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AMAGC

Proteolitik enzimler besin endustrisi ve diger biyoteknolojik
alanlarda yaygin bir sekilde kullaniimaktadirlar. Ozellikle soya vb.
besinlerin Uretiminde, peynir yapiminda, et endustrisinde, deterjan

sanayiinde ve tedavi yéntemlerinde énemli rol cynamaktadiriar.

Proteolitik enzimlerden alkalin serin proteazlar grubuna giren
subtilizinler ozellikle deterjan, dericilik ve tekstil sanayiinde
kullaniimaktadirilar. Bu enzimler Bacillus subtilis ve diger Basil

tarleri tarafindan salgilanir.

Caligsmada Bacillus subtilis’ ten saflastirilmis olan ve ticari
olarak temin edilen subtilizin i¢in farkli kaynakh kazeinlerin, azokol
ve azokazeinin substrat uygunlugunu saptamak, bazi organik bilegik,
aminoasit ve metal iyonlarinin bu enzim Uzerindeki inhibisyon
etkisini incelemek ve mutajen 6zellige sahip Etiimetan sdlfonat' in
etkisine bagh olarak sporlagsmanin mekanizmasini aydinlatmaya

yénelik yeni bulgular ortaya koymak amaglanmaktadir.



OZET

Bu calismada koyun, kegi inek ve manda gibi farkll tar
hayvanlarin sttlerinden saflagtirlan kazeinler B. subtilis turlerinden
saflagtiriimig ve ticari olarak sadlanan subtilizin igin substrat olarak
kullanildi. Spekirofotometrik olarak tayin edilen K, ve V., degerleri,
inek sutlinden saflagtirilan kazeinlerin digerlerine nazaran daha iyi

bir substrat oldugunu gdsterdi.

Ulasilan bu sonuglar ile kazeinlerin Ca2* ve (PO,)3 icerikleri
arasinda bir iligki kuruimaya c¢alisildi.Diderlerine nazaran Ca?* ve
(PO,)3 oraninin inek kazeininde en dugik dedere sahip olmasi, bu
iyonlarin proteine kazandirdiklan rijit yap: nedeniyle enzim-substrat

etkilesmesinde etken olduklari kanisini uyandirmaktadir.

Enzim igin azokol, azokazein ve farkli kaynakl kazeinler
substrat olarak kullanihp yapilan aktivite tayinlerinden inek

kazeininin daha iyi bir substrat oldugu saptandi.

Enzim-substrat inkibasyon ortamina uygun derigimierde
tirozin, triptofan, fenol, sistein, etilmetan suifonat (EMS) ve Hg?* ve
Cu?* gibi metal iyonlarimin farkli tuzlar! ilave edilerek kinetik etkileri
incelendi. Elde edilen sonuglardan inkiibasyon ortamina ilave edilen

bu bilesiklerin yarismali bir inhibisyona yol agtiklar saptandi.



iv

Ayrica subtilizinin  sporlagma - asamasinda  salgilanip
salgilanmadidini ve proteaz inhibitérlerinin bakterilerde sporlagmayi
da inhibe edip etmedigini belirlemek igin B. subtilis uygun derigimde
EMS ile Spinzer besi yerinde 37 °C' de 10, 15 ve 20 saat
inkubasyona birakilip Uretildi. Yapilan aktivite tayinlerinde EMS' li
kulturlerde subtilizin aktivitesinin kontrolden daha dusuk oldugu

gdralda.

Ayni 6rneklerin Muzereli Spor Boyas! ile boyanmasi sonucu
mikroskop altinda elde edilen gérunttler ile kontrolde hi¢c spor
gézlenmezken, EMS' li kiltirlerde spor olustugu sonucuna varildi.
Bu sonug subtilizinin sporlasma asamasinda salgilandig1 gérusa ile
ve proteaz inhibitérlerinin sporlagmayi inhibe ettigi gérast ile de
celismektedir. EMS' nin bu etkisini belki nitkleik asitierle olan
etkilesmesinde aramak ve bu dogruituda c¢aligsmalar yapmayi

gerektirmektedir.



ABSTRACT

in this study casein was purified from sheep, goat, cow and
water buffalo milk and used as a substrate for purified preparation of
Bacillus subtilis subtilisin. On the basis of Ky and V,,, value we
can say that cow milk casein is the best substrate for the enzyme

compared to other animals milk casein.

On the other hand we have investigated the possible
relationship between the Ca2* and (PO,)* content of casein and the
casein appropriate for the enzyme. The cow milk casein with lower
most Ca2*/(PO,)> ratio suggest that these ions may have an

influence on enzyme-substrate interaction.

Azocoll, azocaseine and the caseins from different sources
have been used as a substrate for the enzyme, and among these the

cow casein was found to be the best substrate.

Tyrosine, tryptophan, phenol, cysteine, ethylmethane
sulphonate and different salts of Hg?* and Cu?* was added to the
enzyme-substrate medium in appropriate concentrations to
investigate their kinetic effects. These compounds added to

incubation medium were found to cause a competetive inhibition.



Furthermore, Bacillus subtilis was incubated at 37 °C for 10,
15 and 20 hours in Spinzer medium containing appropriate amounts
of EMS to determine whether subtilisin is excreted, or whether
protease inhibitors inhibit the spor formation in bacteria.

Following the activity determination results, subtilisin activity

in EMS medium was found to be lower than that of control.

Spore staining of the same samples and examination under
microscope show that the spore formation occurs in EMS cultures,
but not in controls. These results disagree with the opinions that the
subtilisin is excreted during the sporulation and that protease
inhibitors inhibit the sporulation.This effect of EMS might be due to
an interaction with nucleic acids, and the future work should focus on

this direction.
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1. GIRIS

1.1. EKSTRASELULER ENZIMLER

Bakteri kaynakli enzimler ilag Gretimi, mayalama ve yiyeceklerin
saklanmasi  gibi  biyoteknoloji  alanlarinda  gittikce  6nem
kazanmaktadirlar. Enzim  Uretiminde  Basiller, mugkuipesent
olmamalari, yani kolay Uremeleri ve korunmalarinin zor olmamasi
nedeniyle en uygun bakteri tarinG olustururlar (1). Ayrica bu bakteri
sinifinin  psikrofilik, mezofilik termofilik turleri yaninda alkalofilik,
nétrofilik ve asidofilik tarlerinin 6zellikleri, yapilan arastirmalarla ¢ok iyi
tanimlanmigtir. CézUnur ekstraseltler enzimleri saigilayan 48 basil
tOrinin hemen hemen hepsinin énemli 6zellikleri Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology' de belirtiimektedir (2). Bu bakterilerin
bazilari tarafindan salgilanan ama, 110 °C sicakilk ve belli bir basing
altinda nigastayi hidrolizleyen Amilaz ve pH 12.0' de kararli ve aktif
olan proteazlar, enzim adaptasyonuna ydnelik calismalara o6nemli
6rnekler olusturmaktadir (3).

Gogdu  mikroorganizma  gruplar  tarafindan  salgilanan
proteazlarin bir kag farkh tart olup, bunlar arastirmalarda kullaniimak
Uizere ya ticari olarak temin edilmekte ya da mantar, bakteri gibi bazi
mikroorganizmalardan saflastiriimaktadir (4). Bu proteaziar, Hartley

tarafindan etki mekanizmalari gézénine alinarak baglica dért grup



altinda toplanmustir: Serin proteazlar, tiyol proteazlar, metalo proteazlar
ve asit proteazlar (5).
Bazi mikrobiyai proteazlar ve buniari saigilayan mikroorganizma

gruplari Cizeige 1.1' de verilmigtir.

Cizelge 1.1: Mikrobial Proteazlarin Siniflandinimasi

Enzimin Kaynad:
1.Tripsin benzeri serin proteaz Streptomyces

2. Alkalin serin proteaz Bacillus, Streptomyces
3. Myxobacter-lytic proteaz Sorangium
SERIN PROTEAZLAR 4 Stafilokokkal proteaz St. aureus
5. Nétral serin proteaz B. pumilus
6. Dider serin proteazlar Escherichia,
Saccharomyces
1. Nétral metaloproteaz Bacillus
NOTRAL PROTEAZLAR 2. Alkalin metaloproteaz Pseudomonas,
Serration proteus

1. Pepsin benzeri asit proteaz  Aspergillus, Mucor

ASIT PROTEAZLAR 2. Rennet benzeri asit proteaz Bacillus,Mucor,
Endothia
1. Clostripain Clostridium
TIOL PROTEAZLAR 2.Streptokokkal proteaz Grup A streptokoklar

Bacillus subtilis' in 168 susunun sporlagmig kaltarlerinde en
az u¢ farkhh proteolitik enzimin bulundugu belirtilmigtir (6). Bu
enzimlerden biri alkalin proteaz simifina giren subtilizin olup, kazeini
hidrolizler. Ikinci enzim prostetik grup olarak ginko igeren notral
proteazdir ve bu enzim de kazeini hidrolizler. Uglincii enzim ise yiksek

esteraz aktivitesine sahip olup kazeini hidrolizieyememektedir.



Metalo endopeptidaz grubunda olan metalo proteazlar nétral pH'
da maksimum aktivite gosterirler, metal selatlagtirici maddelere karsi
duyarlidirlar ve esteraz aktivitesi géstermezier.

Metalo proteazlar aktif merkezlerinde bir ¢inko atomu igerirler.
Molekal a@irlikiari 38.000-40.000 olup, Ca2+ varh§inda oldukca
kararhdirlar (7). Bu enzimler Basillerin salgiladi§i en kararsiz
proteazlardir. Bu ylzden nétral proteaziarin uygulama alani oldukga
sinirlidir (4). Bacillus megaterium (8,9), Bacillus polymyxa, Bacillus
thermoproteolyticus (10) ve Bacillus thuringiensis (11) sadece
metalo proteaz salgilarlar.

