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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

PROTEAZIN FAZLA URETIMI ICIN UV MUTASYON YOLUYLA BACILLUS SUBTILIS
STRAIN 168 E6-5'DE SUS GELISTIRME CALISMALARI VE UREME ORTAMININ
OPTIMIZASYONU

Meltem GOKOZ

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu ¢alismada, UV ile muamele edilen Bacillus subtilis 168 E6-5 susundan klasik mutasyon
islemleri ile proteaz iireten 369 adet mutant elde edilmistir. Bu mutantlar arasinda en genis
proteaz zonuna (12 mm) sahip mutant sus se¢ilmis ve bu sus Bacillus subtilis MET39 olarak
isimlendirilmistir. Yeni mutantin sivi ortamda enzim iiretim kapasitesi test edilmis ve mutant
sus ana sustan 1.2 kat daha fazla enzim firetimi gostermistir. Mutant susun 28. saatte
maksimum seviyede proteaz lirettigi bulunmustur. Ayrica besinsel faktorlerin enzim {iiretimi
tizerindeki etkileri incelenmis ve bu amagla, enzim tretimi {izerine farkli karbon, nitrojen
kaynaklar1 ve metal iyonlar1 gibi temel ortam maddelerinin etkileri arastirilmistir. En iyi
karbon kaynagi olarak gliserol (114 1U/mL) bulunmustur. Kullanilan inorganik azot
kaynaklar1 arasinda, tripton (348 IU/mL) enzim iretimi tizerinde ¢ok yiiksek bir potansiyel
gbstermistir. Inorganik azot kaynaklarinin organik kaynaklar kadar etkili oldugu
belirlenmistir. Ancak NH4;NO; varliginda enzim tretimi saptanmamustir. Kullanilan metal
iyonlarinin enzim iiretimi tizerinde fazla bir etkisi olmamastir.

Proteaz iiretimini artirmak amaciyla, yeni ortam en iyi karbon, azot kaynaklar1 ve metal
iyonlarinin birlestirilmesi ile elde edilmistir. Bu ortamda, enzim verimi (150 1U/mL), bazal
ortamina (80 1U/mL) oranla % 88 artirilmistir. Elde edilen mutant susun endiistriyel 6lgekte
proteaz iiretimi, bilyiik bir potansiyele sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Proteaz, Ultraviole, Besinsel Faktorler
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ABSTRACT
MSc Thesis

STUDIES OF STRAIN IMPROVEMENT IN BACILLUS SUBTILIS STRAIN 168 E6-5
THROUGH UV MUTATION FOR OVER PRODUCTION OF PROTEASE AND
OPTIMIZATION OF GROWTH MEDIUM

Meltem GOKOZ

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, the parent strain Bacillus subtilis 168 E6-5 was exposed to UV irradiation by
classical mutation procedure, and 369 mutants were obtained. Among of these mutants, a
mutant strain was selected based on its ability to produce highest zone formation, and strain is
named as Bacillus subtilis 168 MET39. New mutant was tested for enzyme production
capacity in the liquid media, the mutant MET39 showed 1.2-fold increase in protease
production over the parent strain B.subtilis 168 E6-5. It was found that mutant strain
produced protease on maximum level at 28" hour. The effects of nutritional factors on the
production of enzymes were studied, and for this purpose, the effects of major medium
ingredients, such as different carbon, nitrogen sources and metal ions, on the production of the
enzyme were used. The best carbon source was found to be gliserol (114 IU/mL). Among the
inorganic nitrogen sources, the highest enzyme production was obtained in the presence of
tripton (348 IU/mL). Inorganic nitrogen sources were detected as effective as organic sources.
But enzyme production only wasn’t determined in the presence of NHsNO3. The metal ions
were not much effect on enzyme production.

In order to enhance the production of protease, a new medium was obtained by combining the
best carbon and nitrogen sources, and metal ions. In this medium, enzyme yield (150 IU/mL)
was enhanced 88% compared to basal medium. This obtained mutant strain may be great
potential for protease production at industrial scale

Key words: Bacillus sp., Protease, Ultraviole, Nutritional Factors

2016, xi +72
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GIRIS

Canlilar, yasamlarimi devam ettirebilmek i¢in birgok biyokimyasal tepkimeyi meydana
getirmek zorundadirlar. Bu tepkimelerin uygun kosullarda gerceklestirilmesini saglayan ve bu
tepkimeleri diizenleyen protein yapili biyolojik katalizérlere "enzim™ denir. Enzimlerin
ortamda olmamalar1 durumunda, canlilar tarafindan gergeklestirilen metabolizma
faaliyetlerini organizma hayatta kalmak i¢in ¢ok yavas bir hizla devam ettirir. Enzim terimi
ilk kez Alman fizyolog Wilhelm Kiihne tarafindan kullanilmistir. Kelime anlami olarak eski
yunanca da "mayada bulunan" (in yeast) anlamina gelse de, glinlimiizde enzimler tiim canl

organizmalardan; hayvanlardan, bitkilerden ve o&zellikle de mikroorganizmalardan elde
edilebilmektedir (Polaina ve Maccabe 2007).

Hiicrelerde 6nemli metabolik gorevlere sahip olan enzimler, giiniimiizde ¢ok ¢esitli amaglar
da kullanilmak iizere giinliik ve ekonomik hayata da girmislerdir. Yiyecek ve igecek
endiistrisinde kullanilan proteazlar, bazi lezzetlerin ve kivamin olusmasinda yardimci
olmaktadir. Ornegin; transglutaminaz ile daha iyi bir ekmek kivami ve beta glukanaz ile de
daha iyi bir sarap tadi elde edilir. Gida endiistrisinde et ve balik islenmesinde énemli rollere
sahip olan bu enzimler, et tokmagi ve bazen glutamik asit olusturarak tatlandirict ajan gibi
hareket ederler ve bundan dolayr monosodyum glutamat yerine gegebilirler. Diger etkileri
arasindaki, soya siiti ve bugday gluteni isleme endiistrileri ayrica Onemli uygulama
alanlaridir. Temizleme amaciyla camasir uygulamalarina uygun olan ¢ogu proteaz
paylagimlari; daha yiiksek veya diisiik sicakliklarda, daha yiiksek veya diisiik pH degerlerinde
etki edebilen, ayrica agartici varliginda ¢alisabilmek i¢in oksitlenme yoluyla stabil olabilen
ekstremofilik dogal proteazin bulunmasinda tam destek saglamistir. Proteaz uygulamalarinda,
kontak lens soliisyonlari, yiiz maskeleri, cilt temizleyicileri, sa¢ bakim kremleri dis temizleme
macunu ve agiz temizligi hijyeni en iyi bilinenleridir. Peeling 6zellikleri nedeniyle papain,
bromelin, tripsin, pankreatin ve kollajenaz potansiyel kozmetik uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Deri endiistrisinde, proteaz yardimi bazi proteinleri ¢dozmede, kuruma
ozelliklerini iyilestirmek i¢in deri kalintilarin1 agmay1 hizlandirmada, deriyi esnek, yumusak
ve daha temiz yapmakta kullanilir. Proteazlar ayrica derinin kil temizleme siirecinde dokuya

en az zarar verecek sekilde katalizorlerle bir araya gelmektedir (Ather 2009).



Modern teknolojik gelismeler diinya capinda endiistriyel enzim {iretiminde artisa sebep
olmustur. Glinlimiizde, endiistriyel dneme sahip enzimler arasindan proteazlar Novo, Gist-
Brocades, Genencor ve Miles laboratuvarlar1 gibi biiyiik tiretici firmalar ile diinya ¢apindaki
toplam enzim market payinin yaklasik olarak %60’na hakimdir (Feijoo-Siota ve Villa 2011).
Proteaz pazari 6zellikle son birkag yil iginde hizla biiyliime gostermis ve 2016’dan 2021 kadar
%6 yillik bilesik biiyiime oran1 (CAGR) ile 2021°de 2.21 milyar degere ulasacagi tahmin
edilmektedir (Anonim 2016a).

Proteolitik enzim aktivitesi, gidasal proteinlerin par¢alanmasi, proteinlerin membranlar arasi
gegisi, hiicre boliinmesi, kan pihtilasma kaskad reaksiyonu, polipeptid hormonlarin {iretimi,
apoptozis ve retroviruslerin replikasyonu dahil olmak iizere birgok hastaliga neden olan
organizmalarin hiicre siklusu gibi bir ¢ok fizyolojik siirecte gereklidir (Neurath ve Walsh
1976, Devlin 2002). Birgok konak¢i ve patojenlerin hiicre siklusundaki anahtar rollerinden
dolayi, tibbi, farmasotik ve akademik oneme sahiptirler (Antonelli ve Turriziani 2012, Li ve
ark. 2013). Insan genlerin yaklasik %2’inin proteolitik enzimleri kodladigi tahmin
edilmektedir (Craik 2011). Proteazlar bioteknoloji ve endiistrinin bir¢ok sektdriinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica Klenow fragmentlerinin {iretimi dahil olmak iizere, peptid
sentezi, niikleik asit piirifikasyonu sirasinda istenmeyen proteinlerin parcalanmasi, doku
ayrismasinda ve hiicre kiiltlirii deneylerinde proteazlarin kullanimi, arastirma, teshis ve terapi
icin rekombinant antikor fragmanlarinin hazirlanmasi, yapisal calismalar ile yapi-islev
iliskilerinin kesfi, peptid sekanslar1 ve proteomiklerdeki proteinlerin proteolitik sindirimi gibi
¢ok sayida arastirma uygulamalarinda da proteazlarin kullanimi1 gerekmektedir (Tézsér ve ark.

2013).

Genel olarak mikroorganizmalardan yiiksek oranda enzim verimi elde etmek i¢in, ya
mutasyonla yeni mutantlar elde edilmekte ya mikroorganizma dogrudan izole edilmekte ya da
iiretim ortamimn degistirilmesi yoluna gidilmektedir. Ozellikle besin ortaminda bulunan
karbon ve nitrojen kaynaklari, inorganik tuzlar ve diger biiyiime faktorleri, bakterilerin enzim

tiretme kapasiteleri lizerinde 6nemli etkiye sahiptir (Khalil ve ark. 2003).

Klasik mutasyon teknikleri ile yeni mutantlarin eldesi ve bdylece ana sustan birka¢ misli
enzim Uretimi miimkiin olmaktadir. Birgok arastir1 tarafindan endiistriyel 6neme sahip olan
proteaz enzimini yiiksek verimde iireten yeni suslar elde etmek icin cesitli mutajenler

mutasyon etkeni olarak kullanilmislardir.



Bu tez ¢alismasinda daha 6nceden izole edilmis ve adlandirilmis olan Bacillus subtilis 168
E6-5 susundan fiziksel mutasyon yoluyla yeni verimli mutant suslarin elde edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla fiziksel mutajen etkeni olarak DNA timin dimerlerinin olusumuna
neden olan ultraviyole (UV) kullanilmistir. Besinsel faktorlerin enzim aktivitesi lizerine
etkilerini arastirmak i¢in, farkli karbon (C), nitrojen (N) kaynaklar1 ve metal iyonlar1 gibi
temel ortam maddeleri kullanilmistir. Ayrica enzimin yiiksek verimde elde edilmesi igin,
tarafimizdan modifiye ortam hazirlanmig, bu ortamda iretilen mutant Bacillus subtilis

susunun ilireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1.Proteazlarin Tarihcesi

Insanlar hayvansal doku ya da bitki ekstratlarindan elde edilen enzimleri, enzimlerin dogasi

ve Ozeliklerini bilinmeden 6ncede de cesitli alanlarda kullanmislardir.

Uzun zamandan beri hayvan ve bitkilerden elde edilen ham materyallerin islenmesinde
mikroorganizmalar ve enzimler kullanilmistir. Misir duvar resimlerinde alkollii igeceklerin
iretimi, ekmek yapiminda fermente maya hamurlart gibi geleneksel siirecler

rastlanilmaktadir.

Giintimiizde endiistriyel oneme sahip mikrobiyal enzimlerin {iretimi Jokichi Takamine
tarafindan kiiflerden enzim iiretimi {izerine yaptiglt calismalariyla baslamistir. 1984 yilinda
Takamine Aspergillus oryzae’den iirettigi karbohidraz ve proteolitik enzimlerden olusan
diastatik enzim preparatina '"Takadiastase” adini vermistir (Takamine 1984). Ayrica
hayvansal organlardan elde edilen enzim preparatlart da 6nemli endiistriyel rollere sahiptir.
1907 yilinda Otto Rohm tarafindan deri iiretiminde postlarin sama ve kil giderme de
pankreatik proteazlarin etkileri kesfedilmistir (R6hm 1907). Daha sonra ilk standardize
edilmis enzimatik sama maddesi gelistirilmig ve "Oropon" adi altinda satisa sunulmustur.
Rohm iirettigi pankreatik enzimleri ham ipegin zamklamasinda da kullanmistir. 1913 yilinda
"Burnus” adiyla ilk ticari enzimatik deterjan yine Rohm tarafindan piyasa siiriilmiis ve
pankreatik enzimlere ek olarak, igerisine deterjanin pH degerini 9’un altinda diizenleyen
sodyum bikarbonat ve sodyum karbonat eklenmistir. Pankreatik enzimler diisiik sicakliklarda
bu pH araliginda stabil ve yeterli aktiviteye sahipken, sekestranlar, anyonik deterjanlar ve
ylikseltgen maddeler igeren yeni deterjan formiillerinde inaktiflerdir. Bitkisel kaynakli
enzimler Ozellikle papain meyvesinden elde edilen proteazlar da endiistriyel 6neme
sahiptirler. 1911°de ilk kez Wallerstein tarafindan biranin donmamasi igin papain
kullanilmistir (Uhling 1998).

1917 yilinda Boidin ve Effront, siv1 niitrient ortamda biiyiiyen Bacillus subtilis kiiltiirlerinden
enzim preparat1 liretmek i¢in patent almislardir. Bu preparat malt yerine gegebilen amilaz ve
az miktarda proteaz icermektedir. 1932’lerin baslarinda Rohm ve Haas yar1 kat1 kiiltiirlerde
mantarlardan proteaz iiretmeye baslamislardir. 1934’lerde meyve sularimi berraklastirma ve
izlimlerden su ekstraksiyonu islemlerinde kullamilan ilk pektinaz preparatlar1 benzer

metodlarla iiretilmistir (Aunstrup 1973).



[k arastirmacilar enzimlerin proteinlerle iliskili oldugunu rapor etmis buna karsi, Willstatter,
proteinlerin enzim tasiyicisi oldugunu ve kendi baglarma katalitik aktivitelerinin
bulunmadigini ileri stirmiistiir. Ancak 1926’da Sumner, iireaz enzimini kristal hale getirerek,
saf bir protein oldugunu agiklamistir. 1838 yilinda ise Northrop, Kunitz ve Herriott (Northrop
1938) adli aragtirmacilar ilk defa "Kristalize Enzimler" adli yayimnlarinda, genel goriislerin
aksine, izole edilen kristal proteolitik enzimler ve proteaz inhibitorlerinin, sabit
¢oziiniirliikteki kimyasal maddeler oldugunu kanitlamis ve bundan dolay:1 saf bilesiklerin
termodinamik kriterlerine sadik kalmislardir. Bu bilesikler; pepsinojen, pepsin ve pepsin
inhibitérli, kimotripsin, tripsin, onlarin zimogenleri ve inhibitorleri, karboksipeptidaz,
riboniikleaz, heksokinaz, difteri antitoksini, ve birkag¢ farkli ¢esitte enzimdir (Neurath 1999).
Bu ¢alismalari ile Summer’in vardigi sonug genis ¢apta kabul gormiis ve 1946 Nobel kimya

odiili ile onurlandirilmislardir (Anonim 2015).

1958’de Underkofler ve arkadaslarinin yayinladigi ticari enzim preparatlari listesine gore, bira
ve deri endiistrisinde kullanilmak tizere en fazla mikrobiyal proteaz ve amilaz iiretilirken,
pektinaz, laktaz, invertaz, lipaz ve selliilazlar gibi diger enzimler disiik miktarlarda
dretilmistir. 1959 yilinda ise Jaag adli arastirmaci aktif bilesen olarak Bacillus subtilis’ten
elde edilmis proteaz igeren farkli bir enzimatik deterjan gelistirmistir (Uhling 1998). Daha
sonra Novo Sirketi ticari 6lgekte Bacillus licheniformis’ten alkali bakteriyel proteaz iiretimine
baglamistir. Ancak Amerika da rapor edilen alerjik reaksiyonlar ve akciger hastaliklari
nedeniyle bakterial proteazlarin kullanilmasina kisa siireligine ara verilmistir. Ozellikle bu
alerjiler deterjanlarin iretilmesi boyunca toz enzim konsantreleriyle direkt temas eden
calisanlarda meydana gelmistir. Konsantrelerin graniiler hale getirilmesiyle mevcut riskler
onlenmis ve 1971’de National Academy of Sciences (USA), tiiketicilere deterjanlarin

igeriginde bulunan enzimlerin tamamen saglia zararsiz oldugunu agiklamistir (Uhling 1998).

Gilintimiizdeki kromatografik ve elektroforetik metodlarin gelistirilmesiyle proteaz ve diger

enzimlerle ilgili calismalar hiz kazanmaktadir.



2.2.Proteazlarin Katalitik Mekanizmalari

Proteazlar ya da diger isimlendirilmeleri olan peptidazlar/ proteolitik enzimler proteinlerdeki

peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Polgar 1989) (Sekil 2.1)

Q A2 H
H,N 4 dy i COOH
R1 Peptid H 0 R3
hag
Proteinaz Hidro lizis
HxO
H,yM COOH R2 H
2

CH N COOH
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Sekil 2.1. Proteazlarin katalitik mekanizmasi (Polgar 1989)

Barett’ e gore simdiye kadar 2.000’den fazla peptidaz tiirii taninmistir ve bunlar MEROPS
(peptidaz veri bankasi) verilerinde listelenmistir (http://merops.sanger.ac.uk/). MEROPS’da
mevcut tiim veri tabanin ligte ikisinden fazlasi bilinen proteolitik dizilerin arasinda sinyal
gruplar1 bilinmeyen peptidaz gruplari da yer almaktadir. Bunun nedeni mevcut peptid
tiirlerinin holo tipine yeteri kadar benzememeleridir, ancak bircogu benzer spesifik ve holo

tipe sahip yeni taninmus tiirlerin i¢ine konulmaktadir (Barrett and Rawlings 2007).

2.3.Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlarin smiflandirilmasinda benzer gruptaki hidroliz igin goreceli secicilik esast
tizerinden daha genis kapsamli smiflandirilmaya gidilmistir. Bunlar; iki biiylik sinif olan
endopeptidazlar (biiylik proteinlerin uclarindan uzaga atak yapanlar) ve ekzopeptidazlara
(polipeptidin ucuna atak yapanlar), iki kiigiik sinif olan oligopeptidazlar (kiigiik proteinlerin
uclarindan uzaga atak yapanlar) ve omega-peptidazlara (proteinlerin uglarina hareket edenler)

ayrilabilirler.

