapisi ve ozellikleri

Halobacterium salinarum’un hiicre membraninda integral bulunan iki boyutlu kristalin
yapida, hiicre yiizeyinin %80’ini ¢evreleyen yamalar bulunur. Bu yamalara mor
membran denir. 75/25 oraninda protein ve lipit komponentlerinden olusan mor
membran, proton tasimimi igin segici gecirgen bir yapiya sahiptir. Mor membran
yapisindaki iki boyutlu hexagonal kristalleri olusturan trimerler, ii¢ monomerik BR’den

olusur (Sekil 2.4., Sekil 2.5.) (Pandey 2006; Shibata et al. 2011; Shiu et al. 2014).

Her BR molekiilii, 1s1ikla ¢alisan disa doniik protein pompasi olarak gorev yapar.
Fotonun BR tarafindan absorbe edilmesiyle, stoplazmadan hiicrenin dis tarafina dogru
proton (H") tasimimu gerceklesir. Bu islemle beraber, 151k enerjisi kimyasal enerjiye
dontstiiriiliir. Ve hiicre ¢eperinde bir proton gradyani olusturulur. Membrana bagl olan
ATPaz enzimi, proton akisiyla ADP’yi ATP’ye ¢evirir. Bu sayede hiicrenin yasami i¢in
gereken enerji saglanmig olur. Buna ek olarak mor membranda bulunan 2 adet sensér
rodopsin (SR, phoborodopsin) BR’nin foto dongiisii i¢in gereken dalga boylarini tespit
eder (Dai et al. 2010).

Yesil ve sar1 151k, foto dongiiniin gergeklesmesini saglarken, mavi 151k engeller. Bundan
dolayi, farkli dalga boylar1 SR’ler tarafindan hissedilerek, flagelar motora sinyal
gonderilir. Bu az gelismis gorsel algr yetenegi, halobakteriyumun gereken 11k

kaynagina yonelmesini saglar (Hampp 2000).
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Sekil 2.4. Halobacterium salinarum tizerinde BR igeren mor membran yapisi ve
reaksiyon semasi1 (Hampp 2000; Cakici 2004)

Mor membranin genel 6zellikleri asagida belirtilmistir.

Mor membran, 10:1 molar oraninda lipit ve BR’den olusur.

Uzerinde trimerler halinde BR bulunan iki boyutlu kristalin dizelerdir.
1.18 g/cm3 batmazlik yogunluguna sahiptir.

1.45-1.55 nPM 151k kirilma endeksine sahiptir.

Kuru ortamlarda 140°C, sivi ortamlarda 80°C’ye kadar stabildir.
Yiiksek iyonik dayanikliliga sahiptir (3 M NaCl).

N o g s~ w D Pe

Yiizey alaninda boyutlar1 yatay olarak 5 pm’ye kadar, incelikleri ise 5 nm’ye

kadardir.
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Sekil 2.5. AFM’ de oda sicakliginda mica iizerinde gézlemlenen izole mor membran yamalarin
contact mod ile 1.5 nN giiciinde silicon nitrit standart tiple alinan goriintiisii (solda). Non-
contact modda yiiksek rezonans frekansli tiple (HRF topometrik) alinan goriintiide kurumus mor
membranin tipik simetrilerde gatladiklar1 gozlemlenmistir. Bu ¢atlaklarin nedeni BR’nin altigen
yapisidir (sagda).

2.4.2. Bakteriyorodopsi’nin yapisi ve 6zellikleri

Bakteriyorodopsin (BR), insan goziindeki optik rodopsine benzeyen, 1siga duyarli bir
proteindir (Lobasso et al. 2012). Yapisinda yedi (A,B,C,D,EF,G) o sarmali
bulunmaktadir. Bu sarmallara ilisik bulunan, Lys216 (lysine) amino asit grubuna
protonlu Schiff baziyla bagl retinal kromofor (Sekil 2.6.), ayn1 zamanda BR’e mor renk
veren molekiildiir (He et al. 1999; Choi, Montemagna 2007; Gonzalez et al. 2009). o
sarmallari; lipit membrani iginde kafes formunda olup, i¢ kistmda bulunan bu retinali
koruyan bir yapiya sahiptir (Hampp 2000). Bu retinal kromofor,  karotenden olusup, G
sarmalinin merkezine yakin paralel bir halde bulunmaktadir. Proton pompalama
mekanizmasinda bu kromofor 6nemli bir rol oynar. BR, protonu hiicrenin i¢inden digina

kromoforun aldig1 151k sayesinde gonderir (Cakict 2004).

BR, in vitro kosullarda monomerik, kristalize bir halde bulunur. Bakteriyorodopsin’in
bu kristalize hali onu kimyasal ve termal degisimlerde stabil hale getirmektedir. Hiicre

membraninin hemen {istiinde bulunan BR’nin yaklagik yiiksekligi, AFM ile ylizey
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analiz Olglimleri yapilarak tahmin edilmistir. Bu g¢alismalar dogrultusunda, yiikselti

yaklasik 5 nm olarak bulunmustur (Hampp 2000).

H' (cytoplasm)

Asp 96 - COOH

Lys 216
—_—

-——

trans pumping H' Lys 216

all-trans-retinal 13-cis-retinal H

Asp 85 - COOH

H' (extracellular side)

Sekil 2.6. Retinal kromofor (Anonymous 2014).

BR tarafindan olusturulan hiicre membraninin iistiindeki mor membran yamalarinin
ortalama boyutlar1 500-1000 nm arasinda degismektedir. BR’nin kuru ve polimer
filmler halindeki essiz biyokristalin yapisi, onun 6zelliklerinin yillar boyunca kalici
olmasini saglar. BR’nin en onemli 6zelligi fotokimyasal dongii kabiliyetidir. BR
molekiili bu dongli boyunca, 15181n absorbsiyonu ile birlikte farkli durumlardan

gecerek, tekrar ilk haline geri donmektedir (Adamov et al. 2008).

Absorbsiyon spektrumuna gore BR’nin yapisal sekil degisim durumlari, farkl
intermedyatlar olarak smiflandirilmistir (K,L,M,N,O). BR’nin ana fonksiyonu 1s1ga
bagimli proton transferidir. Bu islem elektrokimyasal enerji olusmasini saglar.
Proton’un (H") hiicre ¢eperinin dis tarafina gonderilmesi ve tekrar hiicre igine alinmasi
M-412 intermedyatini olusturur. Ilk faz olan BR-570’in maximum absorbsiyon noktasi
570 iken, ana intermedyat olan M-412’de ise maksimum absorbsiyon noktasi 412
nm’dir. 412 nm dalga boyundaki 151k, molekiilii ilk pozisyona getirecek etkidedir. Foto
dongii igindeki zaman parametreleri mikro saniyeler ile saniyeler arasinda
degismektedir (Adamov et al. 2008).
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BR’nin yapisal modeli Henderson ve ekibi tarafindan yiiksek ¢oziiniirliklii
kryomikroskop kullanilarak gikarilarak, o sarmallarmin retinal kromoforu gevreledigi
bir yap1 gozlemlenmistir (Sekil 2.7.). Retina, stoplazmik yiizeyi, hiicrenin digindan
kanal seklindeki yapisiyla ayirmaktadir. Retina ile Lys216’y1 baglayan Schiff bazi, bu

kanalin merkezi konumunda bulunmaktadir (Pandey 2006).

a Ground state b Lintermediate
all-trans retinal protonated 13-cis retinal protonated

Membrane

S
G -
d N intermediate ¢ Late M intermediate
13-cis retinal protonated 13-cis retinal neutral

Sekil 2.7. Bakteriyorodopsinin A,B,C,D,E,F,G seklinde kodlanan yedi alfa sarmali, retinal
kromofor ve proton pompalanirken Bakteriyorodopsinin molekiiler mekanizmasi (Cakici 2004).



18

Diger bir ifadeyle; Schiff bazi, proton taginiminin gergeklestirildigi kanalin ortasinda
bulunmaktadir. Vektorel proton transferinin gergeklesmesi i¢in Schiff bazinin
protonlanip bosalma durumu, farkli hallerde olusmak zorundadir. Bodylece Schiff
bazinin Asp85 ve Asp96 ‘ya ulasilabilir hali katalitik dongli boyunca degismektedir
(Sekil 2.7). Ayrica Schiff bazinin, ¢evresindeki aminoasitlerle hizli elektrostatik
etkilesimi ve kutuplanmasi hiicrenin biyolojik fonksiyonlarini yerine getirmesi igin

gereken absorbsiyon maksimumunu degistirmektedir (Pandey 2006).

Bakteriyorodopsinin genel 6zellikleri asagidaki gibi siralanmistir;

1. BR, 26.784 Da molekiiler agirliga sahiptir.

2. BR’nin izoelektrik noktasi (Molekiiliin pozitif ve negatif yiikiiniin sifir oldugu,
elektrik alaninda molekiiliin hareket etmedigi pH derecesi) pH 4-5 civarindadir.

3. BR, kafes formunda olup, 20° disa doniik retinilidin kalintis1 lys216’ya ekli
durumdadir. o sarmallari, yalnizca lipit bilayerlarin disindaki proteazlara ulasabilen ve

enzimleri azaltip modifiye edebilen baglar tarafindan baglidir.

2.4.3. Bakteriyorodopsi’nin fotodongiisii

Onceki galismalarin gosterdigi lizere fotodongii spektral agidan farkli fazlardan olusur
(K,L,M,N,0). J durumundan gelisen K durumunun baslamasindan itibaren, reaksiyon
dongiisiiniin geri kalan1 diger transport sistemlerine benzer bir termal reaksiyon

dongiistinden ibarettir (Pandey 2006; Cakici 2004)(Sekil 2.8.).

Fotokimyasal uyarilmadan sonra BR’nin fotokromik grubunda; geri doniisebilir all-
trans ve 13-cis degisimi meydana gelir. itrojenin protona ulagimi igin yine geri

dontisebilir yap1 degisimi gerceklesir (Hampp 2000).

Fotodongii adimlariin kinetikleri asagidaki sekilde siralanabilir;
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Sekil 2.8. Bakteriyorodopsinin foto dongii semast (Anoymous 2014)
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e Ik reaksiyon

e K590’dan L550’ye gecis

e Ik proton yer degistirme adim1; L550’den M412’a gegis

e Hiicre disinin stoplazmaya ulasilabilir oldugu agma reaksiyonu

e Ikinci proton yer degistirme adimi; M410’dan N560’a gecis

e 13-cis retinalinin all-trans formuna, N560’dan O640’a gegis

e ikinci stoplazmanin hiicre disina ulasilabilir oldugu agma reaksiyonu; 0640’dan

e BR570’e gecis

Bu kademeli islemler icinde all-trans retinali, 13-cis retinaline fotoizomerize olur
(Pandey 2006; Cakic1 2004)

2.4.4. Bakteriyorodopsi’nin fonksiyonlari

Isik absorbe edildiginde, retinal kromofor izomerizasyona maruz kalarak, hiicrenin
stoplazmik tarafindan, dis tarafina dogru proton tasginimi olur. BR’nin kromoforik
grubu, retinilidin kalintis1 ve i¢ kabukta ortak hareket eden amino asitler icerir. Bu
aminoasitler retinilidin kalintisinin absorbe yeteneklerini etkileyerek fotokimyasal
kanallar1 kontrol eder. Bu aminoasitlerin i¢ grubu enzim olarak diisiiniilebilir. ATP
sentezinin en yliksek oldugu ani, 151k dalga boylarinin 550-600 nm’de oldugu an olarak
gozlemlemistir (Tortora et al 2004). Bu aymi zamanda BR’nin absorbsiyon
spekturumunu  gostermektedir. Absorbsiyon spektrumuna gore BR  yapisindaki
degisikler sayesinde, ana fonksiyonu olan proton transferi gergeklesir. Bu islem 151k

enerjisinin elektrokimyasal enerjiye doniisiimiinii saglar (Adamov et al. 2008).

2.4.5. Bakteriyorodopsi’nin kullanilma alanlari

Kesfedildigi giinden bu yana iizerinde bir¢ok teknik ¢alismalar yapilan BR; teknolojik
kullanim alanlarinin belirlenmesi ve BR’yi diger proteinlerden ve konvansiyonel

inorganik ve organik fotokromik materyallerden ayiran 6zelliklerinin kesfedilmesi ile
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onem kazanmaktadir. Ayrica, BR daha biiylik boyutlara modifiye edilerek, yeni
materyal smifina temel olusturabilme kapasitesine sahiptir. Bu gibi 6zellikleri onu
yalnizca fotokromik biyomolekiiller arasinda one ¢ikarmakla kalmayip, ayn1 zamanda
biyomolekiillerin, teknik alanlarda gelecekte nasil kullanilacagi hakkinda da bir strateji

olusturulmasini saglamistir (Hampp 2000).