Ug proteaz turinden en az karakterize edilen enzim esterazdir.
Molekul agirhdi 36.000 olan bu enzim fenilmetil stlfonil flortr (PMSF)
ile inaktive olur. Bu enzim en ¢ok gida endistrisinde kullanilir (12).

Serin proteaziar aktif bélgesinde serin arti§i bulunduran
enzimlerdir. Bu enzimler PMSF ve diizopropil floro fosfat (DFP) ile
inhibe olmaktadiriar.Serin proteaziarin dogal substratiari proteinier
veya protein fragmentleri olmasina ragmen, bu enzimler igin sentetik
peptidler ve peptid amidleri de substrat olarak kullaniimaktadir (13).

Subtilizinler B. subtilis veya diger Basil turu bakterilerin
suglarinin salgiladi§i serin proteazlardir. Genel olarak subtilizinler
proteinlerin primer yapilarinin tayini ve temizleyici olarak deterjan
sanayiinde, dericilik ve tekstil sanayiinde kullaniimaktadirlar.

Subtilizin ilk olarak Linderstrom-Lang ve Ottesen tarafindan

ovalbuminin plakalbumine dénusumu arastirilirken bulunmustur (14).



Carlsberg' in laboratuarinda subtilizin Carisberg' in izolasyonu ve
kristalizasyonuna yonelik ¢alismalar yapiimigtir (15,16). Daha sonraki
calismalarda subtilizinin di§er bir ¢esidi olan subtilizin BPN izolasyonu
ve kristal halde elde edilmesi basariimistir (17). 1960 yilinda Ottesen
ve Spector subtilizin Novo olarak adlandiritan diger bir bakteriyel
ekstraselUler alkalin proteazin ézelliklerini tanimlamiglardir (18).

Subtilizin Amylosacchariticus, Tsuru ve arkadaglar tarafindan
amonyum sulfat ¢okturmesi, Duolite A-2, CM-seliloz ve DEAE-
sephadex kromatografileri, Tris HCl-kalsiyum asetat tamponu (pH:8.5)
ile kristallendirilerek saflagtinimigtir (19). Bu alkalin proteazin diger
subtilizinlerden farkli olan enzimik 6zellikleri belirtilmigtir. Subtilizin
BPN, Carlsberg ve Novo gibi bu proteaz da esteraz aktivitesi
gostermekte ve DFP ile inhibe olmaktadir (16,18,20,21).

Keay ve Moser' de B.subtilis (NRRL B3411), B. licheniformis
ve B. pumilis' ten aseton ¢oktirmesi, DEAE-seltloz, Duolite C-10 iyon
degistirme kromatografileri, dializ ve liyofilizasyon ile alkalin proteaz
elde etmiglerdir . Bu alkalin proteaziarin aminoasit kompozisyonlarina,
serolojik kros reaksiyonlarina ve proteaz aktivitesinin esteraz aktivitesi
oranina dayanarak siniflandirilabileceklerini géstermiglerdir.Subtilizin
Carlsberg, B. licheniformis ve B. pumilis' ten elde edilen enzimleri
Grup A, subtilizin Novo, BPN, Amylosacchariticus ve NRRL B3411' den
elde edilen enzimleri ise Grup B olarak ayirarak bu enzimlere
Basillopeptidaz isminin verilmesini énermiglerdir (22).

Welker ve Campbell B. amyloliquafaciens’ ten subtilizin BPN'

nin izole edilebilecegdini gdstermiglerdir (23).



1.2. SUBTILIZINLERIN FIZIKSEL, KIMYASAL VE KARARLILIK
OZELLIKLERI

A. Subtilizin Carisberg
Subtilizin Carlsberg' in izoelektrik pH' si (pH;)) 9.4 olup, bu--
enzimin asidik pH' da (pH: 5.3 veya 6.5) kararl oldudu, bazik pH' larda
(pH: 8.1 ve 9.5) ise kararsiz oldugu bulunmustur. Sedimantasyon
katsayisi 2.85S ve diizopropil fosforil (DIP)-enzim tlrevinin N- terminal

aminoasit sirasinin NH,-Ala-Glx gekiinde oldugu belirtilmistir (16,24).

B. Subtilizin BPN

Subtilizin BPN' nin molekul agirligi 27.600 ve pH, ' s1 7.80 olup,
tek bir polipeptid zincirinden olugmustur (25). DIP-enzim tdrevinin
amino ve karboksil terminal sekanslari sirasiyla NH,-Ala-Glx ve Ala-
GIn-COOH olarak tanimlanmaktadir. Bu sonuglar Matsubara ve

Nishimura' nin elde ettikleri sonuglar ile uyum igindedir (26).

C. Subtilizin Novo

Subtilizin Novo fizikokimyasal 6zellikleri bakimindan subtilizin
Carlsberg ile benzerlikler géstermektedir. izoelektrik pH'si subtilizin
Carisberg' in izoelektrik pH' sindan biraz daha duguktur. Kararfilik
karakteristikleri diger subtilizinlere benzemektedir. Bununia Dbirlikte
%50 etanol ve 6 M Ure gibi denatire edici maddelere karg! dayanikli
olup, sodyum dodesil stifat (SDS) ve sodyum tripoli fosfat gibi

deterjanlara karsi kararlhidirlar (18).



D. Subtilizin Amylosacchariticus

Subtilizin Amylosacchariticus' un diger subtilizinlere nazaran
nétral ¢ozeltide daha az ¢6zindudlu ve enzim konsantrasyonu %0.5'
ten daha yuksek ise pH: 6.5-8.5 arasinda zayif tuz ¢ézeltilerine karsi
diyaliz edilirse kristallenebilecegi  belirtilmistir (19). Sedimantasyon
katsayisi 2.89S, molekil adirhd 22.700 olarak saptanmigtir. Amino
terminal arti§i Alanin, izoelektrik pH' s1 7.8 ve aminoasit kompozisyonu

subtilizin BPN' nin aminoasit kompozisyonu gibidir (27).

1.3. SUBTILIZINLERIN PRIMER YAPILARI

A.Genel Kargilagtirma

Subtilizinlerin birgok fiziksel 6zellikleri benzer olmasina ragmen,
aminoasit kompozisyonlari énemli farkhliklar géstermektedir. Aminoasit
dizi analizi ¢caligmalariyla subtilizin BPN ve Novo' nun peptid haritasi
benzer olmasina radmen subtilizin Carlsberg’ in farkli oldugu

saptanmisgtir (28).

B. Subtilizin BPN

Subtilizin BPN' nin aminoasit dizisi triptik, kimotriptik, peptik ve
siyanojen bromUr ile yapilan kismi hidroliz caligmalari sonucu
cikariimistir (29,30,31). Protein distlfur kdéprulerinden yoksun 275
aminoasit artigindan olugsmus tek bir polipeptid zincirinden ibaret olup,
pankreatik proteazlarin aminoasit dizisiyle homolog olmadig

gosterilmistir (32). DFP ile etkilesen serin artifi 221 pozisyonunda



bulunmakta (Thr-Ser*-Met-Ala) ve bu aktif merkez c¢evresi memeli

pankreatik proteazlarinkinden farklidir.

C. Subtilizin Novo
Subtilizin Novo ile BPN' nin bazi enzimik ve kimyasal
6zelliklerinin  karsilagtiriimasi, bu enzimlerin benzerligini ortaya

koymustur (22).

D. Subtilizin Carlsberg

Subtilizin Carlsberg' in tam sekansi triptik ve kimotriptik
peptidlerden tayin edilmigtir (33,36). Protein tek bir polipeptitde 274
artik icermekte ve 85 pozisyonunda bulunan bir delesyonla subtilizin
BPN' den farkhdir. Subtilizin BPN (11 lizin ve 2 arginin artigi) ile
Carlsberg' in ( 9 lizin ve 4 arginin artigi ) toplam baz kompozisyonu
benzer olmasina ragmen bunlar aym pozisyonda degildir. Baz
pozisyonlarindaki bu farkliliklar bu iki enzimin farkli triptik peptidierini

vermektedir (37).

E. Subtilizin Amylosacchariticus

Triptik hidroliz ve siyanojen bromur etkisi sonucu proteinde
yaklagik 275 aminoasit arti§i oldugu saptanmigtir.  Subtilizin
Amylosacchariticus yalnizca 4 metiyonin ve 12 bazik aminoasit artigi

ile diger subtilizinierden farklidir.



1.4. AKTIF BOLGE GALISMALARI

A. Serin

Subtilizin Carlsberg ve BPN' nin DFP ile inaktif hale gelmesi aktif
béigelerinde serin artidinin bulundugunu  géstermistir. Tsuru ve
arkadaglari DFP' nin subtilizin Amylosacchariticus igin de gug¢lt bir
inhibitér oldugunu gdstermiglerdir (18). Matsubara ve Nishimura ise
subtilizin BPN' nin esterolitik ve proteolitik aktivitesinin DFP tarafindan
inhibe edildidini belirtmiglerdir (22). Ayrica Matsubara subtilizinin DIP
turevini kristallendirmis ve inhibitériin 1 molinin 1 mol proteinin serin
artijina bagl oldugunu géstermistir (38).

Benzer sonuglar Ottesen ve Schellman tarafindan subtilizin
Carlsberg igin de bulunmugtur. Ayni galismacilar DFP ile pH: 7.6' da 10
dakika icinde %50 inaktivasyon olustugunu gézlemiglerdir (24).

Sanger ve Shaw P32-DIP etiketli subtilizin Novo' nun kismi asidik
hidrolizinden sonra aktif serin igeren bir peptid izole etmiglerdir (39). Bu
arastirmacilar Thr-Ser*P-Met-Ala serin artidi etrafindaki sekansin DFP'
ye duyarli bazi memeli proteazlarinda bulunan Asp-Ser*-Gly

sekansindan farkii oldugunu ortaya koymusiardir (40,41).

