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Damisman: Yard. Dog. Dr. Elif (")Z"l:ETiK
Il. Damisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

2012, 93 sayfa

Bu calismada halofilik bakteri Pseudomonas halophila DSM 3050 ve halofilik
arke Haloarcula hispanica ATCC 33960’da GST aktivitesinin karakterizasyonu
yapilmistir.  GST enzim aktivitesinin belirlenmesi, substrat olarak 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) varliginda spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. %25 tuz
konsantrasyonuna sahip besiyerinde gelisen P. halophila i¢in pH’s1 6.5 olan 50 mM Tris-
HCI tamponu, 50 pg protein, 1.0 mM CDNB, 4.0 mM kofaktor glutatyon (GSH) ve 25°C
enzimin maksimum aktivite gosterdigi optimum kosullar olarak belirlenmistir. H.
hispanica i¢in ise maksimum aktivite alinan kosullar %25 tuz konsantrasyonu, pH’s1 9.0
olan 50 mM Tris-HCI1 tamponu, 50 pg protein, 1.0 mM CDNB, 1.0 mM GSH ve 25°C
olarak gozlenmistir. Optimize kosullar altinda mikroorganizmalarin GST aktiviteleri
Ol¢iilmistiir. P. halophila GST spesifik aktivitesinin ortalama 53.48 nmol/dk/mg ve H.
hispanica GST spesifik aktivitesinin ortalama 19.68 nmol/dk/mg oldugu belirlenmistir.
Sonuglar ANOVA, Duncan ve student-t testleri yardimiyla istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek enzimin CDNB ve GSH’a karsi
Kinetik 6zellikleri belirlenmistir. P. halophila GST aktivitesinin CDNB’ye kars1 K, ve
Vmax degerleri sirasiyla 0.52 mM, 80.65 nmol/dk/mg ve GSH’a kars1 Ky, ve Vi degerleri
sirastyla 1.89 mM, 81.30 nmol/dk/mg olarak bulunmustur. H. hispanica’da CDNB’ye
kars1 GST aktivitesinin Ky, V& Vi degerleri sirasiyla 0.46 mM ve 27.93 nmol/dk/mg;
GSH’a kars1 Ky, ve Vpa degerleri ise sirasiyla 0.13 mM ve 22.03 nmol/dk/mg olarak
hesaplanmigtir. Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafikleri de ¢izilmis ve bu grafiklerden
elde edilen sonuglarin Lineweaver-Burk grafiginden alinan sonuglar ile uyumlu olduklar
gOriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas halophila, Haloarcula hispanica, GST, CDNB,
GSH, optimizasyon
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DETERMINATION OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE SPECIFIC
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In this study, characterizations of GST activities in halophilic bacterium
Pseudomonas halophila DSM 3050 and halophilic archaeon Haloarcula hispanica ATCC
33960 were carried out. Determination of GST enzyme activity was conducted
spectrophotometrically in presence of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) as a
substrate. Optimum conditions for maximum activity were determined as 50 mM Tris-
HCI buffer (pH 6.5), 50 pg protein, 1.0 mM CDNB, 4.0 mM cofactor glutathione (GSH)
and 25°C for P. halophila growing at medium with a salt concentration of 25%. Optimum
conditions obtained for maximum activity of H. hispanica were observed as 25% salt
concentration, 50 mM Tris-HCI buffer (pH 9.0), 50 ug protein, 1.0 mM CDNB, 1.0 mM
GSH and 25°C. Cytosolic GST activities of both microorganisms were measured under
optimized conditions. The average activity of P. halophila and H. hispanica was
determined as 53.48 nmol/dk/mg and 19.68 nmol/dk/mg, respectively. The results were
analyzed statistically by ANOVA, Duncan and student-t tests. Kinetic properties of the
enzyme against CNDB and GSH were determined by drawing Lineweaver-Burk plot. Ky,
and Vo values of P. halophila GST activity against CDNB were calculated as 0.52 mM,
80.65 nmol/dk/mg and against GSH they were found as 1.89 mM, 81.30 nmol/dk/mg,
respectively. Ky, and V. values of H. hispanica GST activity towards CDNB were
determined as 0.46 mM and 27.93 nmol/dk/mg and towards GSH they were calculated as
0.13 mM ve 22.03 nmol/dk/mg, respectively. Hanes-Woolf and Eadie-Hofstee plots were
also drawn and it was seen that the results from these plots were in co-relation with the
results acquired from Lineweaver-Burk plot.

Keywords: Pseudomonas halophila, Haloarcula hispanica, GST, CDNB, GSH,
optimization
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1. GIRIS

Hayvan, bitki ve bakterilerin detoksifikasyon mekanizmalarinda énemli
rol oynayan glutatyon S-transferazlar (GST’ler), glutatyonun (GSH) ¢ok sayida
aktif molekiiliin elektrofilik merkezleri ile konjugasyonunu Kkatalizleyen
multifonksiyonel bir enzim ailesidir (Jung ve ark. 1996). GSH serbest radikallerin,
elektrofilik bilesiklerin ve metallerin toksik etkilerini gidererek, redoks ortaminin
devamini saglamaya (Schafer ve Buettner 2001) ve hiicreleri gevresel streslerden

korumaya yardimeci olmaktadir (Dickinson ve Forman 2002).

Bakteriyel GST’ler ksenobiyotiklerin biyodegredasyonu, kimyasal
ajanlara ve oksidatif strese karsi savunma ve antimikrobiyal ila¢ direncliligi gibi
cesitli siireglerde rol oynamaktadir. Detoksifikasyondaki rollerinin yani sira
diklorometanin biyotransformasyonu, lignin ve atrazin degradasyonu ve
pentaklorofenoliin indirgeyici deklorinasyonu gibi bircok metabolik siirecte yer

almaktadir (Allocati ve ark. 2009).

Halofilik mikroorganizmalar, osmotik dengeyi korumadaki yetenekleri
sayesinde yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasama uyum saglamislardir. Cevre
ile izotonik hale gelene kadar sodyum kloriir ve potasyum kloriir gibi tuzlari
hiicrelerinde biriktirirler. Bu nedenle halofillerin proteinleri ¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonlariyla basa ¢ikabilmelidir (Danson ve Hough 1997; Demirjian ve
ark. 2001). Bu ¢evresel strese adapte olmus enzimler hiicre yiizeylerinde nispeten
fazla miktarda negatif yiiklii aminoasit bulundurarak presipitasyona engel olurlar.
Dolayisiyla diisiik tuz konsantrasyonuna sahip ortamda halofilik enzimlerin

cozlinirliikleri genellikle diisiiktiir (Madern ve ark. 2000).



1.1.Halofil Kavram

Halofilik teriminin kesin bir tanimi yoktur. Deniz kdkenli olup
‘halophilus’ (ya da halophila, halophilum) spesifik epitetine sahip olan ancak
deniz suyundan daha yiiksek tuz konsantrasyonlarina toleransli olmayan oldukga
fazla sayida bakteri vardir. Aestuariibacter halophilus, Algoriphagus halophilus
(Hongiella halophila), Arcobacter halophilus, Microbacterium halophilum,
Terribacillus halophilus bu bakterilere 6rnek olarak verilebilir. Oren (2008), deniz
mikroorganizmalarin1 tanimlamak i¢in spesifik epitet olan halophilus’un
kullanilmamasini, bu sifatin asir1 tuz konsantrasyonlarina sahip ortamlardaki
yasama adapte olmus gercek halofiller i¢in kullanilmasini 6nermistir. Gelisim i¢in
gerekli olan minimum tuz konsantrasyonu, optimum tuzluluk ve tolere edilen tuz
miktarmin st limiti, halofilin ne oldugunu keskin smirlarla tanimlamayi
neredeyse imkansiz kilar. Ayrica minimum, optimum ve maksimum tuz
konsantrasyonlar1 genellikle diger ortam bilesenlerine ve biiyiime sicakligina bagh

olarak degisebilmektedir.

En yaygin kullanilan halofil tanimlar1 yaklasik otuz yil 6nce Kushner
(1978) tarafindan formiile edilmistir: Asir1 halofiller (2.5-5.2 M tuzda en iyi
gelisim gosterenler), siira yakin asir1 halofiller (1.5-4.0 M tuzda en iyi gelisim
gosterenler), ilimli halofiller (0.5-2.5 M tuzda en iyi gelisim gosterenler) ve
mutlak  bir tuz ihtiyact gostermeyen fakat oldukg¢a yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda iyi bir gelisim sergileyen halotolerant mikroorganizmalar
(25 M ve daha yiikksek tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosterenler asiri
halotolerant ~ olarak  kabul edilirler). Bu bilgiler 15183inda  halofil
mikroorganizmalar,50 g/l (0.85 M NaCl) ya da daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda en iyi sekilde gelisim gosteren ve en az 100 g/l (1.7 M

NaCl) tuza toleransi olan mikroorganizmalardir (Oren 2008).

16S (kiigiik alt tinite) rRNA dizisine gore olusturulan yasamin filogenetik
agaci igerisinde halofillerin dagilimi incelendiginde halofil temsilcilerinin iig

alemde de bulundugu goriilmektedir (Oren 1999).
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Sekil 1.1. 16S rRNA gen dizisine dayali evrensel filogenetik aga¢c ve halofilik
mikroorganizmalarin aga¢ igindeki dagilimi. En az bir halofilik temsilciye sahip
gruplar mavi kutularla isaretlenmistir (Oren 2008).

1.2. Hipersalin Ortamlar

Yeryiiziinde halofilik mikroorganizma cesitliligini destekleme yetenegine
sahip bir¢ok hipersalin (asir1 tuzlu) ortam bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri
Biiyiik Tuz Golii, Lut Golii, solar tuzlalar ve alkalin hipersalin goéllerdir. Ayrica
yeralt1 kristal kaya tuzu depolar1 ve tuz madenleri de bu tip mikroorganizmalar
i¢in benzersiz niglerdir (Vreeland ve ark. 1998; Vreeland ve ark. 2000; Stan-Lotter
ve ark. 2004).Tirkiye’deki hipersalin ortamlara Tuz goli, Ankara; Aci Gol,
Denizli; Camalt1 Tuzlasi, izmir; Tuzla Gélii, Kayseri; Seyfe Golii, Kirsehir; Salda

Goli, Burdur; Bolluk ve Meke Go6lii, Konya 6rnek olarak verilebilir.



Diinya tizerindeki salin ve hipersalin habitatlarin 6zelliklerindeki cesitlilik,
mevcut kosullar altindaki yasama adapte olmus mikrobiyal kominitelerde de
bliyiik bir ¢esitlilige neden olmaktadir. Hipersalin ortamlarin ¢ogu deniz suyunun
buharlagsmasi ile olusur ve ‘talassohalin’ adini alir. Bunlarin tuz bilesimi deniz
suyu ile benzerdir: Sodyum ve kloriir hakim iyonlardir, pH’lar1 nétr ile hafif alkali
arasindadir. Buharlagma devam ettiginde, kalsiyum stilfat ve diger minerallerin
¢okmesinden dolay1r iyonik kompozisyonda bazi degisiklikler meydana gelir.
NaCl bakimindan doymus haldeki talassohalin sular barindirdiklar1 ¢ok sayidaki
pigmentli mikroorganizma nedeniyle parlak kirmizi renge boyanirlar (Oren
2002a).

Iyonik bilesimi deniz suyundan biiyiik 6lciide farklihk gosteren
‘atalassohalin’ hipersalin ortamlar da talassohalin ortamlara benzer bir
mikroorganizma populasyonuna sahiptir. Bu yapidaki ortamlara en iyi 6rnek iki
degerlikli katyon (yaklasik olarak 1.9 M Mg+2 ve 0.4 M Ca™) iceriginin tek
degerlikli katyonlardan (1.6 M Na*ve 0.14 M K") fazla oldugu ve nispeten diisiik
pH degerine (yaklagik 6.0) sahip Lut Golii’diir (Oren 2002a). Mikrobiyal yagam
yiiksek tuz konsantrasyonlar: ile oldukca yiiksek pH degerlerinin kombine halde
bulundugu ortamlara da uyum saglamistir. 11 ya da daha yiiksek pH degerlerine
ve 300 g/I’yi asan tuz konsantrasyonlarina sahip olan Afrika, Hindistan, Cin ve
diger {ilkelerdeki alkalin soda gollerinde c¢ok sayida canli barinmaktadir.
Tunus’taki tuz goliinden anaerobik Halothermothrix orenii’nin izolasyonu ile
mikroorganizmalarin es zamanl olarak yiiksek tuz konsantrasyonu (200 g/I’den
fazla) ve yiiksek sicakliga (68°C’den fazla) dahi dayanikli olduklar1 goriilmiistiir
(Cayol ve ark. 1994).



1.3. Halofilik Mikroorganizmalarda Osmotik Adaptasyon

Halofilik ~ ve  halotolerant = mikroorganizmalar,  yiiksek  tuz
konsantrasyonunda yasamlarina devam edebilmek i¢in dis ortam ile en azindan
izotonik bir sitoplazma saglamak zorundadirlar; bir turgor basinci saglandiginda

sitoplazma en azindan bir miktar hiperosmotik olmalidir (Oren 2002a).

Osmotik dengeyi saglamak i¢in esas olarak iki farkl: strateji bulunmaktadir
(Ma ve ark. 2010). ilk segenek olan ‘high-salt-in’ yiiksek hiicre i¢i iyonik
konsantrasyonun (dominant katyon olarak Na“dan ziyade K*) korunmasi ve
yikksek tuz varliginda fonksiyon gosterebilmek igin hiicre i¢i enzimatik
mekanizmalarin  tiimiiniin ~ adaptasyonunu  kapsar ve Halobacteriaceae
familyasindaki halofilik Arkea ile Haloanaerobiales takimindaki halofilik
bakteriler tarafindan kullanilir. Bu strateji ¢ok az miktarda esneklik ve degisen
kosullara adapte olabilme yetenegi saglar. Enzimler ve proteinler aktivite ve
kararliliklari igin devamli olarak yiiksek tuz varligina ihtiyag duyarlar (Oren 1999;
Margesin ve Schinner 2001; Oren 2008; Shivanand ve Mugeraya 2011).

‘Low-salt, organic-solutes-in’ stratejisi enzimatik aktiviteyi ¢ok fazla
inhibe edici etkiye sahip olmayan organik uyumlu ¢oziinenlerin biyosentezine
ve/veya hiicrelerde biriktirilmesine dayanir (Ma ve ark. 2010). ‘Uyumlu ¢6ziinen’
suda ¢oziinen sekerler, amino asitler, betainler, ektoinler ve bunlarin tiirevlerini
igeren, hiicrede yiiksek bir konsantrasyonda biriken, ¢ok zayif bir enzim inhibitorii
olan ve enzimleri inhibisyona kars1 koruyan diisiik molekiil agirlikli ¢oziinenlere
verilen isimdir (Ventosa ve ark. 1998; Roberts 2005; Shivanand ve Mugeraya
2011). Uyumlu organik ¢oziinenlerin diger ¢oziinenlerle karsilagtirildiklarinda en
onemli  Ozellikleri, metabolik prosesler {izerinde inhibe edici etki
yaratmamalaridir. Organik ¢oziinenlerin konsantrasyonlari, hiicrelerin bulundugu
tuz konsantrasyonuna gore diizenlenir ve dig ortamin tuzlulugu degistigi anda

hizlica ayarlanir. Bu strateji ¢ogu halofilik ve halotolerant bakteri temsilcisinde ve

halofilik metanojenik arkelerde goriilmektedir (Oren 2002b).



Her iki adaptasyon stratejisinde de hiicre i¢i sodyum konsantrasyonu
miimkiin oldugunca diisiik seviyede tutulur. Hem hiicre i¢i uygun iyonik dengenin
saglanmasinda, hem de pH dilizenlenmesinde sitoplazmik membrandaki disa
bagimli sodyum pompalar1 son derece Onemlidir. Model organizma olan
Escherichia coli’de sodyum/proton antiporterlarinin mekanizmasi derinlemesine
calisilmigtir ve halofilik mikroorganizmalarin metabolizmalarinin anlagilmasini

kolaylastirmada 6nemli sonuglara ulagilmistir (Shivanand ve Mugeraya 2011).
1.4. Halofilik Enzimler

Halofilik mikroorganizmalardaki proteinlerin en 6nemli 6zellikleri yiiksek
tuz konsantrasyonunda aktif, kararli ve ¢0Ozilinebilir olmalaridir. Molar
konsantrasyonlardaki tuz proteinler ve diger makromolekiiller igin genellikle
tahrip edici etkiye sahiptir: Hidrofobik etkilesimleri arttirdigi igin tersiyer yapimnin
kiimelenmesi ya da ¢okmesine neden olur ve yiik perdelenmesi nedeniyle molekiil
ici veya molekiiller aras1 esansiyel etkilesimlere engel olur. Tuz iyon hidrasyonu
yiiziinden esansiyel biyolojik proseslerin devami icin gerekli olan miktarin
altindaki serbest suyun kullanilabilirligini engeller (Madern ve ark. 2000). Bu
nedenle yiliksek tuz konsantrasyonunda yasayabilmek igin enzimatik sistemlerin
timiiniin  6zel adaptasyonlar gelistirmis olmasit gerekmektedir. Ancak bu
adaptasyonlar1 kazanmis hiicreler biitlinliik ve canliliklarin1 korumak i¢in siirekli
olarak yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamda bulunmak zorundadirlar

(Eisenberg 1995; Mevarech ve ark. 2000).