Iki biiyiik siif daha sonra etki mekanizmasma gore ve etkinin izledigi yol ve bdlgelerine
bagli olarak alt smiflara ayrilir (Barrett 1998). Bu smiflandirma, esas olarak Enzim
Komisyonlar1 Adlandirma Komitesi (IUBMB) tarafindan ileri siiriilmiistiir (Tipton 1994,
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/). Bu terminolojinin genel detaylar1 Sekil
2.2” de verilmistir (Ather 2009).


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/

Peptidazlar
EC 3.4

Endopeptidazlar Oligopeptidazlar Omega Peptidazlar =~ Ekzopeptidazlar

EC 3.4.21-25, 99 EC 3.4.21-25,99 EC 3.4.19 EC3.4.11-18
— |
I
Dipeptidaz
EC3.4.13
Serin Endopeptidaz
— EC34.21 c
N-terminale atak C-terminale atak
vapan Peptidazlar yapan Peptidazlar
Sistin Endopeptidaz
EC3.4.22
Aminopeptidaz Peptidil dipeptidaz
Aspartik Endopeptidaz — EC 3.4.11 — EC 3.4.15
EC 3.4.23
. Dipeptidil-peptidaz Serin karboksipeptidaz
e — EC 3.4.14 — EC 3.4.16
— EC3.4.24
Tripeptidil-peptidaz Metallo karboksipeptidaz
Treonin Endopeptidaz =~ —— EC 3.4.14 — EC 3.4.17
EC 3.4.25
- Sistin karboksipeptidaz
Atanmams Endopeptidaz — EC34.18
| EC 3.4.99

Sekil 2.2 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Uluslararasi Siniflandirma Komitesinin (NC-
IUBMB) peptidazlar i¢in ileri siirdiigii enzim siniflandirmasi (Ather 2009)

2.3.1.Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, N ya da C terminal uglarindan uzak konumlu alfa-peptidaz baglarina atak
yaparlar. Kimotripsin, pepsin ve papain en yaygin ornekleridir. Endopeptidazlar, proteolizis
olayinda 6zgiil ve sinirli rollere sahiptirler. Ornegin; salinan proteinlerden sinyal peptidlerin
uzaklastirilmas1 (sinyal peptidaz 1) ve Onciil proteinlerin olgunlasmasi (enteropeptidaz)

(Barrett ve Rawlings 1991).

Endopeptidazlar katalik mekanizmalarina gore alt simiflara ayrilir ve spesifiteleri sadece
gruplar i¢inde bireysel enzimleri tanimlamak icin kullanilir. Bunlar; serin endopeptidazlar
(E.C 3.4.21), sistein endopeptidazlar (E.C 3.4.22), aspartik endopeptidazlar (E.C 3.4.23),
metallo endopeptidazlar (E.C 3.4. 24), treonin endopeptidazlardir (E.C 3.4.25). Ayrica katalik
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etkisi bilinmeyen endopeptidazlar (E.C 3.4.99) ayr1 bir grup olarak olarak bulunmaktadir
(Bergmann ve Ross 1936, Rowan, Buttle ve ark.1990, Barrett ve Rawlings 1991, Rawlings ve
Barrett 1994, Rawlings ve Barrett 1995, Rawlings ve Barrett 1995).

2.3.1.1.Serin Proteazlar

Serin proteazlar, spesifik aktif bolgelerinde bulunan serin (Ser), histidin (His) ve aspartik
(Asp) ile karakterize edilen, bugiine kadar ¢alisilmis en genis ¢apli proteolitik enzimlerdir
(Castroa ve ark. 2010). Serin proteazlar, kimotripsin ve subtilin olmak tizere iki biiyilik
familyaya ayrilirlar. Kimotripsin, tripsin ve elastaz kimotripsin ailesindendir (Neurath 1989).
Kimotripsin, tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi spesifik hidrofobik aminoasitlerden sonra
gelen peptid baglarint ayirirlar. Tripsin, lisin ve arjinin gibi pozitif yiiklii aminoasitleri takip
eden peptid baglarim1 hidrolize ederler. Elastaz, alanin, glisin ve valin gibi aminoasitlerin

yanindaki peptid baglarini hidrolize eder.

Kimotripsin ailesinden farkli, subtilisin familyasinin katalitik triyadin dizilisi Asp-32, His-64
ve Ser-221 seklindedir. Subtilisin aromatik ya da hidrofobik aminoasit diginda tiim aminoasit
peptid baglarini ayirir (Bond 1989). Subtilisin, aminoasit dizi modelleri baz alinarak, sinif I ve
IT olarak ayrilir. Smif I subtilisin, bakterilerde bulunan ekstraselliiler enzimlerdir ve sif II
subtilisin, mantarlarda bulunan ekstraselliiller enzimlerdir. Her ikisi de besin aliniminda rol
oynar (Monod ve ark. 1991). Bugiine kadar karakterize edilmis tim mantar subtilisinler,
Tritirachium album’den iiretilen proteinaz K’la homologdurlar. Subtilisin benzeri proteazlar

icin gesitli fizyolojik roller ileri siiriilmiistiir (Seger ve ark. 1999).
2.3.1.2.Aspartik Proteazlar

Cogunlukla asidik proteazlar olarak bilinen aspartik proteazlar, katalitik aktiviteleri icin
aspartik asit kokiine bagli, bir endopeptidaz ¢esididirler. Asidik proteazlar; pepsin (Al),
retropepsin (A2) ve pararetroviriisler i¢in enzimler (A3) olmak {izere ii¢ familyada kategorize
edilirler. A1 ve A2 familyalarmin birbirleriyle iliskili oldugu bilinirken A3 familyas1 bu iki
familyayla daha az benzerlik gosterir. Cogu aspartik proteaz diisiik pH’larda maksimum
aktivite gosterir ve izoelektirik noktalar1 pH 3-4.5 araliginda degisir. Molekiiler agirliklar1 30-
45 kDa araligindadir. Mikrobiyal aspartik proteazlar iki gruba ayrilabilirler; Rhizopus,
Aspergillus, Penicillium ve Neurospora tarafindan iiretilen pepsin benzeri enzimler ve Mucor

ve Endothia tarafindan iiretilen renin benzeri enzimler (Rao ve ark. 1998).



2.3.1.3.Sistein/Tiyol Proteazlar

Sistein proteazlar hem prokaryot hem de Okaryotlarda bulunabilirler. Yaklagik 20 familyasi
oldugu rapor edilen sistein proteazlar, sistein (Cys) ve histidin (His) rezidiisiine bagli aktivite
gosterirler. His ve Cys koklerinin siralanigi (Cys-His veya His-Cys) familyalar arasindaki
farkliliklar1 olusturur. Sistein proteazlar genellikle sistein gibi indirgeyici maddelerin
varliginda aktivite gosterirler. Aktif merkezlerinin spesifiteleri temel alindiginda; papain
benzerleri, tripsin benzerleri, glutamik asite spesifik olanlar ve diger tiplerdeki sistein
proteazlar olmak tiizere dort gruba ayrilirlar. Papain en iyi bilinen sistein proteazidir

(Maheshwari ve ark.2000).

Baz1 sistein proteazlar notral pH’da optimum aktiviteye sahiptirler (Rao ve ark.1998).
Humicola lanuginosa iiretilen proteazlar tercihen, hidrofobik aminoasit kalintilarinin C-
terminal ucunu ayirirlar. Bu proteazlarin sentetik substratlara kars1 substrat spesifikligi ve ii¢
afinite matriksiyle etkilesimi bitki enzimi olan papain gruplarindan farklidir. Bu enzim
mantarlardan elde edilmis sistein proteazinin benzersiz bir 6rnegini temsil eder (Shenolikar ve

ark.1982).
2.3.1.4.Metalloproteazlar

Metalloproteazlar, proteazin katalitik tiplerinin en ¢esitli olanlaridir. Aktiviteleri igin
divalent metal iyonlarina ihtiyag duymalariyla karakterize edilirler. Katalitik
fonksiyonlar1 c¢ogunlukla ¢inko tarafindan yiriitiliir. Ancak bazi enzimlerde bu
fonksiyon manganez, kobalt, nikel veya bakir iyonlari tarafindan da gergeklestirilir (Sari
2011). Metal iyonlart; histidin, glutamat, aspartat, arjinin veya lisin aminoasit
kalintilarindan {ii¢ii tarafindan g¢evrelenerek kompleks olusturur. Kataliz sirasinda metal
iyonu, aktif bolgedeki su molekiiliiniin oksijen atomu ile karbonil karbon iizerine olan
niikleofilik saldirisini tesvik eder ve aktif bolgedeki aminoasit H,O’dan H* uzaklastirarak
bu reaksiyona yardim eder (Anonim 2000).

Yaklasik 30 familyas: oldugu rapor edilen metalloproteazlarin, 17 familyas: endopeptidaz, 12
familyas1 ekzopeptidaz ve yalmizca 1 familyasi endo ve ekzopeptidazlara dahildir.
Metalloproteazlarin tamami EDTA gibi selat ajanlari tarafindan inhibe edilebilirler ancak
DFP ya da siilfidril ajanlar tarafindan inhibe edilmezler. Thermoascus aurantiacus (Dini ve

ark. 2009), Aspergillus oryzae (Sumantha ve ark. 2005) metalloproteazlara drnektir.



2.3.2.0ligopeptidazlar

Oligopeptidazlar, proteinlerden daha kiiciik olan substrat yiizeylerine atak egilimindedirler.

Ormnegin; Thimet Oligopeptidaz (Barrett, Brown ve ark. 1995, Knight, Dando ve ark. 1995).
2.3.3.Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, serbest N-terminal amino grubu, C-terminal karboksil grubu ya da her
ikisine de ihtiyag duyarlar ve uctan ii¢ii ge¢memek iizere kalintilar1 hidroliz ederler
(Hasegawa 1960, Nardi 1960). Polipeptid zincirlerin N ve C uglarina atak yapan bolgelerine

bagli olarak, aminopeptidaz ve karboksipeptidaz seklinde adlandirilirlar.
2.3.3.1.Aminopeptidazlar

E.C 3.4.11 grubuna giren aminopeptidazlar, substratin serbest N-terminal ucuna hareket
ederler ve hidroliz etmesine gore; tek bir aminoasit kalintisi, dipeptid ya da tripeptid
birakirlar. E.C. 3.4.14 grubuna giren dipeptidil-peptidaz, substrattan N-terminal dipeptid
hidroliz eder. E.C 3.4.14 grubuna giren tripeptidil peptidaz, substratin N-terminal ucundan
tripeptid hidroliz eder (Sekil 2.3). Aminopeptidazlar E. coli’den iiretilen 400 kDa’luk biiyiik
proteazlardir. Aminopeptidazlar optimum aktivitesi i¢in Mg+2 ya da Mn*? ve pH 7.5-10.5 pH
araligina ihtiyag¢ duyarlar (Marco ve Dick, 1978).

Aminopeptidazlar (3.4.11) },?@-Q-Q-Q-Q

v

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

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

Sekil 2.3. Aminopeptidazlarin alt gruplar ve etki mekanizmalari (Tanksale 2001)
2.3.3.2. Karboksipeptidazlar

Bu peptidazlar substratin serbest C-terminal ucundan tek bir kalint1 ya da dipeptid hidroliz
ederler. Karboksipeptidazlar (E.C 3.4.16-18); serin-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.16) metallo-
karboksipeptidazlar (E.C 3.4.17) ve sistein-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.18) olmak {izere alt
smiflara ayrilirlar (Sekil 2.4) (Rawlings ve Barrett 1997). Ayrica peptidil-dipeptidaz (E.C
3.4.15) substratin C-terminal ucundan dipeptid hidroliz eder. Buna peptidil-dipeptidaz A ve
anjiyotensin doniistiiriicii enzim Ornektir (Cushman ve Cheung 1971, Lee, Larue ve ark.
1971).
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Karbolksipeptidazlar  OQ-0-0- D-C}* 'y
(3.4.16-18)

karboksipeptidaz -serin  (3.4.16)
karboksipeptidaz -metallo (3.4.17)
karbokszipeptidaz -zistein (3.4.18)

Sekil 2.4. Karboksipeptidazlarin alt gruplar1 ve etki mekanizmalar1 (Tanksale 2001)
2.3.4.0megapeptidaz

Omegapeptidazlar substratin serbest N ya da C terminal ucuna ihtiya¢ duymazlar, ancak
terminal uca yakin hareket bolgeleri artar (Sekil 2.5). Hareket bolgeleri a-karboksilin a-amino
grubuyla yaptig1 bag disindaki yerlerdir. Bu nedenle, endo- ve ekzo- peptidazlardan tamamen
farklidirlar. Izopeptid baglarla bagli ya da siklize terminal kalintilar iizerine hareket
edebilirler. Izopeptid baglar, a-karboksilin a-amino grubuyla yaptig1 baglar disindaki peptid
baglaridir.

Omega peptidaz
(3.4.19) O-0-0-0Fh-<
> A-¥0-0-0-0
Sekil 2.5. Omega peptidazlarin etki mekanizmasi (Tanksale 2001)

2.4.Proteaz Kaynaklari
Proteazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢esitli kaynaklardan izole

edilebilirler.
2.4.1. Bitkisel Proteazlar

Bitkisel kaynakli proteazlar katalitik aktivitelerinden sorumlu, aktif bolgelerindeki siilfidril
gruplar tarafindan karakterize edilmekte ve Ozellikle tropikal bitkiler olmak {iizere sayisiz
bitkiden izole edilebilmektedir. Ayrica bitkilerden proteaz iiretimi, zaman alict bir iglemdir
Papain, bromelain, keratinaz ve fisin bitkisel kokenli en iyi bilinen proteazlarin bazilarini
temsil etmektedir (Uhling 1998). Endiistriyel enzimlerin ana kaynagi yesil papaya bitkisidir
ve bu bitkiden elde edilen enzime "papain” adi verilmektedir. Enzimin ham preparati, birkag
proteaz ve peptidaz izozimleri bulundurmasindan dolayr genis spesifiteye sahiptir. Enzim pH
5.0-9.0 degerleri araliginda aktif ve subsrat varliginda 80 ya da 90°C dereceye kadar
dayaniklidir. Papain enzimi yiiksek ¢oziintirliikteki ve aromali proteinlerin hidrolizatlarinin

hazirlanmasinda endiistride genis kapsamli kullanilmaktadir (Rao ve ark 1998).
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Papainin kullanimi uzun bir tarihe sahiptir (Schechler 1967). Hindistan, bati ve orta Afrika
subtropikal bolgelerinde yetisen Carica papaya meyvesinin lateksinden elde edilmektedir.
Enzim verimliligi bitkinin yetistigi iklim kosullarina ve bitkisel kaynakli proteazlarin
ekstraksiyonu ve saflagtirilmasi i¢in kullanilan yontemlere baghdir. Yesil geng meyvenin,
yiizeyi boyunca keskin bir bigakla ¢izilmesiyle, yapisindaki renksiz lateks maddesi ortaya
cikar ve koagiilasyondan once birka¢ dakika iginde siit beyazi rengine doner. 1 kilogram
lateks yaklasik 200 gram ham papain icermekte ve ortalama agag¢ basina 450 gram lateks elde
edilebilmektedir. Ham papain, %10 protein, papaine benzer fakat spesifiteleri farkli %45
kimopapain A ve B (Kunimastu ve Yasunobbu 1967) ve diger enzimlerin birkagini
icermektedir. Bu enzimler; Endo-B-1,4-glukanaz, kitin-pargalayici hidrolaz, karboksipeptidaz,
lizozim ve lipazdir. Ayrica taze papaya lateksinde amilaz aktiviteside Olgiilebilir (Uhling
1998).

Bromelain ananasin suyu ya da kokiinden elde edilebilen bir proteazdir. Ananas suyundan
(Ananas comosus) agirlikli olarak (EC 3.4.22.33) meyve bromelain elde edilirken, ananas
kokiinden (EC 3.4.22.32) ananin ve (EC 3.4.22.31) comasain ad1 verilen sistein proteazlari da
elde edilmektedir (Rowan ve ark. 1990). Ayrica benzer proteazlar yiiksek proteolitik
aktiviteyle ananasin kabugu, g¢ekirdek, ta¢ ve yapraklarinda da bulunmaktadir (Ketnawa
2012). Bromelain enzimi sindirime yardimci triinler, saglik preparatlari, kozmetik, diyet
gidalar, bira stabilizasyonu, tenderizasyon ve tekstil gibi birgok uygulamada kullanilmaktadir.
Ayrica dis beyazlatma macunlar1 ve cilt iiriinlerinde de aktif katki maddesi olarak yaygin bir
sekilde kullanimi tasarlanmistir (Chakravarthy ve Achary 2012). Bu enzimin diinyadaki en
biiylik ireticisi Great Food (Biochem) firmasidir. Enzim pH 5.0-9.0 degerleri araliginda
aktiftir ve 70°C gibi papainden diisiik sicakliklarda inaktifdir.

Keratinaz bitkilerin bazilari tarafindan iiretilen, sa¢1 degrade eden bir proteazdir. Sag¢ ve yiin
sindirimi atik su Sistemlerin tikanmasini 6nlemek ve lizin gibi esansiyel aminoasitlerin tiretimi

icin olduk¢a 6nemlidir.

Fisin incir lateksinden elde edilen, ¢ok yiiksek proteolitik aktiviteye sahip bir enzimdir, ancak
kurutma iglemi aktivitenin ¢ogunu yok eder. Cogunlukla Ficus glabrata’nin kurutulmus
lateksinden izole edilmektedir ve ayrica F.carica, F. elastica gibi Ficus’un diger tiirlerinde de

fisin enzimi mevcuttur (Polaina ve MacCabe 2007).
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2.4.2. Hayvansal Proteazlar

Hayvansal orijinli en bilinen proteazlar; pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renindir.
Tripsin, gida olarak alinan proteinlerin hidrolizinden sorumlu baslica bagirsak sindirim
enzimidir. Bir serin proteazi olan tripsin, lisin ve arjinin rezidiilerinin katildig1 karboksil
gruplardaki peptid baglarini hidrolizler. Proteaz inhibitorlerinin bocek bagirsagindaki enzimi
inhibe etme 6zelliklerinden yola ¢ikarak, bu enzim zararli haserelerin biyokontrolii i¢in hedef
olarak ilgi gormiistiir. Enzimin olusturdugu protein hidrolizatlarinin ¢ok aci tada sahip
olmasindan dolayr gida endiistrisinde tripsinin uygulama alanlar1 sinirlidir. Bakteriyel
ortamlarin hazirlanmasinda ve saf ya kristalize formlarda yara tedavisinde tibbi kullanimi

miimkiindiir (Mahajan ve Badgujar 2010).