B. Histidin

Subtilizinin aktif bdlgesi ile histidin arasindaki iligki ilk kez
Oosterbaan ve Cohen' in yapmisg oldugu calismalarla belirlenmistir
(42). Daha sonralan kromoforik bir agilleyici madde olan furil-2-

akriloilimidazol ile subtilizinin reaktif serin arti§t g¢evresindeki



sekanslarinin belirlenmesi ¢aligmalari sirasinda Noller ve Bernhard
histidin artiginin  serin artifindan oénce agillenebilecegini ileri
surmuglerdir. Bu g¢aligmacilar uzaysal konumda histidinin serine yakin
oldugunu gdézlemislerdir (43).

Yeni bir madde olan benziloksikarbonil-L-fenil alanin bromometil
ketonun (ZPBK) subtilizin BPN' nin aktivitesini azaltti§i bulunmustur. Bu
reaksiyon spesifik olup tek bir histidin artiginin kaybiyla sonuglan-
maktadir.

Radyoaktif igaretli ZPBK kullanilarak yapilan daha sonraki
calismalar, subtilizin Carlsberg' de His 64' Un aktif merkez oldugunu
gOstermistir. Benzer sekilde subtilizin BPN' den radyoaktif isaretli
histidin artiyi iceren bir peptid parcasi izole edildi ve bu peptidte
radyoaktif igaretli His artiginin gevresinin, subtilizin Carlsberg' deki His

64 ile uyum iginde oldugu gérulda (44).

1.5. SUBSTRAT SPESIFIKLiGi VE ENZIMIK OZELLIKLER

Subtilizinlerin bulunuglarindan beri bu enzimlerin proteolitik
etkinlikleri ile ilgili surekli veri elde edilmistir.

Subtilizin Carlsberg i¢in substrat olarak kazein kullanildiginda
optimum pH degerinin 10-11 arasinda oldugu saptanmigtir (16).
Okunuki ve arkadaslarn subtilizin BPN' nin kazein, hemoglobin, jelatin
ve okside edilmig lizozim igeren protein turlerini hidroliziedigini
gbstermislerdir (45). Ayrica subtilizin BPN' nin pH: 8.5-9.5 arasinda

esteraz aktivitesi gosterdigi belirtilmistir (20).



1.5.1 Sentetik Substratlar

Benzoil veya asetil-L-aminoasit esterlerinin farkli gesitleri test
amaclyla kullanildigi  zaman subtilizin dustk bir spesifiklik
gOstermektedir. Subtilizin Novo, BPN ve Carlsberg kargilagtiriidiinda,
subtilizin BPN ve Novo igin benzoil-L-tirozin etil esterinin (BTEE),
benzoil-L.- leusin etil esterden ¢ok daha iyi substrat oldugu géraimastar
(18,27).

Subtilizin Carlsberg' in bu iki substrata etkisi hemen hemen
aynidir. Dolayisiyla subtilizin Carlsberg, Novo ve BPN' den daha aktiftir
denilebilir.

Kimotripsin ile  subtilizin Carisberg kargilastiriidiinda,
kimotripsinin BTEE ile, subtilizin Carlsberg' den elli kez daha aktif
oldugu gorular.,

Subtilizinlerin tumu, alifatik aminoasitiere nazaran aromatik
aminoasit esterleriyle belirgin bir sekilde aktivite gdstermektedirler. N-
asetil aromatik aminoasit esterieriyle yapilan deneylerde subtilizin
Carlsberg icin Vmax de@erinin diger enzimlerin Vmax de@erlerinden daha
yuksek oldugu goéruimektedir. Subtilizin Amylosacchariticus ise en
dustk aktiviteye sahiptir  (45). Subtilizin Amylosacchariticus’ un
aminoasit sirasi, BPN ve Novo enzimleriyle byltk benzerlikler
gostermesine karsin, aktivitesindeki bu farklilik ilgingtir.

Substrat olarak N-asetil-L-tirozin etil ester kullanildiginda, fenol,
indol, hidrosinnamat ve indolpropionat gibi aromatik bilesikler

kompetetif inhibitér etkisi gdsterirken, bu maddelerin N-a-benzoil-L-
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arginin etil ester ile nonkompetetif inhibitérler olduklan bulunmugtur
(46). Bu iki ester substratinin aktif bélgeye farkli bir sekilde bagli
oldugu ileri sGruimektedir. Bu baglanma modelleri subtilizinlerin
spesifikligi igin  uygun komplekslerin saptanmasina yardimci
olmaktadir. -

Subtilizin Carlsberg asetil aminoasit esterleri ile daha yuksek
V,x deferine sahip olmasina radmen, bu enzimlerde (Novo,
Amylosacchariticus, Carlsberg) ayni substratlar icin Ky, degerleri ve
inhibitér denge sabitleri (K, ) degerleri birbirine yakindir.

Subtilizinlerin aminoasit siralarinda farkliliklar olmasina ragmen,
benzer substrat baglanma yerlerine sahiptirler. Subtilizin Carlsberg N-
asetil aminoasit esterleriyle subtilizin Novo' dan daha ylksek Vpayx
degerine sahipken, bu iki enzim igin substrat olarak serbest aminoasit
esterleri kullanildiginda V5, degerleri birbirine ¢ok yakindir. Bu durum
Carlsberg' in baglanma béigesinin Novo enziminin baglanma
bélgesinden daha az polar oldudunu, bdylece serbest aminoasit
esterlerindeki polar o-amino gruplarina daha gok duyarli oldugunu
gOstermektedir (45).

Farkli bakteri ve moldlardan saflastirilan alkalin ve nétral
proteaz turlerinin sentetik substratlar Gzerine etkisi ile ilgili yapilan bazi
calismalarda nétral proteazlarin hidrofobik aminoasit artiklarindan énce
gelen peptid baglarini hidrolizledigi, alkalin proteazlarin ise hidrofobik
aminoasit artiklarindan sonra gelen peptid baglarini hidrolizledigi

saptanmistir (47,48,49).
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1.5.2. Kazein

Kazein bir fosfoprotein olup, 20 °C' de ortama asit ilavesiyle pH:
4.6' da goker (50). Bu protein 150 yildan beri inek sutinin baglica
proteini olarak bilinmektedir (51).

1925' te Linderstrom-Lang ve Kodama kazeinin saf bir protein
olmadigini, heterojen bir yapida oldugunu bulmusglardir (52).Daha
sonralari yapilan ¢alismalarla kazeinin agy, og, B ve k olmak Gzere 4
ayri alt Uniteden meydana geldidi belirlenmigtir (53,54).Bunlarin
diginda ayri bir alt tGnite olarak belirlenen y kazeinin ise f-kazeinin ve
sutte bulunan proteazlarin etkisi ile olugtugu gosterilmigtir.

Cizelge 1.2." de kazein alt Unitelerinin bazi 6zellikieri ve icerdigi

aminoasit artigi sayisi verilmektedir (55).

Gizelge 1.2: Siit Proteininin Kompozisyonu Ve Ozellikleri

Molekiil Amino asit

% Adirhd (Kpa) artig Fosfor gruplar
Ham protein 20 14.2-400
Kazein 80
o 38.8 236 199 8
og2 10 25.2 207 10-13
B 35.9 24 200 5
K 12.3 19 169 1
v 3 12-21

Kazein kalsiyum ve fosfat iyonlariyla blydk miseller

olusturmaktadir (56). Her ne kadar kazein misellerinin yapisi hakkinda
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modeller geligtiriimigse de ¢esitli kazeinlerin misel igindeki yapisi hala

bilinmemektedir.

1.5.3. Azokol

Proteolitik enzimlerin aktivite tayininde kullanitan substratiardan
biri olan azokol Kongo Kirmizisinin yun veya pamuk Uzerine
emdirilmesi seklinde kullanilan, suda ¢ézinmeyen, kirmizi-kahverenkli
bir azoboyadir. Azokol farkli proteazlar tarafindan kolaylkla
hidrolizlenir ve Grlin olarak renkli peptid pargalari meydana gelir.

Chavira ve arkadasglarinin B. subtfilis ekstraklarini ve subtilizin
BPN' yi kullanarak yapmig olduklan c¢alismada azokol hidrolizinin
proteaz konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak lineer oldugu
gorulmustar. Yine bu calismacilar azokolin enzimle inkibasyonu

esnasinda g¢alkalama hizinin énemli oldugunu belirtmiglerdir (57).

1.5.4. Azokazein

Proteolitik enzimler icin kullanilan substratlardan biri, kazeine
diazotize arilamin baglanmasi sonucu olugan azokazeindir.

Proteinlere diazotize arilaminlerinin baglanmasi kromoforik
turevler meydana getirir.Béyle azoproteinler trikloro asetik asit ile
etkilesince ¢oker ve renksiz filtratlar olugur. Eger azoprotein ¢ézeltisi
proteolitik hidroliz etkisi altinda kalirsa, trikloro asetik asit iginde
gbzunen renkli Urtnler olugur.Hidrolizlenen substratin trikloro asetik

asit ¢Ozeltisi icindeki yogunlugu enzim g¢dzeltisinin proteolitik
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aktivitesinin bir fonksiyonudur. Bu bulgular proteolitik aktivite tayinleri

icin kolorimetrik metot temelini saglar (58).

1.6. INHIBITORLER

1.6.1. Boya Baglanmasi

Bazi enzim ve proteazlarin aktif bdlgesine boyalarin
badlanmasiyla ilgili galismalar bu etkilesimlerin gok spesifik oldugunu
gostermistir (59).

Biebrich Scarlet ([6-(2-hidroksil-1-naftil) azo]-3, 4-azodibenzen
sulfonat) a~kimotripsinin, thionin (3,6-diamino fenothiazin) tripsinin aktif
béligesine spesifik olarak baglanmaktadir (12,60). Bu enzimlerin Gg
boyutlu yapisi benzer olmasina ragmen, boya-protein etkilegimleri
farklidir. Proflavin (3,6 diamokridin) bu enzimlerin ikisine de baglanir.
Yukaridaki boyalarin hig biri subtilizinlerle etkilesmez.