Vektorel proton yer degisimi biyolojik hiicrelerde enerji konversiyonunu olusturur
(Baudry 2001). BR’nin diger proton pompalar ile karsilastirildiginda basit yapisi, onu
ideal bir model haline getirmektedir. BR’nin 6zellikleri sayesinde; gilines 1sigindan
elektrik iiretimi, deniz suyundan tuz giderimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullanilmasi
ve ultrahizda 151k saptanmasi gibi alanlarda da kullamlma potansiyeli vardir (Ozcan
2004).

BR veya rodopsinin, insan sinir sisteminde restorasyon ve fonksiyonlari iyilestirme
amaciylada kullanilmasi i¢in yapilan teknik ¢aligmalar; ndronlart baglantilamak,
algilarin1 modifiye etmek i¢in gelistirilen araglar, ndronlar arasinda kopriiler ve koprii
anahtarlar1 olusturmak, sensor arayiizlii entegre baglanti devreleri olusturmak ve enerji
doniistiiriicii olarak kullanilmak seklinde siralanabilir. BR bazli kimyasal algilayici
araglar, BR’nin kolektif tepkisine ve mutantlarinin ¢okluguna dayanir. BR’deki tepki
farkliliklari, cok hassas ve secici bir kimyasal sensor teknolojisine zemin
hazirlamaktadir. Bunlara ek olarak; optik 1zgara, desen olusturucu, 151n sekillendiricisi,
veri depolama, dolandiricilifa dayanikli optik veri tasiyicilari, giivenlikli miirekkep,
optik anahtarlar, diisiik esikli lazerler, giines pilleri, fotovolt hiicreleri ve molekiiler

nanoelektronik devreler i¢in patentlenen BR uygulamalart bulunmaktadir (Trivedi et al.
2011).

2.4.5.a. Bakteriyorodopsin’nin kullamldigi nano araglar ve uygulamalari

BR, uygulamalarinin ¢ogunda mor membran (PM) formunda kullanilir. BR’nin mor
membran halindeki kristalin paketinden ayrilmasi onun kimyasal ve termodinamik

stabilitesini onemli Ol¢lide azaltir.
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Nano motorlar; BR’nin proton transport sistemi, molekiiler boyutta sitokrom
oksidaziyla uyumlandirilarak elektromotiv gilic olusturmakta kullanilabilmektedir
(Pandey 2006). Molekiiler seviyede fotoelektrik dontisiim eleman1 bakteriyorodopsinin
nanobiyo malzeme olarak teknik uygulamalarda kullanimi ile aydinlatma altinda, tek bir
bakteriyorodopsin katman basia 250 mV bir fotovoltaj iiretilir ve gesitli uygulamalar
icin bir gosterge ve kontrol elemani olarak da kullanilabilir (Hampp and Oesterhelt
2004).

Molekiiler transistorler; Giiniimiiz yar1 iletken sistemleri, molekiiler elektroniklerle
gelistirilerek bilgisayarlar kiiciik hesap makinelerine doniisecektir. Isik velositesinin
elektron velositesinden yiiksek oldugu an operasyon limiti 105 GHz’e kadar yiikselen,
fotonik kristallere dayali analog diot ve transsistoler olusturulabilir. Nikolai Vsevolodov
ve ekibi, Biochrom adini verdikleri mikrofilm ve goriintiileme cihazin1 biomateryaller
kullananrak geligtirmistir. Ana unsuru BR olan bir¢cok goriintiileme ve depolama
araglart gelistirilmekte olup bu konuda bir¢ok calisma yayinlanmistir. Bu yayinlarin
cogu hali hazirda BR kullanarak 3D depolama araclar1 gelistiren Robert Birge’nin
laboratuvarindan ¢ikmistir (Pandey 2006).

Molekiiler kapilar; Fotonla harekete gecen BR ‘nin rengi 1s18a gére mordan sariya
degisir. Tekrar mora donmesi islemi onun elektronik devrelerdeki on-off diigmeleri ve
bilgisayar sistemlerindeki 1-0 islemleri tiiriinde bir anahtar olarak kullanilma ihtimalinin
oldugunu gostermektedir. BR’nin 151k enerjisi elektrik enerjisine gevrilebilir. Bu konuda
birgok arastirma bulunmaktadir (Pandey 2006). BR foton ile uyarildiginda giines
enerjisini elektrik enerjisine doniistiirirken Film tabanli fotovoltaik cihazlara gerek
kalmadan alinan fotoelektrik yanitin saptanmasi i¢in elektrokimyasal hiicre temelli bir

sensor ve detektor olarak kullanilabilir (Trivedi et al 2011).

Yapay retina; Protein molekiilii lizerinde iki farkli dalga boyuna sahip lazer 15181,
BR’yi mor ve sar1 formlar1 arasinda ileri geri degistirebilmektedir. Bu davranis sekli
BR’nin yapay retinalarda protein bazli optik bilgisayarlarda hafiza veya islem {initeleri

olarak kullanilmasi acisindan c¢aligmalar olusturulmasinin saglamistir. Uygun sartlarda
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BR kullanilarak gelistirilen bu yapay retinalar, memelilerde bulunan retinalar1 taklit
edebilmektedir. BR’nin kullanimi; hizli refleksler sunan fotoelektriksel sinyal
olusturulmasina ve yiiksek quantum verimliligine oryante edilmistir. Ayrica BR’nin
tepkileri yar1 iletken devrelerle eslestirilebilmektedir. BR’nin kimyasal ve genetik
meteotlarla degistirilebilmesi olusturulan sistemin tasariminda esneklik olmasini da
saglamakatadir. SnO; jel iceren model sensor ile bilgisayar destekli goriintii
sistemlerinden ¢ok daha hizl, yaklasik 100us’de goriintii islemi gergeklestirilmistir.
Ayrica bu islemler ekstra devrelere ve disaridan giic kaynagima ihtiya¢c duyulmadan
gerceklestirilmistir. Chilin jelinin elektrolt olarak kullanilamasi ise BR’yi biyolojik
clirimeden de koruyarak sensor Ozelliklerini yillar boyunca tasimasina olanak

saglamistir (Pandey 2006).

Yapay retina olarak BR’nin baska bir kullanimi, optik olarak uzaysal 1sik
modilatorleridir. Yapay retinalarla uzaysal 151tk modiilatorleri dogrudan kontrol
edilebilir, uzaysal 151tk modilatorleri ile 151k yogunlugu ayarlanabilir ve 151K
mikroskoplarinda ve holografik gdriintli teknolojisinin bir parcasi olarak kullanilabilir

(Hampp and Oesterhelt 2004).

Genel olarak BR’nin enerji aktarimi ozelligi ile; reaktorlerde ATP iiretimi, deniz
suyunun arindirilmasi, glin 15181 elektrik enerjisine ¢evirme uygulamalarinda,
fotokromik 6zelligi ile veri depolama, 2D ve 3D boyutlu depolama, holografik
depolama, c¢agrisimsal hafiza, wuzaysal 151k modiilatorleri, desen tanima
uygulamalarinda, fotokimyasal, fotoelektrik temelli teknik uygulamalarda, uzaysal 1s1k
modiilatorleri, yapay retina, oOptik sinir agi bilgisayar1 ve 3 boyutlu optik bellek,
holografik optik bilgi kayitlari, renkleri tanimaya yonelik BR temelli renk
biosensorlerinde, fotokromik malzeme olarak (6rnegin, optik anahtarlar) tiim-optik
cihazlar, optik bilgisayarlar gibi sistemlerde, bioelement olarak bir goriintii sensorii, ya
da bir biyobilgisayar uygulamalarinda, BR temelli elektronik miirekkep iiretiminde

olmak tizere birgok nanoteknolojik uygulamalari bulunmaktadir (Hampp 2000).
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2.5. BR Ureten Halofilik Arkeler

Yasamin, mikrobiyal boyutta fiziksel ve kimyasal sinirlarinin daha genis oldugu yapilan
arastirmalar sonucunda gozlemlenmistir. Bazi organizmalar yiiksek sicaklik, yiiksek tuz,
yiiksek basing, diisiik sicaklik, asidik ve alkali pH gibi ekstrem satlarda yasamini
siirdlirebilmektedir. Bu canlilara ekstremofil ismi verilmistir. Ekstremofiller arasinda
yiiksek tuz doygunlugunda yasayan mikroorganizmalar ise halofillerdir (Rainey, Oren
2006).

Hiicrelerin molekiiler boyutta incelenmeye baslanmasi ile birlikte, hiicresel yasamin
gelisimi; arkeler, bakteriler, 0karyotlar olarak {i¢ sinif altinda tanimlanmistir. Boylece
ekstrem sartlarda yasayan halofilik arkelerin, prokaryotik olmalarina ragmen bakteri
smifina girmedigi belirlenmistir. Archaea domaini altinda Euryarchaeata filumumunda
Halobacteriales ordosuna ait ekstrem tuz yogunlugunda yasayan halofiller, ayni
zamanda tuz goélleri, ve tuzlalarin pembe goriintiisiinede sebep olan canlilardir.
Yagsamlarini siirdiirmek i¢in minimum 1,5 M NaCl gereken bu canlilar; iiggen, ¢ubuk,
kare gibi sekillerde dogada bulunur. Katalaz ve oksidaz islemlerini gerceklestiren,

kemoorganotrofik karakterde olan canlilardir (Y1ldiz 2008).

Arkaik Cin eserlerinde denizden tuz {retimi i¢in olusturulan tuzlalarda suyun
kizardigina dair bilgiler yer almaktadir. Bu giiniimiizde bu kizarikliga neden oldugunu

bildigimiz halofilik arkelere ait bilinen ilk bilgidir (Cakic1 2004).

Tuz konsantrasyonu, tuzlarin iyonik ozellikleri, halofilik arkelerin yasam alanlarim
belirleyen ana etmenlerdir. Diinya lizerinde halofilik arkeler; tuzlalar, yiiksek tuzlu
topraklar, deniz ve tuz golleri gibi dogal ortamlarda yasamaktadirlar. Halofilik arkelerin
kitleler halinde iiredikleri en asidik ortamin Israil’deki Olii Deniz oldugu ve pH’1
yaklasik 6.0 civarinda oldugu belirtilmistir. Magadi golii (Kenya), Wadi Naturn golii
(Maisir) gibi hiper tuzlu, yiiksek pH degerlerine sahip diinyanin 6nemli tuzlu golleri asir

tuzlu ortamlara ornektir (Bayramoglu ve Civi 2012).
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Bu habitatlarda yasayabilen canli ¢esidi ¢ok az oldugundan, ortamdaki besin kaynagi,
halobacterium iiremesi ve oksidatif sartlarda yasam siirmesini saglar. Besin kaynagi ve
oksijen zamanla tiikendiginde, geriye kalan ana enerji kaynagi yalnizca giinestir.
Normal yasamlarimi kemotrofik olarak siirdiiren Halobakterilerin bu duruma
adaptasyonu, gelismis fototrofik kapasitesi sayesinde gergeklesir. 4 retinal pigment
(Sekil 2.9.) igeren protein sayesinde fototrofik yasam dongiisii olusturulur. Bunlar;
bakteriyorodopsin (isikla ¢alisan dis proton pompasi), halorodopsin (isikla ¢alisan i¢
CI- pompasi) ve 2 adet sensor rodopsin (1s1ga duyarh fototaksis olayimna katilirlar) (Dai
et al. 2009). Mor pigmentli BR, Halobacterium salinarum ve Halorubrum

sodomonse ‘de hiicre membran yapisinda bulunur (Cakici 2004).

Bacteriorhodopsin - Halorhodopsin Sensory thodopsin | Sensory thodopsin |l
(phoborhodopsin)

l))ll 5

M
J‘
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|
; ‘1 .1
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Sekil 2.9. Halofilik arkelerin hiicre membraninda bulunan 4 retinal pigment
*1) Bakteriyorordopsin 2) Halorodopsin 3) Sensor rodopsinler (I — 11)(Anonymous 2014)

H. salinarum normal sartlarda obligat aerobik bir canli olmasma ragmen, oksijen
azaldiginda ya da bittiginde, 151k altindayken; membran yapisinda bulunan BR
sayesinde, 151k enerjisinden faydalanarak, metabolik faaliyetleri i¢in gerekli olan
kimyasal enerjiyi (ATP) tretir. Ayrica bulundugu ortamda kirmizimsi-pembemsi renk
olusmasini saglar (Sekil 2.10). Dogada tuz konsantrasyonunun yiiksek oldugu

ekolojilerde osmotik denge oldukca farkli 6zellikler tasimaktadir. Deniz suyu yaklasik
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%3 oraninda NaCl ve diger mineral ve elemntleri igerir. Denizde bulunan
mikroorganizmalar ihtiya¢ duyduklar1 deniz suyu &zelliklerinin yaninda 6zel sodyum
iyonlaria da gereksinim duyarlar. Halofillerin gelisimi i¢in de, belli bir miktar NaCl’ye
ihtiya¢ vardir. Ancak halofillerin tiirlerine gore bu miktar farkliliklar gostermektedir.
Ornegi %1-6 zayif, %7-15 orta diizeyde NaCl gereksinimi duyan sirastyla zayif halofil
ve 1limli halofil olarak adlandirilir. Ekstrem halofiller ise; %15-30 NaCl gereksinimi
duyar (Madigan and Martinko 2005).