Kimotripsin hayvansal pankreatik ekstraktlar da bulunan bir sindirim enzimidir. Saf
kimotripsin pahali bir enzim oldugundan, sadece teshis ve analitik uygulamalarda
kullanilabilir. Kimotripsin 6zellikle fenilalanin, tirozin ya da triptofan, aromatik
aminoasitlerinden birinin bulundugu karboksil gruplarindaki peptid baglarinin hidrolizi i¢in
spesifiktir. Oncii madde olarak kimotripsinojen seklinde pankreas da depolanir ve ¢ok asamali

stirecler de tripsin tarafindan aktive edilirler (Mahajan ve Badgujar 2010).

Pepsin, 1836 da Ch. Schwann tarafindan kesfedilen ilk hayvansal proteazdir. Inaktif proenzim
"pepsinojen" olarak gastrik mukoz membranlarindan salgilanir ve mide asidinin etkisiyle aktif
proteazlara doniisiir. Bu otokatalitik etkinligi pH 6.0’nin altinda meydana gelir. Mide optimal
pH’12.0-4.0 oldugu halde, pH 1.0-2.0 araliginda optimal aktivite gosterirler. Pepsin, tercihen
aromatik aminoasitleri baglayan peptidlerle, glutamik asit, sistein ve sistin peptidlerinin
hidrolizini katalizler (Rao ve ark. 1998).

Renin (rennet, kimozin) tiim siit veren memelilerin midesinde bulunan, pepsin benzeri bir
asidik proteazdir. Mide mukoz membranlarinda inaktif oncii madde "pro-renin™ olarak
uretilirler (Rao ve ark 1998). Aktivasyonu pH 5.0’in altindaki H iyon konsantrasyonlarinda
gerceklesir. Yiiksek oranda saflagtirilmig bir birim kimozin , 10 dakika i¢inde 72 milyon birim
siitii koagiile edebilir (Uhling 1998).
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2.4.3.Mikrobiyal Proteazlar

Mikrobiyal proteazlar daha kolay kiiltiire edilebilmeleri ve hizli biiyiimelerinden dolay1 bitki
ve hayvansal protezlardan daha ¢ok tercih edilmektedir (Sharma ve ark. 2006). Mikrobiyal
proteazlar diinya capindaki enzim satiglarinin yaklasik olarak %40’ma tekabiil etmektedir.

Proteaz kaynagi olarak bakteri, fungus ve viriis gibi mikroorganizmalar kullanilmaktadir.

Fungal kaynakli proteaz enziminin potansiyel kullanimin artmasiyla, bunlardan elde edilen
proteaz da biiyiikk bir uygulama alanmna sahip olmustur. Ornegin; siit endiistrisinde,
Rhizomucor pusillus ve R. miehei’den elde edilen renin proteazlari peynir yapiminda (Aehle
2004), Aspergillus oryzae’dan elde edilen asit proteazlart sindirime yardimci olarak ve
besinsel proteinlerin modifikasyonunda (Vishwanatha ve ark. 2009), ilag endiistrisinde, A.
fumigatus’dan elde edilen proteazlar invaziv aspergilloz tani ve izlenmesinde kullanilmaktadir
(Schaal ve ark. 2007). Aspergillus niger’dan elde edilen alkali proteazlar ise deterjan
endiistrisinde uygulanmaktadir (Devi ve ark.2008). Fungal proteazlar, istenilen iiriiniin hiicre
kiitlesinden ayrilarak saflastirilmasini kolaylastirilmasi, mantar hiicrelerinin basit filtreleme
ile son iriinden kolayca arindirilabilmesi, mantarlarin ucuz substratlar tizerinde gelisebilme
yetenegi, tekrar eden kullanimlar i¢in miselyumun kolay bloke edilmesi ve pH 4-11 gibi genis
bir aralikta gelisebilmeleri acisindan belirgin avantajlar sunmaktadir (Gupta ve ark. 2002,

Sharma ve ark 2006, Hussain ve ark. 2010).

Viral proteazlar, AIDS ve kanser gibi bazi 6liimciil hastaliklara neden olan, viriislerin
proteinlerin fonksiyonel etkilerinden dolayr onem kazanmistir. Serin, aspartik ve sistein
peptidazlar ¢esitli virlislerde bulunmaktadirlar (Rawlings ve Barrett 1993). Viriis kaynakli
proteazlarin tamami endopeptidazdir, ancak aralarinda metalloendopeptidaz bulunmaz. Viral
replikasyon ve birlesme icin gerekli retroviral aspartik proteazlar homodimerlerdir ve onciil
proteaz olarak ifade edilirler. Bu onciil proteazlar otoliz ile olgun proteaz haline
gelmektedirler. Mutantlarinin ve retroviral aspartik proteazlarin ekspresyonu, saflastiriimasi

ve enzimatik analizleri izerine kapsamli bir literatiir mevcuttur (Kuo ve Shafer 1994).

Bakteriyel proteazlar, mikroorganizmalarin genis bir araligmmin bilinmesine ragmen, ticari
olarak onemli alkali proteazlarin biiyiik bir boliimii Bacillus tiiriinden elde edilmektedir (Puri
ve ark. 2002, Huang ve ark. 2003). Bunun nedeni, ¢ok c¢esitli ortamlardan izolasyonlarinin
nispeten kolay olmasidir. Bacillus grubunun en o6nemli 6zelligi direngli sporlara sahip

olmalaridir. Bununla birlikte Bacillus, hem kompleks hem de sentetik besi ortaminda
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gelisebilmektedir. Ayrica Bacillus tiirleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda da

ekstraselluler proteazlar {iretebilmektedir (Mabrouk ve ark. 1998).

Alkali proteazlar yiiksek sicakliklarda ve alkali pH’larda stabildir, ayrica yerel ve ticari
deterjanlarda bulunabilir (Adinarayana ve ark. 2003). HS08 Bacillus tiiriinden {iretilen serin
proteazlar deterjan endiistrisinde kullanilan, 1siya dayanikli enzimlerdir (Guangrong ve ark.
2006). Bacillus subtilis JB tarafindan iiretilen subtilisin JB1 balik¢iliktaki verim kaybinda
kullanilmaktadir (Sung ve ark. 2010). Bunun yaninda, bu tip enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu
notrofilik Bacillus tiirleri tarafindan tiretilmektedir. Notrofilik Bacillus tiirlerinden elde edilen
subtilisinler genellikle pH 8-10 araliklarinda degere sahiptir (Laan ve ark. 1991). Bu enzimler
alkalofilik Bacillus tiirleri tarafindan tiretilen enzimlerle karsilagtirildiginda daha diisiik pH ve
termal kararliliga sahiptir. Bacillus licheniformis tarafindan Carsberg’de iiretilen subtilisin ve
Bacillus amyloliquefaciens tarafindan iiretilen subtilisin BPN gibi yaygin sekilde kullanilan
alkali proteazlar 50 °C sicaklikta 3.4 dakika ve pH 10.5 degerinde 2.4 dakika sinirlt yarilanma

omriine sahiptirler (Durham ve ark. 1987).

Deterjanlardaki alkali sartlar1 karsilamak i¢in, proteazlar daha yiiksek alkali pH ve yiiksek pH
stabilite de calisilmalidir. Bu o6zelliklerden ziyade, enzim yiiksek termostabiliteye sahip
olmalidir. Ureticilerin karsilastig1 bir diger problem ise fermantasyon prosesi esnasinda tekrar
eden subkiiltiirlenme sonrasinda liretim kapasitesinin azalmasidir. Bu problem ancak stabil
verimli bir dogaya sahip yeni tiirlerin tanitilmasiyla iistesinden gelinebilir. Bir fakiiltatif
alkalofilik Bacillus clausii proteinli noktalar1 temizlemek i¢in deterjan eklentisi olarak
kullanilan "savinaz" (ticari olarak Onemli serin proteazi) tiretmekte kullanilmaktadir

(Christiansen ve Nielsen 2002).

Agir sartlar altinda endiistriyel proseslerle basa ¢ikabilen biokatalizorler icin artan endiistriyel
talepler ile birlikte, gelecek vaat eden yeni tiirlerin ayrigtirilmasi ve karakterize edilmesi bu
enzimlerin dayanimini arttirmak i¢in son zamanlardaki bir girisimdir. Buna ragmen simdiye
kadar 3000°den fazla fakli enzim yeterli degildir. Bunun i¢in, biiyilik bir neden ise uygun olan
cogu enzimin endiistriyel reaksiyon kosullarina karsi koyamamasidir. Sonug olarak, ekstrem

kosullarda gelisebilen mikroorganizmalarin karakterize edilmesi biilyiik bir ilgi kazanmstir.
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2.5.Bacillus Genel Ozellikleri

Bacillaceae familyas: igerisinde Bacillus ve Clostridium olmak {izere iki ana alt grup
bulunmaktadir (Garrity 2004). Carl Woese tarafindan 16 ve 18S rRNA dizilerinin
karsilastirilmasiyla olusturulmus smiflandirmaya goére Bacillus cinsi mikroorganizmalar
Eubakteri domanini igerisine dahil edilmistir (Woese veWolfe 1985, Woese 1999). Bacillus
cinsi organizmalar Gram (+), spor olusturabilen, cubuk seklinde, aerob bazilar1 fakiiltatif
anaerob gelisen, katalaz pozitif mikroorganizmalardir (Claus ve Berkeley 1986). Cogu basil

saprofittir.

Bacillus tiirleri sicaga, soguga, radyasyona ve dezenfektanlara karsi dayanikli sadece bir tane
spor meydana getirirler ve ¢ol kumlari, kaynarcalar ve kutup topraklari gibi ekstrem
ozelliklere sahip ortamlarda yasamalarina izin veren bir¢ok fizyolojik 6zellige sahiptirler.
Bacillus tiirleri termofilik, psikrofil, asidofilik, alkalifilik, halotoleransli/halofilik ve sadece
bir ka¢ organizmanin hayatta kalabilecegi sicaklik, pH degerleri ve tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilme ozellikleri gosterirler. Bu 6zellikleriyle basiller medikal kullanimlarinin yaninda,
1s1 sterilizasyonu teknikleri ve kimyasal dezenfektanlarin test edilmesinde kullanilirlar. Ayni
zamanda Onemli enzimleri sentezleme becerisi nedeniyle deterjan iiretim endiistrisinde de
kullanilmaktadir. Ornegin; Bacillus insolitus 0°C ve altinda biiyiiyebilir (Riiger ve ark.2000).
Bacillus marinus gelismek icin sodyum ve potasyum iyonlarina bagimli olan bir deniz
tiiriidiir. B. insolitus Na® olmadan gelisebilir ve rafinozu fermente edebilir, fakat glukoz,
fruktoz, maltoz, mannoze, siikroz veya mikozu fermente edemez. B. marinus ise glukoz,

mannoz ve mikozu fermente edebilir, fakat rafinozu fermente edemez (Riiger, 1983).

Bacillus cinsi 34 tiir ve bir¢ok alt tiir iceren ¢ok biiyiik bir gruptur. Bacillus cinsinde ¢ok
cesitli 6zellikler gdsteren ve metabolizmalar1 da oldukg¢a farkli tiirler bulunur. Ornegin B.
coagulans glukozu homofermantatif olarak laktik aside kadar pargalarken; B. subtilis, B.
licheniformis ve B. cereus ana iirlin olarak 2,3-biitandiol ile gliserol iiretir. B. polymxa nin
glukozu; 2,3-biitandiol, H; etanol olusturarak katabolize ettigi goriiliir. B. macerans temel
triinler olarak; aseton, asetik asit, formik asit, etanol meydana getirir. Ayrica iglerinden bir
kism1 fakiiltatif kemolitotrof (kimyasal bilesikleri enerji, inorganik maddeleri elektron
kaynag1 olarak kullanan organizma) olup organik materyalin bulunmadig1 ortamlarda enerji
kaynagi hidrojenden yararlanabilirler. Bu 6rnekler bile Bacillus tiyelerinin fizyolojik olarak ne
denli farkli olduklarimi ve tiirlerin cins altinda gruplandirilmalarinin ne kadar zor oldugunu
gostermektedir (Tunail 2009).
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Bacillus subtilis in genom dizilimi arastirmasi 1997 yilinda tamamlanmistir ve tek hiicreli
bakteri i¢in yayinlanmis ilk dizilimdir. Genom 4100 protein kodlayan alan ile 4.2 mega-baz
¢ift uzunlugundadir. Bacillus subtilis bitki yetistirmeyi destekleyen rizobakteriyuma (mantar
Onleyici peptitleri sentezledigi gosterilen) sahiptir. Bu 6zellik B. subtilis in biyokontrol de
kullanilmasina yol agmustir ve B. subtilis’ in tarimsal verimi arttirdig1 gosterilmistir. Bacillus
anthracis’in  genomu tahminen 5508 protein kodlayan alan ve 5,227,293 baz cift
uzunlugundadir. B. antracis in genomu, hem B. cereus hem de B. thuringiensis ile yiiksek
derecede benzerlik gostermektedir. B. anthracis’in genomu B. cereus’un protein grubundan
farkli olarak sadece 141 protein bulundurur. Antraks ile ilgili viriilans faktorlerin neredeyse
tamami onun iki plazmidi tizerinde kodlanmistir ve sasirtict bir sekilde, bu genlerin neredeyse
timi B. cereus ile benzestir. Buda viriilens arttic1 genlerin spesifik olarak Bacillus antracis’e
Ozgii olmagini akla getirmektedir. B. anthracis, ayrica B. subtilis’te bulunan kapsamli
karbonhidrat metabolizmasi icin yliksek bir arttirilmis kapasiteye sahip oldugu goériinmektedir

(Turnbull 1996).

Bacillus tiyelerindeki metabolik ¢esitlilik sayesinde, basiller toprak ve bocekten insana kadar
degisen c¢esitli ortamlarda kolonize olabilirler. Bacillus thuringiensis boceklerde parazitlenir
ve hasere kontroliinde ticari olarak kullanilir. Basil tiirlerinde en iyi bilinenlerinin patojenik
tiirler olmasina ragmen, ¢ogu Bacillus ¢iiriiyen madde ile yasamini siirdiiren saprofittir. Hala
Bacillus subtilis olarak adlandirilan digerleri, bitki kokleri ve gevreleyen toprak arasinda ara
yliz olan rizosferde yasar. Bitki kokleri ve ilgili biyofilm essiz bir ¢evre yaratmak igin
topragin kimyasinda Onemli bir etkiye sahip olabilir. Bacillus subtilis’in kannibalizm
uyguladig1 yakin zamanda gosterilmistir. Onlar kannibalizmi ektrem durumlardan kolay bir
kagma yolu olarak kullanmaktadirlar. Siddetli cevrelerde hayatta kalabilmek icin, spor
formuna gegebilirler, fakat bu onlar i¢in enerji yonetimi acisindan oldukca pahaliya mal
olmaktadir. Bakteri icin daha kolay bir yol da komsu basilleri yok eden antibiyotikler
iretmektir. Bdylelikle, yok edilen basillerin igerikleri sindirilerek, birka¢ bakterinin

yasamasina izin verilebilir (Riiger 1983).

Basilli kulak enfeksiyonlarindan menenjite, idrar yolu enfeksiyonlarindan kan zehirlenmesi
gibi enfeksiyonlara neden olurlar. Cogunlukla, bagisiklik sistemi yetersiz olan veya zarar
gormiis konaklarda ikincil enfeksiyon olarak ortaya cikarlar. Bu bakteriler doku zedeleyen
toksinler veya tedaviyi engelleyen metabolitler lireterek asil enfeksiyonun daha da kotiiye

gitmesine neden olabilirler.
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Bacillus anthracis etkeni ile olusan en bilinen hastalik antrakstir (sarbon). 1600°larda, sarbon
"Kara Afet" olarak bilinmekteydi ve 60.000’in {izerinde inegi 6ldiirdiigli rapor edilmistir.
Sarbon yakin zaman da biyoterdrizm i¢in bir metot olarak kullanilarak diinyanin giindemine
oturmustur. Bazi basillerin patolojik kapasitelerine ragmen, birgok diger tir medikal ve
farmasotik proseslerde kullanilmaktadir. Bu uygulamalar bakterinin belirli protein ve
antibiyotikleri sentezleyebilme kabiliyetlerinden avantaj saglamaktadirlar. Neosporinin iki
bileseni olan Basitrasin ve polimiksin, basil tiriinleridir. Ayrica, zararsiz Bacillus mikroplari

viriilant Bacillus tiirlerinin incelenmesinde kullanighdirlar (Anonim 2016).
2.6. Bacillus Proteaz1

Bacillus cinsi mikroorganizmalar tarafindan proteaz tiplerinden cogunlukla alkali serin
proteazlar1 (subtilisinler) tiretilmektedir. Bunlar DFP veya bir patates proteaz inhibitorii
tarafindan etkisiz hale gelirler. Ayrilan bagin karboksil tarafinda tirozin, fenilalanin veya 16sin
bulunduran peptid baglarini hidrolizlerler. Cogu alkalin proteazlarin optimal pH degeri pH 10
ve izoelektrik noktalart pH 9 civarlarindadir. Alkalin serin proteazlarin molekil agirliklar:
15-30 kDa arasinda degigsmektedir. Alkalin serin proteazlar Arthrobacter, Streptomyces ve
Flavobacterium ssp. gibi gesitli bakteriler tarafindan iiretilmesine ragmen (Boguslawski ve
ark. 1983), subtilisinin en bilinen iireticisi Bacillus spp’dir (Rao ve ark 1998). En potansiyel
Bacillus cinsi alkali proteaz iireticileri B. licheniformis, B. subtilis, B amyloliquifaciens ve B.
mojavensis suslaridir. Potansiyel {iretici olarak bilinen diger bir bakteriyal kaynak
Pseudomonas sp’dir (Bayoudh ve ark. 2000). Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, and B.
subtilis subtilisin Carlsberg-tip enzim iiretirler. Enzim iiretimi yillik saf enzimin yaklasik 500
metrik ton tutarindadir. Alkali proteazlarin deterjan, gida, farmasdtik ve deri imalatinda
kullanilabilir olmas iiretimine olan ilgiyi daha da arttirmaktadir ( Saeki ve ark. 2007, Dias ve
ark. 2008). Bakteriyal alkali proteazlar alkali pH (pH 9.0-11.0) araliklarinda yiiksek
aktiviteleri ve genis subsrat spesifiteleri ile karakterize edilirler. Optimum sicaklik degeri
yaklagik 60°C’dir. Bakteriyal alkali proteazlar bu o6zellikleriyle deterjan endiistrisinde
kullanim i¢in uygun hale gelirler (Rao ve ark. 1998). Alkalofilik Bacillus tiirleri deterjan
formiilasyonlarinda agirlikli olarak kullanilan daha yiiksek alkali toleransa sahip enzimler
tiretirler. Notral Bacillus tiirlerinden izole edilen proteazlar ise yaklasik optimal pH 7.0 olan,
siit protein modifikasyonlarinda, azot kontrol, piire ¢ikarma ve birada bulanikligin
giderilmesinde, tatlandirict olarak kullanilmak i¢in soya modifikasyonlarinda ve hayvansal

gidalarda kullanilan ¢inko metalloproteinazlardir (Ward ve ark. 2004).
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2.7.Proteazlarin Endiistriyel Kullanim Potansiyeli