Proteinlerin halofilik karaktere sahip olduklarni belirlemedeki temel
faktorlerden biri de asidik gruplarin fazlaligidir. Protein yilizeyinde asidik gruplar
fazla oldugundan yan gruplar birbirini iterek yapiy1 kararsiz hala getirir. Yalnizca
yiiksek konsantrasyonda katyon eklendiginde negatif yiikiin perdelenir ve bdylece
proteinler yapisal kararlilik ve enzimatik aktivite i¢cin gerekli olan uygun
konformasyona sahip olabilirler. Diisiik tuz konsantrasyonunda proteinlerin
kararsiz duruma gegmesindeki temel faktdr protein yiizeyindeki asidik gruplar
arasindaki itici etkilesimlerdir. Bu elektrostatik etkilesimler yiiksek tuz
konsantrasyonunda dahi kararsizligin devam etmesine neden olabilir (Oren

2002b).



1.4.1. Halofilik arkelerin enzimlerinin “halofilik’ 6zellikleri

Halobacteriales’in enzimlerinin ¢ogu 1.0-20 M’dan daha az tuz
konsantrasyonuna sahip soliisyonlarda denatiire olurlar. Bu enzimlerin bazilari
KCl varhginda NaCl varliginda oldugundan daha aktiftirler. Bu durum K" ’nin
hiicre i¢inde dominant katyon oldugu bulgusunu desteklemektedir. Gliserol
dehidrojenaz ve sitrat sentetaz gibi enzimler K™y1 Na"dan daha fazla tercih
ederken malat dehidrojenaz, laktat dehidrojenaz ve fumarat dehidrojenaz gibi
enzimler ise NaCl ile de KCI’de oldugu kadar fonksiyon gosterebilirler (Lanyi
1974).

Halobacterium proteinleri genellikle yiiksek asidite gosterirler, aktivite ve
yapisal kararliliklar i¢in yiiksek tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ duyarlar. Ancak bu
ozelliklerin bakteriyorodopsin ve halorodopsinde oldugu gibi bazi istisnalar
mevcuttur. Haloferax mediterranei ve Haloferax marismortui’nin ribuloz bifosfat
karboksilaz enzimi de bu genel 6zelliklere sahip olmamasi nedeniyle halofilik

enzim olarak degerlendirilemez (Oren 2002b).

Halobacteriales’in proteinlerinin ¢ogu fazla miktarda glutamat ve aspartat
gibi asidik amino asitleri ve az miktarda da lizin ve arjinin gibi bazik amino
asitleri igerir (Dennis ve Shimmin 1997). Halobacteriaceae proteinlerinin diger bir
belirgin 6zelligi, hidrofobik amino asit gruplarinin azligidir. Bu eksiklik genellikle
hidrofobik amino asitler olan serin ve treonin miktarint fazla olmasi ile

dengelenir (Lanyi 1974).

‘Hiposalin’ sartlar altinda halofilik arkeler tuz eksikliginden kaynaklanan
protein hasarini tamir edilmesine yardimci, saperon benzeri bir enzim iiretebilir.
Bu enzim aktivite ve kararlilig1 i¢in yiiksek tuza ihtiyag duymaz ve diistik tuza
maruz kalmig hiicrelerde birikir (Franzetti ve ark. 2001). Tuz miktarinin ¢ok fazla
olmasi da proteinler {izerinde olumsuz etkiye sahip olabilir. Molar miktarda tuz
enzimlerin hidrofobik c¢ekirdegini kat1 hale getirebilir ve bdylece proteinin
katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan dinamik dalgalanmalar ve esnekligi yok

edebilir (Oren 2002b).



1.4.2. Halofilik bakterilerin enzimlerinin “halofilik’ é6zellikleri

Aerobik halofilik Bakteriler, non-halofiller ile asir1 halofilik arkeler
arasinda yer alir. Yiiksek tuz konsantrasyonunu tolere edebilir ve bazen de gelisim
i¢in tuza ihtiya¢ duyar. Osmotik denge, tuz hiicrelerden miimkiin oldugunca uzak
tutularak ve organik osmotik ¢oziinenler kullanilarak saglanir. Bununla birlikte
bircok halofilik bakteride hiicre i¢i tuz konsantrasyonu oldukga yiiksek olabilir.
Bu nedenle en azindan bazi durumlarda yiiksek tuz konsantrasyonuna adaptasyon
gereklidir (Oren 2002b).

Halofilik bakteri enzimlerinin tuz ile iliskisi ele alindiginda ii¢ farkl
enzimatik aktivite kategorisi bulunmaktadir:(i) ortamdaki tuz konsantrasyonuna
maruz kalmayan gergek hiicre i¢i enzimler, (i) hem hiicre i¢ine hem de dis ortama
karst duyarli olabilen ve tastyici proteinleri iceren membran-bagimli aktiviteler,
(ii1) dis hipersalin kosullara direkt olarak maruz kalan hiicre dis1 enzimler. Hiicre
ici enzimler (izositrat dehidrojenaz, malat dehidrojenaz ve 2-okzoglutarat
dehidrojenaz gibi) diisiik tuz konsantrasyonunda optimum fonksiyon gosterirken,
membran enzimleri (laktat dehidrojenaz ve sitokrom oksidaz gibi) tuz varliginda
daha aktiftir (Oren 2002b).

Halofilik bakterilerin ekstraseliiler enzimleri hiicre i¢i tuz konsantrasyonu
cok diisiik olsa dahi hiicre disindaki yiiksek tuz konsantrasyonunda fonksiyon
gostermeye adapte olduklari i¢in halofilik proteinler olarak disiiniilebilirler. Bu
tip ekstraseliiler enzimler ayn1 zamanda ileri derecede asidik amino asit 6zelligi
gosterirler. Ornegin Halomonas meridina’nin a-amilaz enziminin %12.4 asidik
gruba karsilik yalnizca %5.5 bazik grup igerdigi bulunmustur (Coronado ve ark.
2000). Bu fazla miktardaki negatif yiik non-halofilik a-amilaz’inkinden daha
yiiksektir, ancak hala Natronococcus tarafindan iiretilen arkeal ekzoenzimden

distiktiir.



Enzim tuz adaptasyonuna iliskin sasirtict bir 6rnek Halomonas elongata
fosfatazlarinda gozlenmistir. Bu organizma hiicre zarinda hem alkalin, hem de
asidik fosfatazlar1 igerir. 50 mM gibi diisiik tuzda gelisen hiicrelerde fosfataz
aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu saptanmustir. 1.4 M ve 3.4 M gibi daha yiiksek
tuzlulukta gelisen kiiltiirlerde ise her iki enzimin aktivitesi optimum olarak
bulunmustur. Bu enzimler ortamdaki NaCl konsantrasyonuna adaptasyon
saglamiglardir. Bu tip bir adaptasyon daha fazla aydinlatilamamistir (Bylund ve
ark. 1990). Istisnai bir baska drnek aerobik halofilik bakteri Salinibacter ruber’de
goriilmistiir. Bu asir1 halofilik organizmanin sitoplazmasi halofilik arkeler ile
karsilastirilmis  ve hiicre i¢i potasyum igeriginin olduk¢a yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu organizmanin yigin (bulk) proteini yiiksek asidik amino asit,
diisiik bazik amino asit, diisiik hidrofobik amino asit ve yiiksek serin igerigine
sahiptir. Tuza bagimlilik gosteren dort sitoplazmik enzim aktivitesi test edilmis ve
yiikksek tuz konsantrasyonu varliginda Halobacteriaceae proteinleri ile benzer

adaptasyon gosterdikleri bulunmustur (Oren 2002b).
1.5. Halofilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik A¢idan Onemi

Halofilik mikroorganizmalar, biyoteknolojide bircok uygulama alanina
sahiptirler.  Ancak termofiller ve alkalifiller gibi diger ekstremofil
mikroorganizmalarla karsilastirildiklarinda halofillerin biyoteknolojik proseslerde

nispeten daha az yer bulduklar1 goriilmektedir (Oren 2010).

Ilk olarak, halotoleranslari sayesinde halofillerin enzimleri diisiik su
aktivitesi gerektiren enzimatik transformasyonlarda kullanilabilirler.  ikinci
olarak, halofiller tarafindan {iretilen bazi organik osmotik stabilizatérler 6nemli
uygulamalarda kullamilabilirler. Ugiincii olarak, halofilik mikroorganizmalarin
irettikleri bilesiklerden bazilar1 essizdir ve canli diinyasinda bagka higbir yerde
bulunmazlar. Bunlarin yaninda halofiller, halofilik olmayan organizmalar icin de
gecerli olan belirli iirlinlerin biyoteknolojik iiretimlerinin gelistirilmesinde farkli
avantajlara sahiptirler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarindaki kontaminasyon riski,
diisik tuz konsantrasyonlarindakinden daha azdir. Ancak bunun yaninda
halofillerin diisiik kiitlede iiretim gibi dezavantajlari da bulunmaktadir (Oren

2002b).



1.5.1.Halofilik arkeler ile ilgili biyoteknolojik uygulamalar

I. Halofilik arkeler, solar radyasyona engel olarak sicakligi ve dolayisiyla
evaporasyonu arttirmaktadir. Bu nedenle, tuzla-kristalizasyon gollerinde tuz
iiretiminin arttirilmasinda  kullanilabilecekleri ileri siirlilmiistiir (Jones ve

ark.1981; Grant ve ark. 1998; Litchfield 2002).

ii. Halofilik mikroorganizmalarin {irettigi 151k giidiimlii bir proton pompasi
olan bakteriyorodopsin holografik depo materyali, uzaysal 1s1tk modiilatorleri,
optik  hesaplama ve  optik  hafiza  teknolojilerinde  kullanilabilir.
Bakteriyorodopsinin gilines 1s1igindan elektrik {iretimi, deniz suyundan tuz
giderimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullanilmasi ve ultrahizda 151k saptanmasi
gibi alanlarda da potansiyel olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Hough ve

Danson 1989; Margesin ve Schinner 2001).

iii. Haloferax ve Haloarcula cinslerine ait bazi tiirlerin, trettikleri
ekzopolisakkarit yoluyla vizkozite stabilizasyonunda jellestirme ajan1 ve
emiilsifiyer olarak ve petroliin mikrobiyolojik geri kazanimini arttirmada
kullanilabilecekleri belirtilmistir (Ventosa ve Nieto 1995; Parolis ve ark. 1996;
Margesin ve Schinner 2001).

iv. Bazi halofilik arkelerin poli-p-hidroksi alkonat (PHA) drettikleri
belirtilmistir (Lillo ve Rodriguez-Valera 1990; Hezayen ve ark. 2000). PHA geri
dontigiimlii  plastiklerin tretiminde kullanilabilmektedir. Bu termoplastikler
yiiksek dayaniklilik ve diisiik erime noktas1 gibi milkemmel 6zelliklere sahiptirler
(Oren 2002b). Halofilik arkeler heniiz ticari olarak PHA iretiminde
kullanilmamakla birlikte, bu amagla kullanilmakta olan bazi organizmalardan
daha avantajli ozelliklere sahiptir. Ornegin Haloferax mediterranei ucuz bir
substrat olan nisasta ilizerinde gelisebilmektedir. Ayrica devaminda gelen
prosesler ve saflagtirma, suda 1izis olan hiicrelerde digerlerine gore nispeten daha
basittir. Organizmanin yiiksek genomik kararliligi ve kontaminasyon riskinin

diisiik olmas1 da diger bir avantajidir (Ventosa ve Nieto 1995).
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v. Ilag ve kozmetiklerin yapisinda kullanilan lipozomlarin yapiminda
halofilik arkelerin esterazlara kars1 yiiksek Kimyasal kararliliga sahip olan eter
bagh lipitleri kullanilmaktadir. Amilaz, amiloglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi
yiiksek tuzlulukta islevsel olan ekzoenzimler yiiksek tuz konsantrasyonunda
makromolekiillerin yikimi ile ilgili biyoteknolojik proseslerde kullanilabilir
(Chaga ve ark. 1993; Ventosa ve Nieto 1995; Margesin ve Schinner 2001).

vi. Biyoteknolojik agidan kullanigl olan diger biyomalzemeler ise halofilik
enzimlerdir. Asir1 tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda aktif olan izomerazlar
ve hidrolazlar bu halofilik enzimlere Ornek olarak verilebilir (Margesin ve
Schinner 2001). Halofilik enzimlerin kararliligi, aktivitesi ve c¢oztnirligiini
belirlemeye  yonelik  ¢alismalar  yogun  olmasina  karsin,  halofilik
mikroorganizmalara ait ekstremozimlerin potansiyel kullanimina dair gelisim
heniiz yeterli degildir. Halofilik arkelere ait ekstremozimler tuza son derece
dayanikli olmalarinin yani sira ¢evrelerindeki uzun siireli yiiksek sicakliklara kars1
da dayaniklidir. Yani termotolerant 6zellikleri de vardir. Bunun yaninda halofilik
enzimler diisiik su aktivitesi ve yiiksek organik ¢oziicii igeren ortamlarda katalitik
aktivitelerini siirdiirmektedirler. Tim bu 6zellikleri nedeni ile bircok uygulama
icin ilgi ¢ekici hale gelmektedirler. Halofilik arkelere ait amilaz, proteaz ve
niikleazlar gibi potansiyel uygulama alanina sahip enzimlerin aktiviteleri
karakterize edilmis ancak bu tip enzimler i¢in ticari uygulamalar heniiz

gerceklestirilmemistir (Oren 2010).

vii. Hidrokarbonlar1 parcalama yetenegine sahip halofilik arkeler petrol

kazalarinda dokiilen petroliin bioremediyasyonunda kullanilabilir (Bertrand ve
ark. 1990; Emerson ve ark. 1994).

viii. Halobacterium salinarum NRC-1 susunun lipit icermeyen protein
yapisinda zara sahip, suya gegirgen olmayip gazlara gecirgen olan, yiiksek oranda
stabilite gosteren ve proteolitik yikima dayanikli non-toksik gaz keseciklerinin
epitop diizenlenmesi amaciyla yeni bir sistem olarak gelistirilmesi

diistintilmektedir (Stuart ve ark. 2001).
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ix. Halosinlerin tuzlanmig yiyeceklerin veya derilerin tabaklanmasi
esnasinda meydana gelen bakteriyel bozunumun kontrolii amaciyla
kullanilabilecekleri ve halosin HalH7’nin memelilerde de halobakterilerdekine

benzer bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Litchfield 2002).

X. H. salinarum’daki 84 kD Iluk bir protein kanser hastalarinin
serumlarindaki insan c-myc onkogen {irliniine kars1 antikor elde etmek igin antijen
olarak kullanilmis ve bu proteinin bazi kanser tiplerinin saptanmasinda

kullanilabilecegi belirtilmistir (Rodriguez-Valera 1992).
1.5.2. Halofilik bakteriler ile ilgili biyoteknolojik uygulamalar

Halofilik bakteriler de arkeler gibi birgok biyoteknolojik uygulama alanina
sahiptir. Bu organizmalarin ¢ogu ozmoprotektanlar, enzimler, polimerler gibi
endiistriyel oneme sahip gesitli bilesikler tiretir. Bunlarin gelisimleri de genellikle

kolaydir ve besin ihtiyaclar1 cogunlukla basittir.

i. Ozellikle Uzak Dogu’da fermente yiyeceklere lezzet vermesi igin
kullanilmaktadirlar. Ayrica besin endiistrisi ile iligkili olarak, RNA’dan
tatlandiric1 ajanlar olan 5’guanilik asit (5’GMP) ve 5’-inosinik asit ticari olarak
tiretilmektedir. Bunun i¢in Micrococcus varians’in halofilik niikleazlarindan
faydalanilmaktadir (Yohoi ve Onishi 1990).

ii. Pestisit, ilag, yag iretimi ve gaz geri doniisim proseslerinde olusan
endiistriyel atik sular genellikle yiiksek konsantrasyonda toksik organik bilesikler
ve tuz igerirler. Bazen yiliksek miktarlarda toksik inorganik bilesikleri de
biinyelerinde tasirlar. Bu atik sular genellikle hipersalin dzelliktedir ve geleneksel
biyolojik atik uygulamalar1 bu tip toksik maddelerle basa ¢ikmak icin yeterli
degildir. Halofilik bakterilerin biyodegradatif potansiyeline dayanan prosesler bu

probleme bir ¢6ziim saglamaktadir (Oren 2002b).
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Yiiksek tuzlu atik sularda havalandirmayr saglamak igin donen disklerin
veya filtrelerin kullanildig1 lagim prosesinin modifikasyonu ile 6zel bir proses
gelistirilmistir ve ortam sartlart halofilik bakterilerin gelisimi igin uygun hale
getirilmistir. Yapilan bir deneyde prosesi stimule etmek igin ortama halofilik arke
olan H. salinarum da eklenmis ancak bu organizmanin tuz gereksinimi daha

yiiksek oldugu igin istenilen sonug elde edilememistir (Dinger ve Kargi 2001).

iii. Halofilik bakteriler tarafindan yiiksek tuzlu ortamda parcalanan toksik
bilesikler arasinda formaldehit ve fenol gibi aromatik bilesikler ve organofosfor
bilesikleri  yer almaktadir. Fenol igeren hipersalin atitk  sularin
biyodegradasyonunda bu bakterilerden yararlanilmaktadir (Woolard ve Irvine
1994).

iv. Halofilik bakterilerin tuzlu ortamlardan fosfatin uzaklastirilmasi igin
kullanilmas: diisiiniilmektedir. Bu yaklasim, kimyasal yaklasimlara alternatif

olarak gelistirilebilir ve ayrica onlardan daha ucuzdur (Ramos-Cormenzana 1989).

v. Marinobacter hydrocarbonoclasticus gibi hidrokarbon degrade etmekte
0zellesmis halofilik bakteriler yliksek tuzlu ortamlardaki petrol hidrokarbonlarini
degrade edebilirler (Gauthier ve ark. 1992). Antarktika’daki Organik Go6l’den
izole edilen 1limli halofilik bakterilerin hekzadekan ve fenantren gibi

hidrokarbonlar1 degrade ettikleri bulunmustur (McMeekin ve ark. 1993).