Diistik su aktivitelerinde yasayan mikroorganizmalarin ¢evresinden su saglayabilmeleri
icin ihtiyaclari olan sey hiicre i¢i ¢oziinen konsantrasyonu artmasidir. Hiicre i¢i ¢dziinen
konsantrasyonun artmasinin iki yolu vardir inorganik iyonlarin ¢evreden hiicre igine
pompalanmasi ya da organik ¢oziinen sentezi veya bunlarin konsantre edilmesidir. Bu

mekanizmalardan herhangi birini kullanan pek ¢ok organizma vardir.

2.5.1. Ekstrem halofillerin bulunduklari ortamlar

Ekstrem halofil terimi bu organizmalarin yasamalart i¢in ¢ok yiiksek miktarda tuza
ithtiya¢ duyduklarmi belirtmek i¢in kullanilmaktadir. Hatta bazen bu organizmalar
diygunluga yakin miktarda tuza ihtiya¢ duyabilirler. Ekstrem halofillerin iireyebilmeleri
icin en diisik tuz doygunlugu 1.5 M NaCl’dir bu rakam yaklasik %9’a tekabiil
etmektedir (deniz tuz yogunlugu %3). Optimum itireme 2-4 M NaCl doygunlugunda
gerceklesir. Ekstrem halofillerin tamamina yakint NaCl’in doygunluk simir1 olan 5,5
M’de iireyebilmektedir. Diinya iizerinde asir1 tuzlu Habitatlar oldukca yaygindir. Buna
ragmen ekstrem asir1 tuzlu ortamlara az raslanmaktadir. Bu tiir ortamlar diinyada
genelde sicak ve kuru bolgelerde bulunur. Tuz gdllerin iyonik kompozisyonu goliin
bulundugu konumun genel iklimsel sartlarina topografyasina ve jeolojisine bagli bir
seklilde degisir. Ornegin; deniz suyunun yogun yogunlasmus hali olan Utah’da (ABD)
bulunan Biiylik Tuz Goli’ndeki (Great Salt Lake) iyon konsantrasyonu cok yiiksek
olmakla birlikte, oransal olarak deniz suyu ile benzer miktardadir. Bu goélde; baskin
anyon; klor, baskin katyon, sodyum buna ek olarak hafif alkali pH’da bile 6nemli

miktarda siilfat bulunmaktadir. Ancak bunun yaninda baska bir asir1 tuzlu ortam olan
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0lu deniz ise ¢ok diisiik miktarda sodyum ve yiiksek miktarda magnezyum icermektedir

(Madigan and Martinko 2005; Yildiz 2008).

Bazi halofilik mikroorganizmalar sadece spesifik g¢evrelerde yasarken bazilari farkli
ekolojilere yaygin bir sekilde gelisim gdstermektedir. Bununla birlikte tuz golleri ¢cok
zor sartlara sahip olarak goriinmesine ragmen iiretken ekosistemlere sahiplerdir (yliksek
miktardaki CO, fiksayonu, ototrofi). Bu ekosistemlerde yasayabilen tek
mikroorganizmalar arkeler degillerdir. Ayn1 zamanda bazi1 alg ¢esitleri ve bakterilerde

bu sistemlerde yasayabilmektedir.

Sekil 2.10. Konya Sereflikoghisar yakinlarinda ¢alisma i¢in numune alirken gekilen
pembemsi tuz golii fotograf
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2.5.4. Mikroorganizma sistematiginde kullanmilan molekiiler yontemler

Halofilik prokaryotlar, yaklasik %10’luk NaCl yogunlugundan doygunluga kadar, hatta
bazilar1 tuz kristalleri lizerinde olmak lizere yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasarlar.
Bu nedenle bu organizmalarin kiiltivasyon ya da molekiiler markerlar kullanilarak tespit
edilmesi i¢in, standart tekniklere ek iyilestirmeler yapilmasi gerekmektedir. Bir¢cok
mikroorganizmanin kiiltivasyona dayanikli olmasi, mikrobiyal topluluklarin molekiiler
karakterizasyonunda ve bu mikroplarin dinamikleri ve kompleksitelerinin tahmin
edilmesinde 6nemli bir etkendir. Molekiiler tekniklerdeki; PCR ve RNA hibridizasyonu
gibi son gelismeler kiiltiire edilmemis taksalarin tanimlamasinda ve bu canlilarin
anahtar fonksiyonel gen tanimlamalarinin yapilmasini saglamistir. Bu metotlar, sekans
polimorfizmine ya da biitiin canlilarda farkli olan genomlara ve spesifik genlerin
bulundugu degisken boliimlerin amplifikasyonuna dayanir. Mikrobiyal topluluklarin
incelendigi siire¢ icerisinde, fakli uzunluklarda PCR amplikonlarinin iretilmesi
saglanmistir ve bu amplikonlar bazi teknikler ile ayirt edilir. Genelde PCR reaksiyon
prosediirii, iiniversal ya da spesifik primerleri olan 16 rRNA geninin farkh
porsiyonlarinin amplifikasyonundan olusur. PCR {iriinlerinin boyut analizi; gradyan jel
elektroforezinin denatiire edilmesi (DGGE) fragman uzunlugunun terminal kisitlanmasi
(T-RFLP) ve uzunluk heterojenligi (LH) gibi birkag yontem ile yapilir. Tuzlalarda
yasayan halofillerin ilk molekiiler tanimi Benlloch et al. (1995) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bir diger calismada; enzimlerin kisitlanmasi yontemi ile DNA
kesimi yapilarak elde edilen sonug elektroforez ile poliakrilamid jeller iizerinde

ayristirilmistir (Litchfield et al. 2006).

Halofilik arkelerin izolasyonu ve laboratuvar kiiltivasyonu bazi1 énemli teknik zorluklar
igerir. Yiiksek tuzluluk orani ve inkiibasyon sicakliklar1 6rneklerin kristalize olmasina
ve deney icin gereken eklentilerin kullaniminin sinirlanmasina neden olur. Ortamin
kurulugu minimum olmadig1 takdirde, tuzluluk orani inkiibasyon periyodunu uzun
stirecek sekilde degisecektir. Bu durum kendi optimum tuz konsatrasyonunda dahi
yavas gelisen bu organizmalarin bu organizmalarin gelismesini iyice yavaslatmaktadir.

Yine de Haloarkelerin biiyiik bir kism1 hiper tuzlu sularda izole edilmistir. Bunlar i¢cinde
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Halobacteriae familyasinin 18 iiyesinin neredeyse hepsi yer almaktadir. Bakteri
domaininin halofilik tiyeleri de bu ekolojilerin prokaryotik toplulugunun %?25’e kadar
olan kismini olusturmaktadirlar. Bu canlilara drnek olarak kamgili yesil alg Dunaliella

ornek verilebilir (Burns and Dyall 2006).

Bakterilerin tanilamasinda ve filogenetik akrabaliklarin ortaya konulmasinda,
bakterilerin fenotipik 6zelliklerini gosteren klasik yontemler, yaygin kullanimlarina
ragmen tek Dbaslarma yeterli degillerdir. Bu acidan, niikleik asitleri ve
mikroorganizmalar1 igeriksel agidan arastiran molekiiler yontemlerin kullanilmasi
tanilamanin kesin dogrulugu acisindan 6nem teskil etmektedir. Gelisen teknoloji ile
beraber, yeni molekiiler mikrobiyal tani tekniklerinin gelistirilmesi hizlanmistir.
Molekiiler yontemler ile, karbohidratlari, lipitleri, proteinleri ve DNA-RNA niikleik asit
materyalleri aragtirilmaktadir. Mikroorganizmalarin daha spesifik ve sistematik sekilde
tanilarin1 yapmak bu yoOntemler sayesinde miimkiin olmaktadir. Ayrica, glivenilir
sonuglar alinmasi, pratikligi, kisa zamanda ve tani1 verimliliginden dolay1 yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir (Orhan 2013)

2.5.4.a. Mikroorganizma sisitematiginde genotipik materyallerin kullanimi

Mikroorganizma sistematiginde molekiiler yontemler DNA ve RNA gibi niikleik asitleri
kullanarak, arastirmalar yapilmaktadir. Diger hiicre i¢i molekiillerin veya hiicre disina
salgilanan materyallerin kullanimindan farkli olarak niikleik asitler hiicrenin
gelisiminden daha diisiik etkilenme ihtimaline sahiptir. Bu nedenle DNA ve RNA
molekiilleri, sistematik  olusturulmasinda daha net sonuglar  vermektedir.

Mikroorganizma sistematiginde kullanilan yontemler asagidaki gibidir (Orhan 2013).

2.5.4.b. DNA baz iceriginin belirlenmesi

Adenin, timin, guanin ve sitozin gibi DNA niikleotidlerinin diziliminin belirlenmesi
sistematik ¢alismalarda kullanilmaktadir. DNA yapisi i¢inde adenin bazinin, timin bazi

ile guanin bazinin, sitozin baz ile esli ¢ift zincirli yapisindan dolayr A/T ve G/C esleri
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her zaman 1 rakamma denk olarak kabul edilir. Fakat G+C/A+T oram
mikroorganizmalarda farklilik gostermektedir. Lee et al. tarafindan (1956) sistematikte
kullanilan ilk molekiiler tabanl teknik G+C yontemine dayalidir. Bu yontem; fenotipik
Ozellikleri ayn1 goziiken mikroorganizmalarin dahi genotipik farklarini ortaya
cikarmaktadir. G+C igerigi prokaryotik mikroorganizmalar arasinda %20-80 arasinda
degismektedir. Bu deger baz alinarak, iki mikroorganizma arasinda bu degerlerde
goriilen farkliliklar bu organizmalarin filogenetik olarak farkli olduklarini

gostermektedir (Orhan 2013).

2.4.5.c. 16s rDNA dizisinin belirlenmesi

Ribozomal RNA bilgisini tasiyan rDNA geni, son yillarda mikroorganizmalarin
siiflandirilmasinda biyomarker olarak kullanilmaktadir. Arastirmacilar tarafindan
rDNA dizisinin sik tercih edilmesinde; Ribozomal RNA’larin tiim canlilarin protein
sentezinde 6nemli rol oynamasi, bu genetik yapilarin tiim canlilarda primer ve sekonder
kopyalarinin fonksiyonel olarak korunmus olmasi ve PCR, sekans uygulamalar ile
belirlenebiliyor olmasi gibi avantajlart rol oynamaktadir. 16s evrensel primerleri
kullanilarak mikroorganizmalar arasindaki filogenetik akrabalik dercesini belirlemek
amaciyla 16s rDNA gen bolgesi, PCR cihazinda cogaltilip, gen bankasindaki diger
siralarla karsilagtirilarak analizlari yapilmaktadir. Bu gen yaklasik 1500 niikleotidden
olugsmaktadir ve her mikroorganizmanimn belirli bir gen dizisi bulinmaktadir (Orhan
2013).

245.d. Ekstra kromozomal elementlerin mikroorganizma sistematiginde

kullanilmasi

Halkasal yapidaki genetik yapitaglart plazmit olarak adlandirilmaktadir. Ekstra
kromozomal elementler olan bu plazmitler mikroorganizmalarin karsilastig1 radyasyon,
kuraklik, antibiyotik gibi olumsuz sartlarda bu organizmalara avantaj saglayan bazi
ozellikler saglamaktadir. Ayn1 zamanda bu elementler transformasyon, transdiiksiyon,

konjugasyon gibi dogal siire¢lerde mikroorganizmaya aktarilabilirler. Bu nedenden
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otliiri mikroorganizma sistematiginde ekstra kromozomal elementlerin tek basina
kullanilmast saglikli sonuglar vermeyebilir. Ancak diger test sistemleri ile kullanilmasi

daha dogru sonuglarin alinmasini saglayabilir (Orhan 2013).