4-(4'-aminofenil azo) fenil-arsonatin subtilizinlerin aktif bélgesine
spesifik olarak baglandigi bulunmustur. Spektrofotometrik titrasyoniar
subtilizinlere boyalarin bir tek baglanma bélgesinden baglandigini
gbstermistir. Boya baglanmas! substrat konsantrasyonuna (benzoil-L-
arginin etil ester veya asetil-L-tirozin etil esterle) baghidir.

Subtilizinlerle arsonatlarin etkilesimi g¢ok yavastir. Bununla
birlikte reaksiyonun gergeklesmesi igin, reaksiyona giren maddelerin
konsantrasyonuna bagli olarak 15-60 dakika yetmektedir.

Fenil arsonat ve onun p-nitro, p-amino ve p-metil tlrevleri subtilizinler

icin zamana bagl inhibitérlerdir (61).
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1.6.2. Metal iyonlannin Etkisi

Subtilizinler Gzerine bazi metal iyonlarinin etkisini belirlemek
Uzere calismalar yapiimistir. Tobe ve arkadaglari Bacillus turinden
saflagtirdiklart subtilizinin 4.4 U/mg' si igin, substrat olarak kazein
~ kullanildiginda, 1 mM metal iyonlari klorUrlerinin enzim aktivitesini nasil
etkilediklerini aragtirmislardir. Bu ¢alismada Hg2+' nin enzimi tamamen
inhibe ettigi, Cu2+, Zn2+, Ca2+, Co2+ ve Sr2+ iyonlarinin ise anlaml bir
inhibisyona neden olmadiklari saptanmigtir. Ancak yaptlan bu
calismalarda farkli anyonlarin etkisi arastiriimadidi gibi, bu etkilerin
nedeni de agiklanmamigtir. Metal iyonlarinin etkisi ile ilgili yapilan
inhibisyon galismalarinda elde edilen sonuglar bu metal iyonlarinin
inhibisyon etkisinde bir duzenlilik olmadigint ortaya koymustur
(19,62,63).

Tsuru ve arkadaslari B. subtilis' ten saflagtirdiklar alkalin
proteazin (2400 U/mg, pH: 10.5) aktivitesinin 1mM HgCl, ile %20' ye,
1mM CuSOQ, ile %97' ye, 1mM Pb(CH;COO), ve AgNO; ile %95' e
dustaguna gosterirken, Christison ve Martin bir Cytophage' den
(NRCC: 12089) saflastirdiklari alkalin proteazin (25.28 U/mg, pH: 8),
substrat olarak kazein kullanildiginda 2 mM Caz2+, Sr2+, Ba2*, Mg2+, Fe2+
iyonlarinin herbirinin varliginda aktivitesinin degigmedigini, 2 mM Co2+
veya 2 mM Hg2+ nin aktiviteyi sirasiyla %21 ve %11' e dugtrdugunt
saptamuglardir (19,63).

Yapilan bu calismalar kaynadi ve aktif Unite sayisi farkl
subtilizinlerin, metal iyonlarinin varliginda farkli oranlarda etkilendigi

sonucunu dogurmaktadir.
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1.7. ALKALIN PROTEAZLAR VE SPORLASMA

Glutamat iceren hidrolizlenmis kazeinli besiyerinde Uretilen B.
subtilis' te 8 saat sonra sporlasma olmaktadir. Sporlagtirma
kosullarinda hdcre proteinlerinin %50, DNA' nin ise %10-20 oraninda
arttigi belirtilmektedir (64). Sporlar 0.1 mL etil metan sulfonat [ (EMS)
ya da metan sulfonik asit etil esteri ] iceren fosfat tamponu iginde
sUspanse edilip, 35 °C' de 20 dakika inkibe edildijinde asporojen
mutantiar elde edildigi iddia edilmektedir (65).

Diger yandan sporlasma asamasinda nukleosit fosfataz, DNA
polimeraz, inorganik pirofosfataz ve serin proteaz (subtilizin) gibi
enzimlerin sentezlendigi, bir bakima sporlagsmanin proteazlara
gereksinim duydugu, proteaz inhibitérlerinin sporlagsmayi da inhibe
ettigi belirtiimektedir (64). Ayrica PMSF ve benzeri tersinmez serin
proteaz inhibitérlerinin de sporlasmayi engelledidi belirtiimektedir (66 ).

Tezimizin amacini; 1. Bacillus subtilis' ten izole edilen ve ticari
olarak temin edilen subtilizin i¢in azocoll, azocasein ve farkh kaynakl
kazeinlerin substrat uygunlugunu kargilastirmak 2. Bazi metal iyonlar
ve organik bilesigin bu enzim Uzerindeki inhibisyon etkisini incelemek
ve 3. Mutajen O6zellie sahip EMS' nin etkisine bagli olarak,
sporlagsmanin mekanizmasini aydinlatmaya yénelik bulgular ortaya

koymak olugturmaktadir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Galigmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Asetik asit, etil alkol, sodyum asetat, dietil eter, hidroklorik asit,
nitrik asit, sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, trikloro asetik asit
(TCA), sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, sodyum
hidroksit, sodyum tungustat, sodyum molibdat, fosforik asit, lityum
stlfat, brom, amonyum persulfat, tirozin, triptofan, sistein, fenol, civa-ll-
klortr, civa-ll-nitrat, bakir klortr, bakir silfat, K-EDTA, dipotasyum
hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, amonyum sifat,
magnezyum sulfat, glukoz, boraks, metilen mavisi, eozin Merck
Darmstad' tan

Kalsiyum karbonat, tris (hidroksimetil aminometan), akrilamid, N-
N'-metilen bisakrilamid, N-N'-N'-N'-tetra metil etilen diamin (TEMED),
sodyum dodesil sulfat (SDS), 2-merkaptoetanol (MET), commassie
brilliant blue R-250, brom fenol blue, gliserin, etil metan sUlfonat
(EMS), azokazein, azokol ve kullanilan enzim ( katalog no P-8775) ,
Sigma Chemical Co. St. Louis' den

Tripsin (E.C.3.4.21.4) ise Fluka' dan temin edilmistir. Substrat
olarak kullanilan kazein laboratuarimizda saflagtiriimistir.

2.2, Kullanilan Tampon Sistemleri ve Folin Reaktifi (67):

Ekler Kisminda Verilmigtir (Ek: 1-2).
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2.3. Gahigmada Kullanilan Cihazlar

CGalkalayici (Braun Certomat-160), spektrofotometre (UV-160
Shimadzu UV-Visible), santriflj (4235-A centrifuge), vortex (Fisons
Whirli Mixer™), alev fotometresi (Jonway Flame Photometer PFP7),
Column), elektroforez guc kaynag! (Gelman Deluxe Regulated Power

Supply), UV lambasi, liyofilizatér(Edwards), mikroskop (Olympus BH-2).

2.4. Kazeinlerin Saflagtiriimasi

Degisik cins hayvaniardan (inek,koyun,kegi,manda) alinan 30' ar
mL sut érnekleri saf su ile yari yariya seyreltildikten sonra sabit
karigtirma hiziyla 40 °C' ye kadar isitildi. Uzerine 2 mL %10’ luk asetik
asit ilavesinden sonra ¢okelek-sivi karisimi oda sicakligina gelinceye
kadar bekletildi. Daha sonra 2 mL 1 M sodyum asetat (pH: 4.6) ¢bzeltisi
ilave edilip, karnigim 2250xg' de 10 dakika santrifljlendikten sonra Ust
sivi atilarak kazein iki kez %95' lik etil alkol iginde slspanse edildi.
Vakum altinda sGzlldikten sonra etil alkol-dietil eter karigimi ile
yeniden sUspansiyon haline getirildi ve ardindan suzllerek kurumaya

birakildi (68).

2.5. Fosfat Tayini

Farkli hayvanlardan saflastirilan yaklasik 0.5 gr kazein 3-4
damla derisik hidroklorik asit ile kdmurlestirildikten sonra ¢dztninceye
kadar derigik nitrik asit ilave edildi. Hacim saf su ile 50 mL' ye

tamamland:.
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Standart fosfor ¢ozeltileri referans olarak alinarak kazein
cozeltilerinin 440 nm' de absorbans dederleri okundu. Standart egriden

fosfat miktar: tayin edildi (69).

2.6. Kalsiyum Tayini
Fosfat tayini igin hazirlanmis olan kazein ¢ézeltilerinin kalsiyum
icerikleri standart kalsiyum c¢ozeltileri ile kalibre edilmis alev

fotometresinde tayin edildi.

2.7. Elektroforez
Jellerin hazirlanmasi ve gerekli diger ¢ézeltiler ekler kisminda

veriimistir (Ek: 3).

2.7.1. Elektroforez iglemi

Degisik tar hayvanlarin kazeinlerinin elektroforez profilleri
Weber&Osborn yéntemiyle elde edildi (70).

Jel tuplerinin 6 cm' lik béluml 6ngdrtlen sekilde hazirlanan jel
cozeltisi ile dolduruldu. Bu ¢ézeltinin Gzerine ince uglu bir pastdr pipeti
ile tipUn bir kenarindan damla damla saf su akitilarak ¢ézeltinin hava
ile temasini kesmek (zere 4-5 mm' lik bir su tabakasi olusturuldu.
Yaklagik 45 dakika sureyle UV lambasindan 5-10 cm uzaklikta
fotopolimerizasyona birakildi. Fotopolimerizasyon tamamlandiktan

sonra jelin Gsttndeki su dikkatlice absorban bir kagit yardimiyla alindi.
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2.7.2. Jellerin Uzerine Protein Ormeklerinin Uygulanmasi

Hazirlanan jellerden birine molekdl agirliklan bilinen standart
protein ¢dzeltisinden, diderlerine ise saflagtirilan inek, koyun, kegi ve
manda kazeinleri (%0.2, 50 mM fosfat tamponu (pH: 8) icinde) ve teknik
kazein érnekleri egit miktarda verildi. Her bir jel igin 8 mA’ hk bir akim
uygulandi. Cesitli zaman araliklanyla brom fenol blue boyasinin
ilerleyisi kontrol edilerek, elektroforez igleminin ilerleyisi izlendi. Boya
jel tuplnin alt kismina yakiaginca akim kesildi, jel tapleri aygittan
cikanldi. Bir enjektér yardimiyla jel ile jel tupa arasina su sikilarak

jellerin tUplerden ¢ikmasi saglandi.