vi. Bazi halofilik bakteriler agir metal iyonlarina karsi oldukca yiiksek
toleransa sahiptirler. Hem yiiksek tuz hem de yiiksek civa, kadmiyum, bakir ve
cinko gibi agir metal konsantrasyonlarii tolere edebilme Ozellikleri bu
bakterilerin hipersalin ortamlardaki agir metallerin biyotransformasyonu ve

biyoremedisyonu i¢in kullanilmalarina olanak saglamaktadir (Oren 2002b).
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vii. Uyumlu  c¢oziinenlerden  ektoin  ve  hidroksiektoin  gibi
tetrahidropirimidinler DNA, enzimler, membranlar ve hatta tim hiicreyi yiiksek
tuz, termal denatiirasyon, kuruma ve donmaya karsi korudugu ve kararli hale
getirdigi i¢in son yillarda 6zel bir dikkat konusu haline gelmislerdir (Margesin ve
Schinner 2001). Laktat dehidrojenaz ve fosfofruktokinaz gibi kararsiz enzimler bu
¢oziinenlerin koruyucu etkilerinin arastirilmasi i¢in model olarak kullanilmigtir

(Lippert ve Galinski 1992).

viii. Ektoin ve tiirevleri kozmetikte yaslilik, kuruma ve tahriglere karsi
nemlendirici olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica UV radyasyonuna maruz kalan

ciltlerde hiicreleri giines yanigina kars1 korurlar (Oren 2002b).

ix. Bakteriyel ekzopolimerler siirfaktan aktiviteleri ve biyoemulsifiyer
Ozellikleri nedeniyle petrol geri donisimiinde kullanilabilirler.  Petrol
birikintilerinde kosullar genellikle salin ve hipersalin oldugu i¢in tuza dayanikli

stirfaktanlarin kullanimi avantaj saglar (Oren 2002b).
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1.6. Pseudomonas halophila’mmm Taksonomisi
Domain: Bacteria
Filum: Proteobacteria
Siif: Gammaproteobacteria
Takim: Pseudomonadales
Aile: Pseudomonadaceae
Cins: Pseudomonas
Tiir: Pseudomonas halophila
1.7. Pseudomonas halophila’nin Genel Ozellikleri

Tek veya ciftler halinde bulunabilen ¢omak seklindeki hiicreler 0.8-
1.0x1.5-5.0 pm boyutlarinda ve polar bir kamg¢1 ile hareketlidir.0.02-3.3 M NaCl
iceren besiyerinde gelisim goriiliir. Optimum NaCl konsantrasyonu 0.8 M’dir.
Sicaklik 4-37°C’dir. Optimum biiyiime 28°C’de olur. Gelisme igin pH aralig1 4.5-
9.6 ve optimum pH 7.0°dir. Zorunlu aerobiktirler. Arabinoz, sellobiyoz, fruktoz,
galaktoz, glukoz, laktoz, maltoz, mannitol, sorbitol, sukroz, trehaloz ve ksilozda
asit iiretimi olmadan kemoorganotrofik gelisim gosterirler. Asetat, kaproat, sitrati
laktat, pelargonat, propionat, piruvat, suksinat, alanin, glutamat, eskulin, etanol ve
gliserolii karbon ve enerji kaynagi olarak kullanirlar. Katalaz ve sitokrom oksidaz
pozitiftirler. Jelatinaz ve ureaz pozitiftirler. Nisasta veya seliiloz hidrolizi, indol
veya siilfit tiretimi, arjinin dihidrolaz reaksiyonu, lizin ve ornitin dekarboksilaz
aktiviteleri negatiftir. Ampisilin, kloramfenol, eritromisin, nalidiksik asit ve
penisilin G’ye duyarlidirlar. Utah’taki (ABD) Biiyiik Tuz Goli'nlin kuzey
kolundan izole edilen P. halophila’nin DNA’sinin G+C mol yiizdesi 57°dir
(Garrity ve ark. 2005).
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1.8. Haloarcula hispanica’nin Taksonomisi
Domain: Archaea
Filum: Euryarchaeota
Sinif: Halobacteria
Takim: Halobacteriales
Aile: Halobacteriaceae
Cins: Haloarcula
Tiir: Haloarcula hispanica
1.9. Haloarcula hispanica’nin Genel Ozellikleri

Kiiciik, dilizensiz, c¢omaklar halinde olan hiicreler 0.5-1.0x0.3um
uzunlugunda ve polar kirpikle hareketlidir. 2.5-5.2 M NaCl igeren besiyerinde
gelisme goriiliir. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.5-4.2 M’dir. Minimum MgJr2
konsantrasyonu 0.005 M’dir. Sicaklik 25-50°C’dir. Optimum biiytime 35-40°C’de
olur. Gelisme icin pH aralifi 6-8 ve optimum pH 7.0’dir. Nitrat varliginda
fakiiltatif anaerobiktirler. Karbon ve enerji kaynagi olarak cesitli bilesikleri
(glukoz, laktoz, sukroz, gliserol, mannitol, sorbitol, asetat, sitrat, laktat, malat,
piruvat, suksinat, arjinin, glutamin ve lizin) kullanirlar. Sekerlerden asit iiretirler.
Nisasta ve kazeini sindirirler. Nitrat gaz {iretimiyle indirgenir. Yalnizca yiiksek
konsantrasyonda basitrasine hassastir. Ispanya’daki deniz tuzlalarindan izole

edilen H. hispanica’nin DNA’sinin G+C yiizdesi 67.2°dir (Boone ve ark. 2001).
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1.10. Glutatyon S-transferaz Enzim Ailesi

Glutatyon S-transferazlar endojen ve ekzojen kaynakli elektrofilik ve
hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak genellikle daha
kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere doniisiimiinii katalizleyen Faz Il
detoksifikasyon siiperenzim ailesidir.(Sheehan ve ark. 2001; Hayes ve ark. 2005;
Oakley 2005; Oztetik 2008).

GSH + R-X — GSR + HX

GST ilk defa, sigan karaciger sitoplazmasinda glutatyonun 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) ve bromosiilfoftalein’e baglanmasini saglayan katalitik
aktivitenin kesfi (Booth ve ark. 1961; Combes ve Stakelum 1961) ile bulunmus ve
sonraki yillarda enzimin biyolojik fonksiyonu, aktivitesi, gen regiilasyonu ve

ekspresyonu lizerine bir¢ok calisma gerceklestirilmistir.

Tim GST’lerin ortak 0zelligi tripeptit glutatyon araciligiyla bircok
hidrofobik toksik bilesigin elektrofilik gruplarina saldirarak hiicreden atilmalarini
saglama yetenekleridir. GST’ler ayn1 zamanda farkli hiicre fonksiyonlarinda da
gorev alirlar ve ¢ok sayida endojen ve ekzojen bilesige non-katalitik olarak
baglanma yetenegine sahiptirler (Hayes ve ark. 2005). GST’ler hem okaryotlarda
hem de prokaryotlarda bulunurlar. GST’ler sitozolik GST’ler, mitokondriyal
GST’ler, mikrozomal GST’ler ve bakteriyel fosfomisin-rezistans proteinleri
olmak f{izere en az dort protein ailesine ayrilirlar (Armstrong 2000; Hayes ve ark.
2005). Sitozolik GST’ler kimyasal, fiziksel ve yapisal 6zelliklerine bagli olarak
birgok farkli alt gruba ayrilmistir (Sheehan ve ark. 2001; Hayes ve ark. 2005).
Kappa smifi GST’ler olarak da bilinen mitokondriyal GST’ler Okaryotlarda
bulunan ¢dziinebilir enzimlerdir (Robinson ve ark. 2004). Uciincii GST ailesi
eikozanoid ve glutatyon metabolizmasi proteinleri (MAPEG) denilen membran-
bagimli transferazlardan olusur ancak bunlar ¢oziinebilir GST’ler ile benzerlik
gostermezler (Jakobsson ve ark. 1999). Prokaryotlarda bu {i¢ ailenin temsilcileri

de mevcuttur. Dordiincii aile ise yalnizca prokaryotlarda bulunur (Allocati ve ark.
2009).
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1.10.1. Bakteriyel GST’ler

Bakterilerde GST varligi ilk defa bundan 30 y1l 6nce Shishido’nun E. coli
susunda GST aktivitesi varligini gostermesi ile ortaya ¢ikmistir. Shishido (1981)
E. coli’nin niikleofillerini zararl elektrofilik bilesiklerle konjugasyondan koruyan
GST’ye sahip oldugunu bildirmistir. Daha sonraki yillarda insan, bitki patojenleri
ve toprak bakterilerinin de dahil oldugu bir¢ok aerobik prokaryotta enzimin genis

Ol¢iide dagilim gosterdigi tespit edilmistir (Allocati ve ark. 2009).

Prokaryotlardaki GST’lerin smiflandirmast yeni tanimlanan GST’ler
nedeniyle siirekli olarak degismektedir (Oakley 2005). Diisiik dizi benzerligine
ragmen tim GST’ler N-terminal ve C-terminal domainden olusan korunmus iki-
domainli bir yapiya sahiptir (Vuilleumier 1997). Aktif bolge, iki komsu
monomerin arayiiziinde yerlesmis olan iki baglanma alt bolgesinden olusur. G alt
bolgesi GSH’a ve H alt bolgesi ise hidrofobik elektrofillere baglanir (Rossjohn ve
ark. 1998).

Okaryotik GST’lerin ¢ogu katalitik aktivite sirasinda bir elektrofilik
substrata konjuge olmus tek bir GSH tiiketir. Bakteriyel GST’ler detoksifikasyon
ve katabolik yolaklarda genis dlciide gorev alirlar. Ayrica GSH kullanimu ile ilgili
onemli cesitlilik gosterirler. Ornegin; maleilasetoasetat (MAA) ve maleilpiriivat
(MP) izomerazlar1 gibi enzimler GSH’1 kullanir fakat tiikketmezler. Sphingomonas
chlorophenolica’daki tetrakloro-hidrokinon dehalojenaz (TCHQD) gibi bazi
bakteriyel GST’ler ise iki GSH tiiketmektedir. ilk GSH bir disiilfit olusumuna yol
acan dehalojenasyon basamaginda kullanilir. Tkinci GSH ise bir disiilfit kopriilii
iiriin olan GSSG olusumuna yol agan serbest enzimi tekrar elde etmek igin
kullanilir. Tim bu GST’lerin GSH konjugasyonunda gorev aldigi
diistiniilmektedir. Ancak yapisal temelleri bu giline kadar tam olarak

anlasilamamustir (Allocati ve ark. 2009).
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1.10.1.1. Bakteriyel GST’lerde simiflandirma ve filogenetik iliskiler

Kanonikal GST’ler olarak da adlandirilan sitozolik GST’ler (cGST)
acrobik yasam formlarinda bulunan (Cizelge 1.1) homodimerik veya
heterodimerik enzimlerdir. ¢GST’ler GSH konjugasyonu yoluyla birgok
elektrofilik substrati metabolize ederler. Oksidatif strese karsi hiicreleri korur,

peroksidaz ve izomeraz aktivitesi gosterir ve ilag direngliliginin gelismesine

katkida bulunurlar (Sheehan ve ark. 2001; Hayes ve ark. 2005).

Memeli tiirlerinde GST’ler olduk¢a iyi tanimlanmis ve yedi sinifa
ayrilmigtir: Alfa, mu, pi, sigma, teta, omega ve zeta (Hayes ve ark. 2005). Diger
smiflar memeli olmayan tiirlerle sinirlidir: Beta, chi, delta, pi ve tau (Sheehan ve
ark. 2001; Hayes ve ark. 2005; Wiktelius ve Stenberg 2007). Genel olarak kabul
edilen goriise gore cGST’ler siniflandirilirken %40’tanfazla dizi benzerligine
sahip protein igerenler ayni sinifa dahil edilir, %25’ten az dizi benzerligi olmasi
durumunda farkli siniflara atanirlar. N-terminal bolge GSH ile etkilesim iginde
olan aktif bolgeyi i¢ine aldig1 ve evrensel olarak korundugu i¢in yalnizca bu bolge
dikkate alindiginda benzerlik artar (Sheehan ve ark. 2001; Hayes ve ark. 2005;
Frova 2006). Amino asit dizisi benzerliginin yaninda immiinolojik o6zellikler,
kinetik  oOzellikler ve kristal yapilar da destekleyici veriler olarak

kullanilabilmektedir (Sheehan ve ark. 2001; Hayes ve ark. 2005).

Cizelge 1.1. Sitozolik GST smiflar1 ve biyolojik fonksiyonlar1 (Chronopoulou ve Labrou
2009’dan modifiye edilmistir)

Organizma Simf Fonksiyon Aktif Bolge

Memeli Alfa® (a) Izomeraz aktivitesi, ilag metabolizmasi, Tirozin

peroksidaz aktivitesi, detoksifikasyon.

Mu® (1) Ilag metabolizmast. Tirozin
Phi? (p) Ilag metabolizmast. Tirozin
Teta (6) Hepatokarsinogenezisin 6nlenmesi, Serin

endiistriyel bilesiklerin metabolizmast.

Zeta (¢) a-haloasit metabolizmasinin katalizlenmesi. Serin
Omega (v) Oksidatif stres Sistein
Sigma (o) Prostaglandin sentezi Tirozin
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Cizelge 1.1. (Devam) Sitozolik GST siniflar1 ve biyolojik fonksiyonlari (Chronopoulou ve Labrou
2009°dan modifiye edilmistir)

Bakteri Beta® (p) Organik bilesiklerin katabolizmasi Sistein
(Diger GST ler
de mevcut
olabilir)
Chi (x) Bilinmiyor
Bitki Phi® (p) Detoksifikasyon fonksiyonu, oksidatif strese Serin
Tau® (¢) karsi, sinyal fonksiyonu, flavonoidlerin Serin
Teta (6) katalitik olmayan baglanmasi, ara Serin
Zeta (0) metabolizmaya katilma. Serin
Lambda® (1) Sistein
Glutatyon-
bagimli Sistein
dehidroaskorbat
rediiktazlar
(DHAR)
Mantar Alfa (a) Bilinmiyor
Mu (1) Bilinmiyor
Gama (y) Bilinmiyor
Bocek Delta® (5) Cevresel ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu. Serin
Epsilon® (¢) Insektisit  detoksifikasyonu, peroksidaz Serin
aktivitesi, oksidatif stres.
Teta (6) Bilinmiyor Serin
Sigma (o) Muhtemelen oksidatif stres {rilinlerine karsi. Tirozin
Kas fonksiyonunda rol oynayabilir.
Zeta (¢) Tirozin degradasyon yolagi. Serin
Omega (w) Net degil (muhtemelen oksidatif strese karst). Sistein

*organizmaya spesifik siniflar
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Bakterilerde dort farkli ¢cGST smifi tanimlanmistir: Beta, chi, teta ve zeta
(Sheehan ve ark. 2001; Vuilleumier 1997; Rossjohn ve ark. 1998; Wiktelius ve
Stenberg 2007). Beta sinifi cGST’ler bir¢ok bakteriden izole edilerek karakterize
edilmistir (lizuka ve ark. 1989; Piccolomini ve ark. 1989; Nishida ve ark. 1994;
Hofer ve ark. 1994; Zablotowicz ve ark. 1995; Jung ve ark. 1996; Favaloro ve ark.
1998; Travensolo ve ark. 2008). Bunlar model substrat olan CDNB ile konjugat
olusturabilir ve GSH afinite matriksine baglanabilirler. Tiim beta sinifi enzimler
GSH boélgesinde sistein gruplarinin bulunmasi ile karakterize edilir (Rossjohn ve
ark. 1998). Bu smifa ait ilk ¢GST Proteus mirabilis susunda (PmGST)
tanimlanmistir. PmMGST diger smiflara ait GST’lerden ayrilmasina neden olan
biyokimyasal ve yapisal Ozellikler sergiler ve beta siifinin prototipi olarak
tanimlanmustir (Di Ilio ve ark. 1988; Mignogna ve ark. 1993; Sacchetta ve ark.
1993; Aceto ve ark. 1995; Perito ve ark. 1996; Allocati ve ark. 1997; Casalone ve
ark. 1998; Allocati ve ark. 1999; Allocati ve ark. 2000; Allocati ve ark. 2002;
Allocati ve ark. 2005; Allocati ve ark. 2006). Beta sinifina ait fonksiyonel ve
yapisal olarak karakterize edilmis diger 6rnekler sirasiyla E. Coli (ECGST) ve
toprak bakterileri olan Ochrobactrum anthropi (OaGST) ve Burkholderia
xenovorans’tir (BxGST, BphK olarak da bilinir) (Hofer ve ark. 1994; Nishida ve
ark. 1994; Favaloro ve ark. 1998; Nishida ve ark. 1998; Bartels ve ark. 1999;
Favaloro ve ark. 2000; Gilmartin ve ark. 2003; Tamburro ve ark. 2004; Gilmartin
ve ark. 2005; Fortin ve ark. 2006; Tocheva ve ark. 2006; Federici ve ark. 2007;
Allocati ve ark. 2008).