Proteazlar hem fizyolojik hem de ticari alanlardaki uygulamalar1 agisindan endiistriyel
enzimlerin en 6nemli grubudur. Proteazlar cogunlukla deterjan, farmasotik ve gida endiistrisi
olmak {izere ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilmakta ve tek basina endiistriyel enzimlerden
elde edilen toplam diinya ¢apindaki satis gelirinin yaklasik %60’ 11 olusturmaktadir (McGrath
2005). Ancak, misirin biyoyakit olarak kullanildigi Amerika gibi iilkelerde proteaz talebi
karbohidratlara yakindir ve daha briit karli endiistride kullanilabilir {riinlerle ilgili enzimler
daha biiyiikk 6neme sahiptir (Hayes ve ark. 2006). Proteazlarin tiim diinya genelinde yillik
kullanim oranlarina bakildiginda % 25 alkalin proteazlar, % 21 diger proteazlar, % 10 renin,

% 3 tripsindir (Ahmad 2013), (Sekil 2.6).
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Alkali Protearlar
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9518 Diger Protearlar

e |
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Sekil 2.6. Proteazlarin endiistride kullanim yiizdeleri (Ahmad 2013)

Diger endiistriyel enzimler arasinda 6nemli bir pazar pay: bulunan proteaz enziminin, 2019
yilina kadar pazar paymin global enzim piyasasindaki toplam yillik degeri 2.767 $ milyon
olarak tahmin edilmekte ve 2014-2019 global proteaz piyasasi yillik bilesik biiylime orani
%S5.3 olarak dngoriilmektedir. Enzim piyasas1 Kuzey Amerika, Avrupa, Asya-Pasifik ve diger
diinya iilkeleri gibi 6nemli bodlgelerdeki enzim uygulamalari ve kaynaklari baz alinarak

boliimlere ayrilmakta ve piyasa degerleri tahmin edilmektedir (Sekil 2.7), (Anonim 2016b).
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Sekil 2.7. Cografi olarak diinya ¢apinda proteaz enzimi market payr 2013-2019 aras1 (Anonim
2016)

2.7.1. Gida Endiistrisi

Mikrobiyal proteazlar gida sanayisinde birgok sekilde kullamlmustir. ilk olarak, proteazlar
gida endiistrisinde yiiksek besin degerli protein hidrolizatlarinin tiretiminde kullanildi. Protein
hidrolizatlar1 kan basincini diizenlemede, bebek besini formiilasyonlarinda, belirli tedavisel
diyet iiriinlerinde, meyve sular1 ve alkolsiiz i¢eceklerin zenginlestirilmesinde énemli bir rol
oynar (Ward 1985, Neklyudov ve ark.2000). Rebeca ve ark. (1991) B. subtilis proteazini
kullanarak yiiksek besin degerli balik hidrolizatlarini iirettiler. Matsui ve ark. (1993) B.
licheniformis alkaline proteazi ile etkilesimi sonrasi sardalye kasindan elde edilen
anjiyotensin-l-doniistiiriicii.  enzim-engelleyici  aktivite gosteren proteaz hidrolizatlar
bulundugunu rapor etmislerdir. Proteazlar bebek mamasi siitiinde ki siit proteinini peptitlere
ve serbest aminoasitlere indirgeyerek alerjik reaksiyonlara karsi olan hassaslik riskini azaltir.
Bu 6zellik, gelisen alerjiler i¢in yiiksek risk grubuna dahil olan yada inek siitiine alerjisi olan
bebekler i¢in c¢ok onemlidir. Fujimaki ve ark.(1970) alkalin proteazini soya protein

hidrolizatlarini iiretmek i¢in kullanmistir.

Protein hidrolizatlar1 diyet, saglik iiriinleri ve klinik beslenme suplementleri bilesenleri olarak
cesitli uygulamalara sahiptir. Hidrolizatin ac1 tadi kullanim alanindaki ana sinirlayicidir. Aci
yogunlugu, hidrolizatta bulunan hidrofobik aminoasitler ile dogru orantilidir. Ayrica prolinin
merkezde bulunmasi aciliga yol agan sebeplerden biridir. Laktik asit bakterisinden elde edilen

amino peptidaz, acilik gidermede biiyiik bir potansiyele sahiptir (Rao ve ark. 1998).
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Proteazlarin mandira endiistrisindeki ana uygulamasi peynir yapimidir. Peynir yapiminda
proteazlarin ilk fonksiyonu, belirli peptit baglarin1 p-k-kazein ve makro peptitler olusturmak
icin hidrolize etmesidir. Ohmiya ve ark. (1979) immobilize alkaline proteazinin peynir
yapiminda kullanimini rapor etmistir. Bacillus subtilis, Mucor michei ve Endothia parasitica
gibi genellikle gilivenilir kabul edilen mikroplar tarafindan iiretilen proteazlar peynir
yapiminda kullanilmistir (Rao ve ark.1998). Whey peynir iiretimi prosesinin verimli bir yan
triiniidiir. Proteazlar ayrica biyokonversiyon prosesi esnasinda wheyi protein hidrolizata
doniistirtrler (Perea ve ark. 1993). proteazlar et yumusatma proseslerinde de kullanilirlar. Et
yumusatma i¢in kullanilan enzimlerin etkimesindeki farklilik bitkide ve mikrobiyal
proteazlarda gozlemlenmistir. Papain gibi bitki proteazlari ana olarak kolajen ve elastin
tizerinde etki ederken, mikrobiyal proteazlar kolajen iizerinde zayif bir etkiye ve kas lifleri
tizerinde O6nemli Ol¢lide etkimeye sahiptir. Bu avantajlar arastirmacilari hem bitki hem de

mikrobiyal proteazlar igeren formiilasyonlar gelistirmeye yoneltmistir (Mathew 1999).

Mikrobiyal proteazlar pisirme prosesinde kullanislidirlar. Un gluten, nisasta, nisasta
icermeyen polisakkaritler, lipitler ve eser miktarda minerallerden meydana gelmektedir.
Proteaz, proteoliz etkimesi ile gluteni zayiflatmakta bdylelikle hamur olusumunu
arttirmaktadir. Lyones (1982) glutenin hidrolize edilmesinden dolay1 proteazlarin varliginda
yumusak hamur olusumunu goézlemlemistir. Keratinolitik aktiviteye sahip alkalin proteazlar,
kus tiiylinden ya da keratin iceren maddelerden proteinli hayvan yemi tiretiminde kullanilirlar.
Dalev (1990, 1994) ve Cheng ve ark. (1995) B. subtilis ve B. licheniformis PWD-1’den

alkalin proteazlari kullanarak proteinli hayvan yemi iiretimini rapor etmislerdir.

2.7.2.Fotograf Endiistrisi

Alkalin proteazlar1 kullanilmis rontgen ya da fotografik filmlerden giimiisiin geri
kazanilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu atik filmlerin jelatin katmani agirlik olarak % 1.5 - 2
oraninda giimiis igermektedir. Geleneksel olarak filmlerdeki giimiisiin geri kazanilmasi
cevreye zarar veren bir yontem olan filmlerin yakilmasiyla yapilmaktaydi. Filmin ana
maddesi olan polyester bu metot kullanilarak geri kazanilamamaktadir. Giimis, jelatine bagh
oldugundan glimiisii protein katmanindan proteolitik islemlerle c¢ikarmak miimkiindiir.
Jelatinin enzimatik hidrolizi, sadece giimiisii ¢ikarmaya degil aym1 zamanda filmin ana
maddesi olan polyesterinde geri doniisimde degerlendirilmesine olanak tanir. Fujiwara ve
ark. (1989) B.subtilis proteazinin varliginda 50-60+°C sicaklikta 30 dakika igerisinde
ayrigtirtldigint rapor etmistir. Ishikawa ve ark. (1993) Bacillus sp. B21-2 alkalin proteazinin

21



rontgen filmlerindeki giimiis parcaciklarini ¢ikarmak igin jelatin katmaninin enzimatik
hidrolizinde kullanildigin1 rapor etmistir. Bacillus sp. B18 (Fujiwara ve ark. 1991) ve B.
cougulans PB-77’ nin alkalin proteazlarinin da kullanilmis rontgen filmlerindeki jelatin

kaplamasindan giimiisiin geri kazanilmasinda etkili oldugu gosterilmistir.

2.7.3.Ipek Islenmesi

Proteazlar ipegin islenmesinde de kullanilmaktadir. Saf ipegin iplikleri ipek Oziinii
temizlemek igin pisirilmelidir. Ipek 6zii, proteinli bir bilesen olup ipek liflerini kaplamakta ve
ipek liflerine sert bir yap1 saglamaktadir. Geleneksel pisirme yontemi sabun igeren bir alkalin
cozelti icerisinde yapilmaktadir (Kanehisa 2000). Bu genellikle pahali ve kaba bir
uygulamadir, ¢iinkii lifin kendisi ve lifli protein hasar almaktadir. Bununla birlikte, proteolitik
enzimlerin kullanilmast daha iyi bir yontemdir, ¢linkli ipek Oziinii lifli proteine hasar
vermeden temizler. Puri (2001) Bacillus sp. RGR-14’ ten elde edilen alkalin proteazinin ipek
pisirme verimliligi lizerine c¢alismis ve islem gormiis lifleri elektron mikroskobuyla
incelemigtir. Elektron mikroskobu altindaki incelemeler, islem gormiis ipek lifleri
kiimelenmelerinin yumusak ve kompakt islem gormemis lif yapisiyla karsilagtirildiginda

dagildigini1 gostermistir.
2.7.4. Endiistriyel ve Evsel Atiklarin Yoénetimi

Proteazlar proteinli atiklar1 su sisteminin biyolojik oksijen gereksinimini azaltarak ¢ozerler.
Son yillarda, proteazlar cesitli gida-isleme endiistrileri ve evsel aktivite sonrast olusan
atiklarin yonetiminde kullanilmaktadir. Dalev (1994) B. subtilis’ten iiretilen alkalin proteazi
kiimes hayvanlar1 kesim evlerinde ortaya cikan atik kus tiiylerinin yonetiminde kullanmistir.
Takami ve ark. 1992 giderlerdeki tiiyleri temizlemek icin tily dokiicii ajan olarak

kullanildigini rapor etmistir.

2.7.5.11a¢ Endiistrisi

Proteazlarin genis cesitlilik ve spesifikligi tibbi 6neme sahip iiriinlerin gelistirilmesinde
kullanildi. Kudrya ve Simonenko (1994) B. subtilis 316M nin elastolitik aktivitesini
yaniklarin tedevisinde, iltihapl yaralarda, ¢ibanlarda ve apselerde uygulanan elastoterazin
hazirlanmasi i¢in kullanmigtir. Aspergillus oryzae’dan proteazlarin agizdan alinmasi belirli

litik enzim eksikligi sendromunu tedavi etmek icin sindirim yardimcist olarak kullanilmigtir
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(Rao ve ark.1998). Kim ve ark. (1996) Bacillus sp. CK 11-4’ten iiretilen alkalin proteazinin

fibrinolitik aktiviteye sahip trombolitik ajan olarak kullanimini rapor etmistir.
2.7.6.Deri Endiistrisinde Kullanimi

Deri endiistrisi, ¢esitli kimyasallarin kullanimi ve zararli maddeler yaymasi nedeniyle ¢evre
kirliligine neden olur (Pvanakrishnan ve Dhar 1986, Meraz ve ark. 2006). Deri prosesi
emdirme, tlly alma, yikama ve atik prosesi gibi bir¢ok etaptan olusur. Emdirme agamasinda
proteolitik enzimlerin kullanimi interfibriler proteinlerin ¢6ziinmesini hizlandirir, su emilimini
kolaylastirir ve emdirme operasyonunun siiresini kisaltir. Geleneksel metotlar kullanarak
tiiylerin alinmasi ¢esitli ¢evre problemleri olusturmustur. Endiistriyel sikalada enzimatik tiiy
alma genellikle az miktarda kire¢ kullanilmasi ile tily alma verimini arttirir ve tily alma
prosesinin maliyetini azaltir (Thanikaivelan ve ark. 2004). Bununla birlikte, son donemlerde
mikrobiyal alkalin proteazlarin kullanimi kire¢ gereksiniminin ve tily alma siiresinin
azaltilmasi, atik aritma maliyetini diisiirme, deri yiizeyini arttirma ve boyamayi iyilestirmesi
gibi bir¢ok nedenden dolay1 popiiler oldu. Alkalin proteazlar tiily alma prosesini hizlandirir,
clinkii alkakin kosullar tiiy koklerinin genislemesini kolaylastirir ve daha sonra sa¢ bezcigi
proteinindeki proteazlarin atagi tiiylerin kolay alinmasina imkan verir (Gupta ve ark. 2002).
Varela ve ark. (1996) B. subtilis IQDB32 alkalin proteazinin koyun derisindeki tiiyleri alma
icin kullanildigini rapor etmistir. George ve ark. (1995) post ve deride ki tliyleri almak i¢in B.
amyloliquefaciens alkalin proteazlarini  kullanmigtir. Tiylerin  tamamiyla alinmasi
kimyasallarin yardimi1 olmadan enzimler sayesinde basarilmistir (Thangam ve ark. 2001,
Dayanandan ve ark. 2003, Macedo ve ark. 2005). Tiiy alma hakkindaki benzer bulgular B.
pumilus BAO6’nin mutant tiirliyle iretilen alkalin proteazlar ile de rapor edilmistir (Wang ve
ark. 2007).

Giliniimiizde, bakteriyal proteazlar kimyasallarin yerine temizleme ajani1 olarak
kullanilmaktadir. Hameed ve ark. (1996 ve 1999) B. subtilis k2 alkalin proteazini temizleme
ve deri prosesinde kullanmistir. Proteazlar ayrica deri artig1 prosesinde de yararhidir. Dalev ve
Simeonova (1992) deri endiistrisi atiklarmin tam kullanimi i¢in alkalin proteaz igeren bir

teknik gelistirmiglerdir.
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2.7.7. Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Performans arttiric1 olarak enzimlerin deterjanlarda kullanim1 gectigimiz ¢eyrek yiizyildan bu
yana muhtemelen deterjan endiistrisindeki en biiyiilk yeniliklerden biridir. Proteazlar
endiistriyel 6neme sahip ¢esitli enzimler arasinda en énemli olanlaridir. Proteazlarin ¢gamasir
deterjanlarinda kullanimi enzimlerin diinya ¢apindaki toplam satiglarinin %25’ine tekabiil
etmektedir (Rao ve ark. 1998). Enzimin deterjanlardaki ilk kullanimi1 1913 yilinda, R6hm ve
Hass'in deterjanlari Burnus ta kullanmis olduklart iglenmemis pankreatik enzim tripsini
tanitmalariyla ortaya ¢ikmistir, fakat deterjanin yiiksek alkalinligi nedeniyle, pankreatik
enzimlerle ¢ok iyi c¢alistlamamustir. Bacillus tiiriinden bir alkalin proteaz (subtilisin),
1960’1larin baslarindan itibaren deterjanlarda kullanilmigtir. O tarihten sonra, deterjanlar i¢in
uygun olan alkalaz ve savinaz (novoenzimler), maxacal ve purafect (Genencor), KAP (Kao)
ve balp (Henkle) gibi birgok yiiksek alkalin enzimi bulunmustur. Bu subtilinlerle ilgili ciddi
problem kimyasal oksidanlarla etkilesime girmemeleridir. Novoenzimler ve Genencor,
oksitlenmeyen aminoasitli Met kalintilariyla protein mithendisligi tarafindan yer degistirmistir
(Bott 1997). Son donemlerde, E-1 ve KP-43 gibi oksitlenebilen stabil serin proteazlari
alkalofilik Bacillus sp. igerisinde bulunmustur (Saeki ve ark. 2000, Saeki ve ark.2002).
Enzimler, camasir ve bulasik temizleme deterjanlarinda fonksiyonel katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Bu enzimler yiiksek verimlilikte, ¢evreye uyumlu ve enerji tasarrufu
saglayan bir sekilde ¢alisirlar. Proteazlar giindelik gamasirlardan, kontak lensleri ya da takma
disleri temizleme reaktifleri kadar her c¢esit deterjanlar i¢in standart katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, alkalin proteazin deterjan formulasyonunda kullanimi
deterjan kalitesindeki ¢ok biiyiik ektilerinden dolayr onemli derecede artmaktadir. Simdiki
market trendi ve tiiketici ihtiyaglar1 imalat¢ilarn diisiik fiyatli ve lekelere karsi etkili yeni
enzimler bulmaya yoOneltmektedir. Gegtigimiz 30 yildan beri, deterjanlardaki proteazlar
kiiciik katki maddeleri olmaktan anahtar katki maddesi seviyesine degisim gosterdi. Deterjan
katki maddesi i¢in proteazlar, belirli kriterleri karsilamalidir. Enzimler, yiiksek sicaklik ve pH
degerlerinde stabil olmali ve deterjanlarda bulunan ¢amasir suyu, siirfaktan, kiskaglayici ve
oksitleme ajanlar1 ile uyumlu olmalidir. Bu yiizden, oksitleme ajanlarma karsi ytliksek
kararlilik gdsteren enzimler deterjan endiistrisi i¢in muazzam bir ticari dneme sahiptirler.
Peroksitler ve perboratlar modern ¢amasir suyu esasli deterjan formulasyonlari igin yaygin
katki maddeleridir. Alkalin proteazinin kararliligi konusundaki dnceki arastirmalar, Bacillus
calusii 1-52 proteazinin %1 H,0; ile islemeden sonra %114’¢ kadar artik aktivite sergilerken
(Joo ve ark.2003), Vibrio fluvialis tiri VM10’dan bir alkalin proteazi %4 H,0, ile
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inkiilbasyonundan sonra %132 aktivite sergiledigi gosterilmistir (Venugopal ve
Saramma,2006). B. licheniformis tarafindan {retilen akalin proteazlart deterjan
formiilasyonlarinda baskin kullanima sahiptir. Bacillus sp. JB-99 (Johnvesly ve Naik 2001),
Bacillus mojavensis (Beg ve Gupta 2003), Bacillus sp. L21 (Tari ve ark. 2006), Bacillus
licheniformis RP1(Sellami-Kamoun ve ark. 2008) ve alkalofilik Bacillus sp. 2-5 (Khosravi-
Darani ve ark. 2008) tiirlerinden alkalin proteazlarmin deterjan endiistrisi igin yararli
secenekler olduklar1 bildirilmistir. Camasir deterjan1 kullanimlarinin  disinda, giindelik
bulasik deterjanlarinin formulasyonunda da oldukg¢a popiilerdirler (Godfrey ve West 1996,
Showell 1999). Enzimin deterjan formulasyonunda ki uygunlugunu kontrol etmek igin bir
diger 6nemli parametrede kan lekesini ¢ikarmadir. Onceki raporlar, alkalofilik bakteri ve
Preudomonas aeruginosa PD100 tiirlerinden proteazlarin deterjan eksikliginde pamuklu
kiyafetlerden kan lekesini ¢ikarmak i¢in kullanildigini gostermektedir (Kanekar ve ark. 2002,
Najafive ark.2005).