2.4.5.e. DNA hibridizasyonu

Niikleik asitlerin hibridize edilmesi ile mikroorganizmalar arasindaki filogenetik iliski
giin yliziine ¢ikarilabilmektedir. Bilinmeyen bir mikroorganizmanin gergeklestirilen tiim
fenotipik ve genotipik testlere ragmen tanimlamasi miimkiin degil veya elde edilen
sonuclar birbirini destekleyen bir durumda degilse bu yontem daha kesin sonuclara
ulagsmak i¢in uygulanmaktadir. Bir mikroorganizmanin DNA kompozisyonu yavas bir
sekilde 1stya maruz birakildiginda bazlar1 baglayan hidrojen molekiilleri ¢oziiniir ve
poliniikleotid iplik¢igin ayrigsmasina neden olur. Bu duruma DNA denatiirasyonu denir.
Bu islemin ters olarak gerceklestirilmesi islemine ise renatiirasyon denir. Genomlar
arasindaki DNA benzerligine dayanan bu islemin tiim asamalarinda 6-18 niikleotid
uzunlugunda olan ve spesifik DNA baz g¢iftlerine baglanan isaretli problar kullanilarak
son asamada bu isaretlerin baglandig1 hibridizasyon bélgeleri saptamr. ki
mikroorganizma arasindaki akrabalik orant DNA+DNA hibridizasyon oraniyla dogru
orantilidir (Orhan 2013).

2.4.5.f. Mikroorganizma sistematiginde genomik DNA parmak izi analizlarinin

kullanilmasi

Genomik DNA parmak izi analizleri genom ¢alisma materyallerinin hepsi kullanilarak
yapilir. Bu yontem sayesinde referans alinan mikroorganizma {izerinde c¢alisilan
mikroorganizmayla parmak izi eslesmesi saglanmasi halinde mikroorganizmanin tiirii
ve tiir i¢indeki genotipik ¢esitliligi ortaya konulmaktadir. Genomik DNA parmak izi
analizi; DNA nin restriksiyon enzimleri ile kesilip, PCR yontemi kullanilarak genom

igindeki tekrarli dizilerin gogaltilmasi ile gergeklestirilmektedir (Orhan 2013).
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Genomik DNA’nin restriksiyon analizi ile parmak iziznin c¢ikartilmasi;
mikroorgaizmanin biinyesinde bulunan biitiin genetik molekiiller restriksiyon enzimleri
ile kesilir. Restriksiyon enzimleri DNA’nin 6zel paliandromik siralarini tantyarak kesen
enzimlerdir. Ayn1 zamanda bu isleme diisiik siklikli restriksiyon fragman analizi de
denilmektedir. Mikroorganizma gruplarinin farkli restriksiyon fragmanlarindan olusan
parmak izleri bu islem sayesimnde gdzlemlenir. Ortaya ¢ikan restriksiiyon fragmanlari
agoroz jel elektroforezinde biiyilik boyutlarindan dolay1 ayrilamadigndan, pulse fields jel
elektroforezinde (PFGE) ayristirilirlar. Olusan restriksiyon fragmanlar1 sayisal analiz
yontemleri ile karsilastirilarak tiir igindeki benzerlik gruplari ortaya ¢ikarilir. Bu yontem

southern blot hibridizasyonu ile de etkin bir seklde kullanilabilir (Orhan 2013).

PCR yontemi kullanilarak DNA parmak izinin ¢ikarilmasi; Mikroorganizmalarin
genomlarindaki korunmus bdolgelerin gogaltilmasi sayesinde olusturulan parmak izleri
mikroorganizma karisimlarinda bulunan bireylerin genetik cesitliligi hakkinda gereken
bilgi saglanmaktadir. Bu yontem sayesinde, se¢ilmis primerler ve reaksiyon sartlari
mikroorganizmalarin alt tlir seviyesine kadar ayriminin yapilmasimi saglamaktadir

(Orhan 2013).

2.6. Nanoteknolojik Goriintiileme ve Karakterizasyon Teknikleri

Hiicreye bagli molekiilleri goriintiillemek icin ¢esitli teknikler kullanilir.

2.6.1. Optik mikroskop teknikleri

Optik mikroskoplar genelde mikron seviyesindeki materyalleri belirli ¢6ziiniirliikte
goriintiilemek icin kullanilir. Tleri diizeyde goriintiileme 151k dalga boyundaki limit ve
sapmalardan dolay1 gergeklestirilememektedir. Bundan dolayi, Taramali elektron
mikroskobu (SEM), Taramali tiinelleme mikroskobu (STM), Transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) sub-mikron boyutlarda

molekiillerin goriintiilenmesi i¢in gelistirilmistir. Bu tekniklerin c¢alisma prensipleri
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birbirinden farkli olmasima ragmen molekiiler seviyede iyilestirilmis yilizey goriintiisii

yalnizca bu cihazlar sayesinde alinabilmektedir (Joshi et al. 2008).

2.6.2. TEM goriintiileme teknigi

Elektron 1sinlarinin ultra ince numune iginden interaktif sekilde iletilerek goriinti
alinmaktadir. Ornek boyunca génderilen elektronlar sayesinde olusan goriintii objektif
lens tarafindan iyilestirilip odaklanarak, goriintii ekrana aktarilmaktadir (Joshi et al.
2008).

2.6.3. SEM goriintiileme teknigi

Omek yiizeyini yiiksek enerji esikli elektronlar ile tarayan elektron mikroskobudur.
Standart mikroskoplar goriintiileme islemi i¢in 151k dalgalarimi kullanirken, SEM
elektron dalgalarin1  goriinti olusturmak i¢in kullanir. Polimer, nanokompozit,
nanofiber, nanokaplama, nanopartikiil gibi materyallerin yiizey yapis1 SEM ile yliksek
¢ozintrlikte goriintiilenebilmektedir (Joshi et al. 2008).

2.6.4. AFM ile goriintiileme 6zellikleri

Hiicre icindeki yapisal dinamikleri goriintiilemek igin gereken; daha iceriden ve hizli
aktif tekniklerdir. Bu noktada AFM teknigi daha biitlinlesik bir sisteme sahiptir.
Smiflandirilmis organik Ornekleri nano alti degerlerde goriintiilleme imkanlarina
sahiptir. Son gelismeler AFM’nin canlilarin molekiiler ve hiicresel yapilarini arastirmak
icin yeni firsatlar sundugunu gdstermektedir. Yasayan hiicrelerin mimari yapilarin
gosterebilmek, onlarm in vivo’da molekiiler organizasyonlarini goriintiileyebilmek igin
AFM vyeni bir bakis agisina sahiptir. Mesela; S-layerlar, peptidoglikan yapilar ve bazi
sporlar AFM tarafindan direkt olarak goriintiilenebilmektedir. AFM’de yiiksek
coziinlirliiklii goriintiileri kaydetmek bir¢ok biyolojik islemin siiresinden daha fazla
zaman isteyen bir islemdir. Ancak yasayan hiicrelerdeki molekiiler yapilarin

goriintiilenmesi, AFM ile heniiz basarilamamistir. Yiiksek hizli AFM(HS-AFM)
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biyomolekiillerin yapisin1 goriintiilemek i¢in gelistirilmistir. HS-AFM’deki gelisimler
proteinlerin in vitro sekilde goriintiilenmesinde onemli rol oynamaktadir. Bakteriyel
hiicrelerden elde edilen membran proteinlerinin O6zellikleri, yiiksek ¢oziniirliikte

goriintiilebilmistir (Shibata 2010; Yamashita et al. 2012)

2.7. Sulu iki Fazh Sistem (ATPS)

Faz; Bir sistemin diger kisimlarindan sinirlarla ayrilmis olan, fiziksel olarak belirgin bir
boliimiidiir. Ornegin, su ve su* buharindan olusan bir sistemde, su ve buhar birer faz
olusturur. Cok fazl1 sistem: Birden fazla faz igeren sistemlere denir. Icerdigi faz sayisina
gore adlandirilir. Ornegin 2 faz igeren sistem, "2 fazli sistem", 3 faz iceren sistem ise "3
fazli sistem" adin1 alir (Goniil 2000). Hidrofilik polimerlerin ¢ogu, su bazli ¢ozeltilerle
uyumlu olmadiklarindan bir arada bulunan iki ¢6zelti arasinda bir sinir olustururlar

(Hatti and Kaul 2000).

Biyomolekiil iiretiminde saflastirma iglemi onemli bir yer teskil etmektedir. Bu
nedenden otiirli; filtrasyon, santrifiij, kurutma gibi ¢esitli teknikler bulunmaktadir. BR
saflastirilirken  kullanilan ATPS’nin  diisiik maliyet, yiiksek verim, enzimatik
aktivitelerin korunmasi gibi pek ¢ok avantaj barindirmasi, sistemin pek ¢ok c¢aligmada

kullanilmasini saglamaktadir (Shiu et al. 2014)

Sulu iki faz sistemlerin ii¢ temel uygulamasi vardir; Biyomolekiiliin bulundugu ortamin
konsantrasyonu, saflastirma ve biyo-donisiim. Sulu iki faz sistemler; iki polimerin
birbiriyle ya da bir polimerin tuz ile belirli oranlarda hazirlanmis c¢ozeltilerinin
karistirilmas1 sonucu elde edilmektedir. Bu sistemlerde her faz bir bilesenin zengin
konsantrasyonunu igerir. Bu faz sistemlerinde en 6nemli 6zellik; fazlar arasinda %85-99
arasinda degisen oranlarda su igermesi ve farkli biyomolekiillerin yapilarinda bir
degisiklik olusturulmadan saflastirilmasina olanak saglamasidir (Dilan ve Giindiiz
2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada bakteriyorodopsin iiretebilen arke izolatim elde etmek igin; Tiirkiye’nin I¢
Anadolu bolgesinde, Tuz golii, Sereflikochisar mevkiinde yiizey gériinimil ve rengi
degerlendirilerek 5 ayr1 noktadan 5, 10, 30 cm derinliklerinden sivi ve yiizeyden kati
olmak tizere ayri ayri numuneler; 39° 4'23.15"N, 33°24'11.15"E ile 39° 2'34.85"N,
33°25'14.67"E arasinda cesitli koordinatlardan alinmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2). Alinan
ornekler, steril kaplara konularak laboratuvar ortamina getirilmistir. Atlas (2010)
tarafindan hazirlanan Handbook of Microbiological Media kitabindaki besiyeri formiilii
modifiye edilerek, alinan orneklerden H.salinarum izolasyonu ve gelisimi igin
kullanilmigtir. Calisma igin gereken kimyasallar; Merck, Sigma, Sigma-Aldrich,
Aldrich, Metabion International AG, Oxoid, Fluka firmalarindan tedarik edilmistir.

Molekiiler ¢aligmalarda 6zgiin primer ve enzimler kullanilmistir.

Sekil 3.1. Tuz goliinden farkli koordinatlardan numune alinirken g¢ekilen fotograflar
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Sekil 3.2. Tuz goliinden numune alinan noktalarin yiizey goriiniimii ve rengi
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3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

1. Otomatik pipetler (Eppendorf, GERMANY)

2. UV-Visible Spektrofotometre (PG Instrument, T80 UV/VIS Spektrofotometre,
USA)

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Magnetik Karistiric1 (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
10. Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

11. Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

12. Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

13. Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

14. Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

15. Santrifiij (Hettich EBA 21, GERMANY)

16. Mikrodalga Firin (Beko MD1505, TURKIYE)

17. Dikey Tiip Karistiric1 (GFL 3025, GERMANY)

18. Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIDI, Inc., Newark, GERMANY)

19. PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

20. Elektroforez Tanki (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

21. Elektroforez Akim Saglayict (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

22. Jel Goriintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)
23. Ultra Santrifiij (Beckman- Coulter ProteomeLab™ XL-A/XL-1, U.S.A.)

© © N o 0 bk~ o

24. AFM (Atomik Force Microscopy) (NanoMagnetics Instruments Ltd.)



38

3.1.2. Calismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanis

zotonik (1000 mL): 250 g NaCl, 20 g MgSO,4-7H0, 2 g KCI, 1000 ml saf su i¢inde
¢Oziiliip, pH 7.2’ye ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

Besiyeri(katr) (1000 mL): 250 g NaCl, 20 g MgSQO,4-7H,0, 3 g Na3CgHs07, 2 g KCl,
10 g bakteriyolojik pepton, 1 g maya ekstrakti, 20 g agar 1000 ml saf su iginde ¢oziiliip,
pH 7.2’ye ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir (Cakic1 2004).

Besiyeri(s1vi) (1000 mL): 250 g NaCl, 20g MgS0O4-7H,0, 3 g Na;CsHsO07, 2 g KCl, 10
g bakteriyolojik pepton, 1 g maya ekstrakti 1000 mL saf su i¢inde ¢oziiliip, pH 7.2°ye
ayarlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir (Cakici 2004).

Potasyum Fosfat c¢ozeltisi (100 mL %24): 220 g monobazik KH,PO,, 20 g K;HPO,,
pH 8’¢ ayarlanarak 1000 mL saf su i¢inde ¢oziilmiistiir (Shui et al. 2014).