Bakterilerdeki teta smifi enzimler fakiiltatif metilotrofik bakteriler
tarafindan {iretilen iki diklorometan dehalojenaz (DCMD) ile temsil edilir
(Scholtz ve ark. 1988; La Roche ve Leisinger 1990; Bader ve Leisinger 1994;
Stourman ve ark. 2003). Bunlar okaryotik teta sinifi GST’ler ile yiiksek oranda
amino asit dizisi benzerligi gosterirler. Ayn1 zamanda DCMD ile reaktivite
gosterme, CDNB ile aktivite gostermeme ve GSH afinite matriksine

baglanamama gibi 6zellikleri de 6karyotlarla benzerdir (Bader ve Leisinger 1994).
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Anandarajah ve ark. (2000) ¢oklu dizi uyumuna dayanarak TCHQD’yi
zeta smifina dahil etmiglerdir. TCHQD pentaklorofenoliin biyodegradasyonunun
iki basamaginda rol alir ve ayn1 zamanda izomeraz aktivitesine sahiptir
(McCarthy ve ark. 1996; Anandarajah ve ark. 2000; Copley 2000; Kiefer ve ark.
2002).

Yakin ge¢miste, chi smifi adinda yeni bir ¢GST smifi Onerilmistir
(Wiktelius ve Stenberg 2007). Thermosynechoccus elongatus BP-1 (TeGST) ve
Synechoccus elongatus PCC 6301 (SeGST)’dan iki siyanobakteriyal c¢GST
saflagtirilmis ve karakterize edilmistir. TeGST ve SeGST ¢GST’nin tipik yapisal
ozelliklerini gdstermesine ragmen siyanobakteriyel GST’lerin 6zellikle sisteinden
tamamen yoksun olmalar1 nedeniyle beta sinift GST’lerden farkli bir evrimsel
yola sahip olduklar1 ve dolayisiyla bu enzimlerin beta sinifina dahil edilmemesi

gerektigini savunulmustur (Allocati ve ark. 2009).

Okaryotik organizmalar gibi bakteriler de biiyiik dl¢iide farklilik gdsteren
dizilere ve fonksiyonlar1 tam olarak bilinmeyen ¢oklu GST genlerine sahiplerdir
(Vuilleumier ve Pagni 2002). E. coli genomunda beta sinift GST’ye (Nishida ve
ark. 1998) ek olarak katlanma agisindan cGST’lere benzerlik gosteren bir RNA
polimeraz (Oakley 2005) ve alt1 GST homologu belirlenmistir (Rife ve ark. 2003).
Bu genlerden ikisinin iriinleri olan YfcF ve YfcG GST- ve GSH-bagimli
peroksidaz aktivitesi gosterir ve oksidatif strese karsi savunmada rol oynar (Kanai
ve ark. 2006). Pseudomonad’lar 10’dan fazla GST genine sahiptir (Vuilleumier ve
Pagni 2002). Proteus mirabilis’te ti¢ ve P. wvulgaris’te dort farkli GST
tanimlanmustir (Di Ilio ve ark. 1988; Hong ve ark. 2003). Gram negatif bakteri
Shewanella oneidensis’in genomik analizleri sonucu alti GST-benzeri gene sahip
oldugu bulunmustur (Remmerie ve ark. 2008). Bu GST diriinlerinden ikisi
DCMD’ler ile yiiksek derecede dizi benzerligi gostermektedir (Allocati ve ark.
2009).
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Kappa smifi GST’ler memeli mitokondrilerinden izole edilerek
tanimlanmis ¢6ziinebilir dimerik proteinlerdir (Robinson ve ark. 2004; Hayes ve
ark. 2005). Bakteriyel 2-hidroksikromen-2-karboksilik asit (HCCA) izomeraz,
naftalin degradasyon yolaginda yer alan GSH-bagimli bir enzimdir (Eaton 1994,
Robinson ve ark. 2004; Thompson ve ark. 2007). HCCA izomeraz GSH
bolgesinde korunmus bir serin grubuna sahip olmas1 ve CDNB’ye kars1 katalitik
aktivite gOstermesi sebebiyle kappa sinifi enzimlere biiylik oranda benzerlik

gosterir (Thompson ve ark. 2007).

MAPEG ailesi farkli biyolojik fonksiyonlar1 ile olduk¢a genis ve sik
rastlanan bir gruptur (Jakobsson ve ark. 1999; Jakobsson ve ark. 2000). Okaryotik
MAPEG ailesi en az alti iiyeden olusur. MAPEG iiyeleri trimerler halinde
diizenlenmistir (Molina ve ark. 2008). MAPEG iiyeleri ayn1 zamanda E. coli,
Vibrio cholerae ve Synechocystis sp. gibi bazi bakterilerde de tanimlanmistir
(Jakobsson ve ark. 1999). Bunlardan bazilar1 coklu MAPEG paraloglari igerirler.
Memeli ve memeli olmayan formlarla karsilastirildiginda uzak akrabalik iliskileri
gosterirler. Bakteriyel MAPEG proteinleri biri E. coli ve V. cholerae proteinleri,
digeri ise Synechocystis sp. proteini olmak iizere iki alt aile halinde
gruplandirilmistir. E. coli ve Synechocystis sp. MAPEG proteinleri klonlanmis ve
ekspresyonu gergeklestirilmistir. Bunlarin bakterilerdeki fizyolojik rolleri ile ilgili
bugiine kadar yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamustir (Allocati ve ark. 2009).

1.10.1.2. Bakteriyel GST’lerin islevleri

Bakteriyel GST’ler farkli detoksifikasyon proseslerinde 6zellesmislerdir.
GSH konjugasyonu yoluyla cok sayida molekiilii detoksifiye yetenegine
sahiplerdir. Oksidatif strese karsi hiicrelerin korunmasinda ve antimikrobiyal
ajanlarin detoksifikasyonunda aktif rol oynarlar. Bazilar1 bazal metabolizmada ve
bakteriyel hiicrelerin karbon kaynaklari ile beslenmesinde gorev alirlar (Allocati
ve ark. 2009). Bakteriyel GST’ler ayn1 zamanda toluen, ksilen, fenol ve atrazin
gibi baz1 monosiklik aromatik bilesikler (Santos ve ark. 2002) ile ¢evre ve insan
sagligina zararli bir kimyasal smifi olan polisiklik aromatik karbonlarin
degradasyonunda goérev alirlar (Mueller ve ark. 1990; Hofer ve ark. 1994; Wang
ve ark. 1996; Kanaly ve Harayama 2000; Xia ve ark. 2005; Cavalca ve ark. 2007).
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I.0ksidatif ve ksenobiyotik stres

Beta smifi GST’ler farkli ksenobiyotiklerin toksik etkilerine kars1
gerceklestirilen detoksifikasyon reaksiyonlarinda yer alirlar (Allocati ve ark.
1994; Favaloro ve ark. 2000; Allocati ve ark. 2003; Tamburro ve ark. 2004). Bir
P. mirabilis susunda yapilan bir g¢alismada PmGST’nin hidrojen peroksit
tarafindan indiiklenen oksidatif strese karsi hiicreleri korumada rol aldigi rapor
edilmistir. Bakteriyel hiicreler hidrojen peroksite maruz birakildiklarinda protein
ekspresyonu ve mRNA transkripsiyon seviyelerinde artis gézlenmistir (Allocati
ve ark. 2003).

ii. Dehalojenasyon

Mikrobiyal dehalojenazlar alifatik ve aromatik klorlu ksenobiyotiklerin
biyodegradasyonunda anahtar bir rol oynar (Copley 1998; Janssen ve ark. 2005).
Halojenli bilesikler endiistride genis 6l¢iide kullanilirlar ve gevresel kirleticilerin
onemli bir grubunu olustururlar. Bakteriyel GST’ler kofaktoér olarak GSH’1
kullanarak farkli reaksiyonlar katalizler: DCMD’ler diklorometanin hidrolitik
deklorinasyonunu katalizlerken TCHQD’lar indirgeyici bir dehalojenasyon

reaksiyonunu katalizler (Allocati ve ark. 2009).
iii. Atrazin metabolizmasi

GST’ler farkli herbisit siiflarint detoksifiye etme yetenegine sahiplerdir.
Atrazin biyodegradasyonunun ilk basamaginda atrazin-GSH konjugasyonu
yoluyla, iiretilen klor atomunun uzaklastirilmasini saglarlar (Prade ve ark. 1998;
Labrou ve ark. 2005). Deklorinasyon igleminin ardindan dealkilasyon islemi ile
izopropilamin ve etilamin gruplarinin uzaklastirillir (Abel ve ark. 2004).
Bakterilerde atrazin mikrobiyal bir birlik veya tek bir mikroorganizma tarafindan
degrade edilebilir (de Souza ve ark. 1998; Smith ve ark. 2005).
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iv. Izopren metabolizmas1

Izopren kullanan bakteri Rhodococcus sp. AD45’ten iki GST izozimi
saflastirilmis ve fonksiyonel ozellikleri karakterize edilmistir. iki izozimin de
ozon, organik peroksidazlar ve karbonik monoksit olusumunda rol oynayan
izopren metabolizmasinda yer aldig1 ve bunlarin genlerinin izopren gen takiminda

lokalize olduklar1 gériilmiistiir (van Hylckama ve ark. 2000).
v.Lignin degradasyon yolagi

Sphingomonas paucimobilis SYK-6’da yeryiiziindeki karbon dongiisii i¢in
temel bir basamak olan lignin degradasyonu prosesinde yer alan ligg, ligF ve ligG
genleri tanimlanmistir (Masai ve ark. 1993; Masai ve ark. 1999; Masai ve ark.
2003). Sph. paucimobilis B-aril eteri de igine alan ¢ok sayida lignin bilesigini
degrade etme yetenegine sahiptir. B-aril eter ayrilmasi lignin degradasyonu i¢in
temel basamaklardan biridir. Ciinkii bu molekiiller arasi bag en ¢ok ligninde
bulunur. LigE ve LigF GSH kullanarak B-aril bagimi koparan enantiyoselektif
GST’lerdir. LigG ise LigF tarafindan firetilen konjugattan GSH’in ayrilmasim
katalizleyen bir GST liyazdir (Masai ve ark. 1999; Masai ve ark. 2003).

vi. Naftalin metabolizmas1

Yapisal olarak memeli kappa smifi enzimleri ile iligkili olan HCCA
izomeraz, naftalin degradasyon yolaginda gorev alan GSH-bagimli bir enzimdir
(Eaton 1994; Robinson ve ark. 2004; Thompson ve ark. 2007). HCCA izomeraz
ayn1 zamanda naftalin siilfonat ve antrasen katabolizmasinda da yer alir (Kim ve
ark. 1997; Keck ve ark. 2006). Naftalin metabolizmas1 bir iist yolak ve bir alt
yolaktan meydana gelir. Ust yolakta naftalin alt1 adimda salisilata metabolize olur.
HCCA izomeraz bu yolakta dordiincii enzimdir ve HCCA ile trans-o-
hidroksibenziliden piriivik asit arasindaki cis-trans izomerizasyonunu katalizler
(Allocati ve ark. 2009).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL
2.1.1. Cahsmada kullanilan kimyasallar

1-kloro-2,4-dinitrobenzen, rediikte glutatyon, sodyum Kkarbonat, bakir
stilfat, sodyum hidroksit, potasyum-sodyum tartarat tetrahidrat, potasyum
dihidrojen fosfat, dipotasyum hidrojen fosfat, disodyum hidrojen fosfat, sodyum
dihidrojen fosfat, sodyum asetat, hidroklorik asit, etanol, sigir serum albiimin,
asetik asit, Tris bazi, Ciocalteu’s Folin fenol ayiract Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO, A.B.D.’den temin edilmistir. Potasyum hidroksit, amonyum stilfat,
magnezyum siilfat hepta hidrat, sodyum hidroksit, yeast ekstrakt, agar agar,
magnezyum klortir hekza hidrat, sodyum bromid, sodyum bikarbonat, kalsiyum

Kloriir ve sodyum kloriir Merck, Darmstadt, Almanya’dan satin alinmustir.
2.1.2. Calismada kullanilan besiyerleri

2.1.2.1. %20 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBT. e 0,52 g/l
HNaCOs....oooviiiiiiiiies 0,134 g/l
KCL oo 4,0 g/l
CaClaeeeeeeee e, 0,578 g/l
MQSO4THZO....cee oo, 35,594 g/l
MQCL.6H20. ... 26,653 g/l
NACLeeoiiiiiiiie 156 g/l
Yeast Ekstrakt................ccoeevnnen. 0,8-4 g/l

Distile su ile 1 litreye tamamlanmis, KOH yardimiyla pH 7.0’a ayarlanmig
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).
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2.1.2.2. %25 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaABT .., 0,65 g/l
NaHCO3. ..., 0,167 g/l
KClLoe e, 5,09/l
CaCly..ei 0,723 g/l
MgSO4.7TH20. ..o, 49,492 g/l
MQCL.6H20. .. 34,567 g/l
NaCl...ooiiiie e, 195 g/l
Yeast Ekstrakt.......................... 1-5¢g/l

Distile su ile 1 litreye tamamlanmig, KOH yardimiyla pH 7.0’a ayarlanmis
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).

2.1.2.3. %30 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaABT . 0,78 g/l
NaHCO3. ... 0,2 g/l
KCLoe e 6,0 g/l
CaClp..eneiiiii 0,868 g/l
MQSO4.7THO. ..o 59,39 g/l
MOCL.6H2O. ..o, 41,48 g/l
NaCl..oooiiiie 234 g/l
Yeast Ekstrakt........oovvveiniiiiinnn. 1,2-6 g/l

Distile su ile 1 litreye tamamlanmig, KOH yardimiyla pH 7.0’a ayarlanmis
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).
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2.1.2.4. %20 Deniz Suyu (SW) (g/l) Kat1 Besiyeri

NaBT. e, 0,52 g/l
NaHCO3. ..., 0,134 g/l
KCL 4,0 g/l
CaCl2...coiiiiiiii 0,578 g/l
MgSO4.7TH20. ... 35,594 g/l
MQCL.6H2O. .. 26,653 g/l
NaCl..ooiiiiie e 156 g/l
Yeast Ekstrakt........oovveeeeee i, 0,8-4 g/l
Agaragar............ooiiiiiiiiii 12 g/l

Distile su ile 1 litreye tamamlanmig, KOH yardimiyla pH 7.0’a ayarlanmis
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).

2.1.2.5. %25 Deniz Suyu (SW) (g/1) Kat1 Besiyeri

NaBT. e, 0,65 g/l
NaHCOs. ..., 0,167 g/l
KClLeii 5,09/
CaCly..eeiiii 0,723 g/l
MQSO4.7TH20. ..o, 49,492 g/l
MOCL.6H2O. ..o 34,567 g/l
NaCl. o 195 g/l
Yeast Ekstrakt..................oevinen. 1-5 g/l
Agaragar..........oooiiiiiiiiiiii 15 g/l

Distile su ile 1 litreye tamamlanmis, KOH yardimiyla pH 7.0’a ayarlanmig
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).

28



2.1.2.6. %30 Deniz Suyu (SW) (g/1) Kat1 Besiyeri

NaBT. e, 0,78 g/l
NaHCO3. ... 0,2 g/l
KClLoiii 6,0 o/l
CaClp..ueniiiiii 0,868 g/l
MQSO4.7THO. ..o, 59,39 g/l
MQCL.6H2O. .. 41,48 g/l
NaCl....iiiiie e, 234 g/l
Yeast Ekstrakt..............cooin 1,2-6 g/l
Agar agar.........ocoeviiiiiiiieas 18 g/l

Distile su ile 1 litreye tamamlanmig, KOH yardimiyla pH 7.0’a ayarlanmis
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).