Yukarida bahsedilen uygulamalara ek olarak, mikrobiyal proteazlar bazi diger amaclar i¢inde
kullanilmaktadir.  Proteazlar soya sosunun ve soya {rlinlerinin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Rao ve ark.(1998) belirli yiyecek ve iceceklerde diisiik kalorili tatlandirict
olarak kullanilan "Aspartame" (L-aspartyl-L-phenyl alanine methyl ester)’in {iretimi i¢in
proteaz kullanildigini rapor etmistir. Mikrobiyal proteazlar, maya 0ziitii ve tek hiicreli protein
vb. tiretiminde kullanigh olabilir (Ward 1985). Proteazlar ayrica direkt ya da dolayli olarak

porsinin insan insiilinine doniistiiriilmesinde kullanilirlar (Morihara ve ark.1980, Glass 1981).
2.8. Mutasyon

Mutasyon genetik materyaldeki kalitsal degisikliklerdir. Bazi mutasyonlar organizmaya
yararli veya notr olabilir, ancak mutasyon genellikle 6nemli bir hiicresel fonksiyonun kaybina
neden olacagindan ¢ogu aslinda zararlidir. Mutasyonlar bakterilerde ilk replikasyon esnasinda
baz ¢ifti bagma 107-10® oraninda spontan yani dogal olarak meydana gelir ve bu oran
mutajen varliginda Onemli Olgiide arttabilir. Mutajenler; ya fiziksel formda Ornegin

elektromanyetik radyasyon formunda ya da kimyasal formda 6rnegin nikotin gibi olabilir.

Protein miihendisligi denilen yeni bir alt dal ile fonksiyonel ve yapisal 6neme sahip
aminoasitlerin aydinlatilmasinda DNA dizisi bilinen gen iizerinde degisiklikler yani
mutasyonlar yapilmasi ve fonksiyonel olarak mutant proteinin aydinlatilmasi miimkiin hale
gelmigstir. Mutagenez olarak da adlandirilan bu teknikler, tesadiifii olarak bir defada sayist ve

tam yeri belirsiz farkli bolgeleride kapsayan rastgele mutagenez (Random mutagenesis)
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teknikleri ve sadece belirli hedef aminoasitlerin delesyonu, insersiyonu ve degisimini ifade
eden bolge hedefli mutasyonlar ya da yonlendirilmis mutagenez (Site-directed mutagenesis)
teknikleri olarak ikiye ayrilabilir.

Rastgele Mutagenez Teknikleri: Mutagenez konusundaki erken yaklasimlar, mutasyon
tiretiminin de tamamen rastgele metotlara dayanmaktaydi. Hiicreler veya organizmalar UV
radyasyonu veya mutajenik kimyasallar gibi mutajenlere maruz birakilmak suretiyle arzu
edilen ozelliklere sahip mutantlar secilir. Hermann Muller X-1ginlarinin meyve sineklerinde
genetik mutasyonlara yol agtigini kesfetti (Muller 1927) ve genetik iizerine yaptig1 ¢alismalar
icin Drosophila mutantlar kullanma yoluna gitti. Escherichia coli i¢in, hiicreler ilk olarak UV
radyasyona maruz birakildiktan sonra mutantlar agar ortami iizerinde segilebilir. Koloniler
biri zengin ortam, digeri minimal ortamda olmak iizere replike petrilere alinir, ve 6zel besinsel
gereksinimlere sahip mutantlar, minimal ortamda gelisim i¢in yetersizlik sayesinde tespit
edilebilir. Benzer prosediirler diger hiicre tipleri ile ve se¢im igin farkli bir ortam ile tekrar
edilebilir. Belirli proteinlerde rastgele mutasyonlar iiretilmesi igin bir dizi yontem, ilgi ¢ekici

veya daha iyi 6zelliklere sahip mutantlar i¢in taranmasi igin gelistirilmistir (Anonim 2016).

Hayvan ¢alismalarinda, N-ethyl-N-nitrosourea gibi alkilleyici ajanlar mutant fareler tiretmek
icin kullanilmaktaydi. Ayrica, Ethyl methanesulfonate (EMS)’da mutant bitki ve hayvan
tiretmek i¢in kullanilmaktadir (Hrabé ve Balling 1998, Flibotte ve ark.2010).

Bolge hedefli mutasyonlar ya da yonlendirilmis mutagenez: Bir gendeki 6zgiil degisimlerin
yapildig1 islemlerdir. Bu teknikle protein yapisi ve gorevi ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir.
“Site directed Mutagenez Uygulamalar1” ile bir gendeki baz degisimi ve dizi delesyon ve
insersiyonu yapilabilir. Bu yontem ayni zamanda vektordeki restriksiyon alanlarin
degistirilmesi, vektor elementlerin insersiyon veya delesyonu, promotor eklenmesi veya

degistirilmesi gibi DNA yapilarinin modifiye edilmesinde kullanilir (Anonim 2006).

Bir¢gok arastirmaci bir alana bir sekilde DNA'da secilen degisiklikleri arastirarak ortaya
koymak istemektedir. Ik olarak niikleotidlerin analoglar1 ve diger kimyasallar lokallestirilmis

nokta mutasyonlar olusturmak i¢in kullanilmistir (Shortle 1981).

Bazi kimyasallar1 igeren aminopiirinler AT-GC transisyonunu (Caras ve ark.1982),
indiiklerken nitrosoguanin (McHugh ve Miller 1974), bisiilfit (Shortle ve Nathans 1978), ve
N*-hydroxycytidine GC-AT transisyonunu (Flavell ve ark. 1975) indiikleyebilir. Bu teknikler,
bir proteine 6zgii diizenlemeye yarayan 0zel mutasyonlara izin verir, ancak bu teknikle

olusturulan mutant cesitleri esnek degildir ve bu nedenle rastgelelik derecesi azdir.
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Alana yonelik (site-specific) mutasyon i¢in kullanilan mevcut teknikler genel olarak DNA
polimeraz ile primer uzatma reaksiyonlarinda mutajenik oligoniikleotidler kullanilmasini
kapsamaktadir. Bu metotlar DNA’da tanimlanacak 6zel bolgelerin kiiciik alanlarinda nokta
mutasyonu delesyon veya insersiyona izin verir. Metodolojideki gelismeler mutagenesiste

oldukca basit ve etkili siiregleri ortaya koymustur (Papworth ve ark.1996).

2.8.1.Radyasyon

Radyasyon bilinen ilk mutajenik ajandir, genler lizerindeki etkileri ilk olarak 1920 yilinda
rapor edilmistir. Radyasyonun kendisi ise 1890 yilinda kesfedilmistir. Roentgen 1895’de X-
isinlarii, Becquerel 1896’da radyoaktiviteyi, Marie ve Pierre Curie 1898’de radyoaktif
elementi kesfetmistir. Bu ii¢ kesif ve digerleri atom fiziginin dogusuna ve elektromanyetik
radyasyonu anlamamiza yol agmustir (Anonim 1999). Radyasyonlardan, Sterilizasyon-
dezenfeksiyon ve mutasyonlar olusturmak tiizere baslica iki amagla yararlanilmaktadir (Arda
2006). Fiziksel mutajenik radyasyonlarin iki formu vardir; iyonize radyasyon ve iyonize

olmayan radyasyon. Radyasyon sekil 2.8°de detayli olarak siniflandirtlmistir (Arda 2006).

I Radyasyon

Iyomize

Olmayan
Radyvasyon
- .
1 1
A o] W . - o -~
. Ultraviole (mor dtesi) I-“-f'-"a'-"ﬂd Ultrasonik (ses uten} Elektmmag;neﬁk Partildiler
15mlar wgmlar dalgalar Radyasyonlar Radyasyonlar
l X- 15111]31’1, . 1- Alfa 1simlar, .
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_ 3- Katot 15mlan
Sekil 2.8. Radyasyonun siniflandirilmasi (Arda 2006)

X-1ginlar1 ya da gama radyasyonlar1 gibi iyonize radyasyonlar hiicrede molekiillerden
elektronlart koparmak icin yeterli enerjiye sahiptirler. Elektronlar molekiillerden ayrildiginda,
serbest radikaller adin1 alan iyonlar olusur. Bu serbest radikaller hiicredeki DNA ya da RNA
gibi ¢cogu diger molekiillere oksidasyonla zarar verebilirler. Ultraviyole (UV) gibi iyonize

olmayan radyasyonlar ise molekiillerdeki elektronlar1 uyararak mutajenik etkilerini
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gosterirler. DNA molekiiliindeki elektronlarin uyarimi genellikle DNA’daki komsu iki
primidin (6zellikle timin) arasinda ekstra bag olusumuyla sonuglanir. Elektromanyetik
radyasyonlar dalga boyu, frekans ve enerjilerine gore ayirt edilebilirler (Anonim 2013).
Radyasyonun dalga boyuna ragmen, radyasyonun artmasiyla disariya verilen enerji azalir.
Ornegin; iyonize rasyasyon genellikle 1 nm (nanometre)’den az dalga boyuna ve 100 eV
(elektron volt)’dan fazla enerjiye sahiptir. Iyonize olmayan radyasyon ise 100-390 nm
arasinda dalga boyuna ve 100 eV’dan az enerjiye sahiptir. Bu nedenle, iyonize radyasyonlar
iyonize olmayan radyasyonlardan daha tehlikeli olarak kabul edilir. Ornegin, kiyafetler UV
1sinlarimi engelleyebilir ancak, X-1sinlarin1 engellemek i¢in kursun yelek gerekir. Hem iyonize
hem de iyonize olmayan radyasyonlar gida endiistrisi ve laboratuvarlarda, klinik ortamlar
icerisinde mikroorganizmalarin biiyiimesini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. Iyonize
radyasyon daha fazla enerjiye sahip oldugundan, ¢ok kolay ve hizli bir sekilde endospor ve
hiicrelere niifuz edebilir. Tibbi malzemelerin sterilizasyonu ve bazi gida iirlinlerinde
kullanilirlar. Iyonize olmayan radyasyonun ise sadece bazi formlar1 kontrollii mikrobiyal

biiytime i¢in kullaniglhidir (Anonim 2013).

Radyasyon kaynaklarini, dogal ve yapay olmak iizere iki gruba ayirabiliriz. Dogal radyasyon
kaynaklari; giines ve uzay boslugundan gelen kozmik 1sinlar, atmosferde (radon), toprak ve
karasal iriinlerde (ahsap, tas) bulunan radyoaktif elementlerdir ve giinlilk yasantida dogal
radyasyon kaynaklarindan belli miktarlarda radyasyon dozuna maruz kalinmaktadir. Bunlara
ek olarak, yapay radyasyon adi verilen insan eliyle olusturulan radyasyonlara, tibbi testler
(tan1 ve tedavi amagh kullanilan X-1sinlar1 ve diger prosediirler), niikleer deneme ve enerji
santralleri ve gesitli diger triinler (Tv, Duman dedektorleri, Havaalan1 X-1ginlari) 6rnek
verilebilir. Dogal ve yapay radyasyon kaynaklarindan total ortalama mazuriyet dozu yaklasik
350 mrem/y1l’dir ve ortalama mazuriyet degerini arttiran en 6nemli sebeplerden biri radon

gazidir (Anonim 1999).
2.8.2.Radyasyon etkileri

Iyonize radyasyonlar su molekiilleriyle etkilesime girerek serbest radikallerin (hidroksil ya da
OH radikal) olugsmasina neden olurlar. Serbest radikaller ¢iftlenmemis elektronlara sahiptir ve
kimyasal olarak c¢ok reaktiftirler. Bu nedenle X-iginlar1 lipid, protein veya DNA gibi
molekiillerle etkilesime girebilir ve hiicre 6liimii, hiicre boliinmesinin engellenmesi ve organ

kayiplariyla sonuglanabilir, DNA ve protein zararlarina neden olabilirler.
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Iyonize olmayan radyasyon olan Ultraviyole (UV), mutasyonlar indiikleyen, DNA’da hasar
olusturan ve en kotii ihtimalle tiimor gelisimine neden olan giiglii genotoksik etkilere sahiptir.
UV’nin baslica dogal kaynagi giinestir ve gilinessel UV’nin cilt kanserlerinin ana
nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir (Setlow 1974, Brash ve ark.1991). UV isiginin
UVA, UVB ve UVC olmak {iizere {i¢ genel tiirii vardir ve bunlardan her biri insan viicudunu
bronzlastiran UVA (320—400 nm), cilt iizerinde giiglii karsinojenik etki gosteren UVB (280—
320 nm), germisidal (antiseptik, mikrop oldiiriicti) etki yapan UVC (200—280 nm) gibi farkli
mutajenik 6zelliklere sahiptir. Yeryiiziine ulasan giines 1s1gmin UV bilesenleri UVA ve UVB
(290-400 nm)’den olusmaktadir, UVC ise yeryliziine ulasmadan ozon tabakasi tarafindan
absorblanir (Anonim 1999) , (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. UV dalga boyu ve ozon absorbsiyonu

UVC, UVA ve UVB’den daha kisa dalga boyuna ve yiiksek enerjiye sahip oldugundan,
potansiyel olarak en zararli UV formudur ve bakteri, viriis, protozoa, maya, kiif ve alg gibi
mikroorganizmalara kars1 oldiiriicii etkiye sahiptir. 254 nm’de UVC en biiyiik antimikrobik
etkinlige sahiptir (Tran ve Farid 2004, Keyser ve ark. 2008, Pala ve Tokluca 2010).
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2.8.3. UV ile indiiklenmis DNA Lezyonlar1 ve Mutasyonlar

UV radyasyonuna 6zgli olarak DNA’da iki farkli mutajenik ve sitotoksik DNA lezyonu
meydana gelir. UVB ya da UVC tarafindan uyarilan en sik lezyonlar, siklobiitan pirimidin
dimerleri ve 6-4 fotoiiriin olusumudur (Anonim 2004). (Sekil 2.10). Siklobiitil halka yapisi,
iki komsu pirimidin bazinin 5,6 baglar1 arasinda olusurken, 6-4 fototiriin yapist iki komsu
pirimidinin 6. ve 4. pozisyonlar1 arasindaki kovalent bag olusumuyla karakterize edilir
(¢ogunlukla 5°CC3’ ve 5°’TC3”), (Hader ve Sinhab 2005), (Sekil. 2.11). 6-4 fotoiiriin olusumu,
siklobiitan pirimidin dimerlerine kiyasla ¢ok daha diisiik seviyelerde meydana gelir (Mitchell

ve Nairn 1989, Yoon ve ark. 2000).
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Sekil 2.10. UV 15181 etkisi sonucu dimer olusumu (Anonim 2004)
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Sekil 2.11. UV radyasyonu sonucu en toksik ve mutajenik DNA lezyonu, siklobiitan
pirimidin dimerleri olusumu; (A) timin-timin siklobiitan pirimidin dimeri, (B) timin-sitosin
dimeri (Hader ve Sinhab 2005)
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Bu UV lezyonlar, etkinligi dalga boyu ve takiben DNA bazlarinin direkt UV enerji
absorbasyonuna bagli fotokimyasal reaksiyonlar yoluyla olusturulur (Markovitsi ve ark.
2010). Siklobiitil halkasi ve 6-4 fototiriinleri olusumu yaklasik 260 nm’de en yiiksektir ve

olusumlarinin etki spektrumlart DNA’nin absorpsiyon spektrumuna paraleldir.

Dimer olusumu; DNA heliks yapisin1 bozar, replikasyon ve transkripsiyonu bloke eder,
hiicre boliinmesini durdurur. Hiicre i¢in su sonuglar ortaya ¢ikabilir; hiicre boliinmesi hiicre
onarimi sirasinda durabilir, hata diizeltildigi zaman tekrar baglar (Bakteriyostatik etki). Hiicre

canliligin1 kaybeder ve artik replikasyon yapamaz (Bakteriyosidal etki) (Kirchner 2016).

Ayrica UV, daha sonra hiicresel oksijeni etkinlestirebilen (Peak 1987, Tyrrell 2000)
riboflavin, triptofan ve porfirin gibi bazi kii¢iik molekiilleri aktive ederek (Krasnovsky 1979,
Peak 1984), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ile uyarilmis hiicrelerde oksidatif strese
neden olur. ROS, DNA’ya atak yapar ve DNA’da timin glikol ve 8-hidroksiguanin (80H-G)
gibi oksidatif baz hasar1 olusturabilir ya da zincir kiriklar1 yapabilir (Kielbassa ve ark. 1997,
Kino ve Sugiyama 2005). Ayn1 zamanda, ROS DNA sentezi i¢in niikleotid 6ncii-maddeleri
olarak kullanilabilen, 8-hidroksideoksiguanosin-trifosfat (80H-dGTP) gibi oksitlenmis
niikleotidleri tireten (Sekiguchi ve Tsuzuki 2002), hiicresel niikleotid havuzlarina atak yapar.
Oksidatif DNA ve niikleotid hasarin bazilarinin mutajenik oldugu bilinmemektedir (Grollman
ve Moriya 1993, Kino ve Sugiyama 2005). Bu nedenle; UV dolayli bir mekanizmasi yoluyla

genomda oksidatif kaynakli mutasyonlara neden olabilir.