PEG (Polietilen glikol) ¢ozeltisi (100 mL 9024): %40’lik polietilen glikol
soliisyonundan 120 mL alinarak {izeri deiyonize su ile 200 mL‘ye tamamlanmistir (Shui
et al. 2014).

CHAPS 3-[(cholamidopropyl) (dimethylammonio) propane sulfonate] cozeltisi
(41,4 pL, 20 mM): 0,0123 g CHAPS Hidrat 1 mL steril saf su iginde ¢oziilmistiir (Shui
et al. 2014).

STE (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 50 mM EDTA, pH: 8) c¢ozeltisi: 1,21 g Tris, 1,759
NaCl ve 3,72 g EDTA saf su igerisinde ¢oziiliip, 1 N HCI ile pH 8’e ayarlanip, toplam

hacim 200 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilmistir (Bozoglu 2014).
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TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf
su igerisinde ¢oziliip, pH 8’e ayarlanarak, son hacim 250 ml’ye tamamlanip otoklavda

steril edilmistir (Bozoglu 2014).

5 M NaCl ¢ozeltisi: 29,22 g NaCl, 100 mL saf su igerisinde ¢6ziilerek, otoklavda steril
edilmistir (Bozoglu 2014).1X TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) ¢ozeltisi: 0,24 g
Tris ve 0,074 g EDTA saf su igerisinde ¢oziliip, pH’s1 8’e ayarlanarak, son hacim 200
ml’ye tamamlanip otoklavda steril edilmistir (Bozoglu 2014).

%10 SDS (sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi: 10 g SDS nin 100 mL saf su igerisinde
¢oziinmesiyle hazirlanarak, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir (Bozoglu
2014).

Dimetil siilfoksit (DMSO): %100’liik DMSO 2ml’lik eppendorf tiiplere aktarilarak,
kullanilincaya kadar oda sicakliginda muhafaza edilmistir (Bozoglu 2014).

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢ozeltisi: 80 mL
saf su icerisinde dnce 4,09 g NaCl ¢oziildii. NaCl tamamen ¢6ziindiikten sonra karigima
10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglanip, toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda muhafaza edilmistir
(Bozoglu 2014).

Fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢ozeltisi: 25 mL fenol, 24 mL kloroform ve

1 mL izoamilalkol karistiritlip hazirlanarak -20°C’de muhafaza edilmistir (Bozoglu

2014).

Kloroform: izoamilalkol (24:1) cozeltisi: 24 mL kloroform ve 1 mL izoamilalkol

karistirtlip hazirlanarak, -20°C’de muhafaza edilmistir (Bozoglu 2014).

%70’lik Etil alkol: 70 mL saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 mL ye
tamamlanmistir, -20°C’de muhafaza edilmistir (Bozoglu 2014).
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Proteinaz K: 1 mL steril distile su igerisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde
hazirlanarak, -20°C’de muhafaza edilmistir (Bozoglu 2014).

5x TBE Tamponu (pH: 8): 54 g Tris, 27,5 g borik asit ve 20 mL 0,5 M EDTA 500 mL

steril distile su igerisinde ¢oziildiikten sonra karisimin pH’s1 8’e ayarlanarak, toplam

hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir (Bozoglu 2014).

0,5x TBE Tamponu: 100 mL 5X TBE’nin hacmi steril distile su ile 1 L’ye

tamamlanarak hazirlanmistir (Bozoglu 2014).

Ethidium bromide ¢ozeltisi: 100 mL distile su igerisinde, 1 g ethidium bromide (10
mg/ml) magnetik karistirict kullanilarak iyice ¢o6ziilmiis, amber sise iginde, oda

sicakliginda muhafaza edilmistir (Orhan 2013).

6x yiikleme tamponu: 100 mL i¢in, %100’liik gliserolden 40 mL alinip, 0,1 g
bromfenol blue ile karistirilmis, hacmi 1X TBE ile 100 ml’ye tamamlanarak, otoklavda
steril edildikten sonra +4°C de muhafaza edilmistir (Orhan 2013).

DNase (Deoxyribonuclease) Soliisyonu: 2000 U liyofilize DNase 1 ml distile su ile
¢ozililmiis ve -20°C’de muhafaza edilmistir (Shui et al. 2014).

1 M 100 mL’lik Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:8.8): 12.11 g Trizma tartildi, 80 mL saf suda
¢oziilmiistiir. pH’s1 8.8’e ayarlanarak son hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir (Bozoglu

2014).

%30 Akrilamid ve Bisakrilamid (%30-%0.8) cozeltisi: 30 g Akrilamid ve 0,8 g
Bisakrilamid tartilip, 128 mL dH20 igerisinde ¢oziilerek, 37°C’de karistirilmistir. 0,45
um filtre kagidi ile filtre edilerek pH’s1 7’ye ayarlanmistir (Bozoglu 2014).

Coommassie Brillant Blue G250 reaktifinin hazirlanmasi1 (Proteinlerin kantitatif
tayininde kullanilan ¢ozelti): 100 mg Coommassie Brillant Blue G250, 50 mL
%95°1ik etanolda ¢oziilerek lizerine 100 mL %89’1luk fosforik asit ilave edilmistir. Daha

sonra ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 litre’ye tamamlanmistir (Bozoglu 2014).
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Elektroforezde kullanilan Boyama c¢ozeltisi: 50 mL metanol+10 mL asetik asit pipet
vasitastyla alinarak 40 mL saf su igerisinde, 0,1 g Commassie Brillant Blue reaktifi ile

birlikte ¢oziilmiistiir. Son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir(Bozoglu 2014).

Elektroforez c¢ozeltisi: 50 mL metanol+10 mL asetik asit + 40 mL saf su, pipet

vasitastyla alinarak, kii¢iik beher igerisinde iyice karistirilmistir (Bozoglu 2014).

%10 SDS c¢ozeltisi: 10 g SDS tartilip, 50 mL saf su igerisinde 1sitilarak ¢oziilmiistiir.
Son hacim 100 ml’ye tamamlanmistir (Bozoglu 2014).

Ayirma jelin hazirlanmasi: 15 mL 1M Tris-HCl (pH: 8,8), 10,7 mL %30’luk
akrilamid, %0.8’lik bisakrilamid, 0,61 mL %0.1 SDS ve 0,4 mL %5’lik TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin), 11,9 mL suda karistirllmigtir. Bu karisimin
lizerine en son olarak 0,8 mL %]1.5’lik amonyum persiilfat (NH4) 2S208 ilave
edilmistir (Bozoglu 2014).

3.2. Yontem

3.2.1. Halofilik arke izolasyonu ve Kiiltiirii

Tuz goliinden alinan sivi numunelerden 1 ml, katt numunelerden 1 g tuz, aseptik olarak
alinip, 9 mL steril izotonik ¢6zelti ile siispanse edilmistir. Elde edilen siispansiyondan
1 ml almip, tekrar 9 ml steril izotonik c¢ozeltisine aktarilarak, 101101k seri
dilisyonlar hazirlanmistir. Seyreltisi hazirlanan numunelerden, kati ve sivi besiyeri
ortamlarina 2 paralel olacak sekilde ekim yapilmustir. Inkiibasyonlar; 37°C’de, 40 W
giin 15181 aydinlatmas1 kullanilarak, sivi besiyerleri 150 rpm’de ¢alkalanarak, inkiibe
edilmistir (Shiu et al. 2013). Inkiibasyonun yaklasik 4. giiniinden itibaren sivi

besiyerlerinde tireme, 9-15 giin sonra ise pembe-kirmizi renklenme gézlemlenmistir.



42

3.2.2. Halofilik arkenin molekiiler karakterizasyonu

3.2.2.a. Halofilik arke genomik DNA’sinin izolasyonu

Bozoglu 2014 tarafindan uygulanan izolasyon metodunun modifikasyonuyla arke DNA

izolasyonu asagida belirtildigi gibi gergeklesmistir.

1. Steril ependorflarda, 2 ml siv1 kiiltiirden sanrifiij ile elde edilen arke hiicre peleti
tizerine 1000 ul STE tamponu, ilave edilmistir.

2. Tiip, maksimum hizda vortekslenerek homojenizasyon saglanmistir.

3. Vortekslenen tiip, 10.000 rpm’de 10 dak siireyle santrifiijlendikten sonra, {ist faz
mikropipetle alinarak atilmistir ve peletin {izerine tekrar 1000 pl STE tamponu
eklenerek, 10 dak 10.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem iist faz berrak olana kadar
tekrar edilmistir.

4. Santriflij sonrasi, olusan siipernatant alinarak peletin tizerine 500 pul STE tamponu
ilave edildikten sonra mikropipetle kontrollii pipetaji saglanarak, tamponun peletle iyice
karigsmasi saglanmustir.

5. Tiip, 75°C’ye ayarl su banyosunda 30 dak siireyle inkiibe edilip, Inkiibasyonun 15.
dakikasinda tiip alinarak, 4-5 kez alt {ist edilerek tekrar inkiibasyona birakilmistir.

6. Su banyosundan ¢ikartilan tiipe 50 pl %10’Iuk SDS ve 7 ul proteinaz K eklenerek,
40°C’ye ayarli su banyosunda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir.

7. Inkiibasyon sonras1 ortamdaki tuz konsantrasyonu; 0,75-0,8 M olacak sekilde, 5M
NaCl ve 0,1 hacim %10’luk CTAB/0,7 M NaCl eklenmistir.

8. Tiip, 65°C’ye ayarl1 su banyosunda 15 dak inkiibe edilmistir.

9. Su banyosundan alinan tiipe esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol
ilave edilerek 15 dak oda sicakliginda calkalayici karistirilmistir.

10. Tip, 16.000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra olusan iist faz, yeni steril
ependorf tiiplere aktarilarak, iizerine 0,1 hacim %10 CTAB/0.7 M NaCl eklenmistir.

11. 65°C’ye ayarli su banyosunda, tiip 15 dk bekletilmistir.

12. Tiipe esit hacimde 24:1 kloroform: izoamilalkol eklenerek, tiipler 15 dk oda

sicakliginda, calkalayicida galkalanmistir.
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13. Tiip tekrar 16.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek, santrifiij sonrasi olusan {ist faz,
tekrar yeni steril bir ependorfa alinmstir.

14. Tiip lizerine 0,6 hacim izopropanol eklenmistir.

15. Tiip -20°C’de 1 gece boyunca bekletilmistir.

16. Buzdolabindan ¢ikartilan tiip 15.000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

17. Uzerine -20°C’de bekletilen %70 lik etanolden 500-600 pl eklenerek, 15 000
rpm’de 15 dk siireyle santrifiijlendikten sonra siipernatant yavas ve dikkatlice
dokiilmiistiir.

18. Peletin iizerine yeniden %70 lik etanolden 500-600 pl eklenerek, 15 000 rpm de 15
dk santrifiijenmistir. Siipernatant dikkatlice dokiilerek tiipler agz1 agik bir sekilde etil
alkoliin u¢masi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goriinlim almasi amaciyla 2-3 saat
stireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

19. Tamamen kuruduktan sonra, DNA’lar 50-70 ul TE i¢inde oda sicakliginda 30 dk
bekletilip, iyice ¢oziinmesi saglanarak tizerlerine 2-3 ul RNAse ilave edilmistir.

20. DNA’lar 4°C’ye kaldirilarak sonraki ¢alismalar i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.2.b. DNA konsantrasyonunun 6l¢iilmesi ve ¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi

260 nm’deki direkt absorbans 6l¢iimiiyle DNA miktar1 belirlenip, genetik materyalin
proteinlerden safligi, 280 nm’de okunan absorbans degeriyle tespit edilmistir. Aggo Ve
Azgo degerlerine bakilarak, Azso/Azg0=1-1,7 olan 6rnek calisma soliisyonu hazirlamak

icin kullanilmistir (Bozoglu 2014).

3.2.2.c. DNA orneginin ve DNA calisma soliisyonunun konsantrasyonu (pg/mL)

Elde edilen ¢o6zeltinin DNA Konsantrasyonu; DNA kon. (pg/ml)=AexSeyreltme
Faktorti (500)x50 (DNA i¢in sabit deger) formiilii kullanilarak belirlenmistir.

DNA g¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu ise; Istenen Konsantrasyon (100ng/pL) x
Istenen Hacim (200 pL)/Stok DNA Konsantrasyonu (pg/mL) formiiliine uygun
hazirlanmistir (Bozoglu 2014).
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3.2.2.d. Arke izolatinin 16S rRNA bélgesinin PCR ile amplifikasyonu

Test izolatindan saflastirilan Arkeal genomik DNA’nin 16S rRNA bdlgesi, evrensel
primerler (P1f ve P1r) kullanilarak in vitro kosullar altinda PCR yardimi ile
cogaltilmistir (Bozoglu 2014).