2.1.3. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Bu ¢alismada bir Bakteria ve bir Arkea domainine ait olmak tizere iki adet
mikroorganizma kullanilmigtir. Bunlardan halofilik bakteri Pseudomonas
halophila  DSM 3050 izolati Josefa Anton’dan, halofilik arke Haloarcula
hispanica ATCC 33960 izolati ise Michael Dyall Smith’den Yard. Dog. Dr. M.
Burcin Mutlu tarafindan kisisel girisimlerle temin edilmis olup boliimiimiiz kiiltiir

koleksiyonunda bulunmaktadir.
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2.2. METOT

2.2.1. Mikroorganizmalarin ¢cogaltilmasi

P. halophila ve H. hispanica izolatlar1 deniz suyu (SW) kat1 besiyerine
ekilerek 37°C’deki inkiibatorde 1 hafta boyunca inkiibasyona birakilmis ve stok
kiiltiirler elde edilerek +4°C’de saklanmistir. Bu stok kiiltiirlerden siv1 besiyeri
ortamina aktarilan mikroorganizmalar 37°C’deki calkalamali inkiibatorde 150
rpm. de 1 hafta inkiibasyona birakilarak protein ve enzim kaynagi olarak

kullanilmak tizere gogaltilmistir.
2.2.2. Mikroorganizmalarin Modifiye Gram boyama yontemiyle boyanmasi

Gram boyama Dussault (1955) yontemine gore yapilmistir. 7 giin boyunca
siv1 besiyerinde gelistirilmis kiiltiirlerden hazirlanan preperatlar %2 asetik asitle 5
dk fiske edildikten sonra %0,25 kristal viyole boyasiyla 3 dk boyanmus, 1 dk liigol
ile muamele edilmistir. %95°lik etanol ilel0-15sn dekolorizasyon isleminin
ardindan safraninle 30 sn boyanmistir. Kurutulan preparatlar immersiyon objektifi
ile 151k mikroskobunda incelenmistir. Ara yikama islemleri %25 NaCl ¢6zeltisi ile

yapilmustir.
2.2.3. Mikroorganizmalardan enzim ekstraksiyonu
2.2.3.1. Pseudomonas halophila’dan enzim ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonu i¢in dondurma-¢cézme yontemi (Koval ve Sprott
2007) kullanmilmistir. Bir haftalik gelisim siiresi sonunda (7. gilin) sivi besiyeri
kiiltiirleri 10000 rpm 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan
uzaklastirilarak hiicre peleti 1:2 oraninda 2.5M soguk amonyum siilfat tampon
soliisyonu (Cizelge 2.1) ile siispanse edilmistir. Siispansiyon halindeki hiicreler 1
giin siire ile -80°C’de dondurulmustur. 1 giin sonunda 4°C’de ¢oziindiiriilerek
10000 rpm 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Enzim ve total protein tayininde

stipernatan kismi kullanilmistir.
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Cizelge 2.1. Amonyum siilfat tamponu (pH 7.4)

(NH.),S0, | 330.35 g/l
NaH,PO4 4.05 g/l
Na,HPO, 4.63 g/l

2.2.3.2. Haloarcula hispanica’dan enzim ekstraksiyonu

Enzim ekstraksiyonu i¢in dondurma-¢ozme yontemi (Koval ve Sprott
2007) kullanmilmistir. Bir haftalik gelisim siiresi sonunda (7. giin) sivi besiyeri
kiiltiirleri 10000 rpm 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan
uzaklastirilarak hiicre peleti 1:2 oraninda soguk steril ultra saf su ile silispanse
edilmistir. ~ Siispansiyon halindeki hiicreler 1 giin siire ile -80°C’de
dondurulmustur. 1 giin sonunda 4°C’de ¢oziindiiriilerek 10000 rpm 4°C’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Enzim ve total protein tayininde siipernatan kismi

kullanilmastir.
2.2.4. Mikroorganizmalarin toplam protein iceriklerinin belirlenmesi

Hazirlanan ham ekstraktlardaki protein konsantrasyonlari, standart olarak
sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak, alkali ortamda proteinlerin peptid
baglarinin ve tirozin artiklarmin bakir ile kompleks olusturmasi esasina dayanan
Lowry ve ark. (1951) yontemine gore belirlenmistir. %20, 25 ve 30 tuz
konsantrasyonlarinda gelisen mikroorganizmalarin ekstraksiyonu ile elde edilen
siipernatan protein tayininde kullanilmak {izere seyreltilmistir. Arke i¢in sirasiyla
1:50, 1:75 ve 1:100 seyreltme oranlar1 kullanilmistir. Bakteri %30 tuz
konsantrasyonuna sahip besiyerinde iireme gostermemistir. %20 ve 25 tuz
konsantrasyonuna sahip besiyerinde gelisim gosteren bakteri igin sirasiyla 1:50 ve
1:75 seyreltme oranlart kullanilmistir. Daha sonra %2 bakir siilfat, %2 sodyum
potasyum tartarat ve 0.1 N NaOH igeren %2 sodyum karbonat sirasiyla 1:1:100

oraninda karistirilarak alkalin bakir reaktifi (Cizelge 2.2) hazirlanmistir.
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Cizelge 2.2. Alkalin bakir reaktifi

%2 CuS0,.5H,0 Iml
%2 Na/K tartarat 1ml
%2 Na,CO3 (0,1 N NaOH) 100 mli

1 mg/ml stok BSA hazirlanarak 0.01 — 0.2 mg/ml BSA araliginda standart
kalibrasyon egrisi (Sekil 2.1) olusturmak i¢in kullanilmistir. Kor, standart ve
ornek tiipleri Cizelge 2.3’te anlatildig1 gibi hazirlanarak vorteks ile karistirtlmis ve
10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan her test tiipline 0.25
ml 1 N Folin reaktifi eklenmis ve hizli bir sekilde (8 saniye igerisinde) vorteks ile
karigtirildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Her bir tiipte

olusan renk yogunlugu 660 nm’de 6l¢tilmiistiir.

0,45 -
0,4
0,35
0,3
0,25

0,2

Absorbans (0.Dgggnm)

0,15
0,1

0,05

y =2,083x - 0,0038
R*=0,9984

O T T

0 0,05 0,1

0,15

BSA Konsantrasyonu (mg/mil)

0,2

0,25

Sekil 2.1. BSA icin standart kalibrasyon egrisi
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Cizelge 2.3. Lowry yontemi ile total protein tayini

KOR 0.5 ml dH;0 2.5 ml Alkalin Bakir
Reaktifi
STANDART 0.5 ml BSA (0.01-0.2|25 ml Alkalin Bakir
mg/ml) Reaktifi
Ornek dH,0
ORNEKLER 0.1 ml 0.4 ml 2.5 ml Alkalin Bakir
0.25 ml 0.25 ml Reaktifi
05ml |-

2.2.5. Mikroorganizmalarin GST aktivitelerinin belirlenmesi

Ug farkli tuz konsantrasyonunda gelistirilen mikroorganizmalar enzim

kaynag1 olarak kullanilmistir. Glutatyon S-transferaz aktivitesi olgtimleri, kofaktor

GSH ve substrat 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) varliginda Habig ve ark.

(1974) yonteminin modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir. Maksimum enzim

aktivitesi elde etmek i¢in gereken optimum kosullart belirlemek tizere yedi farkl

parametre (Cizelge 2.4) kullanilmistir. Substrat CDNB’ye karst GST aktivitesi

Cizelge 2.5’te verilen kosullar altinda konjugasyon {iriin olusumunun izlenmesi ile

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
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Cizelge 2.4. GST optimizasyonunda kullanilan parametreler

Besiyeri tuz konsantrasyonu (%)

20, 25, 30

Tampon soliisyonlar: (50mM)

Sodyum  asetat, sodyum  fosfat,

potasyum fosfat, Tris-HCI

pH degerleri 5.5, 6.0", 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0,
9.5*
Sicaklik (°C) 15, 20, 25, 30, 35

Protein konsantrasyonlar1 (ug)

25, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150

Final CDNB Konsantrasyonlar1 (mM)

0.25, 0.3, 0.4, 0.5, 0.65, 0.75, 0.85, 1.0,
15,20

Final GSH Konsantrasyonlari (mM)

0.25,0.5,1.0,2.0,3.0,4.0,5.0°, 6.0°

"p. halophila GST aktivitesi optimizasyonunda kullanilan ilave pH degerleri
*H. hispanica GST aktivitesi optimizasyonunda kullanilan ilave pH degerleri
P. halophila GST aktivitesi optimizasyonunda kullanilan ilave final GSH konsantrasyonlari

Cizelge 2.5. Spektrofotometrik GST enzim aktivitesi deneyi kosullari

Stok Final Final Final
Substrat | [Substrat] | [Substrat] | [GSH] [Tampon] | Amax €
(mM) (mM) (mM) (mM) (nm) | (uMem™)
‘pH’
CDNB 20.0 1.0 1.0* 50.0 340 0.0096
4.0# ‘6.57#
9.0

#P. halophila i¢in kullanilan degerler
*H. hispanica icin kullanilan degerler
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Reaksiyon ortamma enzim kaynaginin eklenmesi ile reaksiyon
baslatilmistir. Enzim i¢cermeyen reaksiyon karigimi kor (non-enzimatik reaksiyon)
olarak kullanilmistir. Substrat CDNB’ye kars1t GST aktivitesi 340 nm’de 3 dakika
boyunca konjugasyon iiriinii olusumunun gozlenmesi ile spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. CODNB-GSH konjugatinin molar absorptivite katsayisi (0.0096 uM”
'em™) kullanilarak reaksiyon orani hesaplanmis ve bir dakikada olusan iiriin
miktar1 nmol cinsinden bulunmustur. Enzimin CDNB ve GSH’a kars1 maksimum
hizint (Vmax) ve bu hizin yarisi hiza karsilk gelen CDNB ve GSH
konsantrasyonunu (Ky) hesaplamak i¢in Lineweaver-Burk Hanes-Woolf ve Eadie-

Hofstee grafiklerinden yararlanilmistir.
2.2.6. Istatistiksel analiz

Her parametrenin farkli degerleri i¢in kendisi disindaki diger alti
parametrenin optimum degerleri sabit tutularak birbirinden bagimsiz 6 6l¢iim
gerceklestirilmistir. Olgiilen GST aktiviteleri arasindaki farkliliklar SPSS 16.0
istatistik programi kullanilarak student-t testi (6rnek esleme testi) ve ANOVA
metodu (tek yonlii varyans analizi) yardimiyla istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Ayrica gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak igin
Duncan testi (¢oklu karsilastirma testi) kullanilmustir. Analizler %5 anlam
diizeyine gore yapilmis ve %5’ten diisiik olasilik (p<0.05) gosteren degerler

arasindaki farkliliklar anlamli olarak kabul edilmistir.

35



3. BULGULAR

3.1. Mikroorganizmalarin Gram Reaksiyonlari

Pseudomonas halophila ve Haloarcula hispanica modifiye Gram boyama
sonucunda kirmizi-pembe renge (Gram negatif) boyanmistir. Her iKi
mikroorganizma da ¢omak sekline sahiptir. Sekil 3.1’de boyama sonrast Gr-

negatif boyanmis comak seklindeki hiicrelerin immersiyon objektifi ile 11k

mikroskobundaki goriintiileri goriilmektedir.

Sekil 3.1. Mikroorganizmalarin modifiye gram boyama sonrasi 11tk mikroskobundaki (100x)

goriintiileri (@)Pseudomonas halophila ve (b) Haloarcula hispanica

3.2. Mikroorganizmalarin Toplam Protein iceriklerinin Tayini
Hiicrelerin toplam protein igeriklerinin belirlenmesi standart olarak sigir
serum albiiminin (BSA) kullanildigi Lowry ve ark. yontemine (1951) gore
gergeklestirilmistir. %20 ve %25 tuz konsantrasyonunda tireyen P. halophila’nin
toplam protein icerigi sirasiyla 7,42 mg/ml ve 14,43 mg/ml olarak bulunmustur
(bu mikroorganizma %30 tuz konsantrasyonunda iirememistir). %20, %25 ve
%30 tuz konsantrasyonunda iiretilen H. hispanica’nin toplam protein igeriginin

ise sirasiyla 8,57 mg/ml, 14,95 mg/ml ve 18,16 mg/ml oldugu saptanmuistir.
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3.3. Pseudomonas halophila GST Aktivitesinin Karakterizasyonu

P. halophila ekstraktlarindaki glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi,
Habig ve ark. (1974) yonteminin modifiye edilmesiyle, substrat olarak 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak ve 340 nm’deki tiyoeter olusumunun
izlenmesi esasina dayanilarak spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Elde edilen
sonuclar ANOVA, Dancon ve Student-t testleri yardimiyla istatistiksel olarak
degerlendirilmis, maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum kosullar saptanmustir.
Optimum kosullar altinda P. halophila DSM 3050 susunun GST spesifik
aktivitesinin 53.48 nmol/dk/mg oldugu belirlenmistir.

3.3.1. Besiyeri tuz konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST

aktivitesine etkisi

Tuz konsantrasyonunun GST aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla P.
halophila kiiltiirleri %20, %25 ve %30 tuz konsantrasyonlarindaki sivi
besiyerlerinde bir hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. 7. gliniin sonunda
enzim ekstraksiyon islemleri gerceklestirilerek enzim aktiviteleri Olgiilmiistiir.
%30 tuz konsantrasyonunda gelisim gozlenmedigi igin enzim aktivitesi
belirlenememistir. %20 ve %25 tuz konsantrasyonuna sahip besiyerlerinde gelisen
P. halophila GST aktivitesine ait grafik Sekil 3.2’de verilmistir. Sonuglar student-
t testi yardimiyla istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.1). %95 giivenle
%20 ve %25 tuz konsantrasyonundaki enzim aktiviteleri arasindaki fark anlamli
(p<0.05) bulunmustur. %25 tuz konsantrasyonu optimum konsantrasyon olarak

kabul edilmistir.
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Sekil 3.2. Besiyeri tuz konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi.
Reaksiyon karigimi 1 mM CDNB, 4 mM GSH, 50 pg hiicre ekstrakti ve pH’s1 6.50lan
50 mM Tris-HCI tamponu igermektedir. Reaksiyon 25°C’de 3 dakika yiriitiilmistir.
Her bir nokta 6 6l¢iim sonucunun ortalamasidir.

Cizelge 3.1. Tuz konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin
istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin farkliliklar
0, (] oo
95% gulvenle Snem
Standart Standart fark aralig: dizeyi
Ortalama| sapma hata Alt Ust t df (p)
%20-%25 -19,097 10,909 4,454| -30,545| -7,648| -4,288 5] ,008%

*p<0.05
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3.3.2. Enzim miktarimin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi

GST aktivitesine enzim miktarnin etkisi 1.0 ml reaksiyon karisimi
icindeki final protein konsantrasyonu 25 pg ile 150 pg arasinda degistirilerek
belirlenmistir. Protein miktarinin GST enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.3°te
gosterilmistir. 50 pg protein konsantrasyonuna kadar aktivitenin enzim miktar1 ile
dogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir. Bu konsantrasyon optimum olarak kabul
edilerek caligmanin devaminda 50 pg protein konsantrasyonu rutin olarak
kullanilmistir. ANOVA metodu kullanilarak %5 anlam diizeyine gore yapilan tek
yonlii varyans analizleri sonucunda farkli enzim miktarlarinda olgiilen GST
aktiviteleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu
bulunmustur (Cizelge 3.2). Duncan testi sonucunda GST aktivitesi bakimindan 7

farkli grup olusmustur (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.3. Enzim miktarinin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi. Hiicreler %25 tuz
konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karigtmi 1 mM CDNB, 4 mM GSH ve
pH’s1 6.5 olan 50 mM Tris-HCI tamponu igermektedir. Reaksiyon 25°C’de 3 dakika
yuriitilmiistiir. Her bir nokta 6 6l¢iim sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.2. Enzim miktarinin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin tek yonlii
varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Kareler Serbestlik Kareler Onem
Toplami derecesi Ortalamasi F degeri |Dizeyi (p)
Gruplar arasinda 7943,977 7 1134,854] 482,891 ,000*
Grup i¢inde 94,005 40 2,350
Toplam 8037,982 47
*p<0.05

Cizelge 3.3. Enzim miktarimin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin g¢oklu
karsilastirma testi

GST Aktivitesi

Duncan

Protein| Ornek Homojen gruplar

konst. | sayisi 1 2 3 4 5 6 7

25 g 12,5900

30 pg 15,9633

6
6
40 pg 6 21,0267
50 pg 6 25,5367
6
6
6
6

75 g 33,5050

100 pg 40,2933

125 pg 47,1017

150 pg 47,7333

Onem
. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 ,480
diizeyi
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3.3.3. pH’min Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi

GST aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek tizere 1.0 ml reaksiyon
karisimi ig¢indeki 50 mM Tris-HCl tampon soliisyonunun pH’st 5.5 ile 9.0
arasinda degistirilmistir. Aktivitenin pH 5.5’ten pH 6.5’¢ kadar arttig1, daha sonra
pH 9.0’a kadar giderek azaldigi gézlenmistir (Sekil 3.4). Maksimum aktiviteyi
bulmak i¢in optimum pH olarak belirlenen pH 6.5 bu caligmada rutin olarak
kullanilmigtir. ANOVA metoduyla yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda
farkli pH degerlerinde olgiilen GST aktiviteleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli (p<0.05) oldugu bulunmustur (Cizelge 3.4). Gruplar arasindaki
farkliliklar1 ortaya koymak i¢in yapilan Duncan testi sonucunda birbirinden farkl

6 grup olugmustur (Cizelge 3.5).

35 4

30 -

20 A

15 A

10 A

Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg)

Sekil 3.4. pH’min Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi. Hiicreler %25 tuz
konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karigtmi 1 mM CDNB, 4 mM GSH,
50 pg hiicre ekstrakti ve 50 mM Tris-HCl tamponu igermektedir. Reaksiyon
25°C’de 3 dakika yiiriitiilmiistiir. Her bir nokta 6 6lgiim sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.4. pH’1in Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin tek yonlii varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Kareler Serbestlik Kareler Onem
Toplami derecesi Ortalamasi F degeri | Diizeyi (p)
Gruplar arasinda 2628,708 7 375,530 84,312 ,000*
Grup iginde 178,161 40 4,454
Toplam 2806,870 47
*p<0.05

Cizelge 3.5. pH’1n Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin ¢oklu karsilagtirma testi

Duncan

GST Aktivitesi

Ornek
pH sayisl

Homojen Gruplar

2 3

4

9.0
8.5
8.0
7.5
5.5
7.0
6.0
6.5

D OO O O O O O O

Onem

Diizeyi

6,1600
7,6917

,216

7,6917
9,8917
15,1217

,079 1,000

17,8267
19,7050

,131

24,0650

1,000

28,3350]

1,000
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3.3.4. Sicakhigin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi

15-35°C arasindaki sicaklik degerlerinde GST aktiviteleri o6lgiilerek
sicakligin aktivite lizerindeki etkisi tayin edilmistir. Enzim aktivitesi 15°C’den
25°C’ye kadar artmis ve daha sonra 30 ve 35°C’de giderek azalmistir. Sicakligin
P. halophila GST aktivitesine etkisi Sekil 3.5’te gosterilmistir. Elde edilen
sonuglar ANOVA metoduyla %35 anlam diizeyine gore istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve farkli sicakliklarda Olglilen enzim aktiviteleri arasindaki
farkliliklarin anlamli (p<0.05) oldugu bulunmustur (Cizelge 3.6). Duncan testi
sonucunda GST aktivitesi bakimindan 3 farkli grup olusmus (Cizelge 3.7) ve en

yiiksek aktivitenin gézlendigi 25°C optimum sicaklik olarak kullanilmistir.

w1 [e2)
o o
1 )

B
o
1

N
o
1

Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg)
= w
o o

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
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Sekil 3.5. Sicakligin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi. Hiicreler %25 tuz
konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karigimi 1 mM CDNB, 4 mM GSH, 50
pg hiicre ekstraktt ve pH’st 6.5 olan 50 mM Tris-HCI tamponu i¢ermektedir.
Reaksiyon 3 dakika yiiriitiilmiistiir. Her bir nokta 6 6l¢im sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.6. Sicakligin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin tek yonlii varyans

analizi
ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem
Kareler Toplami| derecesi Ortalamasi F degeri | Diizeyi (p)
Gruplar arasinda 2246,533 4 561,633 22,837 ,000%*
Grup iginde 614,833 25 24,593
Toplam 2861,367 29
*p<0.05

Cizelge 3.7. Sicakligin Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin ¢oklu kargilastirma testi

GST Aktivitesi

Duncan
Ornek Homojen Gruplar
Sicakhik sayist 1 2 3

35°C 6 31,5000
15°C 6] 32,3333
20°C 6 43,0000
30°C 6 49,0000
25°C 6 53,0000
Onem Diizeyi 73 1,000 175
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3.3.5. Substrat (CDNB) konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST
aktivitesine etkisi

GST aktivitesine substrat 1-kloro-2,4-dinitrobenzenin (CDNB) etkisi
reaksiyon karigimi igindeki final CDNB konsantrasyonu 0.25 mM ile 2.0 mM
arasinda degistirilerek belirlenmistir. Substrat konsantrasyonunun aktivite tizerine
etkisi Sekil 3.6’da gosterilmistir. GST aktivitesinin yaklasik 1.0 mM CDNB
konsantrasyonunda doyuma ulastig1 gézlenmis ve ¢alismanin devaminda bu deger
optimum konsantrasyon olarak kullanilmistir. Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 3.7)
cizilerek CDNB’ye karst GST aktivitesinin Ky, degeri 0.52 mM ve Vpax degeri
80.65 nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir. Bu Kinetik parametrelere destekleyici
veriler elde etmek tlizere Hanes-Woolf (Sekil 3.8) ve Eadie-Hofstee (Sekil 3.9)
grafikleri de cizilmistir. Bu ii¢ grafige gore hesaplanan CDNB’ye karsi P.
halophila GST aktivitesine ait kinetik parametreler Cizelge 3.8’de verilmistir.
ANOVA metodu kullanilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda farkli CDNB
konsantrasyonlarinda olgiilen GST aktiviteleri arasindaki farklar anlamli (p<0.05)
bulunmustur (Cizelge 3.9). Duncan testi sonucunda birbirinden farkli 5 grup

olusmustur (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.8. Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafiklerine gore CDNB’ye karst
Pseudomonas halophila GST aktivitesinin kinetik parametreleri

Hesaplama Metodu K Vinax R?