UV, dipirimidin bolgelerinde sitosin (C) = timin (T) baz degistirme ve nadiren meydana
gelmesine ragmen CC - TT tandem baz degistirme gibi spesifik mutasyon tiplerine neden
olmaktadir. Mutasyonun bu iki tipi ayrica UV signatiirii olarak adlandirilir (Brash ve
ark.1991) ve algilanmalar1 UV’ya maruz kaldiktan sonra meydana gelir. Bu UV spesifik
mutasyon olusum mekanizmalarmin birinde, siklobiitan pirimidin dimerinde sitozin bazlarinin
deaminasyonunun ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Tessman ve Kennedy 1991, Tessman, Liu
ve Kennedy 1992).
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2.8.4. UV Tamir Mekanizmalari

Insan hiicreleri UV ile indiiklenen dipirimidin DNA fotoiiriinlerini uzaklastiran niikleotid
eksizyon tamir mekanizmasi ad1 verilen tek bir mekanizmaya sahipken, bakteri, bakteriofaj ve
baz1 Okaryotik virlisler gibi basit organizmalar UV ile indiiklenmis dipirimidinin onarimini
fotoreaktivasyon (fotoreversal), niikleotid eksizyon ve baz eksizyon tamir mekanizmasi olmak

tizere 3 farkli mekanizmaya sahiptir (LIyod 2005).
2.8.4.1. Fotoreaktivasyon (fotoreversal) Tamir Mekanizmasi

Kellner 1949°da UV ile 1sinlanan bakterilerin hayatta kalmasinin, sonrasinda yogun bir mavi
151tk kaynagina maruz birakilmasiyla biiyiikk oranda arttirilabilecegini  gézlemlemistir.
1960’larda Rupert, fotoreaktif bir enzimin varhigini kanitlamis ve temel Ozelliklerini
belirlemistir. Karanlikta, fotoliyaz enzimi spesifik olarak UV ile 1smnlanan DNA’daki timin
dimerlerine enzim-subsrat kompleksi olusturmak igin baglanir. Bu kompleks 320-410 nm
araliginda 15181n absorbasyonu ile aktive edilir. Pirimidin dimerleri monomerik pirimidinlere
dontstiiriiliir ve enzim serbest birakilir (Anonim 2008a), (Sekil 2.12) Belirli deneysel sartlar
altinda, 254 nm’de UV radyasyonun diisiik 1sinimlariyla bakterilerde olusan letal hasarin %80
kadar fotoreaktiflenebilir (Setlow 1966).
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Sekil 2.12. Fotoreaktivasyon (fotoreversal) tamir mekanizmasi (Anonim 2008a)

2.8.4.2. Eksisyon Tamir mekanizmalari

Fotoreaktivasyonun aksine, 1siktan bagimsiz olan tamir mekanizmalar1 ¢ok daha komplekstir
ve DNA’da meydana gelen hasari dogrudan onarilmaz, bunun yerine hasarli bolgedeki
niikleotidleri yeni hasarsiz niikleotidlerle degistirir (Prakash 1993, Seeberg 1995, Britt 1996,
Lindahl ve Wood 1999). Eksizyon tamir mekanizmasinin baz eksizyon ve niikleotid eksizyon

olmak {izere iki ana yolu vardir.
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2.8.4.3. Baz Eksizyon Tamir Mekanizmasi

Baz eksizyon tamiri, iyonize radyasyon, gii¢lii alkilleyici ajanlar, hidrolitik deaminasyon ya
da farkli intraselliiler metabolitlerden kaynaklanan baz lezyonlarina ve T4 Fajina 6zgii timin

dimerlerinin tamirinde kullanilan DNA tamir yoludur.

Baz eksizyon tamir mekanizmasina katilan en 6nemli enzimler baz ve niikleotid rezidiilerinin
2-deoksiriboz kisimlar1 arasindaki N-glikosidik baglar1 kopararak, modifiye ya da hasarh
bazlarin farkli tiplerini uzaklastiran DNA glikosilazlardir. Farkli DNA glikosilazlar hasarin
farkl tiirlerini giderir ve tamir yolunun spesifisitesi ilgili glikosilazin tipi tarafindan belirlenir
(Seeberg ve ark. 1995). Baz uzaklastirildiktan sonra, apiirinik/apirimidinik (AP) bolge olusur
ve bu bolge DNA ipliginin 5” veya 3" ucunda ¢entikler agcan AP endoniikleaz ya da AP liyaz
tarafindan uzaklastirilir. Kalan deoksiriboz fosfat rezidii fosfodiesteraz tarafindan ortadan
kaldirilir; olusan bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve DNA ligaz iplikleri
birlestirir (Sakumi ve Sekiguchi 1990, Seeberg ve ark.1995), (Anonim 2005), (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Baz eksizyon tamir mekanizmasi (Anonim 2005)

Bircok DNA glikozilaza ek olarak, bazi organizmalar daha ¢ok pirimidin dimer
olusumlarinin bulundugu boélgede zincir kiriklarina neden olan ve UV-endoniikleaz olarak
bilinen enzimler igerirler. UV endoniikleazlar, dimeri 5°-pirimidin N-glikosidik bagindan
ayirir ve bunu AP liyazin zincir ayrilmasi takip eder (Anonim 2016) (Sekil 2.14). Bu enzimin
yapist X-1s1n1 kristalografik yontem ile resmedilmis (Morikawa ve ark. 1995) ve reaksiyon

mekanizma yapisi bolgeye yonelik mutajenez deneyler ile agiklanmistir (Dodson ve ark.
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1993). Bu enzimler normalde sadece Micrococcus luteus gibi UV-direngli organizmalarda
bulunur (Dodson ve ark. 1994). Bununla birlikte, benzer bir enzim bakteriyofaj T4 {in denV
geni tarafindan kodlanmigtir ve buna benzer bir aktivite S. cerevisiae de saptanmistir
(Hamilton ve ark. 1992). Siklobiitan pirimidin dimeri ve 6-4 fotoiiriin olusumunu taniyan,
hemen lezyona 5" ucundan bir kesik olusturan gergek 6karyotik UV- endoniikleazlar S. pombe

ve N. crassa’da tespit edilmistir (Bowman ve ark. 1994, Yajima ve ark. 1995) .
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Sekil 2.14. Timin dimerinin T4 fajina 6zgii baz eksizyon tamir mekanizmasi (Anonim 2016)

2.8.4.4. Niikleotid Eksizyon Tamir Mekanizmasi

Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda hasarli bazlar oligoniikleotid olarak kesip
cikartilir. Bu iglem "ekziniikleaz" adi verilen enzim kompleksi tarafindan gergeklestirilir.
Trimetrik protein ( UvrA2+ UvrB)+ATP tarafindan DNA taranir. UvrA2 hasari algilar ve
uzaklasir. UvrB tek iplikte kabarcik olusturmak iizere DNA’1 biiker. Daha sonra UvrC
baglanir, UvrB-UvrC kompleksi olusur. UvrC hasarin 3' ucuna 4 ya da 5 bazlik, 5' ucuna 8
bazlik uzaktan gentikler agar. DNA helikaz (UvrD) bu 12—-13 bazlik pargay1 uzaklastirir. DNA
polimeraz I UvrB’yi uzaklastirir, bosluklart doldurur ve zincir ligazla kapatilir (Sekil 2.15),
(Anonim 2005).
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Sekil 2.15. Niikleotid eksizyon tamir mekanizmasi (Anonim 2005)

2.8.4.5. Replikasyon Sonrasi Onarim (Post-Replikasyon) Tamir Mekanizmasi

DNA hasarmin tipi genellikle hiicrenin kullandigi DNA tamir mekanizmasini belirlemekte
etkilidir. Post-replikasyon onarim prosesi ilk olarak DNA hasar1 kaynagi olarak ultraviyole
isima  kullanilirken kesfedilmistir. UV-indiiklenmis lezyonlarin (6rn; primidin dimeri
olusumu) birka¢ tipi vardir ve bunlarin bir¢ogu niikleotid-eksizyon onarimi ve
fotoreaktivasyon onarimi yollari ile ortadan kaldirilabilir. Bununla birlikte hasarlit DNA tamir
mekanizmalar: tarafindan onarilamadiginda ve tam olarak replike edilemediginde replikasyon
sonras1 onarim (post-replikasyon) devreye girer. Herhangi bir lezyon bulunduran (6rn;
primidin dimeri olusumu) DNA replike olurken, DNA polimeraz lezyonun bulundugu
kisimda duraklar ve yeni sentezlenen zincir iizerinde bosluk birakarak {izerinden atlar. Son
yillarda, post-replikasyon onarimi Escherichia coli’deki RecF yolunun rekombinasyonu ile
esanlamli sayilmaya baslandi. Rekombinasyonel DNA onariminin RecF yolu biiyiik olasilikla
replikasyon ¢atalinda kodlama yapmayan lezyonun kismen g¢ogaltilmasindan sonra ortaya
¢ikan bosluklu DNA subsratlar: {izerinde etki etmektedir. Kodlanmamis lezyon {izerindeki

kayip bilgi daha sonra DNA’nin diger ipligi tarafindan RecA proteini gerektiren bir proses
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icerisinde yerine doldurulur. Bu islemde, tam olarak replikasyona ugrayan kardes iplikten
gelen bilgi, yeni zincirdeki bosluga aktarilmig olur. Hasarsiz kalip zincirdeki bosluk ise daha
sonra onarim sentezi ile giderilir (Sandler 2000), (Sekil 2.16).
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S

Sekil 2.16. Replikasyon sonrasi onarim (Post-Replikasyon) tamir mekanizmasi (Anonim
2000)

E. coli’de SOS tamir sistemi denilen bir durum daha vardir. Bu sistemde, replikasyon
sirasinda goriilen bir lezyonda duraklayip bosluk birakma yerine hata oldugunu belirten bir
takim molekiiller sentezlenir (IexA, recA, ve uvr gibi 20 kadar gen iirlinii). Bu molekiiller de

lezyon bolgesini hataya egilimli bolge haline doniistiiriir ve replikasyon hizlica devam eder.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvar'inda
daha Onceden proteaz enzimi iiretimi i¢in topraktan izole edilmis ve adlandirilmis olan

Bacillus subtilis strain 168 E6-5 susu kullanilmastir.

3. 2. Yontem
3.2.1.Fiziksel Mutajen UV Ile Yapilan Mutasyon Calismalar:

UV denemeleri Ultraviyole lambasi (UltraViole 254nm, Intensity (uWW/cm2) 60, Lamba- VL-
130.G, 1x30W Germination Lamp, Vilber) kullanilarak yapilmistir (Sekil 2.1). Kiiltiir
saklama ortamimdan alinan bakterileri kiltiirii 18 saat boyunca Oninkiibasyona tabii
tutulmustur. Bu siire sonunda steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile uygun dilusyonlar
kullanilarak kat1 besiyeri igeren petrilere yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Bakterilerin
tireme ortamina adaptasyonu igin petriler belirli siirelerde (6, 8 ve 10 saat) inkiibatorde
bekletilmistir. Herbir siire sonunda petri kaplar1 agilarak farkli zaman araliklarinda ( 0,5, 1, 5,
10, 15 ve 20 dakikalarda) UV 1sinlar1 besiyeri yiizeyindeki bakterilere direkt olarak
uygulanmistir. UV lambasinin besiyeri lizerine olan uzakligi herbir deneme i¢in 5, 10 ve 15
cm olarak segilmistir. UV mutasyonu sirasinda fotoreaktivasyonun 6nlenmesi amaciyla UV
caligmalar1 karanlikta yapilmistir ve tiim petriler karanlik odadaki inkiibatorde 48 saat siire ile
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda canlilik gdsteren koloniler mutant olarak secilmistir.
Her bir deneme i¢in 2 paralel ¢alisma yapilmistir. Elde edilen mutanlarin proteaz aktiviteleri
kalitatif olarak skim milk i¢eren agarli ortamda zon c¢aplar1 cetvel ile mm olarak olgiilerek
saptanmigtir. En genis proteaz zonu gosteren bir adet mutant sus secilerek ve diger

calismalarda kullanilmustir.

Sekil 3.1 UV mutasyonu olusturma diizenegi
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3.2.2 Bakteri Uretiminde Kullanilan Besiyerleri ve Bakteri Uretim Kosullar

Calismada mutant bakterilerin saklanmas (kiiltiir saklama), gelistirilmesi (6ninkiibasyon) ve

enzim Uretim kapasitelerinin Ol¢lilmesinde farkli igerikli besiyerleri kullanilmistir (Cizelge

3.1). Tiim besiyerleri pH’lar1 7.0’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk. siire ile otoklavda

sterilize edilmistir.

Cizelge 3.1 Bakterilerin saklanmasi,

Olciilmesinde kullanilan besiyerleri

gelistirilmesi ve enzim

tiretim kapasitelerinin

icerik Kiiltiir Saklama Besiyeri | Bakteri Gelistirme Besiyeri Enzim Uretim Besiyeri
(%0q) (Seving 2010) (Seving 2010) (Qadar ve ark.2009)
Nutrient Broth 0.8 0.8 -
NaCl 0.8 - -
Agar 2.0 - -
Glukoz - - 0.1
Pepton - - 1.0
Maya oziitii - - 0.02
MgSOa4 - - 0.01
CaCl2 - - 0.01
K2HPO4 - - 0.05
pH 7.0 7.0 7.0

Kiiltiir saklama ortamindan alinan bakteri kiiltlirii 18 saat boyunca Oninkiibasyona tabii

tutularak, bu siire sonunda bakteri kiiltiirlerinin 600 nm’deki optik yogunluklari (OD)

spektrofotometre kullanilarak steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’e ayarlanmistir. Bu sekilde

ayarlanan kiiltiirden, i¢erisinde 150 mL enzim iiretim ortami bulunan 500 mL’lik erlenlere %

1 oraninda asilanarak ve 37 °C’de 150 devir/dk c¢alkalama hizina sahip inkiibatorde 56 saat

boyunca inkiibe edilmistir. Bakteri {iremesi ve enzim aktivite tayinleri 18., 24., 28., 32., 48.,

ve 56. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi ¢ikarilmistir. Boylece ana bakteri ve

mutant suslarin maksimum enzim iiretim zamani saptanmistir.
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3.2.3. Bakteri Uremesinin Olciilmesi

Bakteri tiremesinin belirlenmesi amaciyla, besiyerinin bulaniklilig1 spektrofotometrik olarak
olciilmiistiir. Inkiibasyon ortamindan almacak olan &rnekler 600 nm dalga boyunda optik
yogunluk (OD) degerlerinin okunmasiyla bakteri lireme miktar1 belirlenmistir. Proteaz
iiretiminde kullanilan besiyeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD) degerlerinin

okunmasiyla bakteri tireme miktar1 tespit edilmistir.

3.2.4. Toplam Proteaz Aktivitesinin Tayin Edilmesi

Toplam proteaz tayini Anson tarafindan onerilen yontemin bir modifikasyonu ile yapilmistir
(Keay ve Wildi 1970). Enzim tayini i¢in belirli araliklarda (18., 24., 28., 32., 48., ve 56.
saatler) aliman 10 mL 6rnek 6000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiijlenerek enzim igeren
stipernatant kisim peletten ayrilmistir. Siipernatant kisim ham enzim ¢ozeltisi olarak

kullanilmustir.

Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak %2’lik kazein ¢ozeltisi
kullanilmigtir. 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH igerisinde tamamen c¢oziiliinceye kadar
stirekli karistirilarak isitilmistir. Bu sekilde hazirlanan kazein ¢6zeltisinin hacmi 0.05 M fosfat
tamponu (pH 7.0) ile 100 mL’ye tamamlanmis ve pH’s1 1/3 oraninda seyreltilmis fosforik asit

ile 7.0’ye ayarlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tiip ve her bir enzim 6rnegi i¢in 2 adet 6rnek tlipti kullanilmistir. Her
iki 6rnek tiipiine 1’er mL substrat ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 2 mL Triklor asetik asit (TCA)
cozeltisi aktarilmis ve tiipler 37°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek reaksiyon
sicakligina getirilmistir. Daha sonra Substrat i¢eren tiiplere 1’er mL enzim ¢ozeltisi, kor tiipe
ise 1 mL fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edilerek 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda tepkime, Ornek tiipler igerisine, 2 mL 0.4 M TCA ¢ozeltisi konarak
durdurulmus ve kor tiipiine ise 1 mL substrat eklenmistir. Bu karigim, 37°C’de 20 dakika
bekletildikten sonra olusan piitiirlii yapiy1r gidermek igin 6000 devir/dakika’da 10 dakika
santrifiijlenerek siipernatant kismindan alinan 1 mL’lik 6rneklere, 5 mL 0.4 M NaCOj3 ve 1
mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin ¢ozeltisi eklenmis, karisim vortekslendikten sonra 20
dakika oda sicakliginda, karanlikta bekletilmistir. Bu siire sonunda ¢o6zeltinin optik

yogunlugu, enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in 660 nm’de kore karsi okunmustur.

Proteaz aktivitesi Olgiimlerinde, standart egri 0-60 Ug/mL tirozin igeren c¢ozeltiler ile

hazirlanmistir.  Yonteme gore 1 Ug/mL tirozin, 2 U/mL enzim aktivitesine karsilik
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gelmektedir (Keay ve Wildi 1970). Enzim aktivitesi standart kosullarda, 1 Ug/mL tirozin

aciga c¢ikaran enzim miktari olarak tanimlanmustir.
3.3. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Besinsel Faktorler

Bu ¢alismada, besinsel parametrelerin (karbon, azot, metal iyonlar1) proteaz {iretimi lizerine
etkisi arastirilmistir. Bakteri maksimum enzim iiretiminin saptandigi saatte kadar tiretilmis ve
bu saatte bakteri {iremesi ve enzim aktivite deneyleri yapilmistir. Uretim ortaminda bulunan
karbon, azot ve metal iyonlarinin yerine ayni oranlarda olmak tizere farkli karbon, azot ve

metal kaynaklari denenmistir. Tiim deneyler 3 kez yapilarak ve ortalama degerler alinmistir.
3.3.1. Karbon (C) Kaynaklarinin Etkisi

Mikroorganizmalarin iiremesinde karbon kaynaklarinin 6nemi goz Oniine alinarak farkl
karbon kaynaklari ile ¢alisilmigtir. Bu amagla, Cizelge 2.1°de igerigi verilen enzim iiretim
besiyerinde bulunan ve karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz yerine, ayni oranda fruktoz,
gliserol, sukroz, misir nigastasi, bugday nisastasi, patates nisastasi, maltoz, bugday kepegi
kullanilarak proteaz enzimi {izerine etkisine bakilmuistir.

Bakterinin asilanmasi ve tretimi 2.2.4°de belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan

orneklerde tireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.
3.4.2. Azot Kaynaklarimin Etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri tireme kapasiteleri lizerine olan etkilerinin arastirilmasi amaciyla
cesitli azot kaynaklarinin, enzim ftretimine olan etkileri aragtirilmistir. Bu amagla Cizelge
2.1°de igerigi verilen enzim iiretim besiyerinde azot kaynagi olarak kullanilan pepton ve maya
oziitl ¢ikarilarak yerine ayni oranda musir 1slatma suyu (corn step-liquor), tripton, yagsiz siit
tozu (skimmed milk), ve et 6ziitli (meat ekstrakt), inorganik azot kaynagi olarak ise NH4NOs,
KNO3, (NH4)2SO4, NaNO; ve NH4Cl kullanilmis ve proteaz enzimi iizerine etkisine
bakilmistir.

Bakterinin asilanmasi ve iiretimi 2.2.4’de belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan

orneklerde iireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.
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3.4.3. Metal iyonu Kaynaklarimn Etkisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarinin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi lizerine etkisini
arastirmak amaciyla, Cizelge 2.1°de igerigi verilen enzim iiretim besiyerinde bulunan CacCl,
ve MgSO, ¢ikarilarak yerine bunlarin toplam miktarinda LiSO,4, FeSO,4, KCI, NaCl, MnSO,

ve ZnSO, kullanilmistir. Ureme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.