3.2.2.e. Reaksiyonun (Master mix’in) hazirlanmasi

PCR’1 yapilacak ornek i¢in 3 pul 10 x PCR tamponu (100 mM Tris—HCI, 500 mM KCl,
15 mM MgCl2, %0.01 jelatin pH: 8.3), 0.6 ul ANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP,
dGTP, dCTP, dTTP — 10mM), 4 ul P1f (5°’-ATT CCG GTT GAT CCT GCC GG - 3°), 4
ul P1r (5°-AGG AGG TGA TCC AGC CGC AG - 3°), 1.2 ul DMSO, 1.8 ul MgCl,(50
uM), 0.3 uM/mL Tag DNA polimeraz ve 12.1 pl sdH,0O ile 27 pl’lik reaksiyon karigimi
hazirlanip, karigima son olarak 3 pl template DNA (100 ng/ul) eklenerek son hacim 30
ul’ye tamamlanmistir (Baris 2009; Wen et al. 2009).

3.2.2.f. PCR programi

PCR i¢in hazirlanan 6rnek, 96°C’de 3dk denatiirasyon, bunu takiben 36 dongii olacak
sekilde 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 65°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 2
dakika uzama basamaklar1 ve son olarak 72°C’de 5 dakika uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii (termocycler) cihazina yerlestirilerek,
secilen programda hedef bolgelerin amplifikasyonu yapilmistir (Baris 2009; Wen et al.
2009).

3.2.2.9. 16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

1 gr agaroz iizerine 100 mL 0.5x TBE (%]1’lik agaroz jel) tamponu ilave edilerek
karistm mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatilmistir. 50°C’ye Kadar

sogutulan agaroz jele 0.6 g/mL olacak miktarda ethidium bromide eklenerek, igerisine



45

tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine dokiilmiistiir. 30-35 dk beklenip, jelin
donmasi1 saglanarak, donan jelden taraklar dikkatlice ¢ikarilmistir. Ardindan igerisinde
0.5x TBE tamponu bulunan elektroforez tankinin igine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk
cukura, 10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-400-500-750-1000-1400-1500-2000-
3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10 ul yiiklenmistir. Diger gukurlara ise,
her bir Ornek i¢in 2,5 pl 6x yiikleme tamponu, 10 pl PCR firiinii karistirilarak
yiiklenmistir. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak, Ornekler 1 saat
yiriitiilmistiir. Jel tizerinde bulunan ve ethidium bromide ile boyanan DNA bantlari jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenerek, bilgisayar ortamimda (DNR Biolmaging

Systems Software) analiz edilmistir (Bozoglu 2014).

3.2.2.h. 16S rRNA gen bolgesinin sekans analizi ve gen bankasindaki verilerle

karsilastirilmasi

16S rRNA PCR yontemi ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen bolgesi, Macrogen firmasina
gonderilerek  yapilmistir. Elde edilen 16S rRNA dizileri Gen Bankasinda
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi)  degerlendirilmistir.  Karsilagtirma  sonucu
aralarindaki benzerlik oranlar1 tespit edilerek, gen bankasi kabul numaralari alinmigtir

(Bozoglu 2014).

3.2.3. Bakteriyorodopsin izolasyonu

3.2.3.a. Hiicre lizatinin hazirlanisi

[zolasyon yapilirken, tiim deneyler oda sicakliginda steril sartlar altinda yapilmistir. 150
mL‘lik siv1 kiiltiir 8000 rpm, 15°C’de santrifiij edilmistir(Hettich EBA 21). Elde edilen
hiicre peleti, 68,7 uLL DNase (329,6 U, Sigma-Aldrich) iceren 5 mL deiyonize su ile
siispanse edilip, 30 dk boyunca iyi bir sekilde dikey tiip karistiricisinda karistirilarak
hiicre lizat ¢ozeltisi elde edilmistir (Shiu et al. 2014).
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3.2.3.b. Mor membran izolasyonu

Elde edilen 5 mL hiicre lizat1 ¢ozeltisine, 10 mL %24 (w/w) potasyum fosfat ¢ozeltisi
(22 g monobazik potasyum fosfat, 2 g dibazik potasyum fosfat, pH 8) ve 10 mL %24
(w/w) polietilen glikol (PEG)8000 soliisyonu eklenip, oda sicakliginda bir saat dikey
tip karigtiricist kullanilarak karigtirilmistir. Toplamda 25 mL‘lik sulu iki fazli sistem
hazirlanarak, 2 mL’lik Eppendorf tiiplerine boliinmiistir. Hazirlanan bu sulu iki fazli
sistem, 8000 rpm’de 15 dk 4°C’de santriflij edilerek PEG zengini st faz ile fosfat
zengini alt faz arasinda mor membran band elde edilmistir. Her bir tiipte iki faz arasinda
olusan mor membran bandi, otomatik pipet yardimiyla safsizliklardan ayristirilmistir
(Shiu et al. 2013).

3.2.3.c. Bakteriyorodopsin saflastirilmasi

Sulu iki fazli sistem ile ayristirthp toplanan mor membran ultra santrifiij tiipiline
aktartlmistir. 24000 rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij edilip, mor renkte bir ¢okelti elde
edilerek, siipernatant kismi mikro pipet ile toplanip mor ¢okeltiden ayrigtirilmistir.
Cokelti 30 mL’lik deiyonize su ile siispanse edilip 2 mL’lik tiplere aktarilip, 18000
rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij edilmis ve siipernatant kisimlar1 dokiilerek yikama islemi
gerceklestirilmistir. Yikama isleminden sonra, tiiplerde elde edilen daha duru mor renkli
cokeltiler pipet yardimiyla toplanip, 10 mL deiyonize su ile tekrar siispanse edilerek
yikanmis mor membran soliisyonu elde edilmistir. Lipitlerden arindirmak amaciyla;
hazirlanan soliisyondan 600 pL alinan numune, daha 6nce hazirlanan 41,4 pL 20 mM
CHAPS hidrat 3-[(cholamidopropyl) (dimethylammonio) propane sulfonate] soliisyonu
ile gece boyunca yavas bir sekilde dikey tiip karistiricist kullanilarak karistirilmistir.
CHAPS ile muameleden sonra elde edilen bakteriyorodopsin soliisyonu 15000 rpm’de
30 dk 4°C’de santrifiij edilerek, siipernatant dokiilmiistiir. Lipitlerden arindirilan seffaf,
mor renkli bakteriyorodopsin i¢eren pelet kurumaya birakilmistir (Shiu et al. 2014).
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3.2.4. Bakteriyorodopsin karakterizasyonu

3.2.4.a. Bakteriyorodopsinin karakteristik absorbans bandinin UV-Visible

spektrofotometre ile belirlenmesi

Lipitlerden arindirilan seffaf, mor renkli bakteriyorodopsin igeren pelet 1 mL ultra
deiyonize su ile stispanse edilip, kuvarz kiivete aktarilarak 450- 650 nm dalga boyu
araliginda UV-visible spektrofotomekre ile tarama yapilmistir. Yaplan tarama
sonucunda Bakteriyorodopsinin karakteristik maksimum absorbans degeri ve bandi

excel 2014 programi kullanilarak grafikle gosterilmistir.

3.2.4.b. Bakteriyorodopsinin SDS-page analizi

Saflagtirilmis BR  Orneginin  molekiiler agirliginin  belirlenmesi i¢in bu islem
kullanilmistir. Bu islem baslangicinda elektroforez plakalari, su ve alkol ile iyice
arindirilmistir. Plakalar arasindaki bakalit baglantilara, ince bir tabaka halinde vazelin
siriilmugstiir. Cam plakalar birbiri {izerine konularak, jel hazirlama cihazina
yerlestirilmistir. Seperasyon jeli hazirlanarak, plakalar arasina enjekte edilmistir. Bu
islemler esnasinda, hava almamasina dikkat edilmistir. %10’luk SDS ile jel yiizeyinin
plirlizsliz olmasi i¢in ince bir tabaka olusturuldu. Yaklasik 30 dk. katilasmasi igin
beklenmistir. Katilastiktan sonra yilizeydeki %10’luk SDS alinmistir. Bu islemin
ardindan, yigma jel 1ist yiizeye kadar ilave edilip, tlizerine tarak dikkatlice
yerlestirildikten sonra, taragin iizeri de nemli siizge¢ kagidi ile kapatilarak bir gece
bekletilmistir. Sonraki giin tarak dikkatlice kaldirilarak, plakalar elektroforez tankina

yerlestirildi (Bozoglu 2014).

Olusan bosluklar isaretlenerek, jelin iist kismi; 6nce saf su, ardindan yiiriitme tamponu
ile yikanmustir. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yliriitme tamponlari
yerlestirilmistir. Ornekler, her {initede 20 pg protein olacak sekilde hazirlanmustir.
Toplam hacim 100 pg olacak sekilde 1/1 oraninda 6rnek tamponuna eklenmistir. 3 dk.

siire ile kaynar su banyosunda inkiibe edilmistir. Ardindan numuneler sogutularak, ¢ok
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ince bir enjektdr yardimiyla elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank kapagi
kapatilarak, (+) kablo (Anot) ve (-) kablo (katot) baglanmistir. ilk asamada; 30 dk’lik
siire boyunca sisteme 80 voltluk akim verilmistir. Ardindan, akim 150 volta
ayarlanarak, 4-5 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Akim kesildikten sonra, cam
plakalar arasindaki jel dikkatlice ayrilmistir. Bu yiiriitme tamponu sabitlestirme
cozeltisinde 15 dk siire ile birakilarak, tekrar kullanilmak iizere saklanmistir. Daha
sonra fikse ¢Ozeltisinden alinan jel 6zel kabina konularak, boyama ¢ozeltisi tistiinii
ortiinceye kadar eklenmistir. 45 dk kadar ¢alkalayici lizerinde birakilmistir. Daha sonra
ornekler boyama ¢ozeltisinden ¢ikarilarak, renksizlestirme ¢ozeltisi igine konulmustur.
Belirli araliklarda degistirilmek suretiyle, jelin zemin rengi acilip, protein bantlari
belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti icinde calkalanmistir. Bundan sonra jeller

%30’1uk etil alkol i¢gine alinarak, fotograflar ¢ekilmistir (Bozoglu 2014).

1. Ayirma jeli hazirlamisi

15 mL Tris-HCI (pH 8,8), 13,2 mL %30’luk akrilamid- %0,8’lik bisakrilamid, 0,6 mL
%1’lik SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin) ve 9,4 mL su
karistirilmistir. Bu karisimin {izerine en son olarak 0,8 mL %]1,5’lik amonyum persiilfat

[(NH4)25208] ilave edilmistir.

2. Yigma jelinin hazirlanisi

1 M’lik Tris-HCI’den 1,24 mL, %30 akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid’den 1 mL,
%0,1’lik SDS’den 0,1 mL, %5’lik TEMED’den 0,1 mL ve sudan 7,8 mL alinarak
kanigtirllmistir. Son olarak yine giinliik hazirlanmis, %1,5’lik PER’den 0,2 mL ilave

edilmistir.

3.2.4.c. Bakteriyorodopsinin atomik force microscopy (AFM) ile goriintiilenmesi

H. salinarum’ dan elde edilen mor renkli BR igeren pelet ImL deiyonize su ile siispanse

edilerek BR soliisyonu hazirlanmistir. BR soliisyonu (pH 8.2) 150 mM KCI ve 10 mM



49

Tris-HCI © den hazirlanan tampon i¢ine ilave edilmistir. Bu siispansiyondan 5 pL alinip,
50 pL goriintileme tamponu (300 mM KCI ve 10 Mm Tris-HCI, pH 7.8) ile
karigtirilarak 1cm>1cm aseton ile yikanip temizlenen kuru mika iizerine pipetlenmistir.
30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra tamponlarin fazlasi durulama ile kaldirilmistir

(Schranz et al 2010).