Lineweaver-Burk 0.52 mM | 80.65 nmol/dk/mg 0.99
Hanes-Woolf 0.61 mM | 86.96 nmol/dk/mg 0.99
Eadie-Hofstee 0.54 mM | 82.98 nmol/dk/mg 0.95
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Sekil 3.6. Substrat (CDNB) konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi.
Hiicreler %25 tuz konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karigimi 4 mM GSH,
50 pg hiicre ekstrakti ve pH’s1t 6.5 olan 50 mM Tris-HCl tamponu igermektedir.
Reaksiyon 25°C’de 3 dakika yiiriitilmiistir. Her bir nokta 6 o&l¢iim sonucunun

ortalamasidir.
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Sekil 3.7. Substrata (CDNB) kars1 Pseudomonas halophila GST aktivitesinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 3.8. Substrata (CDNB) kars1 Pseudomonas halophila GST aktivitesinin Hanes-Woolf grafigi
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Sekil 3.9.Substrata (CDNB) kars1 Pseudomonas halophila GST aktivitesinin Eadie-Hofstee grafigi
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Cizelge 3.9. CDNB konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin tek
yonlii varyans analizi

ANOVA
Serbestlik Kareler Onem
Kareler Toplami1| derecesi Ortalamas1 F degeri | Diizeyi (p)
Gruplar arasinda 9771,245 9 1085,694 55,206 ,000%
Grup iginde 983,320 50 19,666
Toplam 10754,564 59
*p<0.05

Cizelge 3.10. CDNB konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisinin ¢oklu
karsilastirma testi

Duncan

GST Aktivitesi

CDNB
Konsantrasyonu

Ornek

sayisi

Homojen Gruplar

3

0.25 mM
0.30 mM
0.40 mM
0.50 mM
0.65 mM
0.75 mM
0.85 mM
1.0 mM

1.5mM

2.0 mM

Onem Diizeyi

26,8466
30,0383] 30,0383

33,9450

D OO O O O O O O O O

,218

,133

40,3500
43,2850
44,9866

,092

50,9150
53,3650

,343

64,2633
66,3116
427
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3.3.6. Kofaktor rediikte glutatyon (GSH) konsantrasyonunun Pseudomonas
halophila GST aktivitesine etkisi

GST aktivitesine rediikte glutatyonun (GSH) etkisi 1.0 ml reaksiyon
karisimi igindeki final GSH konsantrasyonu 0.25 mM ile 6.0 mM arasinda
degistirilerek ol¢iilmiistiir. GSH konsantrasyonunun GST aktivitesine etkisi Sekil
3.10°da  gosterilmistir.  GST  aktivitesinin ~ yaklastk 4.0 mM  GSH
konsantrasyonunda doyuma ulastigi gézlenmis ve bu konsantrasyon calismanin
devaminda optimum olarak kabul edilmistir. Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 3.11)
cizilerek GSH’a kars1 GST aktivitesinin Ky, degeri 1.89 mM ve Vyax degeri 81.30
nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir. Bu kinetik parametrelere destekleyici veriler
elde etmek tiizere Hanes-Woolf (Sekil 3.12) ve Eadie-Hofstee (Sekil 3.13)
grafikleri de ¢izilmistir. Bu ii¢ grafige gore hesaplanan GSH’a kars1 P. halophila
GST aktivitesine ait kinetik parametreler Cizelge 3.11°de gosterilmistir. ANOVA
metoduyla %5 anlam diizeyine gore yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda
farkli GSH konsantrasyonlarinda olglilen GST aktiviteleri arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 3.12). Duncan testi

sonucunda birbirinden farkli 7 grup olusmustur (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.11. Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafiklerine gore GSH’a karst
Pseudomonas halophila GST aktivitesinin kinetik parametreleri

Hesaplama Metodu Ko Vinax R?

Lineweaver-Burk 1.89 mM | 81.30 nmol/dk/mg 0.99
Hanes-Woolf 1.63 mM | 75.19 nmol/dk/mg 0.99
Eadie-Hofstee 1.75mM | 77.59 nmol/dk/mg 0.99
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Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg)

GSH Konsantrasyonu (mM)

Sekil 3.10. Kofaktér (GSH) konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine etkisi.
Hiicreler %25 tuz konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karisimi 1 mM
CDNB, 50 pg hiicre ekstraktt ve pH’st 6.5 olan 50 mM Tris-HCI tamponu
icermektedir. Reaksiyon 25°C’de 3 dakika yiriitiilmiistiir. Her bir nokta 6 olgiim
sonucunun ortalamasidir.
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Sekil 3.11. Kofaktore (GSH) kars1 Pseudomonas halophila GST aktivitesinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 3.12. Kofaktére (GSH) kars1 Pseudomonas halophila GST aktivitesinin Hanes-Woolf grafigi
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Sekil 3.13. Kofaktére (GSH) karsi Pseudomonas halophila GST aktivitesinin Eadie-Hofstee
grafigi
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Cizelge 3.12. Kofaktor (GSH) konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine
etkisinin tek yonlii varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem
Kareler Toplami| derecesi Ortalamasi F degeri | Diizeyi (p)

Gruplar arasinda 15162,477 7 2166,068| 692,356 ,000%*
Grup iginde 125,142 40 3,129

Toplam 15287,619 47

*p<0.05

Cizelge 3.13. Kofaktor (GSH) konsantrasyonunun Pseudomonas halophila GST aktivitesine
etkisinin ¢oklu karsilagtirma testi

GST Aktivitesi

Duncan

Ornek Homojen Gruplar

sayi1si 1 2 3 4 5 6 7

GSH
Konst.

0.25 mM 9,3850

0.50 mM 17,5200

1.0 mM 28,2200

2.0mM

6

6

6

6 33,7816
3.0 mM 6

6

6

6

51,0150

4.0 mM 53,4850

5.0 mM 56,5800

6.0 mM 58,5816

Onem

1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 ,057

Diizeyi
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3.4. Haloarcula hispanica GST Aktivitesinin Karakterizasyonu

H. hispanica ekstraktlarindaki glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi,
Habig ve ark. (1974) yonteminin modifiye edilmesiyle, substrat olarak 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak ve 340 nm’deki tiyoeter olusumunun
izlenmesi esasina dayanilarak spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Elde edilen
sonuglar ANOVA ve Duncan testleri yardimiyla istatistiksel olarak
degerlendirilmis, maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum kosullar saptanmis ve
H. hispanica ATCC 33960 susunun GST spesifik aktivitesinin 19.67 nmol/dk/mg

oldugu belirlenmistir.

3.4.1. Besiyeri tuz konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine
etkisi

Tuz konsantrasyonunun GST aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla H.
hispanica kiiltiirleri %20, %25 ve %30 tuz konsantrasyonlarina sahip sivi
besiyerlerinde bir hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. 7. giiniin sonunda
ekstraksiyon islemleri gerceklestirilerek enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Farkli tuz
konsantrasyonuna sahip besiyerlerinde gelisen H. hispanica GST aktivitesine ait
grafik Sekil 3.14’te verilmistir. En yliksek GST aktivitesinin gozlendigi %25 tuz
konsantrasyonu optimum konsantrasyon olarak kabul edilmistir. Sonuglar
ANOVA metoduyla %5 anlam diizeyine gore analiz edilmis ve GST aktiviteleri
arasindaki farklar anlamli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 3.14). Duncan testi
sonucunda GST aktivitesi bakimindan 3 farkli grup elde edilmistir (Cizelge 3.15).
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Sekil 3.14. Besiyeri tuz konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi
Reaksiyon karisimi 1 mM CDNB, 1 mM GSH, 50 pg hiicre ekstrakti ve pH’s1 9.0
olan 50 mM Tris-HCl tamponu igermektedir. Reaksiyon 25°C’de 3 dakika
yiriitiilmiistiir. Her bir nokta 6 6l¢iim sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.14.

Besiyeri tuz konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin
tek yonlii varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem
Kareler toplamu1 | derecesi ortalamasi F degeri | diizeyi (p)
Gruplar arasinda 341,688 2 170,844 36,744 ,000*
Grup i¢inde 69,743 15 4,650
Toplam 411,431 17
*p<0.05

Cizelge 3.15.
¢oklu karsilagtirma testi

GST aktivitesi

Duncan

Tuz Ornek Homojen gruplar
Konsantrasyonu sayist 1 2 3
% 20 6 9,2617
% 30 6 16,4917
% 25 6 19,6750
Onem diizeyi 1,000 1,000 1,000

Besiyeri tuz konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin
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3.4.2. Enzim miktarmin Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi

GST aktivitesine enzim miktarinin etkisi 1.0 ml reaksiyon karigimi
icindeki final protein konsantrasyonu 25 pg ile 150 pg arasinda degistirilerek
belirlenmistir. Protein miktarinin GST enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.15°te
gosterilmistir. 50 pg protein konsantrasyonuna kadar aktivitenin enzim miktari ile
orantili olarak arttigi gozlenmis ve bu konsantrasyon optimum olarak kabul
edilerek caligmanin devaminda 50 pg protein konsantrasyonu rutin olarak
kullanilmistir. ANOVA metodu kullanilarak %35 anlam diizeyine goére yapilan
analizler sonucunda farkli enzim miktarlarinda 6l¢iilen GST aktivitesi arasindaki
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu bulunmustur (Cizelge
3.16). Gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in yapilan Duncan testi
sonucunda birbirinden farkli 6 grup olusmustur (Cizelge 3.17).

350 ~

300

250

200

150

100

50

Enzim Aktivitesi (nmol/dk/ml)

O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Protein Konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 3.15. Enzim miktarimin Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi. Hiicreler %25 tuz
konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karistmi 1 mM CDNB, 1 mM GSH ve
pH’s1 9.0 olan 50 mM Tris-HCI tamponu igermektedir. Reaksiyon 25°C’de 3 dakika
yiiriitiilmiigtiir. Her bir nokta 6 6l¢iim sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.16. Protein konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin tek
yonlii varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem
Kareler toplamu1 | derecesi ortalamasi F degeri | diizeyi (p)
Gruplar arasinda 5192,648 7 741,807 84,870 ,000*
Grup iginde 349,619 40 8,740
Toplam 5542,267 47
*p<0.05

Cizelge 3.17. Protein konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin ¢oklu
karsilastirma testi

GST aktivitesi

Duncan

Protein Ornek Homojen gruplar

Konsantrasyonu | sayisi 1 2 3 4 5 6

6,8083
9,0117

25 g
30 ug
40 ug
50 ug

75 g
100 pg

125 ng
150 pg

12,6700
19,1800
24,1633
28,7467
33,4450
35,9400

3D OO OO O O O O O

Onem diizeyi ,204 1,000 1,000 1,000 1,000 ,152
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3.4.3. pH’min Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi

GST aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek {izere, 1.0 ml reaksiyon
karisimi i¢indeki 50 mM Tris-HCI tampon soliisyonun pH’s1 6.5 ile 9.5 arasinda
degistirilmistir. pH 6.5 ve 7.0’da aktivite gdzlenmemistir. Aktivitenin pH 7.5’ten
pH 9.0’a kadar arttig1, daha sonra giderek azaldigi gozlenmistir (Sekil 3.16).
Maksimum aktiviteyi bulmak i¢in optimum pH olarak belirlenen pH 9.0 bu
calismada rutin olarak kullanilmistir. ANOVA metodu kullanilarak yapilan tek
yonlii varyans analizi sonucunda farkli pH degerlerinde 6l¢iilen GST aktiviteleri
arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu bulunmustur
(Cizelge 3.18). Gruplar arasindaki farkliliklari ortaya koymak i¢in yapilan Duncan

testi sonucunda birbirinden farkli 5 grup olugsmustur (Cizelge 3.19).

20 A

15 -

Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg)

O T T T T T T T 1
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0

pH

Sekil 3.16. pH’min Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi. Hicreler %25 tuz
konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karisimi 1 mM CDNB, 1 mM GSH,
50 pg hiicre ekstrakti ve 50 mM Tris-HCI tamponu igermektedir. Reaksiyon 25°C’de
3 dakika yiiriitiilmistiir. Her bir nokta 6 6l¢iim sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.18. pH’1n Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin tek yonlii varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem diizeyi
Kareler toplami |  derecesi ortalamasi F degeri (p)
Gruplar arasinda 734,295 4 183,574 74,074 0,000*
Grup iginde 61,956 25 2,478
Toplam 796,252 29
*p<0.05

Cizelge 3.19. pH’1in Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin ¢oklu kargilastirma testi

Duncan

GST aktivitesi

pH

Ornek

Homojen gruplar

sayl1sl

3

7.5
8.0
8.5
9.5
9.0

Onem diizeyi

D OO OO OO O

6,2033

1,000

8,5733

1,000

13,1300

1,000

16,4917

1,000

19,6750
1,000
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3.4.4. Sicakhigin Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi

15-35°C arasindaki sicaklik degerlerinde GST aktiviteleri o6lgiilerek
sicakligin aktivite lizerindeki etkisi belirlenmistir. Enzim aktivitesi 15°C’den
25°C’ye kadar artmis ve daha sonra 30 ve 35°C’de giderek azalmistir. Sicakligin
H. hispanica GST aktivitesine etkisi Sekil 3.17°de gosterilmistir. Sonuglar
ANOVA metoduyla %5 anlam diizeyine gore istatistiksel olarak degerlendirilmis
ve farkli sicakliklarda oOlgiilen enzim aktiviteleri arasindaki farklarin anlamli
(p<0.05) oldugu bulunmustur (Cizelge 3.20). Duncan testi sonucunda GST
aktivitesi bakimindan 3 farkli grup olusmus (Cizelge 3.21) ve en yiiksek

aktivitenin gozlendigi 25°C optimum sicaklik olarak kullanilmistir.

20 A

10 A

Spesifik Aktivite (nmol/dk/mg)

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Sicaklik (°C)

Sekil 3.17. Sicakligin Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi. Hiicreler %25 tuz
konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karisim: 1 mM CDNB, 1 mM GSH,
50 pg hiicre ekstrakti ve pH’st 9.0 olan 50 mM Tris-HCI tamponu igermektedir.
Reaksiyon 3 dakika yiiriitiilmistiir. Her bir nokta 6 6l¢lim sonucunun ortalamasidir.
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Cizelge 3.20. Sicakligin Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin tek yonlii varyans analizi

ANOVA

GST Aktivitesi

Serbestlik Kareler Onem diizeyi

Kareler toplami derecesi ortalamasi F degeri (p)
Gruplar arasinda 345,434 4 86,358 22,463 ,000*
Grup iginde 96,112 25 3,844
Toplam 441,546 29
*p<0.05

Cizelge 3.21. Sicakligin Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin ¢oklu karsilastirma testi

GST aktivitesi

Duncan
Ornek Homojen gruplar
Sicakhik sayi1s1 1 2 3

35°C 6 9,5200
15°C 6| 11,7583| 11,7583
30°C 6 12,8783
20°C 6 13,9433
25°C 6 19,6750
Onem diizeyi ,059 ,079 1,000
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3.4.5. Substrat (CDNB) konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST
aktivitesine etkisi

GST aktivitesine substrat CDNB’nin etkisi reaksiyon karigimi igindeki
CDNB konsantrasyonu 0.25 mM ile 2.0 mM arasinda degistirilerek belirlenmistir.
Substrat konsantrasyonunun aktivite iizerine etkisi Sekil 3.18’de verilmistir. GST
aktivitesinin yaklagik 1.0 mM CDNB konsantrasyonunda doyuma ulastig1
gozlenmis ve c¢aligmanin devaminda bu deger optimum konsantrasyon olarak
kullanilmigtir. Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 3.19) cizilerek CDNB’ye karsi
GST aktivitesinin Ky, degeri 0.46 mM ve Vyax degeri 27.93 nmol/dk/mg olarak
hesaplanmistir. Bu kinetik parametrelere destekleyici veriler elde etmek iizere
Hanes-Woolf (Sekil 3.20) ve Eadie-Hofstee (Sekil 3.21) grafikleri de ¢izilmistir.
Bu ii¢ grafige gore hesaplanan CDNB’ye kars1 H. hispanica GST aktivitesine ait
Kinetik parametreler Cizelge 3.22°de gosterilmigti. ANOVA metoduyla %5
anlam diizeyine gore yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda farkli CDNB
konsantrasyonlarinda Olgiilen GST aktiviteleri farkliliklart istatistiksel olarak
anlamli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 3.23). Duncan testi sonucunda birbirinden

farkli 6 grup olusmustur (Cizelge 3.24).