3.4.4. Maksimum Proteaz Uretimi I¢in Modifiye Ortamin Hazirlanmasi

2.4.1, 2.4.2 ve 2.4.3’de maksimum proteaz aktivitesinin saptandigi karbon, azot kaynaklar1 ve
metal iyonlarmi iceren yeni bir modifiye ortam olusturularak enzim veriminin saglanmasi

yoluna gidilmistir. Ureme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmustir.
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4. BULGULAR
4.1 Mutant Bakterilerin Elde Edilmesi

Mutant suslarin elde edilmesi amaciyla bakterilerin besiyerine adaptasyon siireleri ve UV’ye
maruz kalma zaman araliklari her bir deneme i¢in sabit tutulmus, UV 1s1gmin petri yiizeyine
olan uzakhigr degistirilerek calismalar yapilmigtir. Calismalar sonucunda, bakteriler UV
1s181ina maruz birakilmadan once besiyerine adaptasyonlari i¢in 6, 8 ve 10 saatlik petrilerde
iretimleri saglanmistir. Her bir adaptasyon siiresinin bakteri iizerinde olumlu etkisi
goriilmiistiir. Fiziksel mutajen etkeni olan UV 1si1 ile yapilan ¢alismalarda farkli zaman
araliklar1 (0,5, 1, 5, 10, 15 ve 20 dakikalarda) ve UV 1siginin petri yiizeyine farkli uzakliklart
(5, 10 ve 15 cm) secilmistir. Besiyerine adaptasyon siiresinin 10 saatin mutasyona ugrayacak
bakterilerin gelisimi i¢in uygun oldugu saptanmistir. Yapilan c¢alismalarda en iyi mutasyon

olusturma zaman aralig1 farklilik gosterirken, en iyi uzaklik olarak 15 cm bulunmustur.

Mutasyon c¢aligmalar1 her bir deneme i¢in iki paralel olarak yapilmistir. Paralel ¢calismalarda
genellikle ayni sonuglar elde edilmistir. Cizelgelerde en genis proteaz zon capina sahip
mutantlar gosterilmistir. Bacillus subtilis strain 168 E6-5 susu ile yapilan UV mutasyonu
sonucu toplam olarak yaklasik 369 mutant sus elde edilmistir (Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3). Tim
calismalar sonucunda enzim iiretimine sahip kolonilerin etrafinda agik berrak zonlar cetvelle
Olciilmiis ve kontrol olan ana susa yakin ve genis zonlu olanlar se¢ilmistir. Bu mutant suslarin
zon gaplar1 ana susun zon ¢ap1 (8 mm) ile karsilagtirilmis, zon ¢ap1 ana sustan biiyiik olan
MET39 (12 mm) ve MET41 (10 mm) olarak adlandirilan 2 adet mutant sus segilmistir (Sekil
4.1 ve 4.2). MET39 nolu mutat UV’ye maruz kalma kosullart 15 cm uzaklik ve 5 dakika
1sinlama siiresi ile elde edilirken, MET41 ise 15 cm uzaklik ve 15 dakika 1sinlama siiresi ile
elde edilmistir. Her iki mutantin koloni zon caplar1 ve proteaz zon caplar1 farkli ¢ikmistir
(Cizelge 4.3). Ancak toplam zon c¢aplari birbirine yakin oldugundan dolay: her iki mutant

enzim iretim kapasitelerini kantitatif olarak saptamak tlizere denemeye alinmislardir.
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Cizelge 4.1. 5 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suslarin

koloni ve zon ¢aplari

Adaptasyon Siiresi 6 saat 8 saat 10 saat
SN SITENES SN
s & TP ST TS TS L
& Q';é S e QQ OQ\ Q§$\ S & QQ \§ q’,‘k\ & £ OQ\
A L P E R R RS G S S A (R
30sn| 1-2 >20 |8 mm| 5mm 13-14| >20 |[5mm| 3 mm
Koloni Gozlenmedi
1dk.| 3-4 >20 |10 mm| 3 mm 15-16 6 10 mm| 6 mm
5dk. [ 5-6 >20 |6mm| 4mm| 11 1 gmm| 6 mm| 17 4 10 mm| 6 mm
10dk.| 7-8 17 6mm| 4mm | 12 4 7mm| 5mm| 18 1 10 mm| 6 mm
15dk.| 9-10 10 7mm| 4 mm 19 1 8mm| 3 mm
Koloni Gozlenmedi
20 dk. Koloni Gozlenmedi Koloni Gozlenmedi

Cizelge 4.2. 10 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suslarin

koloni ve zon ¢aplar1

Adaptasyon Siiresi 6 Saat 8 saat 10 saat
N N N Q\ N < N
sl & & g & & T g L oo T s S
& | S S A N & S| U | & & S A S
AD & Q\@ N N K & 2 ¢ |8 S ) &'z, N ) O
(KX P A O K IV RES ] (X P N O
30sn| 20-21 14 |10 mm| 6 mm | 26-27| 15 7 5 ]31-32 18 8mm| 5mm
1dk. [22-23 4 7mm| 5mm |28-29 6 10 8 33 >20 |10 mm| 4 mm

5dk.| 24 1 10 mm| 8 mm Koloni Gézlenmedi

10 dk. Koloni Gozlenmedi 30 1 10 mm| 6 mm

Koloni Gozlenmedi

15dk.[ 25 2 I9mm| 7 mm

Koloni Gozlenmedi

20 dk. Koloni Gozlenmedi
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Cizelge 4.3. 15 cm uzakliktan yapilan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suslarin

koloni ve zon ¢aplari

Adaptasyon siiresi 6 saat 8 saat 10 saat

& N N Q & N N
s| & F| £ S| & F| L L o & & &

S Se |l |IS |8l Sels IS | & Sels | S

DI PSP LV R~ I K W SR P 2 I

30sn| 34 10 8mm| 5mm |42-43| >50 |8mm| 6mm| 37 35 6mMm| 4 mm
1dk.| 35 1 9mm| 7mm | 44-45( >20 |7mm| 5mm| 38 15 9mm| 6 mm
5dk. | 36 1 6mm| 4 mm |46-47 8 8mm| 3mm| 39 5 12 mm| 4 mm

10 dk. Koloni Gézlenmedi 40 6 10 mm| 7 mm
15 dk. Koloni Gozlenmedi 48 1 I9mm|{ 6mm| 41 12 |10 mm| 8 mm
20 dk. Koloni G6zlenmedi Koloni G6zlenmedi

Sekil 4.1. Ana sus Bacillus subtilis strain 168 E 6-5’in yagsiz siit tozlu ortamindaki proteaz
zon ¢ap1 (8 mm)
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Sekil 4.2. Mutant MET39 (A) ve MET41 (B)’in yagsiz siit tozlu ortamindaki proteaz zon
caplari sirasiyla, 12 mm ve 10 mm. UV’ye maruz kalma kosullari: MET39 nolu mutant 15 cm

uzaklik ve 5 dakika 1sinlama stiresi, MET41 15 cm uzaklik ve 15 dakika 1sinlama siiresi

UV 1s1gina bagli mutasyon letal (6liim) orani asagidaki denkleme gore degerlendirilmistir
(Zong ve ark. 2011);
Letal (6liim) oran (%)= K- M/ K x 100

Burada; K: UV uygulanmayan ana susun petrideki toplam koloni sayisi

M: UV’den sonra mutant susun petrideki toplam koloni sayis1
Cizelge 4.4’de ana sus ile mutantlar kiyaslandiginda MET39’da %90 oraninda o6liim
saptanirken, MET41°de bu oran %76 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4. Bacillus subtilis strain 168 E 6-5’in hayatta kalma orami {izerindeki UV
radyasyonun etkisi

Canhlik Oram Letal (0liim) Oran

Bakteriler Koloni Sayisi %) (%)
Ana sus E 6-5 50 100 0
Mutant MET39 5 10 90
Mutant MET41 12 24 76
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4.2. Stvi Ortamda Mutantlarin Proteaz Enzimi Uretim Kapasitelerinin Saptanmas

Yapilan UV mutasyon denemeleri sonucunda zon c¢aplar1 dikkate alinarak segilen iki adet
mutant sus ireme egrileri ¢ikarilmak iizere denemeye alinmistir. Denemeye alinan bu 2
mutant sus Cizelge 2.1°deki icerigi verilen besi ortaminda 18-56 saatler arasinda tiretilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda en yiiksek enzim tiretimi 28 saat sonunda ana sus i¢in 67 IU/ml ve
tireme ODggo 0.32, mutantlar MET 39 i¢in 80 IU/mL ve iireme ODggo 0.4 olarak saptanirken,
diger mutant olan MET41 i¢in 65 IU/mL ve iireme ODggg 0.4 olarak bulunmustur (Cizelge
4.5, sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Her iki susun maksimum iiremesi 48.saatte
elde edilmistir. Ana sus ve bunun mutant suslarinin iiremelerine bakildiginda {iremenin enzim
uretimi ile birlikte paralellik gostermedigi saptanmistir. Maksimum enzim iretimi ana ve
mutant susta logaritmik fazin ortasinda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gére MET39 ile

daha yiiksek enzim aktivitesi saptandigindan dolayi, ¢aligmalara MET39 ile devam edilmistir.

Cizelge 4.5. Ana sus ve bunun mutant suslariin proteaz tiretim kapasitelerinin zamana baglh

karsilastirilmast
Saat E6-5 MET39 MET41
IU/mL ODsoo IU/mL ODsoo IU/mL ODsoo
18. 48 0,2 50 0,27 40 0,24
24. 64 0,26 65 0,36 60 0,33
28. 67 0,32 80 0,42 65 0,42
32. 65 04 59 0,48 o4 05
48. 29 0,68 31 0,6 30 0,62
52. 23 0,67 27 0,58 24 0,6
56. 9 0,65 25 0,56 20 0,58
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Sekil 4.3. Bacillus subtilis strain 168 E6-5 ‘in proteaz iiretim kapasitesi ve iireme degerlerinin

zamana bagli degisimleri

90 - - 0,7

80 - 06
=70 -
E 05 ¢
S 60 - g
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3 0
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Sekil 4.4. MET39’un proteaz {liretim kapasitesi ve ilireme degerlerinin zamana baglh

degisimleri
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Sekil 4.5. MET41’in proteaz iiretim kapasitesi ve ilireme degerlerinin zamana bagh

degisimleri

Mutant suslardan en iyi proteaz enzim aktivitesine sahip olan sus Bacillus subtilis MET39

olarak adlandirilmistir. Calismalara bu sus ile devam edilmistir.

4.3. Tirozin Standart Grafigi ve Hazirlamsi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasnda, standart egri i¢in 0-60 pg/mL tirozin ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Tirozin miktarr, daha once tarif edildigi gibi spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi lineer regresyon analiziyle ¢izilerek
konsantrasyonu bilinmeyen 6rnegin tirozin konsantrasyonu, standart grafiginden elde edilen
dogru denkleminin formiiliinden hesapland: (Sekil 4.6). Dogrunun denklemi y= 0,009x +
0,0161 regresyon katsayisi R” = 0.9987°dir.
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Sekil 4.6. Tirozin standart grafigi
4.4.Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Besinsel Faktorler

Bakterilerin bulunduklar1 ortama bagli enzim iiretim kapasiteleri degisir, bu nedenle ortam
sartlarinin degistirilmesi enzim tiretim miktarina etki etmektedir. Enzim iiretim besiyerindeki
karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynaklar1 degistirilmis, degisen ortam sartlariin

Bacillus subtilis MET39 mutat susunun proteaz iiretimi lizerine olan etkileri belirlenmistir.

Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler

verilmistir.

4.4.1. Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarmin bakteri gelismesi ve enzim iiretimi {izerine
etkilerini belirlemek amaciyla, Cizelge 2.1°de igerigi verilen besiyerindeki karbon kaynagi
yerine ayni oranda Fruktoz, Sukroz, Maltoz, Gliserol, Patates nisastasi, Bugday kepegi, Misir
nigastasi ve Bugday nisastasi kullanilmistir. Farkli karbon kaynagi iceren besiyerinde mutant
sus 28 saat boyunca inkiibe edilmis ve 28. saatte alinan 6rneklerde proteaz aktivitesi ve lireme
degeri tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7).

Bacillus suptilis MET39’un enzim iiretimi agisindan karbon kaynagi tercih sirasi sirasiyla
Gliserol > Bugday kepegi > Glukoz (kontrol) >Siikroz > Fruktoz > Bugday nisastas1 = Maltoz
= Misir > Patates olarak belirlenmistir. Maksimum bakteri iiremesinin sirasiyla Bugday

kepegi > Gliserol > Fruktoz > Siikroz > Bugday nisastas1 = Misir > Glukoz (kontrol)> Maltoz
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>Patates varliginda oldugu goriilmektedir. Gliserol bulunan besiyerinde proteaz aktivitesinde
kontrole gore %42 ve bugday kepeginde ise %25’°lik artis gozlenirken, patatesli ortamin
aktivitesinde %35, bugday nisastasi, maltoz ve musirli ortamlarin aktivitelerinde 34°lik

kayiplar gézlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkli karbon kaynaklarinin 28. saatte, MET39’un enzim iiretimi ve lireme

uzerine etkileri

Karbon Kaynaklan IU/mL Ureme ODgy,  Bagil Aktivite
Glukoz (Kontrol) 80 0,678 100
Siikroz 68 0,888 85
Fruktoz 58 1,006 72,5
Gliserol 114 1,11 142,5
Bug. Nisastasi 53 0,754 66,25
Maltoz 53 0,657 66,25
Bug. Kepegi 100 1,722 125
Misir 53 0,724 66,25
Patates 52 0,602 65
120 -+ -2
— 100 -
—
£ - 1,5
—
S 80 - o)
2
£ 60 - 13
E 3
g 40 - =
E - 0,5
20 -
0 0
N A o > 3 ) RS &
(;S‘tso Q‘\\gﬁ' ° (9\\21\ '{??‘}:b @'b\& *_Q,QQ’ @‘, Qé-é‘

Karbon Kaynaklan

Sekil 4.7. Karbon kaynaklarinin 28. saatte, MET39’un enzim {iretimi iizerine etkileri
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4.4.2. Azot Kaynaklarimin Etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri liremesi ve enzim lizerine etkilerini belirlemek amaciyla kontrol
ortamindaki pepton ve maya Oziitii yerine sirasiyla misir islatma suyu (corn step-liquor),
tripton, yagsiz siit tozu, pepton, maya 0ziitli ve et 0ziitli; inorganik azot kaynag: olarak ise
NH4NO3;, KNO3, (NH4)2SO,4, NaNO3; ve NH4C1 kullanilmistir. Farkli azot kaynaklar1 igeren
besiyerlerinden 28. saatte alinan orneklerin iireme degerleri Ol¢ililmiis ve enzim aktivite
tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar grafik ve ¢izelge olarak ayri ayri verilmis olup,
buralarda da goriilebilecegi gibi en yiiksek enzim aktivitesi tripton varliginda elde edilmistir

(Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8).

Bacillus subtilis MET39un enzim iiretimi agisindan organik azot kaynagini sirast Tripton >
Maya oziitii > Malt 6ziitii > Corn step liquer > Kontrol > Skim milk > Pepton seklinde tercih
ettigi goriilmiistiir. inorganik azot kaynaklarmi ise sirastyla NH4Cl, > NaNOg > (NH,4),SO;4 >
KNOj3 seklinde tercih edildigi goriilmiistiir. NH4Cl, (159 1U/mL) ve NaNO3 (144 1U/mL)
varliginda ise kontrolden fazla aktiviteler goriiliirken, NHsNO3 (0 IU/mL) varliginda enzim
aktivitesi gostermemistir. Belirtilen tercih siralar1 incelendiginde, kullanilan azot kaynaklari
icerisinde triptonun varliginda enzim aktivitesinin (348 IU/mL ) kontrole gore (80 IU/mL)’e

oldukga fazla oldugu saptanmistir.

Cizelge 4.7. Farkli azot kaynaklariin 28. saatte MET39’un enzim firetimi ve {ireme lizerine

etkileri
Azot Kaynaklan IU/mL Ureme ODyg, Bagil Aktivite
Kontrol 80 0,678 100
Corn Step Liquor 158 1,633 197,5
Tripton 348 1,974 435
Skim Milk 72 0,637 90
Pepton 64 0,867 80
Maya Oziitii 227 1,4 283,75
Malt Ozitii 226 1,71 282,5
KNO; 12 0,442 15
NH;NO; 0 0,409 0
NaNO; 144 1,621 180
NH,Cl, 159 1,824 198,75
(NH,),SO, 94 1,858 117,5
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Bakteri liremesi iizerine organik azot kaynaklarinin etkisi incelendiginde tercihin farkl
sekilde siralandig1 goriilmektedir. Buna gore; Tripton > Malt 6ziitii > Corn step liquor > Maya
oziitii > Pepton > Kontrol > Skim milk olarak belirlenmistir. Inorganik azot kaynaklarmin
etkisi incelendiginde ise, (NH4)2SO4 > NH4Cl, > NaNO3 > KNO3; > NH4;NO;3 seklinde bir

siralama ger¢eklesmektedir.
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Sekil 4.8. Azot kaynaklarinin 28. saatte MET39’un enzim iiretimi {izerine etkileri

4.4.3. Metal Iyonu Kaynaklarimin Etkisi

Metal iyonlarinin bakteri iiremesi ve enzim tiiretimi lizerine etkisini arastirmak tizere yapilan
caligmalarda kontrol ortamindaki MgSO4+CaCl, yerine sirasiyla MgSQO,4, LiSO4, FeSOy,
CaCl,, KCI, NaCl ve MnSQ, kullanilmistir. Farkli metal kaynaklari igeren besiyerlerinden 28.
saatte alinan Orneklerde iireme degerleri ve enzim aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen
sonuclar grafik ve ¢izelge olarak ayr1 ayri verilmis olup, buralarda da goriilebilecegi gibi
kontrole en yakin aktivite degeri metal kaynagi MgSO, varliginda elde edilmistir (Cizelge 4.8

ve Sekil 4.9 ). Metal iyonlarinin fazla bir etkisi gériilmemistir.
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Cizelge 4.8 Metal kaynaklarinin 28. saatte MET39’un proteaz aktivitesi ve iireme miktari

uzerine etkileri

Metal Iyonlan 1U/mL Ureme OD Bagil Aktivite
Kontrol 80 0.678 100
CaCl, 57 0,467 71,25
FeSO, 54 0,481 67,5
LiSO, 73 0,474 91,25
NaCl 66 0,476 82,5
KClI 64 0,529 80
MnSO, 66 0,239 82,5
MgSO, 78 1,034 97,5
100 - - 1,2
— 80 - -1
£ o
=) 08 g
'g 60 - -§
E - 0,6 g
g 40 - 2
£ - 04
£
20 02
0 - -0
CacCl2 FeSO4 LiSO4 NacCl KCl MnSO4 MgSO4

mm U/m| —8—0D Metal iyonlar

Sekil 4.9. Metal iyonlarin 28. saatte MET39’un enzim tiretimi tizerine etkileri

MET39’un enzim iiretiminde metal kaynagini sirasi ile Kontrol (MgSO, + CaCl,) > MgSO, >
LiSO4 > MnSO,4 = NaCl > KCI > CaCl, > FeSO, seklinde tercih ettigi goriilmistiir. Belirtilen
tercih siralart incelendiginde, kullanilan metal kaynaklari igerisinde kontrol (80 TU/mL)’e

gore bir verim artig1 saglanmadigi saptanmistir.
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4.4.4. Maksimum Proteaz Uretimi Icin Modifiye Ortamin Hazirlanmasi

Maksimum proteaz sentezinin saptandigi karbon, azot ve metal iyonlarini igeren yeni
olusturulacak bir modifiye ortamda enzim veriminin saglanmasi yoluna gidilmistir. Modifiye
ortamda en iyi karbon kaynagi olarak elde edilen gliserol, azot kaynagi olarak tripton ve metal

iyonlari olarak MgSO4+CaCl, kullanilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Modifiye ortamdaki proteaz aktivitesi ve bakteri liremesi

Kontrol Ortam IU/mL  ODgo Modifiye Ortam IU/mL  ODggo

Glukoz Gliserol
Pepton+ Maya oziitii 80 0,678 Tripton 150 1,6
MgSO4 + CaCl, MgSO4 + CaCl,

Modifiye ortamin kontrole gore bagil aktivitesi %88’lik bir artis gostermistir (Cizelge 4.9).
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5.TARTISMA Ve SONUC

Enzimler ¢evre kirliligine daha az yol agmalari, kimyasal siirecleri daha 1limli kosullarda ve
ekonomik olarak gerceklestirebilmeleri sebebi ile gida, tekstil, deri ve deterjan endiistrileri,
tipta teshis ve tedavide, ziraatta ve atik giderme islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan sentezlenmesine ragmen, kontrollii kosullarda kisa
stirede tiriin elde edilmesinden dolay1r mikroorganizmalar asil kaynagi olusturmaktadir. Ayrica
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore
katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olugturmamalari, daha kararli
ve ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleri sebebi ile mikrobiyal enzimler daha
cok tercih edilmektedirler (Wiseman 1987). Ticari olarak kullanilan enzimlerin {iretiminde

cogunlukla Bacillus tiirleri kullanilmaktadir (Denizci ve ark. 2004).