2.7.3. Protein Bantlarinin Tespit Edilmesi Ve Boyanmasi

Daha énceden hazirlanan commassie brilliant blue R-250
¢Ozeltisi proteinlerin boyanarak tespit edilmesinde kullaniidi. Jeller bu
boya igerisinde 30 dakika tutularak boyama ve tespit iglemi
gerceklestirildi. Bu sirada jeller tamamen boyandidt igin boya ¢ikarma
cOzeltisinde 1-2 gln bekletildi. Bu strenin sonunda protein bantlari

gbzle gérunlr duruma getirildi.

2.8. Kazein ile Proteaz Aktivite Tayini

Anson Yéntemi modifiye edilerek kazein ile aktivite tayini yapildi.
0.2 M Karbonat-Bikarbonat (pH: 9.5) ve 0.2 M Tris-HCI (pH: 9.0)
tamponilari iginde ayri ayri %0.3'1Uk kazein ¢ézeltisi hazirlandi. Buradan
hazirlanan farkli derigimlerdeki kazein g¢ozeltilerinin ikiger mL' si ile ayni

tamponlar iginde seyreltiimis 10 uL enzim ¢ozeltisi (2.3 pg/pL ) belli bir
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calkalama hizinda (120 rpm) 37 °C' de 10 dakika inkUbasyona birakildi.
Reaksiyon 2 mL 0.4 M TCA c¢ozeltisinin ilavesiyle durduruldu.
Reaksiyon karnigimi 37 °C' de 20 dakika calkalayicida bekletildikten
sonra 5000 rpm' de 10 dakika santrifUjlenip sGzlldd. 1 mL suzuntl
alinarak tizerine 5 mL 0.4 M sodyum karbonat ilave edildi. Daha sonra
1 mL sulandinimig (1:3) Folin reaktifi katildi. Karigim hizla
karigtirildiktan sonra 37 °C' de tekrar 20 dakika sabit hizdaki
calkalayicida bekletildikten sonra 660 nm' de absorbans degerleri
okundu.

Bir enzim Unitesi deney kosullarinda 0.5 pug tirozinin verdigi mavi
renge esdeger renk veren TCA ile ¢ézunur fragmentler agiga ¢ikaran

enzim miktari olarak tanimlandi (71).

2.9. Kazein Hidrolizi ile Proteaz Aktivitesini Belirlemek igin

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisi 0.2 N HCI iginde 0-60 pg/mL' lik standart
tirozin gtzeltileri hazirlanarak elde edildi. Bu standartlarin direk 280
nm' de veya 1 mL' si 5 mL 0.4 M sodyum karbonat ve 1 mL
sulandinimig (1:3) Folin reaktifi ile kangtinlip, 20 dakika 37 °C' de

bekletildikten sonra 660 nm' de absorbansi okundu (10).
2.10. Enzim Aktivitesi Uzerine pH' nin Etkisi
Farkli tamponlarda hazirlanan, derisimleri sabit kazein ve enzim

cOzeltileri kullanilarak aktivite tayini yapilip, enzim icin optimum pH
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degeri saptandi. Bu amagla 0.2 M Fosfat (pH: 7.0), 0.2 M Tris-HCI (pH:
8.0; 9.0), 0.2 M Karbonat-Bikarbonat (pH:9.5; 10.0; 10.5; 11.0)

tamponlar kullanildi.

2.11. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi
Optimal pH' da ve sabit derisimde hazirlanan kazein ve
subtilizin gézeltileri kullanilarak 25; 30; 37; 45; 55 ve 60 °C' de aktivite

tayinleri yapilip, enzim igin optimum sicaklik degeri belirlendi.

2.12. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Aminoasitlerin Ve
Organik Maddelerin inhibisyon Etkisi
Enzim ¢ozeltisi 0.2 M Karbonat-Bikarbonat tamponu (pH: 9.5)
icinde belirli derisimlerde hazirlanmis olan tirozin, triptofan, sistein,
fenol ve EMS ile 37 °C' de 30 dakika 6ninkUbasyona birakildiktan

sonra aktivite tayini yapildi.

2.13. Enzim Aktivitesi Uzerine Civa Ve Bakir Tuzlarnin
inhibisyon Etkisi

Bakir ve civa tuzlarinin Karbonat-Bikarbonat tamponunda
¢bzUnmemesi nedeniyle enzim ¢6zeltisi 0.2 M Tris-HCI (pH: 9.0)
tamponu iginde hazirianmis olan Hg(NO3),, HgCly, CuSO4 ve CuCl; ile
37 °C' de 30 dakika éninklbasyona birakildiktan sonra aktivite tayini
yapiidi.

Ham enzim ile Cu2+ tuzlarinin inhibisyon etkisi incelendiginde

duzenli sonuglar elde edilemediginden dolayr enzim diyalizienip,
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liyofilize edildikten sonra bakir bilesikleri ile &éninkUbasyona tabi

tutulup, aktivite tayini yapilidi.

2.14. Diyaliz islemi

Diyaliz hortumu 90 °C' de kaynatilan K-EDTA iginde 3 dakika
streyle bekletildi. Ust sivi dékalup hortum bol miktarda saf su ile
yikanarak kullanildi.

Diyaliz iglemi 0.2 M Tris-HCI (pH: 9.0) tamponu i¢inde gece boyu
yapildi.

2.15. Azokazein ile Aktivite Tayini

Aktivite tayini Leighton ve Prestidge' nin yéntemleri modifiye
edilerek yapildi.

0.2 M Karbonat-Bikarbonat tamponu (pH: 9.5) icinde %2’ lik ticari
azokazein g¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok g¢ézeltiden hazirlanan farkli
derigimlerdeki azokazein g¢ozeltilerinin 0.5 mL' si ile 0.2 M Karbonat-
Bikarbonat tamponuyla (pH:9.5) seyreltiimis 10 uL enzim ¢dzeltisi (2.3u
g/uL) belli bir galkalama hizinda (120 rpm) 37 °C' de 30 dakika
inkibasyona birakildi. Reaksiyon 2 mL %10' luk TCA g¢dzeltisinin
ilavesiyle durduruldu ve reaksiyon tupleri 0 °C' de 15 dakika bekletildi.
Daha sonra 5000 rom' de 10 dakika santrifGjlenip suztidtd. 0.8 mL
stizUntU alinarak Gzerine 0.2 mL 1.8 N NaOH ilave edildi ve 420 nm' de

absorbans okundu (72,73).
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2.16. Azokol ile Aktivite Tayini

Virgtlden sonra dérdinct hanesine kadar duyarhlikta tartiimig
farkli azokol miktariar 3 mL 0.2 M Karbonat-Bikarbonat tamponu (pH:
9.5) icinde suUspansiyon haline getirildi. Ayni tampon igindeki
seyreltiimis 10 pL enzim (2.3 pg/uL) ¢ozeltisi ile belli bir galkalama
hizinda (240 rpm) 37 °C' de 30 dakika inklbasyona birakildiktan sonra
reaksiyon karigimi Uzerine 1 mL 0.6 M soguk TCA ilave edildi. 5000
rpm' de 10 dakika santrifljlendikten sonra Gst sivinin 520 nm' de

absorbans degeri okundu (74).

2.17. Spor Boyama Gozeltileri

Spor boyama gozeltileri Ekler kisminda verilmistir (Ek.5).

2.18.Spor Boyama

Sivi besi yerinden alinan bakteri 6rnegi lam GUzerinde yayildiktan
sonra alevde fikse edildi. Lamin (zerine muzereli spor boyasi
doékulerek, alt kisimlarindan lamlar 4 dakika isitildi. Yikandiktan sonra
%10' luk nitrik asit dokulerek 2-3 dakika bekletildi ve tekrar yikandi.
Son olarak, lamin Uzerine eozin dékildu ve 5 dakika sonra lam yikandi,

havada kurutuldu. Spor olugsumu mikroskop altinda incelendi.
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3. SONUGLAR

Alkalin proteazlar olarak bilinen subtilizinler aktif bdlgelerinde
serin artidi bulunan, Basil tirti bakteriler &zellikle Bacillus subtilis
tarafindan salgilanan serin proteazlardir.

Subtilizinler icin kullanilan substratlardan biri olan kazein
6zellikle zengin aromatik aminoasit i¢erigi nedeniyle kimotripsin gibi
birgok proteolitik enzim igin de kullaniimaktadir (50).

Bu amagcla manda, inek, koyun ve ke¢i sttlerinden saflastirilan
kazeinlerin, B. subtilis turlerinden saflastirilmig olan ve ticari olarak
saglanan subtilizin enzimi igin substrat olarak uyguniugunu aragtirmak
Uzere yapilan aktivite tayinieri ile elde edilen sonuglar ve bunlara bagl
Lineweaver-Burk egrileri Sekil 3.1' de K ve Vhax dederleri ise Tablo
3.1' de verilmigtir.

Farkh tar hayvanlardan saflastirilan kazeinlerin yapilar
hakkinda kaba bir fikir sahibi olmak Gzere, saflagtirilan proteinlere
SDS-PAGE uygulandi. Deney sonucu elde edilen elektroforez bant
profilleri Sekil 3.2' de gérulmektedir.

Kullanilan enzim igin substrat uyguniugunu karsilastirmak Uzere
kazeinin diginda azokol ve azokazein gibi substratlar kullanilarak elde
edilen sonuglar Sekil 3.3 ve Tablo 3.2' de veriimigtir.