AFM goriimtiilemesi tapping-modda alinmigtir. Cantilever sapmasini belirlemek igin
kizilGtesi lazerli optik 151 sapma detektorii kullanilmistir. Lazer 1s1n1, 50x objektif lens
kullanilarak kiiciik cantilevere odaklandi. Cantilever 6-7 pm uzunluga, 2 pm genislige,
90 nm incelige ve 0.2 Nm™ esneklik sabitine sahiptir. Cantileverin rezonant frekansi ve
sulu soliisyon i¢inde kalite faktorii yaklagik 1 mHz ve 2 mHz’dir. Cantileverin serbest
salinim siddeti yaklasik 1 nm ve set-point siddeti, serbest siddetin %90’1 olacak
sekildedir. Tapping-mode kuvveti 30 pN’den az oldugu tahmin edilmektedir. Ug
genisligi yaklasik 1,5 nm’ye ayarlanmistir. Ug apeksi argon gazi araciligryla plazma
asindrimast ile keskinlestirilmistir. AFM goriintiileri oda sicakliginda alinmistir. BR
orneklerinin 1siklandirilmasi i¢in 532 nm dalga boyunda yesil lazer, 50x objektif lens ile
aydinlatilmistir. Objektif lensin 151k ¢ikis yogunlugu 0.004-0.5 nW arasinda degisken
olarak ol¢iilmiistiir (Shibata et al 2010).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Halofilik Arke Izolasyonu ve Kiiltiirii Sonuclar

Bu calismada Tuz Golii’'nden, bes ayr1 noktadan alinan ornekler, N1, N2, N3, N4, Ns
olarak kodlanmustir (Sekil 4.1). Her bir Orne8in {ic ayr1 seyreltisi hazirlanmistir.
Inkiibasyona birakilan &rneklerden, 9-15 giin sonra, s1v1 besiyerlerinden, N; ve N2 de
(Sekil 4.2), kat1 besiyerlerinden N; kodlu 6rnekte (Sekil 4.3), pembe-kirmiz1 renkte

halofilik arke gelisimleri gézlemlenmistir.

‘ |
\
l
\

Sekil 4.1. Halofilik arke izolasyonu i¢in Tuz G6li’'nden bes ayr1 noktadan alinan Ny, Nj, N3, Ny,
Ns kodlu 6rneklerin siv1 kiiltiirleri ve 37°C’de, 40 W giin 15181 aydinlatmast altinda, 150 rpm’de
calkalamali olarak inkiibasyonun yaklasik 4. giliniinden itibaren siv1 kiiltiirlerde gdzlemlenen
halofilik arke gelisimleri fotografi
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Sekil 4.2. Halofilik arke gelisimi gozlenen N; ve N; kodlu siv1 kiiltiirlerde, 37°C’de, 40 W giin
15181 aydinlatmasi altinda, 150 rpm’de calkalamali olarak yaklasik 9-15 giin inkiibasyonun
sonunda gozlemlenen pembe-kirmizi renklenme fotografi

Sekil 4.3. Halofilik arke izolasyonu i¢in ekim yapilan N; kodlu kat1 kiiltiirde 37°C’de, 40 W giin
15181 aydinlatma altinda,15 giin inkiibasyon sonunda gelisimi gozlemlenen arke izolatinin
pempe-kirmizi renkte koloni morfolojisi fotografi
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4.2. Halofilik Arke Izolatimin Molekiiler Karakterizasyon Sonuglar

4.2.1. Halofilik arke izolatinin 16S rRNA amplifikasyon sonucu

Test edilen arke izolatinin 16S rRNA PCR amplifikasyon sonuglarina bakilarak, Nj

kodlu izolatin 1365 baz cifti uzunlugunda, tek bant verdigi belirlenmistir.

Sekil 4.4. Halofilik arke gelisimi gézlenen Nj kodlu sivi1 kiiltiirden yapilan 16S rRNA
PCR amplifikasyonu sonunda elde edilen arke izolatinin tek bant PCR goriintiisii

4.2.2. Halofilik arke Izolatinin 16S rRNA gen bélgesinin sekans analiz sonuglar

Arke izolatinin 16S rDNA genlerinin baz dizileri belirlenmis ve diziler Gen bankasinda
var olan 16S rDNA gen dizileri ile karsilastirilmistir. Karsilagtirmalar sonucunda elde
edilen tan1 sonucu, ylizdesi, Genbank numarasi ve niikleotid sayis1 Cizelge 4.1°de
verilmistir. Ayrica bu izolatin 16S rDNA gen bdlgesinin baz siralar1 da EK 1°de

verilmistir.
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Cizelge 4.1. izolatlarin 16S rRNA BLAST sonuglari

Izolat kodu | Gen Bank Niikleotit Benzerlik En Yakin
Numarasi Sayisi* Oram Filogenetik
(%)** Grup
N1 KP280003 1324 99 Halobacterium
salinarum

* Eslestirme i¢in kullanilan 16S rRNA niikleotit say1s1
** En yakin filogenetik tiirtin 16S rRNA dizisi ile benzerlik orani

4.3. Bakteriyorodopsin izolasyonu Sonuclar:

4.3.1. Hiicre lizat sonucu

Pembe- kirmiz1 renk gozlemlenen sivi kiiltiirlerden hazirlanan, hiicre lizat1 Sekil 4.5°de

gosterilmistir.

Sekil 4.5. Halofilik arke gelisimi gozlenen, N; ve Ny kodlu 150 ml’lik siv1 kiiltiirlerin
8000 rpm, 15°C’de santrifiijii sonras1 elde edilen hiicre lizat1 fotografi

4.3.2. Mor membran izolasyon sonucu

Elde edilen mor membran Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. N; ve N, kodlu sivi kiiltiirlerden elde edilen hiicre lizatinin, potasyum fosfat ve PEG
soliisyonlari ile hazirlanan sulu iki fazli sistem ile, 8000 rpm’de 15 dk 4°C’de santrifiij sonrasi
PEG zengini st faz ile fosfat zengini alt faz arasinda olusan ince tabaka halinde mor membran
band1 goriintiisii

4.3.3. Bakteriyorodopsin izolasyon sonucu

Deiyonize su ile yikama sonucu elde edilen mor membran Sekil 4.7°de, CHAPS ile

lipitlerden arindirilan mor renkte BR peleti Sekil 4.8°de gosterilmistir

Sekil 4.7. 1) Sulu iki fazli sistem ile ayristirilip toplanan mor membranlarin, 24000 rpm, 30 dk
4°C’de santrifiij sonrasi elde edilen mor renkte ¢okelti ve 30 mL’lik deiyonize su ile siispanse
edilmesi. 2) Siispansiyonlarin 2 ml’lik tiiplerde 18000 rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij ile yapilan
yikama islemi sonrasi elde edilen mor renkli ¢okelti goriintiisii
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Sekil 4.8. Lipitlerden arindirmak i¢in CHAPS ile yikanan mor renkli ¢okeltilerin, 15000 rpm,
30 dk, 4°C’de santrifiij sonras1 elde edilen seffaf, mor renkli bakteriyorodopsin pelet goriintiisii

4.4. Bakteriyorodopsinin karakterizasyon sonuclari

4.4.1. Bakteriyorodopsinin karakteristik absorbans bandimmn UV visible

spektrofotometre ile elde edilen sonuclari

M Bakteriyorodopsin
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Sekil 4.9. UV visible spektrofotometre ile Bakteriyorodopsinin karakteristik maksimum
absorbans degerinin grafikle gosterimi.
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Sekil 4.10. Bakteriyorodopsin soliisyonunun 450-650 nm dalga boyu araliginda UV-
visisble spektrofotometre ile taramasi sonucu elde edilen absorbans grafigi.

Bakteriyorodopsin molekiilii 500-650 nm araliginda yesil 15181 absorbe ederek, mor
renkte goriinen bir molekiildiir. BR ’nin karakteristik olarak maksimum absorbans
degeri, yaklasik 568 nm dalga boyu olarak bilinmektedir. Calismamizda yaptigimiz
dalga boyu taramasinda da maksimum absorbans degeri, 575 nm dalga boyunda

belirlenerek, literatiir ¢alismalarina yakin bir deger elde edilmistir (Sekil 4.9 — 4.10).

4.4.2. Bakteriyorodopsinin SDS-Page analizi sonuglari

Elde edilen saflastinlmig BR peletine, molekiiler agirlig1 ve saflig1 belirlenmek {izere
SDS-Page islemi uygulanmistir. Elektroforez plakalari su ve alkol ile yikanarak,
plakalar arasindaki baglanti mikalarina ince tabaka halinde vazelin siriilmiistiir.
Plakalar jel hazirlama cihazina yerlestirilerek, aralarina enjektor yardimiyla ayirma jeli
yerlestirilmistir. Bu esnada 6rneklerin havasiz sartlarda kalmasina dikkat edilmistir. Jel
ylizeyinin piirlizsiizliigii i¢in %10’luk SDS ile ince bir tabaka olusturulmustur. 30 dk.
icinde katilasan SDS, oOrnekler iizerinden alinip {ist ylizeye kadar yigma jel
yerlestirilmistir. Bu jel iizerine dikkatlice tarak yerlestirilerek, {izeri nemli slizge¢ kagidi

ile kaplanarak gece boyunca bekletilmistir. Sonraki giin taraklar dikkatli bir sekilde
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cikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirilmistir. Olusan bosluklar isaretlenerek
jel yiizeyi sirasiyla saf su ve yiirlitme tamponu ile yikanmigtir. Tankin alt ve dist
kisimlarina tampon ilave edilerek N1 ve N2 orneklerinden 20 pg kadar alinmistir.
Kaynar su banyosunda 3 dk inkiibe edildikten sonra sogutulan numuneler ince bir
enjektorle elektroforeze yerlestirilmistir. Tank kapagina anot ve katot kablolar
baglanarak 30 dk boyunca 80 voltluk elektrik akimi verilmistir. Daha sonra oda
sicakliginda akim 150 volta ayarlanarak 4-5 saat Ornekler bekletilmistir. Bu siire
sonunda akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ayrilmigtir. Ornekler
iizerinde bulunan yiirlitme tamponu sabitlestirme ¢ozeltisinde 15-20 dk bekletilmistir.
Bu islemden sonra fikse ¢ozeltisinden ¢ikarilan jel, boyama ¢ozeltisi ile Ortiilmiistiir.
Calkalayic1 lizerinde 45 dk bekletildikden sonra renksizlestirme ¢ozeltisine alinmastir.
Jelin zemin rengi protein bandi belirginlesinceye kadar belirli araliklarla agilmistir. Bu
islem 1-2 giin boyunca devam ettikten sonra jeller %30’luk etil alkol igine alinarak
fotograflar ¢ekilmistir. Saflagtirilmis BR’nin SDS-Page analizi sonucunda, yaklasik 26
kDa olarak Sekil 4.11°de gosterilmistir.

55 kDA

42 kDA

34 kDA

26 kDA

22 kDA

11 kDA

N1 N2

Sekil 4.11. Bakteriyorodopsinin SDS-Page profili
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4.4.3. Bakteriyorodopsinin atomik force microscopy (AFM) ile goriintiilenmesi

H. salinarum’ dan elde edilen mor renkli BR igeren pelet ImL deiyonize su ile siispanse
edilerek BR soliisyonu hazirlanmistir. BR soliisyonu (pH 8.2) 150 mM KCI ve 10 mM
Tris-HCI © den hazirlanan tampon i¢ine ilave edilmistir. Bu siispansiyondan 5 puL alinip,
50 pL goriintileme tamponu (300 mM KCI ve 10 Mm Tris-HCI, pH 7.8) ile
karigtirilarak 1cmx1cm aseton ile yikanip temizlenen kuru mika tizerine pipetlenmistir.
30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra tamponlarin fazlasi durulama ile kaldirilmastir.
AFM  goriimtillemesi  tapping-modda alinmustir.  Goriintiilerde  BR  trimerlerin

olusturdugu altigen form gozlemlenmistir (Sekil 4.12.).

Sekil 4.12. Atomik kuvvet mikroskobu ile alinan Bakteriyorodopsin trimerlerinin
olusturdugu hexagonal kafes, yiizey morfolojisi, boyut goriintiisii.
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5. TARTISMA ve SONUC

Insanlik ile yasit olan gelisme, gelistirme iggiidiisii medeniyetlerin olusmasini saglamis
ve tarihe yon vermistir. Insanhigin kaydettigi calismalar, arastirmalar, araglar ve
yontemlerin biitiin olarak olusturdugu kavram olan teknoloji; yunanca “Techne”; sanat,
yetenek ve “Logia”; bilgi, bilim anlamima gelen kelimelerin birlesiminden dogan bir
kelimedir (Celep 2007). Aslinda ayni zamanda ‘Bilme Sanati’ gibi bir ifadeyle de
Tiirkce’ye cevrilebilir. Uzun siireclerin ardindan gelisen ve hali hazirda gelismekte olan
teknoloji, Diinya tarihinin son iki asrinda ¢ok Onemli ilerlemeler kaydetmistir.
Gelisiminde savaglarin da cok etkili oldugu teknoloji 6zellikle iki diinya savasinin
yasandigi 20. yy’da tarihte goriilmedik derecede hizli gelisim gostermistir. Bu
gelisimlerin bir sonucu olarak yeni teknik caligmalar ve arastirmalar cogalmis ve
teknoloji yeni materyal arayisina girmistir. Bu noktada biyolojik materyaller; bircok
avantajlarindan otiirii teknoloji i¢in vazgegilmez calisma unsurlart olmustur. Biyolojik
materyallerin esnek yapilara sahip olmasi, doganin diger komponentleri ile uyumu,
yiiksek verimli ¢aligmalar1 gibi Ozellikleri sayesinde teknoloji, giliniimiizde tahmin
edilmedik noktalara ulasmistir. Bu hizli gelismeler teknik cihazlarinda gelismesini
saglamis ve bilimin varsayimsal kisimlar1 da arastirilmaya miisait hale gelmistir. Yeni
metodlarin kullanilmasi ile birlikte bilimin tiim alanlar1 genislemistir. Bu genisleme bazi
spesifik konulara yetersiz geldiginden; yeni bilim dallar1 olusmus, bazi konular farkli
acilardan ele alinmistir. Bu yeni dogan bilim dallar1 arasinda Nanoteknoloji; gelecege ve

teknolojiye yon vermesi agisindan, onemli bir yere sahiptir.