Geleneksel olarak yeni enzimler dogal kaynaklardan dogrudan izole edilen
mikroorganizmalarin secilmesi yoluyla elde edilmektedir. Diinyada farkli endiistriyel
alanlarda en fazla kullanilan bir enzim olan proteazi yiiksek verimde iireten yeni suslarin elde
edilmesi son derece dnemlidir. Arastirilmasi en uzun siiren sathasi da budur. Bu tiir suslarin
eldesinde alisilagelmis mutasyon yontemlerinden yararlanilmaktadir. Diger yandan yiiksek
iiretken suslarin fiziksel ve kimyasal mutajenlerle mutasyona ugratilmasi ile yeni verimli
mutantlarin elde edilmesi 6nem kazanmistir. Bu amagla fiziksel mutajen etkeni olarak
ultraviyole kullanilmaktadir. Bir klasik mutasyon teknigi olan UV ile spontan mutasyonlarin
olusturulmas: 6nemlidir. Spontan mutasyon siklig1 organizmalar arasinda biiylik farklilik
gosterir. Ayni tiir iginde bile spontan mutasyon siklig1 genden gene degisir. Organizmalar
arasindaki degiskenlik, onlarin hata okuma ve onarim sistemlerinin géreceli etkinliklerinden

dolay1 olusabilir (http://bektastepe.net/course-slides/15-gen-mutasyonu-dna-onarm.pdf 2016).

Bu calismada yiiksek oranda proteaz iireten yeni bir mutant elde edilmesi amaciyla yapilan
spontan UV mutasyon ¢alismalarinda farkli adaptasyon siiresi, zaman araliklari, UV 15181inin
uzakligi kosullar1 kullanilmistir. Uygulanan besiyerine adaptasyon siiresi olarak 10 saatin
daha uygun oldugu saptanmistir. Bunun nedeni 6 ve 8 saatlik adaptasyon siirelerinde
bakterilerin ortama alismasi ve tireme gostermesi yavas oldugundan uygulanan UV
bakterilerin ¢ogunun oliimiine neden olmus olabilir. 10 saat siiresinde koloni igindeki
bakteriler say1 olarak arttigindan uygulanan UV 1smna direngli bakterilerin hayatta kalmasi
olasidir. Diger yandan, UV maruz kalma zaman araliginin artmasi ile UV direngli bakterilerin

sayisinda azalma goriilmiistiir. Bu beklenilen bir durumdur. Ciinkii zaman arttik¢ca daha yogun
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UV 1s1g8ina maruz kalindigindan dolay1 bakterinin DNA’sinda dimerler olusmakta ve bunlar
ise onartm mekanizmalarinca tamir edilememektedir. Bakteride letal sonuglar ortaya
cikmaktadir. Ancak bu ¢alismada birinci verimli mutant olan MET39 kodlu sus 5 dakikalik
UV uygulamasi ile elde edilirken, ikinci verimli mutant olan MET41 kodlu sus 15 dakika UV

15181 uygulanmasi ile direngli suslar olarak elde edilmistir.

Ana sus ile mutantlar kiyaslandiginda MET39°da %90 oraninda 6liim saptanirken, MET41’de
bu oran %76 olarak bulunmustur. UV kosullari her iki mutant i¢in karsilastirildiginda 15
dakika 1smnlama siiresinde daha fazla mutant elde edilmesi petriye yapilan dilisyon
oranlarindan kaynaklanmaktadir. Aksi durumda daha az koloni eldesi beklenmekteydi. Ana

susun canlilik orani ile UV’ye maruziyet siiresi ters orantilt olarak bulunmustur.

Bacillus subtilis E6-5 susu ile yapilan UV mutasyonu sonucu toplam yaklasik 369 mutant sus
elde edilmistir. Bu mutant suslar arasinda 2 adet mutant sus koloni ve proteaz zon caplari
farklilik gostermesine ragmen toplam zon capinda birbirine yakin degerler verdiginden
kantitatif enzim tretim kapasiteleri saptanmistir. En iyi proteaz enzimi {lireten mutant sus
MET39 olarak belirlenmis ve Bacillus subtilis MET39 olarak adlandirilmistir. Mutant
Bacillus subtilis MET39’dan proteaz iiretiminde 1.2 kat artis gézlenmistir. Cikarilan iireme
egrisinde ana ve mutant susun liremesi ve enzim iiretim kapasitesinin paralellik gostermedigi,

maksimum enzim {liretiminin tiremenin logaritmik fazin ortasinda elde edildigi saptanmistir.

Birgok arastirict endiistriyel dneme sahip olan proteaz enzimini yiiksek verimde iireten yeni
mutant suslar elde etmek i¢in ¢esitli yontemler kullanmiglardir. UV kullanilarak elde edilen
Bacillus subtilis mutant suslarinda proteaz verimlerindeki degisim arastirilmis ve mutasyonla
farkli proteaz artislar1 saptanmistir. Uretim ortami icerigi enzim iiretimi iizerinde arttiric1 bir
etkiye sahiptir (Gulati 2007). Ciinkii kiiltiir ortaminin igerigi ve fermantasyon kosullar1 enzim
iretimini etkileyen 6nemli parametrelerdendir. Ortam igeriginin optimize edilmesi amaciyla
farkl karbon, azot ve metal iyon kaynaklar1 kullanilmaktadir (Lan 2002). Bu amagla elde
ettigimiz yeni mutant B.subtilis MET39’un proteaz iiretim kapasitesini arttirmak i¢in tiretim
ortaminda farkli karbon, azot ve metal iyonlar1 kaynaklar1 denenmis ve elde edilen sonuglara
gore yeni bir modifiye ortam olusturulmustur. Bu amagcla yapilan ¢alismada en iyi karbon
kaynag1 olarak gliserol bulunmustur. Gliserol bulunan besiyerinde proteaz aktivitesinde
kontrole gore %42 ve bugday kepeginde ise %25’lik artiglar gozlenmistir. En iyi organik azot
kaynag1 tripton olarak saptanmis ve kontrole gore tiptonlu ortamda % 335 artisla enzim

iiretimi saglanmistir. Bunu takiben maya 6ziitlii ortamda %184, malt 6ziitiilii ortamda %182,
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corn step liquorlu ortamda %97°lik enzim artislar1 saptanmistir. Inorganik azot kaynaklari
icinde ise en iyi enzim tretimleri %99 artisla NH4Cl,’ lu ortamda elde edilmistir. Bunu

sirasiyla %80 ve 17 artisla NaNOg3 ve (NH;)2SO, izlemistir.

Metal iyonlart ile yapilan calismalarda ise besi Ortamina eklenen metal iyonlarinin enzim
tiretiminde bir artisa neden olmadig1 saptanmistir. Kontrol besi ortaminda MgSO, ve CaCl,
birlikte bulunmasina ragmen, sadece MgSQO, kullanildiginda da kontrole yakin bir enzim

iiretimi elde edilmistir.

Ultraviyole radyasyon genetigi degistirilmis suslarin eldesinde evrensel olarak bilinen ve
siklikla kullanilan bir mutajendir. Sanchez ve ark. (1992) B. megaterium’da germinasyona
ugramis sporlarda timin dimerlerinin ve dormant sporlarda da spor fotoiiriinlerinin olusumu
icin B.subtilis sporlarindan daha az UV dozuna ihtiya¢ duydugunu belirlemistir. Nariman ve
ark. (2001) ise sporsuz Bacillus sphaericus izolasyonunda UV muamelesinin mutajenik bir
ajan olan MNNG’den daha efektif oldugunu tespit etmistir. Wayne ve Belinda, 2003 ise B.
anthracis sporlarinin sik kullanilan B. subtilis’e gore UV’ye 3 veya 4 kat daha direngli

oldugunu tespit etmistir.

Cesitli aragtirmacilar en iyi enzim liretimi i¢in farkli karbon, azot kaynaklar1 ve metal iyonlar

kullanmislar ve bu arastirmalar neticesinde birbirinden farkli sonuglara ulagmiglardir.

Solaiman ve ark. (2005) B. Pumilus ile yaptiklar1 UV mutasyon g¢aligmalarinda maruz kalma
stiresi olarak 20 dakika ve uzaklik olarak ise 5 cm’de en iyi mutant suslar elde ettiklerini

ifade etmisglerdir.

Wang ve ark. (2016) UV mutasyon c¢alismalarinda elde ettikleri Bacillus subtilis S1-4
mutantin1 24 saatlik besi ortamda iiretimi sonunda ana sustan 2.5 kat daha yiiksek proteaz
iretimi elde etmislerdir. Farkli metal iyonlar1 kullandiklarinda aktivitede bir artis

saptamamiglardir.

Nadeem ve ark. (2010) Bacillus licheniformis N-2 susunu UV, NTG(N-metil-N-nitro-N-
nitrosogunidin) ve MMS (metil metan sulfonat) 3’1ii kombinasyonu ile muamele ettiklerinde
9 proteaz pozitif mutant elde etmisler, bunlarin arasindan en iyi proteolitik mutant sus ana
sustan 1.4 kat daha yiiksek proteaz aktivitesi gdstermistir. UV mutasyon denemelerinde en iyi

maruz kalma siiresini 15 dakika olarak saptamigslardir.
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Nadeem ve ark. (2011) Bacillus pumilus ana susu 30-120 dakika araliginda UV’ye maruz
birakmistir. %1.95 minimum yasam orani 254 nm'de UV 1s1n1 ile 120 dakika maruz kaldiktan
sonra gozlenmistir. Cesitli mutantlar arasindan ana susa gore 1.95 kat daha fazla enzim {ireten
en iyi pozitif mutant Bacillus pumilus M15 segilmis ve 90 dk UV’ye maruz birakildiktan

sonra en genis zon 26 mm, proteaz aktivitesi 67.84 U/mL olarak bulunmustur.

Shikha ve Darmwal (2007) tarafindan Bacillus pantotheneticus’un ana susa gore alkali
iretimde 1.44 kat artisa sahip oldugu rapor edilmistir. Ayrica bagka bir aragtirmada, UV
mutant Pseudomonas sp. JNGR242 tarafindan alkali proteaz iiretiminde 2.5 kat artig

gbzlenmistir (Dutta ve Banerjee 2006).

Dutta ve ark. (2006) Ekstraseliiler proteaz iiretimi igin yoresel topraklardan izole edilen
bakteri Pseudomonas sp. RAJR 044 olarak isimlendirilmis ve UV radyasyonla elde edilen
mutant sus JNGR 242’nin proteaz aktivitesi yabanil tipe gore 2.5 kat fazla bulunmustur.

Raju ve Divakar (2013), Bacillus cereus ile yaptiklar1 (UV) radyasyon, etil metan siilfonat
(EMS) and etidyum bromidli mutasyon g¢alismalarinda ana sustan 2 kat daha fazla proteaz
tireten mutant elde ettiklerini ve Bacillus cereus GDS55 olarak isimlendirdikleri mutantin
karbon kaynakg1 olarak fruktoz, organik azot kaynagi olarak pepton ve inorganik azot kaynagi

olarak ise NH4NO; varliginda en iyi proteaz iiretimi elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Basavaraju ve ark. (2014), topraktan izole ettigi Bacillus sp. suslarindan yiiksek skim milk
hidrolizi gosteren verimli alkalin proteaz treticisi (3.32U) olarak seg¢misler ve bu susu
gelistirmek i¢in 0, 5, 10, 15 ve 20 dak. UV radyasyona maruz birakmislar ve sonug olarak

proteaz aktivitesi 4.78 U’ya ylikselmistir.

Cesitli mutasyon teknikleri ile de maksimum verimde enzim iireten yeni suslar gelistirmek
miimkiindiir (Chand ve ark. 2005). Rao ve arkadaglart (1998), mutajenezin geleneksel
yontemlerle veya rekombinant DNA teknolojiyle proteaz veriminin artirilmasinda énemli rol
oynadigimi vurgulamistir. Azad (1994) tarafindan Bacillus subtilis’in mutajenez yoluyla

enzim aktivitesinde binlerce kat artis gbzlendigi rapor edilmistir.

Mehrotra ve ark. (1999) mutant Bacillus sp. susunun glukoz, Mabrouk ve ark. (1999) da

laktoz ve glukoz varliginda en yiiksek seviyede proteaz liretimi rapor etmisglerdir.

Basa ve ark. (2014) Bacillus sp. susu ile yaptiklar1 UV mutasyon ¢alismalarindan elde ettikleri

mutatin en iyi karbon kaynagi olarak glukoz ve azot olarak da kazein varliginda ytiksek
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proteaz iiretimine sahip olduklarini belirtmislerdir. Diger yandan, Prevotella ruminicola
(Wang ve Hsu 2005), Bacillus sp. (Rao ve Sarma 2006), Pseudomonas aeruginosa (ARahman
ve ark 2005) mutatlariin kazein, pepton, maya 0ziitli varliginda en iyi proteaz irettikleri

saptanmistir.

Proteaz iireticisi Bacillus cereus UV radyasyon, Etil Metan Siilfonat ve Etidyum Bromid
kullanarak rastgele mutasyonla sus gelistirme yoluna gidilmis ve en verimli proteaz iireticisi
sus Bacillus cereus GD 55 Etil Metan Siilfonat (EMS) ve Etidyum Bromid kullanilarak elde
edilmis ve farkli organik ve inorganik azot, karbon kaynaklar1 gibi {iretim parametreleri
incelendiginde maksimum proteaz iiretimi fruktoz (18.60 U/ml), NH;NO3 (34.24 U/ml),
peptone (35.68 U/ml) olarak bulunmustur.

Sher ve ark. (2012) Bacillus subtilis susu 5 ile 25 dak. arasinda degisen UV radyasyona (2600
AO) maruz birakildiginda verimli mutant Bacillus subtilis G-4 susu elde edilmis ve optimum
iiretim kosullarinin belirlenmesinde karbon kaynaklar1 olarak glukoz, siikroz, friikktoz, maltoz,
ksiloz, sorbitol ve galaktoz; organik azot kaynaklar1 corn steep liquor, pepton, lire ve maya
Oziitli; inorganik azot kaynaklari olarak NaNO3z, NH4H,PO4, NH4CI, (NH4),HPO4, NH;NO3,
ve (NH4)2SO, kullanilmis ve maksimum enzim aktivitesi degeri karbon kaynagi olarak %1
oraninda glukoz, organik azot kaynagi olarak %1 oraninda pepton, inorganik azot kaynagi
olarak ise %0,5 oraninda (NH,4),SO,4 kullanildiginda 455.25 + 1.66 U/mL olarak bulunmustur
(Sher 2012).

Dutta ve ark. (2006) mutant Pseudomonas sp. RAJR 044’dan maksimum aktivite dekstroz
(2%), maltoz (2%), amonyum siilfat (2%) ve potasyum nitrat (2%) varliginda bulunurken, ana

bakteride siikroz (2%) ve amonyum nitrat (2%) kullanildiginda bulunmustur.

Mrudula ve ark. (2012), UV radyasyonla elde ettigi Bacillus subtilis ile yaptig1 proteaz enzim
aktivitesi ortaminin optimizasyonu calismalarinda sicaklik, pH, inkiibasyon periyodunun
yaninda karbon, azot ve iz elementlerin de etkisinin oldugunu gostermis ve en verimli

sonucun 35 °C, 12, 24 saat, glukoz, iire ve MgSO, kullaniminda oldugunu rapor etmistir.

Yapilan bu ¢alismada ayrica bu mutantin iireme ortamlarinin optimize edilmesi ile enzim
veriminin daha da arttirilmasi yoluna gidilmistir. Karbon kaynagi olarak gliserol, azot kaynagi
olarak tripton ve metal iyonu olarak MgSO, + CaCl; kullanilarak yeni bir modifiye ortam

olusturulmus ve kontrol ortama gore %88’lik yiiksek bir artis elde edilmistir.
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Bu ¢alisma kapsaminda arastirilan proteaz enzimi, ¢esitli endiistri dallarinda kullanilan ve her
gecen giin kullanim orami artan bir enzimdir. Calisma sonucunda elde edilen yeni mutant
Bacillus subtilis MET39 proteaz enziminin endiistride kullanilabilirligi olabilir. Boylece dis
iilkelerden satin alinan proteaz enziminin iilkemizde genis ¢apta iiretilmesi ve boylece iilke

ekonomisine katkida bulunmasi1 muimkiin olabilecektir.
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