Kazeinlerin substrat uygunlugu ile Ca2+ ve (PO,)% igerikleri

arasinda bir iligki olup olmadiini aragtirmak Gzere yapilan kalsiyum ve
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fosfat tayinleri sonucu elde edilen Ca2+, (PO,)* ve Ca2*/(PO,)*
miktarlar Tablo 3.3' de verilmigtir.

Enzimin optimum pH ve sicakligini belirlemek igin yapilan
calismalarla ilgili sonuglar Sekil 3.4 ve 3.5' de verilmisgtir.

‘Enzim-kazein inkibasyon ortamina uygun derigsimlerde fenol,
tirozin, triptofan, sistein ve EMS ilave edilerek yapilan Kinetik
caligmalarda elde edilen sonuglara bagh Lineweaver-Burk egrileri $Sekil
3.6, 3.7, 3.8, 3.9 ve 3.10' da substrat icin Ky, ve Vg degerleri ise
Tablo 3.4' te verilmigtir.

Tripsin Gzerine EMS' nin inhibisyon etkisini incelemek amaciyla
yapllan galigmalardan elde edilen Lineweaver-Burk egrisi Sekil 3.11'
de, bu enzimin kullaniimasi durumunda substrat icin Ky, Vmax Ve
subtilizin icin ayni kosullarda saptanan s6z0 edilen sabitlerin degerleri
Tablo 3.5' de verilmisgtir.

Subtilizin aktivitesi Uzerine Hg2+ ve Cu2+ nin farkli tuzlarinin
inhibisyon etkisinin olup olmadigini  belirlemek igin yapilan
caligmalarda substrat olarak inek, manda, koyun ve keci kazeinleri,
inhibitér olarak HgQ(NOs),, HgCl,, CuCl, ve CuSO, kullanildi. Bu
deneylerle ilgili veriler Sekil 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, ,
3.19' da ve Tablo-3.6' da verilmigtir.

Bacillus subtilis' in Greme evrelerinden logaritmik fazda
metalo proteaz, stasyoner fazda serin proteaz salgiladidi ve sporlagsma
ile serin proteaz salgilanmasi arasinda varoldugu iddia edilen (64,66)
iligkiden yola ¢ikarak ve proteaz inhibitérlerinin sporlasmayi da inhibe

ettigi iddiasini (64) g6z 6nlne alarak, biri kontrol olmak Gzere iki besi
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yerinden birine 1 mM EMS ilave edilip, bununla sporlagma arasinda bir
iliski olup olmadi§i arastirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.20, 3.21,
3.22, 3.23, 3.24 ve 3.25' de verilmistir.Yine bu kultirlerin Ust
sivilarindan alinan egit hacimdeki 6rneklerin elektroforez bant profilleri

Sekil 3.26' da verilmigtir.
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1150

Sekil 3.1: Farkh Hayvanlardan Saflagtinian Kazeinlerin Subtilizin Igin Substrat
OlarakKullanilmasi Durumunda Elde Edilen Sonuglar
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Sekil 3.2: Farkli Kaynakl Hayvanlardan Saflagtirilan Kazeinlerin
Elektroforez Bant Profilleri
*1. Standart proteinler, 2. Teknik kazein, 3. Manda kazeini, 4. Kegi kazeini, 5. Koyun
kazeini, 6. inek kazeini
*Standart Proteinler: A. Albumin bovin (66 KDa), B. Albumin egg
(45 KDa), C. Karbonik anhidraz (29 KDa).

10 m

O Azokazein |

Al A Azokol
| ® Inek kazeini Y,

64

>
44
2 /
- t + t t —
-250 250 750 1280 1750 2250
11(8]

Sekil 3.3: Inek Kazein, Azokazein Ve Azokol' in Subtilizin igin Substrat
Olarak Kullaniimasi Durumunda Elde Edilen Sonuglar
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Sekil 3.4 : Enzim Aktivitesi Uzerine pH ' nin Etkisi
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Sekil 3.5 : Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi
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Sekil 3.6: Fenol'iin inhibisyon Etkisi
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Sekil 3.7: Tirozin'in inhibisyon Etkisi
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Sekil 3.8: Triptofan'in Inhibisyon Etkisi
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Sekil 3.9: Sistein'in Inhibisyon Etkisi
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Sekil 3.10: Etilmetansulfonat (EMS) in Inhibisyon Etkisi

1/v

Sekil 3.11: Tripsin (zerine EMS' nin Inhibisyon Etkisi
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Sekil 3.12: Hg?* Tuzlanmin inhibisyon Etkisi (Substrat : Inek Kazeini)
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Sekil 3.13: ng" Tuzlannin Inhibisyon Etkisi (Substrat : Koyun Kazeini)
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oKontrol AO5mMHgCR2 x10 mMHgCl2 40,5 mM Hg(NO3)2 11,0 mM Hg(NO3)2
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Sekil 3.14: ng+ Tuzlannin Inhibisyon Etkisi (Substrat : Kegi Kazeini)
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Sekil 3.15: ng‘ Tuzlanmin inhibisyon Etkisi (Substrat : Manda Kazeini)
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Sekil 3.16: Cu2* Tuzlanmin inhibisyon Etkisi (Substrat : Inek Kazeini)

Sekil 3.17: cu?* Tuzlannin Inhibisyon Etkisi (Substrat : Manda Kazeini)
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Sekil 3.18: cu?* Tuzlannin Inhibisyon Etkisi (Substrat :Koyun Kazeini)
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Sekil 3.19: Bakir Siilfatin inhibisyon Etkisi (Substrat : Kegi Kazeini)
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Sekil 3.20: Spor boyama sonucu B. subtilis kiiltiirlerinin mikroskop altindaki
goériintiisti (Kontrol;10. saat).

Sekil 3.21: 1 mM EMS ile etkilestirilen, spor boyasi ile boyanmis B. subtilis
Kiiltdrlerinin mikroskop altindaki gortntiisti (10. saat).
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Sekil 3.22:Spor boyama sonucu B. subtilis kiiltiirlerinin mikroskop altindaki
goriintiisii (Kontrol; 15. saat).

Sekil 3.23: 1 mM EMS ile etkilestirilen, spor boyast ile boyanmis B. subtilis
Kiilttirlerinin mikroskop altindaki gériintiisti (15. saat).
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Sekil 3.24: Spor boyama sonucu B. subtilis kiiltiirlerinin mikroskop
altindaki gortintiisti (Kontrol; 20. saat).

Sekil 3.25: 1 mM EMS ile etkilestirilen, spor boyast ile boyanmis B. subtilis
Kiiltirlerinin mikroskop altindaki goriintiisti (20. saat).

40



Sekil 3.26: 10 Saatlik Oninkiibasyondan Sonra 10, 15 Ve 20. Saatlerde
Alinan Bakteri Ust Sivisinin Elektroforez Bant Profilleri

*1. Standart proteinler, 2. Kontrol (10. saat), 3. 1mM EMS' li dst sivi (10. saat), 4.
Kontrol (15. saat), 5. 1 mM EMS!'li tst sivi (15. saat), 6. Kontrol (20. saat), 7. 1 mM
EMS' li (20. saat )

*Standart Proteinler: A. Albumin bovin (66 KDa), B. Albumin egg (45 KDa), C.
Karbonik anhidraz (29 KDa).
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Tablo 3.1: Farkl Kaynakl Siitlerden Saflagtirilan Kazeinlere Bagh Olarak Subtilizin
igin Ky Ve Vmax Degerleri

Substratlar

inek Kazeini Manda Kazeini Kegi Kazeini Koyun Kazeini

Ky 103V max Ky 103 Viax Ky, 103 Vimax Ky 103 Vimax

4.05 1.124 422 1.379 445 1.366 8.18 2.347

Tablo 3.2: Kazein, Azokazein ve Azokol' e Bagl Olarak Subtilizin igin Ky,
Ve Vmax Degerleri

Substratlar __Km x10°7 V max
inek kazeini 4,05 1,124
Azokol 35 7,87
Azokazein 40 9,09

Tablo 3.3: Farkl Kaynaklardan Saflastinian Kazeinlerin 1 Graminda Bulunan
Ca2* Ve (PO,)% lIgerikleri

(PO, (gx10%) Ca2* (gx10) Ca2+ /(PO,)> x10?
fnck 2,177 2,556 117
Manda 2.07 2,546 1,23
Kegi 2,00 2,536 1,27
Koyun 2,719 15,54 5,715
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Tablo 3.4: Degisik Maddelerin inkiibasyon Ortaminda Farkli Derisimlerde
Bulunmasi Durumunda Hesaplanan Ky Ve V max Degerleri

Inhibitorler
Fenol Tirozin Triptofan® Sistein EMS
Kontrol 1,5mM 2,5mM 7,5mM 15mM  02mM  0,3mM 7,5mM 15mM ImM SmM
Km. 103 2,12 2,66 381 326 424 40,5 16,6 10,8 41,66 7,58 138

V max 1,000 1,031 1,176 0,714 0,666 6,5 3,72 2,11 6,3 0916 0,786

*Triptofanin inhibisyon etkisi incelendiginde kontrol igin Ky = 6,04.10-3 ve V max 1,675
olarak hesaplandi.