Cizelge 3.22. Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafiklerine gére CDNB’ye kars1
Haloarcula hispanica GST aktivitesinin kinetik parametreleri

Hesaplama Metodu K Vinax R?

Lineweaver-Burk 0.46 mM | 27.93 nmol/dk/mg 0.99
Hanes-Woolf 0.45mM | 27.62 nmol/dk/mg 0.99
Eadie-Hofstee 0.46 mM | 27.95 nmol/dk/mg 0.97
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Sekil 3.18. Substrat (CDNB) konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi.
Hiicreler %25 tuz konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karigimi 1 mM GSH,
50 ug hiicre ekstraktt ve pH’1 9.0 olan 50 mM Tris-HCl tamponu i¢ermektedir.
Reaksiyon 25°C’de 3 dakika yiirGitilmistir. Her bir nokta 6 Ol¢iim sonucunun

ortalamasidir.
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Sekil 3.19. Substrata (CDNB) kars1 Haloarcula hispanica GST aktivitesinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 3.20. Substrata (CDNB) karg1 Haloarcula hispanica GST aktivitesinin Hanes-Woolf grafigi
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Sekil 3.21. Substrata (CDNB) kars1 Haloarcula hispanica GST aktivitesinin Eadie-Hofstee grafigi
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Cizelge 3.23. CDNB konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin tek

yonlii varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem
Kareler toplam1 |  derecesi ortalamast | F degeri | diizeyi (p)

Gruplar arasinda 770,611 9 85,623 17,937 ,000*
Grup i¢inde 238,678 50 4,774

Toplam 1009,290 59

*p<0.05

Cizelge 3.24. CDNB konsantrasyonun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin ¢oklu
karsilastirma testi

GST aktivitesi

Duncan

Ornek Homojen gruplar

sayisi 1 2 3 4 5 6

CDNB
Konsantrasyonu

0.25 mM
0.30 mM
0.40 mM

9,8650
11,2033| 11,2033
13,2867| 13,2867
0.50 mM 14,0967
0.65 mM
0.75 mM
0.85 mM
1.0 mM
1.5 mM

2.0 mM

14,0967

16,2783 16,2783

17,6100| 17,6100

18,2850 18,2850

19,6767
20,0417
20,3717

Onem diizeyi ,294 ,105 ,524 ,090 ,139 ,054
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3.4.6. Kofaktor rediikte glutatyon (GSH) konsantrasyonunun Haloarcula
hispanica GST aktivitesine etkisi

GST aktivitesine rediikte glutatyonun (GSH) etkisi, 1.0 ml reaksiyon
karisimi i¢gindeki GSH konsantrasyonu 0.25 mM ile 4.0 mM arasinda
degistirilerek Olgiilmistiir. GSH konsantrasyonunun etkisi Sekil 3.22°de
gosterilmigtir. GST aktivitesinin yaklasik 1.0 mM GSH konsantrasyonunda
doyuma ulastig1r gézlenmis ve bu konsantrasyon c¢alismanin devaminda optimum
olarak kabul edilmistir. Lineweaver-Burk grafigi (Sekil 3.23) ¢izilerek GSH’a
kars1 GST aktivitesinin Ky degeri 0.13 mM ve Vpax degeri 22.03 nmol/dk/mg
olarak hesaplanmistir. Bu kinetik parametrelere destekleyici veriler elde etmek
tizere Hanes-Woolf (Sekil 3.24) ve Eadie-Hofstee (Sekil 3.25) grafikleri de
cizilmistir. Bu ¢ grafige gore hesaplanan GSH’a karst H. hispanica GST
aktivitesine ait Kinetik parametreler Cizelge 3.25’te gosterilmisti. ANOVA
metoduyla %5 anlam diizeyine gore yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda
farkli CDNB konsantrasyonlarinda dlgiilen GST aktiviteleri farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 3.26). Duncan testi
sonucunda birbirinden farkli 4 grup olusmustur (Cizelge 3.27).

Cizelge 3.25. Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafiklerine gore GSH’a kars1
Haloarcula hispanica GST aktivitesinin kinetik parametreleri

Hesaplama Metodu K Vinax R?

Lineweaver-Burk 0.13mM | 22.03 nmol/dk/mg 0.99
Hanes-Woolf 0.12mM | 22.08 nmol/dk/mg 0.99
Eadie-Hofstee 0.13mM | 21.96 nmol/dk/mg 0.98
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Sekil 3.22. Kofaktor (GSH) konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisi.
Hiicreler %25 tuz konsantrasyonunda gelistirilmistir. Reaksiyon karisimi 1 mM
CDNB, 50 pg hiicre ekstraktt ve pH’st 9.0 olan 50 mM Tris-HCI tamponu
icermektedir. Reaksiyon 25°C’de 3 dakika yiiriitiilmiistiir. Her bir nokta 6 6lgiim
sonucun ortalamasidir.
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Sekil 3.23. Kofaktore (GSH) karsi Haloarcula hispanica GST aktivitesinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 3.24. Kofaktore (GSH) karsi1 Haloarcula hispanica GST aktivitesinin Hanes-Woolf grafigi
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Sekil 3.25. Kofaktére (GSH) kars1 Haloarcula hispanica GST aktivitesinin Eadie-Hofstee grafigi
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Cizelge 3.26. GSH konsantrasyonunun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin tek yonli
varyans analizi

ANOVA
GST Aktivitesi
Serbestlik Kareler Onem
Kareler toplamu1 | derecesi ortalamasi F degeri | diizeyi (p)
Gruplar arasinda 193,459 5 38,692 10,022 ,000%*
Grup iginde 115,816 30 3,861
Toplam 309,276 35
*p<0.05

Cizelge 3.27. GSH konsantrasyonun Haloarcula hispanica GST aktivitesine etkisinin ¢oklu
karsilastirma testi

GST aktivitesi
Duncan
GSH Ornek Homojen gruplar
Konsantrasyonu sayi1st 1 2 3 4
0.25 mM 6 14,5450
2.0mM 6 16,1067 16,1067
3.0mM 6 16,5483 16,5483
0.50 mM 6 17,6133| 17,6133
1.0 mM 6 19,6767 19,6767
4.0 mM 6 21,5100]
Onem diizeyi ,105 ,220 ,079 117
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4. TARTISMA

Glutatyon S-transferazlar (GST’ler) tipik olarak glutatyon (GSH)
konjugasyonunu kapsayan bir reaksiyonla bir¢cok elektrofilik bilesigin
uzaklastirilmasini saglayan bir enzim ailesidir (Armstrong 1997). GST’ler farkli
reaksiyon tiplerinde yer alirlar. Genellikle substrat ve GSH’in siilfiir atomu
arasinda bir tiyoeter bagi olusumu vasitasiyla bir elektrofilik merkez igeren
bilesikler ile rediikte glutatyonun (GSH) konjugasyonunu katalizlerler (Mannervik
ve ark. 1985). Konjugasyon reaksiyonlarinin yaninda GST izozimlerinin ¢ogu
organik hidroperoksitlerin indirgenmesi ve c¢esitli doymamis bilesiklerin
izomerizasyonu gibi diger GSH-bagimli katalitik aktivitelerde yer alirlar. GST
ayn1 zamanda karsinojenlerin uzaklastirilmasi, hidrofobik ligandlarin hiicre igi
transportu ve sinyal doniisim yolaklarinin diizenlenmesi gibi non-katalitik

fonksiyonlarda da rol oynar (Adler ve ark. 1999; Cho ve ark. 2001).

Okaryotik GST’ler halojenli aromatik ve alifatik bilesikler, a,B-doymamis
karbonil bilesikleri, izotiyosiyanatlar ve protein disiilfitleri gibi c¢ok sayida
elektrofilik bilesigin glutatyon ile konjugasyonunu saglar (Hayes ve Pulford
1995). Bugiine kadar ¢alisilmig bakteriyel GST’ler ise bu tip kimyasallara karsi
oldukea diisiik bir aktivite gosterirler. Bunun yerine konukcu bakteriler tarafindan
gelisim i¢in kullanilan kimyasallarin degradasyon yolaklarindaki spesifik
reaksiyonlar1 katalizlerler (Vuilleumier 1997). Bunun disinda oksidatif ve
ksenobiyotik strese kars1 savunmada, naftalin ve izopren metabolizmasi ile lignin
degradasyonunda gorevlidirler (Allocati ve ark. 2009).Cok hiicreli canlilardaki
kadar fazla olmamakla birlikte bazi zararli kimyasallarin degradasyonunda da rol
oynadiklar1 bilinmektedir (Mueller ve ark. 1990; Hofer ve ark. 1994; Wang ve
ark. 1996; Kanaly ve Harayama 2000; Xia ve ark. 2005; Cavalca ve ark. 2007).
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Yiiksek tuz konsantrasyonlarindaki yasama adaptasyon saglamis,
hipersalin ortamlarda diisiik kontaminasyon riski tagiyan ve bu nedenle bir¢ok
uygulama alanina sahip halofilik mikroorganizmalar ve bunlarin enzimlerine olan
ilgi son yillarda oldukca artmistir. Halofilik mikroorganizmalarda calisilmis
detoksifikasyon enzimlerine katalaz, katalaz-peroksidaz, siiperoksit dismutaz,
askorbat peroksidaz, askorbik asit oksidaz ve cesitli dehidrojenazlar 6rnek olarak
verilebilir. (Bonete ve ark. 2003; Zamocky 2004; Chiang ve Chou 2008; Mishra
ve ark 2009; Confalonieri ve Sommer 2011; Focardi ve ark. 2012).

Yiiksek kararliliklar1 ve genis bir yelpazade katalizledikleri reaksiyonlar
sayesinde bakteriyel GST’ler gelecek i¢in oldukga timit vadeden biyoteknolojik
bir kaynak olusturmaktadir. Ornegin, biyoremediyasyon alaninda kontamine
olmus ortamlarin temizlenmesinde kullanilan geleneksel fizikokimyasal

uygulamalara ekonomik bir alternatif olarak kullanilabilirler (Allocati ve ark.
2009).

Bakterilerin genetik manipiilasyonlara nispeten acgik olmasi ve hizli bir
sekilde gelismelerinin gelecekte biyoteknolojik uygulamalarda biiyiikk avantaj
saglayacag diistiniilmektedir. Kurtovic ve ark. (2008) tarafindan kullanilan DNA
shuffling (DNA karisimi) teknigini kullanarak farkli memeli tiirlerinden alt1 alfa
smifi GST’yi hibritlemis ve =zararli kimyasallara karsi gelismis katalitik
aktivitelere ve degisik substrat seciciligine sahip simerik enzimler elde

etmislerdir.

GST’lerin biyoteknolojik uygulamalarina diger bir 6rnek olarak farkli
enzimatik aktiviteler ile protein fiizyon teknigi verilebilir. Ornegin, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz ile tig-fonksiyonlu enzim
aktivitesi lretilmis ve rekombinant simerik enzimin reaktif oksijen tiirlerinin
uzaklastirllmasinda etkili oldugu gosterilmistir (Yan ve ark. 2008). Bu yaklagimin
ilag sektoriinde ve cevresel alanda ¢esitli uygulamalara sahip olacag:

diistiniilmektedir (Allocati ve ark. 2009).
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Diger bir potansiyel uygulama biyosensorlerin hazirlanmasina dayanir. Bu
algilama sistemleri ¢evre kirliligine sahip ortamlarin kontroliinde genis olgiide
kullanilir. Biyosensorler ucuz, kolay kullanimli, yiiksek duyarlilik ve segicilige
sahip geleneksel metotlar ile rekabet edebilecek nitelikte sistemlerdir. Ornegin,
bir memeli GST’si kontamine sulardaki kaptanin (GST nin gii¢lii bir inhibitorii)
saptanmasi i¢in optikal bir biyosensor gelistirilmesinde kullanilmigtir (Choi ve

ark. 2003).

Cevresel toksik bilesiklerin ortadan kaldirilmasinda komple bir metabolik
yolaga sahip tek bir bakteri susunun kullanilabilir. Ornegin Rui ve ark. (2004) E.

coli’deki bir metabolik yolagi klorlu etenlerin degradasyonunda kullanmislardir.

GST enzimlerinin yapisal ve fonksiyonel analizleri yapilan prokaryotik
organizmalar arasinda Issatchenkia orientalis (Tamaki ve ark. 1989), Klebsiella
oxytoca, Serratia marcescens (Piccolomini ve ark. 1989), Escherichia coli
(Rossjohn ve ark., 1998), Pseudomonas sp. (Jung ve ark. 1996), Enterobacter
cloacae, Citrobacter diversus, Klebsiella planticola, Pseudomonas cepacia,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Xanthomonas campestris
(Zablotowicz ve ark. 1995), Proteus mirabilis (Nishida ve ark., 1998; Allocati ve
ark. 2006), Rhodococcus sp (van Hylckama ve ark. 2000), Sphingomonas
paucimobilis (Masai ve ark. 2003), Ochrobactrum anthropi (Favaloro ve ark.
2000; Tocheva ve ark., 2006; Federici ve ark. 2007), Burkholderia xenovorans,
Agrobacterium tumefaciens (Kosloff ve ark. 2006), Thermosynechoccus
elongatus, Synechoccus elongatus (Wiktelius ve Stenberg 2007), Shewanella

oneidensis (Remmerie ve ark. 2008) sayilabilir.

Gram-negatif bakterilerde GST’lerin varligi, yapisal ve katalitik 6zellikleri
ile ilgili sahip olunan bilgi olduk¢a fazla olmasina ragmen Gram-pozitif
bakterilerde GST’lerin tanimlanmasi ve karakterizasyonuna iliskin yalnizca birkag
calisma vardir. Ornegin rizosfer bakterilerden Arthrobacter spp. ve Bacillus
spp.’de CDNB ve GSH ile ¢ok diisiik konjugasyon aktivitesi gosteren GST enzimi
tespit edilmistir (Zablotowicz ve ark. 1995).
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Yakin bir tarihe kadar aerobik Arkea’da ana tiyol olarak glutatyon
bulunmadigi bu nedenle GST yoklugunun beklenen bir durum oldugu (Fahey ve
Sundquist 1991) diistiniilmekte idi. Ayrica, termofilik arkeler Pyrococcus furiosus
ve Sulfolobus solfataricus’ta NADPH-bagimli glutatyon rediiktaz bulunmadiginin
rapor edilmesi (Guagliardi ve ark. 1995) iizerine Arkea’da glutatyon ya da redoks
peptitlerinin de var olmadigi kanis1 olusmustu (Ladenstein ve Ren 2008).

Coker ve ark. (2007) halofilik bir arkea olan Halobacterium sp. NRC-1
straininde yiiksek ve diisiik tuz konsantrasyonunun gen ekspresyonu iizerine
etkilerini arastirmak iizere mikroarray analizleri gerceklestirmis ve tuz stresi
kosullarinda gelisimin potasyum, fosfat ve demir tasiyicilar1 gibi bir¢ok iyon
tagiyicist ve stres proteinlerinin gen kodlarinda modiilasyona neden oldugunu
bulmuslardir. Disiik tuz kosullart altinda siiperoksit dismutaz’1t (SOD) kodlayan
sodl ve sod2 genleri gibi glutatyon S-transferazi kodlayan gst geninin de up-
regille (1.5 kat) oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular ozmotik stres altindaki
haloarkelerde reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasinda GST’nin rol aldigini

gostermektedir (Coker ve ark. 2007).

Allocati ve ark. (2011) tarafindan ¢ok yakin bir tarihte yaymlanan ¢aligma
Arkea’da GST’lerin dagilimi ile ilgili yapilmis ilk ve en 6nemli ¢alisma olarak
kabul edilmektedir. Arastirmacilar Halobacteria’da bir ka¢ GST geni bulmuslar,
yeni tanmimlanmis genler ve bilinen GST genleri arasindaki evrimsel iliskileri
ortaya koymuslardir. Euryarchaeota filumundan Halobacteria’ya ait 11 ve bir
Crenaarchaeota liyesinde 1 GST geni tanimlanmigtir. Tanimlanan dizilerin Gram-
negatif bakterilerde bulunan bilinen GST’lerden farkli bir dagilim gosterdigi
gorilmiistlir. Yapilan caligmanin en 6nemli verisi Arkea genomlarinda tanimlanan
putatift GST’lerin %91’inin Xi smifina atanmasidir. Xi sinifi mayalardaki
Gto2’nin 6zellikle N-terminal domain bakimindan dizi olarak homologu olan bir

siniftir.
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Birgok bakteride ve hemen hemen Okaryotlarin tamaminda GSH (y-
glutamil-sisteinil-glisin) redoks hemoastazini saglamak ve toksik kimyasallara
karst korunmada temel diisiik-molekiil-agirlikli tiyol olarak bulunur. GSH iki
enzimatik proses araciligiyla glutamattan sentezlenir. Ik enzim y-glutamil-sistein
sentetaz (GshA) ATP tiiketimiyle L-sisteini L-glutamata baglayarak dipeptit L-y-
glutamil-L-sistein (y-GC) olusumunu saglar. ikinci enzim olan glutamat sentetaz
(GshB) ise glisini ekleyerek tripeptit glutatyonu olusturur. GSH sentezi 6ncelikli
olarak Okaryotlarda ve siyanobakteriler, mor bakteriler ve gram negatif
bakterilerde bulunurken arkeler ve amitokondriyal 6karyotlarda bulunmaz (Kim
ve ark 2008).