Maddenin nano boyutta kontrolii ile gelistirilen ¢alismalar1 kapsayan nanoteknolojinin
temeli, 1950’11 yillarda Richard Feynman’in 6ngoriileriyle atilmistir. K. Eric Drexler’in
cabalar1 nanoteknoloji biliminin gelismesine katki saglamistir. Dogal bir dongiiye sahip
teknolojik gelismelerde dogadan alinan ilham, bilimin daha organize sekilde
yapilanmasini saglamisg ve yapilan bircok calisma ile doganin insanogluna sundugu
avantajlar kullanilmaya ¢alisilmistir. Dogada bulunan birgok sistem, teknoloji sayesinde
taklit edilmek veya gelistirilmek amaciyla ele alinmistir. Giiniimiizde kullanilan birgok

teknolojik aracta, dogadan alman fikirler goriilebilmektedir. Uzerinde ¢alisilan canlilar
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arasinda mikrobiyal boyutta olan tiirlerin de bulunmasi bu agidan nanoteknolojiyi
biyolojiye yakinlastirmis ve bu yakinlasma Biyonanoteknolojiyi olusturmustur.
Biyolojik materyallerin ve molekiillerin nanoteknolojik araglarda biyolojik islemleri
kontrolii amaci ile gelistirilen biyonanoteknoloji ayrica; Biyolojik yapilarin makro ve
supra molekiiler boyuttaki kendinden yapilanmali (self-assemble) prensipleri tizerinde
calismaktadir. Bu yapilar genelde protein bazl, olagan dsti gicli ve hafif
olabilmektedir. Buna ek olarak, bazen komplex mekanizmalarin minyatiirii halindedirler
(Ramsden 2009).

Biyokimyasal c¢aligmalarda integral membran proteinlerinin sayica c¢ok miktarda
izolasyonu 6nemlidir. Bazi membran proteinlerinin, dogal ve stabil bir formda biyolojik
aktivitelerini ve yapisal entegritelerini bozmadan ¢ok miktarda izolasyonu
gerceklestirmek zor olabilmektedir (Sivars and Tjerneld 1999). Biyoanalitik kimyada
mikroakigkan cihazlarin gelistirilmesi; analiz hizi, ayristirma ¢ézlintirligi gibi 6nemli
hususlarda biiylik firsatlar sunmustur (Pamme 2007). Proteinlerin hizli ve efektif bir
sekilde izolasyonunu saglamak amaciyla, mikro akigkan sivi araci gelistirilmistir. Bu
sistem ic¢inde sulu iki fazli sistem (ATPS), iyonik siv1 iki fazli sistem (ILTPS) gibi iki
saflagtirma sistemi, buna ek olarak tuzlardan ayristirmak i¢in {i¢ katmanli desalting
sistemi de bulunmaktadir (Huh et al. 2009). Siv1 iki fazli sistem ile protein saflastirma
islemi, entegre membran proteinlerinin izolasyonunda etkileyici bir yontemdir (Sivars

and Tjerneld 1999).

Bakteriyorodopsin’in izole edildigi 6rnekler Konya il sinirlart iginde yer alan Tuz
Goli’'nden alinmistir. Alinan 5 6rnek ile besiyerlerine yapilan ekimlerden, 2 tanesinde
gelisim gozlemlenmistir. Test edilen arke izolatinin 16S rRNA PCR amplifikasyon
sonuclarina bakilarak, N; kodlu izolatin 1365 baz ¢ifti uzunlugunda, tek bant verdigi
belirlenmistir. 16S rRNA PCR sekans analizi sonuglarina gore, gelisimi gézlemlenen
izolatlarin DNA 6rneklerinin Halobacterium salinarum ile %99 oraninda benzer oldugu

kaydedilmistir. Izolatin 16S rRNA gen bélgesi baz siras1 EK 1°de verilmistir.
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Calismamizda halofilik arkelerin izolasyonu amaciyla hazirlanan besiyeri, Atlas (2010)
tarafindan oOzellikle H.salinarum kiiltiirii igin verilen bilgiler ve besiyeri formiilii
modifiye edilerek hazirlanmistir. Bu kiiltiirden gelisimi saglanan H.salinarum
izolasyonu gergeklestirilmistir. Hazirlanan besiyerinde 1/1000 oraninda maya ekstrakti
kullanilmistir.  Inkiibasyon 150 rpm’de yapay gin 15131 altinda 37°C’de
gerceklestirilmis, gelisim 4-15 gilin arasinda gozlemlenmistir. Literatiirde bulunan
H.salinarum izolasyonu c¢alismalar1 arasinda Ozcan (2004) tarafindan hazirlanan
besiyeri ortaminda ise; Sehgal-Gibbons besiyeri formiili kullanilmistir. Bu formiilde
farkli olarak Casamino asit, pepton yerine besin kaynagi olarak kullanilmis, 37°C’de
120 rpm’de c¢alkalamali inkiibasyon uygulanarak, gelisim 3-15 gilin arasinda
gbzlemlenmistir. Bunun yani sira; ¢alismamizda kullanilan formiil ayni sekilde, Cakici
(2004) tarafindan besiyeri hazirlanisinda kullanilmistir. Ayrica, ¢alismamizdan farkhi
olarak gelisim 39°C’de 7 giin sonra gozlemlenmistir. Aragtirmamizdaki kiltiir
olusturma siireci literatiirde bulunan Shiu et al. tarafindan 2014 yilinda gergeklestirilen
calisma ile paralellik gostermektedir. Bu ¢alismada ikinci giiniin ardindan 8000 rpm’de
4 °C’de santrifiij edilen kiiltiirden elde edilen hiicre peleti ikinci kez 48 saatlik yeni bir
besiyeri ortamima aktarilmistir. Bir diger ¢alismada (Wen et al. 2009) ise kiiltiir,
caligmamizda oldugu gibi 37°C’de inkiibe edilerek gelisim 7 gilin i¢inde

gbzlemlenmistir.

Bakteriyorodopsinin izolasyonu i¢in sivi besiyerlerinden elde edilen 150 ml’lik sivi
kiltiir, 8000 rpm’de 15°C’de santrifiij edilerek, hiicre peleti 68,7 ul DNase igeren 5 ml
deiyonize su ile silispanse edilmistir. Bu siispansiyon daha sonra 30 dk dikey tiip
karistiricisinda hiicre lizat ¢ozeltisi elde etmek i¢in karistirilmistir. Ardindan elde edilen
5 ml lizat ¢ozeltisine; 10 ml %24 potasyum fosfat ¢ozeltisi ve 10 ml % 24 polietilen
glikol ¢ozeltisi eklenerek dikey tiip karistiricisinda bir saat karistiritlmistir. Toplamda 25
ml hazirlanan ¢6zelti, 2 ml’lik tiiplerde 8000 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiij edilerek
mor membran izolasyonu yapilmistir. Yapilan bu islemler, izolasyonun
gerceklestirilmesinde secilen yontem olan sulu iki fazli sistem geregi yapilmistir. Bu

islem ayni zamanda Shiu et al. (2014) tarafindan da kullanilmistir.
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Anton (2008) tarafindan yapilan ¢alismada; mor membran saflastirilmast sulu iki fazl
sistem yerine, lineer sukroz gradyani kullanilarak gerceklestirilmistir. Huh et al. (2009)
ise izolasyon islemini, sulu iki fazli sistemi de i¢eren mikroakiskan ara¢ kullanarak
yapmayi basarmustir. Literatiirdeki baska bir ¢alismada (Lobasso et al. 2012) izolasyon
icin oda sicakliginda kromatografi islemi uygulanarak, hazirlanan soliisyonlarin
konuldugu 1 ml’lik tiipler arasinda 25 adet mor renkli parcalar gozlemlenmistir. Ayni
kromatografi islemi 1999 yilinda Lopez et al. tarafindan Bakteriyorodopsin izolasyonu

i¢in kullanilmastir.

Calismamizda elde edilen mor membranin yikanmasi islemlerinde, saflagtirilmig BR
solisyonu CHAPS ile lipitlerinden arindirilmistir. Bu islem sonunda berrak bir
goriintliye sahip mor renkte ¢okelti gézlemlenmistir. BR nin saflastirilmasi i¢in Miercke
et al. (1988), pH 8’de cholade ya da deoxycholade kullanarak delipite islemini
gerceklestirmis ve optik safligr diisiik bir BR ¢okeltisi elde etmistir.

Calismamizda BR karakterizasyonunda, UV-Visible spektrofotometre kullanilarak
onceden izole edilmis BR, 1 ml ultra deiyonize su ile siispanse edilerek, karakteristik
absorbans bandin1 belirlemek amaciyla kuvarz kiivette, 450 nm’den 650 nm’ye kadar
tarama yapilmistir. Cikan sonuglar literatiirdeki arastirmalarla kiyaslandiginda elde
edilen bulgular yakinlik gostermektedir (Hampp 2000; Adamov et al. 2008).

Calismamizda saflagtirilan BR’nin molekiiler agirligi, SDS-Page analizi ile 26.800 Da
olarak belirlenmistir. Bu islemde kullanilan teknik ayni zamanda, Bozoglu tarafindan
(2014) yapilan; Brevibacillus sp. Bakterisinden elde edilen lakkaz enzimini saflastirma
ve karakterizasyonu ¢alismasinda kullanilmistir. Literatiirde bulunan bir diger calismada
(Shui et al. 2014) BR ‘nin molekiiler agirhigimi ve safligim1 belirlemek i¢cin SDS-Page
yontemi kullanilmigtir. Ayrica Anton (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada SDS-Page

sayesinde mor membranin molekiiler agirligi 26 kDa olarak belirlenmistir.

Calismamizda elde edilen saflagtirllmis BR soliisyonu kurutularak, AFM ile alinan

goriintiisiinde, BR’nin 5 nm boyutunda oldugu gézlemlenmistir. Butt et al. 1990 yilinda
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Bakteriyorodopsini AFM ile gorintilleyerek yiizey topografisini yaklasik 1,1 nm
¢cozlinirligiinde ¢ikarmistir. Bakteriyorodopsin iizerinde yapilan diger calismalarda
(Shibata et al. 2010; Pfreundschuh et al 2014) AFM sayesinde 5 nm boyutunda altigen
yapida bulunan BR trimerleri gézlemlenmistir. Yine bu ¢alismalarda yiizey analizi
yaklasik 1 nm boyutunda yapilmistir. AFM goériintiileme teknigi; organik 6rnekleri nano
alt1 degerlerde daha igeriden ve proaktif goriintiileme gorlintileme imkanlar

sagladigindan ¢alismamizda goriintiilerin alinmasi i¢in secilmistir.

Sonuc¢

Yeni teknik arag¢ ve sistemlerde kullanilmasi iizerinde bir ¢ok calismasi olan ayrica bir
model sistem veya nanobiyomolekiil olarak revagta olan Bakteriyorodopsin’in
saflastirilmasi1 ve karakterizasyonu amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada Tuz goliin’den
alinan 6rneklerden elde edilen H.salinarum kiiltive edilmistir. Olusturulan kiiltiirlerden
elde edilen pelet igeriginde bulunan BR, bazi tekniklerle saf haline getirilmeye
calisilmigtir. BR’nin teknolojik uygulamalarda kullanilmast i¢in gereken bu teknikler,
bu proteini monomer bir hale getirebilir ve bir biyomateryal olarak kapasitesinin
tamamui elektronik devrelerde kullanilabilir veya taklit edilebilir. Diinyada BR hakkinda
pek ¢ok calisma ve patent bulunmasina karsin, lilkemizde BR’nin teknik kullanimi
tizerinde calisma yapilmamistir. Calismamizda BR’nin kullanimi i¢in ilk adim olan
saflastirma ve izolasyon islemi basariya ulastirilmistir. Onemli tuz kaynaklarina sahip
olan Tirkiye’de gelecek yillarda, birgok avantaja ve elektronik acidan yiiksek
kapasiteye sahip olan BR hakkinda teknik calismalar yoniinde adimlar atilacagi

ongoriilmektedir.
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