Tablo 3.5: EMS' nin inkiibasyon ortaminda farkli derisimlerde bulunmasi durumunda
tripsin igin hesaplanan Ky, Vi, degerleri

Subtilizin Tripsin
Kmx10 -3 Vmax Km x10 -3 Viea
Kontrol 2,12 1,000 36 1,960
1 mM EMS 7,58 0,916 69 2,880
5 mM EMS 13,8 0,786 66 1,660
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Tablo 3.6: Farkli kaynakli siitlerden saflastinian kazeinler ile Cu2* ve Hg2*
tuzlarinin varhigina bagh olarak subtilizin igin Ky ve Vmax degerleri

. Substratlar
Inek Kazeini Manda Kazeini ~ Kegi Kazeini Koyun

Kazeini

Kpm 103 Ve Kp 103 Vimax Kpm 103 Vinax Kp 107 Vinax

Kontrol 405 1124 422 1.379 4.45 1.366 818 2347

HeCly  0.5mM 87 1111 T2 1.369 639 1333 17.1 2101

1.0mM 133 L1 121 1.351 129 1333 350 20

Hg(NO3); 05SmM 65 L1l 5.05 1379 537 1353 106 2202
1.0mM 72 111 637 1.335 752 1333 156 2283

Kontrol 172 0.644 311 1.015 s 2,451 4.07 1.28

CuCly  10mM 264 0643 4.09 1.005 e 653 1.247
15mM 367 0.624 5.62 1.025 - 934 1.236

CusO,  10mM 201 0625 9.0 1.010 124 2.469 5.15 1.262

15mM 23 0.624 9.79 0993 182 2488 971 1.30
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4. SONUGLARIN TARTISILMASI

inek, koyun, manda ve kegi sutlerinden  saflastirdigimiz
kazeinlerin subtilizin igin substrat uyguniugu incelendiginde Sekil 3.1
ve Tablo 3.1 de verilen Ky ve Vpax degerleri inek sutinden
saflastirilan  kazeinin digerlerine nazaran daha uygun substrat
oldugunu géstermistir. Ulasilan bu sonuglarin, kullanilan kazeinlerin
aminoasit bilesimlerinden kaynaklanabilecegi dusuniulmekle birlikte, bu
sonuclar ile, kullanilan kazeinlerin Ca2+ ve (PO,)* icerikleri arasinda bir
iliski kurulmaya caligildi.

Tablo 3.3' de verilen kazeinlerin Ca2+ ve (PO,)* iceriklerine
bakildiginda, digerlerine nazaran Caz+/(PO )% oraninin inek kazeininde
en dustk degere sahip oldugu gorulmektedir. Bu oranin inek kazeinine
kazandirdigi Ggunctl yapinin, enzim-substrat kompleksi olugsmasina
daha elverisli oldugu kanisini uyandirmaktadir.

inek sutiunden saflastirilan kazein substrat olarak kullanihip,
farkli pH ve sicakliklarda élgtlen aktivite degerleri sonucu Sekil 3.4 ve
3.5' ten anlagilacagi gibi enzim igin optimal pH' nin 10.0 ve optimal
sicakligin 37 °C oldugu saptanmistir. Saptanan, bagil olarak yuksek
sayllabilecek bu pH degeri kullanilan enzimin bir alkalin proteaz
oldugunu gostermektedir.

Substrat olarak azokol ve azokazein kullanilarak yapilan aktivite
tayinlerinde elde edilen ve Sekil 3.3 ve Tablo 3.2' de verilen

sonuglardan da anlasilacagt gibi, kazein igin bulunan Ky degerinin
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azokol ve azokazein igin bulunan Ky degerlerinden daha kuguk oldugu
ve dolayisiyla kazeinin enzim igin bu iki substrattan daha iyi bir
substrat oldugu kanisini uyandirmaktadir.

Farkli kaynaklardan saflastirilan kazeinler ile ticari olarak temin
edilen kazein (Sigma, C-5890)' in 50 mM fosfat tamponu (pH: 8.0)
icindeki %0.2' lik gozeltilerinin elektroforez bant profilleri Sekil-3.2' de
verilmistir. Kabaca molekul yapilari ve molekul agirliklari itibaryla,
farkli kaynaklardan saflagtirilan kazeinlerin benzer olmasi, substrat
uygunlugunu, Caz+/(PO,)* icerigine dayandirmamiz dustncesini
desteklemektedir.

Bu enzimlerin genellikle aromatik veya apolar aminoasitlerin
katildigi peptid baglarini hidrolizledigi belirtilmistir (75).

Bu verinin 1si§inda enzim-kazein inkiibasyon ortamina uygun
derisimlerde fenol, tirozin, triptofan, sistein ve EMS ilave ederek
kinetikleri incelendi. Sekil 3.6-3.10' da ve Tablo 3.4' te verilen sonuglar
bu bilesiklerin yarigmali inhibisyona yol actiklarini gostermektedir.

Fenol, tirozin ve triptofanin subtilizin i¢in birer yarigmall inhibitor
olmalari, enzimin substrat Uzerindeki aromatik aminoasit artiklarinin
katildigi  peptid baglarina etkidigi  gérusunu desteklemektedir.
Triptofanin  gok dustk  derigimlerinin (0.2-0.3 mM) kuvvetli bir
inhibisyona neden olmasi, kullanilan diger inhibitérlere nazaran, bu
molekulin geometrisinin enzimin aktif merkezinin geometrisi ile daha
cok benzerlik tagidigint dusundurmektedir.

Glazer de B. subtilis turlerinden saflastirilan subtilizinin

esterolitik aktivitesini sentetik substratlar kullanarak aragtirirken indol,
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fenol gibi bazi aromatik bilesiklerin yarigmali inhibisyona yol actiklarini
saptamistir (76).

Diger yandan Christison ve Martin Cytophage’ den izole ettikleri
subtilizinin, azokol kullanarak aktivitesini arastirirken, L-Cys' nin 5.104
M' lik derisiminin enzimi inhibe ettigini gostermiglerdir (63). Yine Tsuru
ve ark. 2103 M Cys' nin B. subtilis var. amylosacchariticus'tan
saflastirdiklar alkalin proteazin aktivitesini etkilemedigini belirtmislerdir
¢19):

Calismamizda Cys' nin yarigmali bir inhibisyona neden olmasi,
enzimin aktif merkezinde bulunan serinin alkol grubunun komsu histidin
artiklarinin  imidazol halkasi alarak bunlardan alkolat anyonu
olusturulmasini, Cys artiginin sulfhidril grubu histidin artiginin imidazol
halkasini protonlayarak engelledigi, dolayisiyla serinin nukleofilik
gucunu  azalttigi  kanisini uyandirmaktadir.  Nitekim  Steitz  ve
arkadaslarinin X-iginlari ile yaptiklari calismalarda subtilizin BPN' nin
aktif merkezindeki Ser 195 ile yakin gevresindeki His 57 arasinda
hidrojen képruleri kuruldugunu gostermiglerdir(77). Ancak Cys' nin
diger selatlagtirici stlfhidril bilesikleri gibi, kofaktor ya da aktivator
etkisine sahip metal iyonlarini uzaklastirarak inhibisyona yolagabi-
lecegi belirtilmistir (63,19).

Klorometil keton gibi alkilleyici maddeler, kimotripsinin ve
tripsinin  aktif merkezlerini alkilleyerek inhibe ederken, subtilizine
etkimedikleri  bilinmektedir  (78).  Alkilleyici  bir  bilesik olarak

dusuntlebilen EMS' nin subtilizin ve tripsin igin bir yarigmali inhibitor
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olmasi, bu bilesigin etki mekanizmasinin arastiriimasi igin daha detayh

calismalarin yapilmasini gerektirmektedir.

o o o o
I I )
<~ C—NH=CH=C=NHo~r 4 CHy = § -0

-5 5 §-0
CH, 5 o, B
OH 0-CHg

Farkli kaynaklardan saflastirilan ekstraseltler enzimlerin
aktivitesi Gzerine cesitli metal iyonlarinin etkisi incelenmis ve elde
edilen sonuglar bu metal iyonlarinin inhibisyon etkisinde bir duzen
olmadigini ortaya koymustur (19,62,63). Tsuru ve ark. B. subtilis' ten
saflastirdiklari alkalin proteazin (2400 U/mg, pH:10.5) aktivitesinin 1
mM HgCl, ile %20' ye, 1 mM CuSQy ile %97' ye, 1 mM Pb(CH3;COO),
ve AgNOj; ile %95' e dustugunu gosterirken, Christison ve Martin
Cytophage' den (NRCC: 12089) saflastirdiklari alkalin proteazin
(25.28 Ulmg, pH: 8.0), substrat olarak kazein kullanildiginda 2 mM
Ca2+, Sr+, Ba2*, Mg ve Fe2+ iyonlarinin herbirinin varliginda
aktivitenin degismedigini, 2 mM Coz+ veya 2 mM Hg2+' nin aktiviteyi
sirastyla %21 ve %11' e dustrdugini saptamislardir (19, 63).

Tobe ve ark. Bacillus turlerinden saflastirdiklar alkalin proteazin
(4500 U/OD,g, pH: 11) aktivitesinin yine substrat olarak kazein
kullanildiginda 1 mM Li+, Na+, Mg2*, Caz2+, Cd2+, Mn2+, Coz+, Ni2+ ve Sr2+
gibi iyonlarin her birinin varliginda degismedigini, 1 mM Cuz2+, Zn2+ ve
Hg2+ iyonlarinin ise aktiviteyi sirasiyla %82, %67 ve %0' a dustrdugand

belirlemiglerdir (62).
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inek, koyun, kegi ve manda sutlerinden saflastirdigimiz kazeinler
substrat olarak kullanildiginda yapilan aktivite tayinlerinde metal
iyonlarinin inhibisyon etkisini belirlemek igin Hg(NO3)2, HgCl,, CuCl; ve
CuSO, kullandik. Bu Hg?* ve Cu?* tuzlarinin enzim aktivitesi Uzerindeki
inhibisyon etkileri Sekil 3.12-3.19' da, deneysel verilerden hesaplanan
Ky, V& Vinax degerleri Tablo 3.6' da verilmistir.

Kullanilan bu tuzlarin her birinin, farkl kaynakl her bir substrat
kosulunda yarigmali inhibitérler olduklar saptandi. 0.5 mM Hg2+
derisimi anlamli  bir inhibisyona neden olurken bu inhibisyon
degerlerine ancak daha yiksek Cu2 derisimleri ile ulagilabildigi
gorulda. Ham enzim ile Cu2+ tuzlarinin inhibisyon etkisi incelendiginde
duzenli ve tekrarlanabilen sonuglar elde edilemediginden, bakir
tuzlarinin inhibisyon etkisi diyalizlenip liyofilize edilen enzim (33.88
UImg) ile galisildi. Diyalizlenmis enzimin spesifik aktivitesi ham enzimin
spesifik aktivitesinin (9.7 U/mg) yaklasik 3.5 kati olmasina ragmen,
bakir tuzlar ile anlamli inhibisyon degerlerine ulasmanin, ancak bakir
tuzlarinin derisiminin civa tuziarinin derigiminin 15-20 kat fazlasiyla
mumkan oldugu saptandi. Bu sonucun Hg2+' nin Cu2+' ye nazaran daha
yumusak katyon olmasi, dolayistyla enzim ile yaptigi kimyasal baglarin
kovalent karakterinin daha yikksek olmasiyla agiklanabilecegi
kanisindayiz.

Grafiklerde de goruldugu gibi Hg(NO3)z, HgCly' ye nazaran daha
dustik bir inhibisyona neden olurken, CuCl, ile CuSO4 un inhibisyon

etkileri arasinda duzenli bir degisim saptanamamistir. Bu durum,
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anyonlarin yik yogunlugunun ve derigimlerinin bir fonksiyonu olarak
enzimin iyon atmosferini farkli oranlarda degistirmeleri ile agiklanabilir.

Kullanilan farkli kazeinler ile farkli inhibisyon degerlerine
ulagiimasi kazeinlerin aminoasit kompozisyonunun ve Ca2+ ve POg
iceriklerinin fakli olmasindan kaynaklandigini dusundurmektedir.

lto ve ark. B. subtilis sporlarindan, asporojen sus elde etmek
tizere EMS kullandiklari, Dancer ve ark. fenilmetan sulfonil florur
(PMSF) ve diizopropil fosfoflorur (DFP) gibi tersinmez proteaz
inhibitérlerinin sporlasmay! da inhibe ettigini belitmislerdir. Mutajen
etkiye sahip EMS' nin hem subtilizin igin hem de tripsin icin yarigmall
inhibitsr oldugunu saptamamiz ve sporlasma ile subtilizin salgilanmasi
arasinda bir iliski oldugunun iddiasi (66) bu maddenin sporlasma
tizerinde bir etkisi olup olmadigi sorusunu dogurdu. Diyarbakir' in
Cermik ilgesindeki termal kaplica suyundan izole ettigimiz  (79)
termotoleran B. subtilis kulttirlerine 37 °C' deki inkiibasyonun baslama
aninda, Spinzer besi yerindeki derisimi 1, 5, 50, 500 ve 1000 mM
olacak sekilde EMS ilave ettik. 30, 60 ve 120 dakika sonra kultur
ortamindan alinan 6rneklerden spor boyama ile hazirlanan
preparatlarin mikroskop altinda incelenmesi sonucu spor olugmadig
gozlendi. Daha sonra, Spinzer besi yerinde 37 °C' de 10 saat
dninkiibasyona tabi tutulan iki kaltdr ortamindan biri kontrol olarak
tutulurken digerine derigimi 1 mM olacak sekilde EMS ilave edildi.
EMS ilavesinden sonra 10. ve 15. saatlerde iki ayri kiltdr ortamindan
hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelendi. ilk inkibasyon

anindan 20 saat sonra EMS' li besi yerinde bol miktarda sporlasmis
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hucre gorultirken EMS' siz kultrden hazirlanan preparatta spor
gérulmedi (Sekil 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24, 3.25). 25 saat sonra ise
hem kontrol hem de EMS' li preparatlarda spor olusumu saptandi.
Sekil 3.26'da da goruldiigu gibi kontroller ile EMS'li besiyerlerinin Ust
sivilarinda protein miktarlari  bakimindan  bir  farklilik vardir.
Elektroforeze esit hacimlerde 6rnek verilmesine karsin kontrollerin
protein igeriginin daha fazla oldugu gérulmektedir. Diger yandan
sporlasma ile subtilizin salgilanmasi arasinda var oldugu iddia edilen
iliskinin (66) aksine, EMS'li besiyerlerinde spor olusumu (Sekil 3.21)
gorulmesine karsin, bu besiyerlerinin st sivilarinin elektroforez band
profilinde subtilizine karsilik gelen (26 000) band gorulmemektedir.
Diger yandan her preparat hazirlama zamaninda sivi besi
yerinden alinan &rneklerde enzim aktivite tayini yapildi. EMS' li
kiltarlerde subtilizinin aktivitesinin (10. saatte 0.040 , 15. saatte 0.013
ve 20. saatte 0.033), kontrolden (10. saatte 0.053 , 15. saatte 0.028 ve
20. saatte 0.038) daha dustk olmasi, subtilizinin  sporlagsma
asamasinda saigiiandi§i iddiasi ile gelismektedir. Diger yandan
Mandelstam ve arkadaslarinin  belirttigi proteaz inhibitérlerinin
sporlagmayi da inhibe ettigi iddiasiyla (64) da celismektedir. EMS' nin
bu etkisini belki nukleik asitlerle olan etkilesmesinde aramak ve bu

dogrultuda galismalar yapmayi gerektirmektedir.
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EKLER

EK.1

1.1. 0.2 M Fosfat Tamponu:

30 mL 0.2 M sodyum hidroksit Uzerine 50 mL 0.2 M sodyum
dihidrojen fosfat katildiktan sonra hacim saf su ile 100 mL' ye seyreltilir.

1.2. 50 mM Fosfat Tamponu (pH: 8.0):
47 mL 50 mM sodyum hidroksit Gzerine 50 mL 50 mM sodyum
dihidrojen fosfat katilir ve hacim saf su ile 100 mL' ye getirilir.

1.3. 0.2 M Tris-HCI Tamponu (pH: 8.0):

29 mL 0.2 M hidroklorik asit Uzerine 50 mL 0.2 M tris katilarak
hacim 100 mL' ye seyreltilir.

pH: 9.0: 6 mL 0.2 M hidroklorik asit tzerine 50 mL 0.2 M ftris
ilave edildikten sonra hacim saf su ile 100 mL' ye tamamlanir.

1.4. Karbonat-Bikarbonat Tamponu:
pH: 9.5: 73 mL 0.2 M sodyum bikarbonat
pH: 10: 49 mL 0.2 M sodyum bikarbonat
pH: 10.5: 18 mL 0.2 M sodyum bikarbonat
pH: 11.0: 5.5 mL 0.2 M sodyum bikarbonat
cozeltilerinin  hacminin 0.2 M sodyum karbonat ile 100 mL' ye
tamamlanmasiyla hazirlanir.

EK.2. Folin Reaktifinin Hazirlanmasi
500 mL' lik balona 100 gr Na,WO,. 2H20, 25 gr Na,MoO4. 2H,0,
50 mL %85 lik HsPO4 100 mL derisik HCI ve 700 mL saf su

birakildiktan sonra ¢ozelti 10 saat sureyle yavas bir sekilde geri
sogutucu altinda kaynatilir. 150 gr Li,SO4 50 mL saf su ve bir kag
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damla Br; ilave edilir. Bromun asirisini tutmak igin sogutucusuz olarak
15 dakika kaynatilip sogutulur.Hacim daha sonra 1000 mL' ye
tamamlanir.

EK.3. Elektroforez Gozeltileri

3.1. A Tamponu:

Na,HPO,4. 7H20 38.6 gr
NaH,PO4. 2H20 884gr
SDS 2gr

Hacim saf su ile 1000 mL' ye tamamlanir.
3.2. B Gozeltisi:

Akrilamid 5.5 af

N-N'-metilen bisakrilamid 0.15 gr

Saf su 25 mL
3.3. C Gozeltisi:

Amonyum persulfat 375 mg

Saf su 25 mL

3.4. D Tamponu:
A tamponunun 1:1 oraninda saf su ile seyreltiimesi sonucu
hazirlandi.

3.5. Jel Gozeltisi:

A tamponu 15mL
B ¢ozeltisi 13.5mL
C cozeltisi 1.5 mL
TEMED 45 nb

3.6. Boyama Gozeltisi:
Commassie Brilliant Blue R-250 125 mg
%50 metanol 454 mL
Glasiyel asetik asit 4.6 mL
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3.7. Boya Gikarma Gozeltisi:

Glasiyel asetik asit 75 mL
%50 metanol 50 mL
Saf su 875 mL

EK.4. Spinzer Besi Yeri:

KoHPO4 14 gr
KH,PO4 6gr
(NH4)2804 2gr
MgSOQOy4 0.2gr
Glukoz * 5gr

* Besi yeri 15 dakika 1.5 atmosferde otoklavla steril edildikten

sonra glukoz katildi.

EK.5. Spor Boyama

5.1. Miizereli Spor Boyasi:

Boraks 5qr
Metilen mavisi 2gr
Saf su 100 mL

Suizgeg kagid ile suzildukten sonra kullanildi.

5.2. Eozin Gozeltisi:
Eozin 1gr
Saf su 100 mL
Suzgec kagidi ile suzildukten sonra kullanildi.

59



OZGEGMIS

1967 Diyarbakir dogumluyum. Universite 6grenimimi 1985-1989
yillari arasinda Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakultesi Kimya
Boluminde tamamladim. 1989 yilinda D.U. Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Anabilim Dalinda Yiksek Lisansa basladim. "Mikrodalganin
Staphylococcus simulans ve Bacillus coagulans Uzerine Etkisinin
Elektroforetik olarak incelenmesi" konulu Yiksek Lisans calismami
1991 yilinda Dog.Dr. Cetin AYTEKIN danismanliginda tamamladim.
1992 yilinda D.U. Fen-Edebiyat Fakultesi Kimya Bolumu Biyokimya
Anabilim Dalinda Arastirma Gorevlisi olarak géreve bagladim. 1992
yilinda bagladigim Doktora galismamin konusunu " Subtilizin Kinetigi
Ve Etilmetan Siilfonatin Sporlagma Uzerine Etkisi" olusturmaktadir.

Halen ayni yerde Arastirma Gorevlisi olarak galigsmaktayim.

60