Arkea oksidatif strese karsi savunmada rol oynayan y-glutamil sistein ve
CoA gibi GSH’a alternatif tiyoller sentezler. Ozellikle Halobacteria’da y-glutamil
sistein temel diisiik-molekiiler-agirlikli tiyol olarak bulunur ve GSH ile benzer
fonksiyon gosterir. GSH sentezi ile iligkili genlerin varlifini arastirmak igin
putatif (varsayimsal) GST genlerini kodlayan arkeal genomlari analiz edilmistir.
12 genomun 5’inde glutamat-sistein ligaz tanimlanirken higbir genomda GSH
sentetaz geni tanimlanmamustir. Ayrica 7 arkeal tiiriiniin GSH biyosentezinde yer

alan herhangi bir gene sahip olmadig1 goriilmiistiir (Allocati ve ark. 2011).

Cok sayida Arkea’nin GST-igeren genomlarinda yalnizca y-glutamil-
sisteinin bulunmasi kodlanan GST enzimlerinin islevsel olmayacagi anlamina
gelmemektedir. Baz1 GST izozimlerinin klasik CDNB konjugasyon aktivitesi i¢in
ko-substrat olarak y-glutamil sisteini kabul ettigi bilinmektedir (Sugimoto ve ark.
1985).

Arkea’da Xi sinift GST’lerin egemen oldugunun bilinmesinin, gelecekte
bu domainden iiyelerin klonlanmasi ve enzimatik yeteneklerinin karakterize
edilmesi i¢in biiylik bir ilgiye neden olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica y-glutamil
sistein ligaz genini igeren ve glutatyon sentetaz genine sahip olmayan genomlarin
biiyiik olclide analiz edilmesi, bu GST’lerin ko-substrat olarak GSH yerine y-
glutamil sistein’i tercih edip etmedikleri ve bunu molekiilii hangi olgiide

kullandiklarinin belirlenmesi agisindan ilgi konusu olacaktir.
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Yapilan bu c¢alisma halofilik mikroorganizmalarda GST enziminin
optimizasyonu agisindan bakildiginda 6zgiin bir caligmadir. Ayrica o6zellikle
Arkea’da GST enziminin varliginin gosterilmesi bakimindan Coker ve ark (2007)

ve Allocati ve ark. (2011) yaptiklar1 caligmalar1 destekler niteliktedir.

Bu c¢alismada, Bakteria (Pseudomonas halophila DSM 3050) ve Arkea
(Haloarcula hispanica ATCC 33960) domainlerine ait iki ekstremofil
mikroorganizma kullanilarak halofilik mikroorganizmalardaki GST aktivitesi test
edilmistir. Besiyeri tuz konsantrasyonu, tampon soliisyonu, pH, sicaklik, protein,
CDNB ve GSH konsantrasyonlarinin farkli degerleri kullanilarak enzimin

optimum aktivite gosterdigi kosullarin belirlenmesi amaglanmaistir.

Besiyeri tuz konsantrasyonunun GST enzim aktivitesine etkisi
belirlenirken mikroorganizmalar %20, %25 ve %30 olmak {izere ii¢ farkli tuz
konsantrasyonunda inkiibasyona birakilmistir. Ancak P. halophila’nin %30 tuz
konsantrasyonunda gelisme gostermedigi goriilmiis dolayisiyla P. halophila igin
yalmizca iki tuz konsantrasyonundaki GST aktiviteleri birbiri ile
karsilastirilabilmistir. Takip eden calismalarda bu bakterinin gelisme gosterdigi
bilinen %20’ten daha diisiikk tuz konsantrasyonlarinda da GST aktivitesinin

izlenmesinin uygun olacagi diisiiniilmektedir.

Mikroorganizmalarin ekstraksiyonunda 6ncelikle 20mM Tris-HCI, 1mM
Dihiothreitol (DDT) ve 1 mM fenilmetilsulfonil fluorin igeren soguk lizis tampon
soliisyonu (pH 7.4) ile siispanse edilmis hiicrelerin mikro u¢ kullanilarak
sonikasyonla parcalanmasi esasina dayanan Ogunseitan metodu (1998)

kullanilmistir.

Ancak GST aktivitesini belirlemek {izere yapilan deneyler sonucu enzim
aktivitesi gozlenememesi nedeniyle bu ekstraksiyon metodunun yetersiz oldugu
diisiiniilmistlir. Bu nedenle ekstraksiyon islemi i¢in dondurma-¢cdzme yontemi
(Koval ve Sprott, 2007) kullanilmistir. Bu yontemde bir hafta boyunca sivi
besiyerinde gelistirilen hiicreler santrifiijle toplandiktan sonra soguk amonyum

stilfat tamponu (pH 7.4) ile siispanse edilmislerdir.
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P. halophila ekstraksiyonunda amonyum siilfat tampon sollisyonu enzim
aktivitesi Ol¢limlerinde olumlu sonuglar verirken H. hispanica’da bu soliisyon
kullanilarak — gergeklestirilen par¢alama islemi sonrasi enzim aktivitesi
gbzlenememistir. Bu nedenle H. hispanica ekstraksiyonunda saf su igerisindeki
halofilik hiicrelerin membranlarinin osmotik basingtan dolay1 pargalanmasi
fikrinden yola ¢ikarak hiicreler soguk steril ultra saf su ile slispanse edilmistir.
Boylece ekstraksiyonda basari saglanmis ve bu mikroorganizmada da enzim

aktivitesi izlenebilmistir.

Ayrica bir giin siire ile -80°C’de dondurulup bir giin sonunda +4°C’de
¢oziindiiriilen 6rnekler rutin olarak 10000 rpm 4°C°de 15 dakika santrifiij edilerek
enzim ve protein tayininde kullanilacak olan hiicre icerigi elde edilmistir. Ancak
%20 tuz igeren besiyerinde gelisen H. hispanica’nin dondurma-¢6zme isleminden
sonraki santrifiijiinde pelet ve siipernatan ayirimi saglanamamistir. Bu problemin
astlmasi i¢in santrifij hizinin arttirllmasia gerek duyulmustur. Santrifiij islemi
10000 rpm yerine 20000 rpm’de yapildiginda hiicre ekstresi bagarili bir sekilde

elde edilmistir.

Final konsantrasyonlar1 50 mM (van Hylckama Vlieg ve ark. 1998; van
Hylckama Vlieg ve ark. 1999; Lushchak ve ark. 2001) olan sodyum asetat,
sodyum fosfat, potasyum fosfat ve Tris-HCI tampon soliisyonlari kullanilarak
aktivite olgiimleri gergeklestirilmistir. Bu soliisyonlardaki maksimum aktivite
degerleri karsilastirildiginda P. halophila i¢in Tris-HCI tamponunun sodyum
asetat tamponundan yaklasik %82, sodyum fosfat tamponundan %61 ve potasyum
fosfat tamponundan yaklasik %46 daha yiikksek GST aktivitesine izin verdigi
goriilmiistiir. H. hispanica’da sodyum asetat tamponu kullanildiginda aktivite
gozlenememistir. Potasyum fosfat ve sodyum fosfat tamponlar1 kullanildiginda ise
GST aktivitesinde Tris-HCI tamponuna gore sirasiyla %35 ve %43 diisiis oldugu
kaydedilmistir. Bu nedenle ¢alismanin devaminda rutin olarak Tris-HCI tamponu

kullanilmistir.
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pH’in GST enzim aktivitesini belirlemek tizere Tris-HCI tamponunun
pH’st 6.5 ile 9.0 arasinda degistirilmistir. P. halophila GST aktivitesinin pH
6.5’da maksimum diizeyde oldugu, pH arttikca aktivitenin azaldigi goriilmiistiir.
Bunun tizerine daha diisiik pH degerlerinde (pH 5.5 ve 6.0) de enzim aktivitesi
Ol¢iilmiistiir. Sonuglar birlikte degerlendirildiginde P. halophila GST aktivitesinin
pH 6.5’¢ kadar arttign ve daha sonra pH 9.0’a kadar bir diislis yasadigi
gbzlenmistir. H. hispanica’da ise enzim aktivitesi pH 6.5’tan 9.0’a kadar artmustir.
Maksimum aktiviteyi belirlemek i¢in pH 9.5’te de enzim aktivitesi 6l¢lilmiis ve bu
pH degerinde GST aktivitesinin pH 9.0’a gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.
P. halophila’da GST enziminin maksimum aktivitesinin pH 6.5’te olmas1 enzimin
aktif merkezinin ndtr amino asitlerce zengin oldugunu gostermektedir. H.
hispanica’da ise pH 9.0’da maksimum aktivite goriilmesinin enzimin aktif
merkezinde bazik amino asitlerin  yogun olmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

15-35°C arasinda gergeklestirilen Olglimler sonucunda her iki
mikroorganizmada da GST enziminin oda sicakliginda (25°C) maksimum aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Cogu halofilik mikroorganizmanin, 6zellikle halofilik
arkelerin, enzimlerinin yiiksek tuz konsantrasyonu ile es zamanl olarak yiiksek
sicakliklarda da aktif olduklar1 bilinmektedir (Oren 2002b). Takip eden
calismalarda bu 6zellikten faydalanilarak aktivite 6l¢iimiinde reaksiyon karisimina
artan konsantrasyonlarda NaCl, KCl, MgCl gibi tuzlar eklenerek, yiiksek

sicaklikla birlikte bu tuzlarin GST enzim aktivitesine etkisi arastirilabilir.

Calismamizda substrat olarak GST izozimlerinin yaygin bir substrati olan
1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda 1,2-
dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), 1-floro-2,4-dinitrobenzen (FDNB), etakrinik asit
(EA), p-nitrobenzil klorid (PNBC) ve kiimen hidroperoksit (Cu-OOH) gibi GST
substratlarin da kullanilmas1 ve enzimin hangi substratta maksimum aktivite

gosterdiginin tespit edilmesi uygun olacaktir.
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Parametrelerin  GST aktivitesi iizerindeki etkisini istatistiksel olarak
degerlendirmek icin ANOVA testi kullanilmis ve %5 anlam diizeyine gore tek
yonlii varyans analizleri gergeklestirilmistir. Her bir parametre igin alinan
sonuglar anlamli (p<0.05) bulunmustur. Ayrica hangi degerin farkli oldugunu
ortaya c¢ikarmak icin c¢oklu karsilastirma testlerinden Duncan testi yapilmustir.
Ancak P. halophila’da besiyeri tuz konsantrasyonu i¢in yalnizca iki farkli aktivite
degeri bulundugundan istatistiksel analizlerde bu testler yerine student-t testi

kullanilmustir.

Enzim kinetigi degerlendirmelerinde Lineweaver-Burk grafiginden
yararlanilmistir. Bu grafige gore belirlenen Ky, ve Vimax degerlerinin dogrulugunu
test etmek amaciyla ayrica Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafikleri ¢izilmis ve
Lineweaver-Burk grafiginde oldugu gibi dogrusal grafikler elde edilmistir. Bu
grafiklere gore hesaplanan Ky, ve Vo degerlerinin Lineweaver-Burk grafiginden
faydalanilarak elde edilenlerle uyumlu ve bu degerleri destekleyici nitelikte

olduklar1 goriilmiistiir.

Bu calismada saflastirma islemi i¢in uygun kosullar saglanamadigindan
GST enzimi saflagtirilmamis olup direkt olarak hiicre ekstraktindan yapilan
Olclimlerle enzim aktivitesi belirlenmistir. Ky ve Vma’da reaksiyon ortamindaki
diger hiicre i¢i molekiillerin etkisiyle bazi sapmalar meydana gelmis olabilir.
Ancak elde edilen degerler en azindan enzimin kullanilan substrat ve kofaktore

kars1 afinitesinin degerlendirilmesinde yol gosterebilmektedir.

P. halophila GST aktivitesinin yaklagitk 1.0 mM CDNB ve 4.0mM GSH
konsantrasyonunda doyuma ulastigi tespit edilmistir. Lineweaver-Burk grafigi
yardimiyla hesaplanan CDNB’ye karst GST aktivitesinin Ky ve Vpax degerleri
sirastyla 0.52 mM ve 80.65 nmol/dk/mg; kofaktor GSH’a karsi Ky Ve Vmax
degerleri ise sirasiyla 1.89 mM ve 81.30 nmol/dk/mg olarak bulunmustur.
Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafikleri ile hesaplanan
sonuglar birlikte degerlendirildiginde P. halophila GST enziminin CDNB’ye kars1
GSH’dan daha yiiksek bir afinite gosterdigi agikca goriilmektedir.
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H. hispanica enzim aktivitesi yaklasik 1.0mM CDNB ve 1.0mM GSH
konsantrasyonunda doyuma ulagmistir. Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla
CDNB’ye karst1 GST aktivitesinin Ky ve Vpax degerleri sirasiyla 0.46 mM ve
27.93 nmol/dk/mg; kofaktor GSH’a kars1 Ky, ve Vimax degerleri ise sirasiyla 0.13
mM ve 22.03 nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir. Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf
ve Eadie-Hofstee grafikleri ile hesaplanan sonuglar birlikte degerlendirildiginde P.
halophila’nin aksine H. hispanica’da GST enziminin GSH’a kars1 afinitesinin
CDNB’den daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC

Halofilik bakteri P. halophila DSM 3050 ve halofilik arke H. hispanica
ATCC 33960°’da GST aktivitesinin varligl ve enzimin optimum aktivite gosterdigi
kosullarin belirlenmesine yonelik yapilan bu ¢alismada her iki organizmada da
substrat CDNB’ye kars1 GST aktivitesi gézlenmis ve kullanilan yedi parametrenin

optimum degerleri tespit edilmistir.

P. halophila sitozolik GST aktivitesi karakterizasyonundan elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde, %25 tuz konsantrasyonuna sahip besiyerinde
tireyen bakterilerin %20°de tireyenlere goére daha yiiksek enzim aktivitesi
gosterdigi bulunmustur. pH’s1 6.5 olan 50 mM Tris-HCI tamponunda 50 pg
proteine kadar iiriin olusumunun dogrusal olarak arttigi gézlenmistir. Maksimum
reaksiyon hizi 25°C’de saptanmistir. Enzim aktivitesinin yaklasik 1.0 mM substrat
1-kloro-2,4-dinitrobenzen  (CDNB) konsantrasyonunda doyuma ulastigi
belirlenmistir. Doyuma ulasilan kofaktér (GSH) konsantrasyonunun 4.0 mM
oldugu tespit edilmistir. Belirlenen optimum degerler esas alinarak enzim
aktivitesi Olglilmiis ve P. halophila DSM 3050 straininin GST spesifik
aktivitesinin ortalama 53.48 nmol/dk/mg oldugu belirlenmistir. Lineweaver-Burk,
Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafikleri ¢izilerek CDNB’ye ve GSH’a kars1 Ky,
ve Vmax degerleri saptanmistir. Grafikler yardimiyla Ky (CDNB) sirasiyla 0.52
mM, 0.61 mM ve 0.54 mM; Vpax (CDNB) sirasiyla 80.65 nmol/dk/mg, 86.96
nmol/dk/mg ve 82.98 nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir. GSH’a kars1 Ky, Ve Vpax
degerleri ise sirasiyla Ky (GSH) 1.89 mM, 1.63 mM ve 1.75 mM; Vmax (GSH)
81.30 nmol/dk/mg, 75.19 nmol/dk/mg ve 77.60 nmol/dk/mg olarak bulunmustur.

H. hispanica sitozolik GST aktivitesi optimizasyonu c¢aligmalari
sonucunda bu mikroorganizmanin %25 tuz konsantrasyonuna sahip besiyerinde
trediginde GST aktivitesinin denenen diger konsantrasyonlara gére maksimum
diizeyde oldugu goriilmiistiir. pH’st 9.0 olan Tris-HCI tamponunda gergeklesen
reaksiyonda 50 pg proteine kadar iiriin olusumunun dogrusal olarak arttig
gbzlenmistir. En yiiksek reaksiyon hizi 25 °C sicaklikta elde edilmistir. Enzim
aktivitesi yaklasik 1.0 mM substrat (CDNB) ve 1.0 mM kofaktor (GSH)

konsantrasyonunda doyuma ulagsmistir. Belirlenen bu optimum degerler esas
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alinarak enzim aktivitesi ol¢iilmiis ve H. hispanica ATCC 33960 straininin GST
spesifik aktivitesinin ortalama 19.67 nmol/dk/mg oldugu belirlenmistir.
Lineweaver-Burk Hanes-Woolf ve Eadie-Hofstee grafikleri gizilerek CDNB’ye ve
GSH’a kars1 Ky, ve Vimax degerleri saptanmustir. Grafikler yardimiyla K, (CDNB)
sirastyla 0.46 mM, 0.45 mM ve 0.46 mM; Vpax (CDNB) sirastyla 27.93
nmol/dk/mg, 27.62 nmol/dk/mg ve 27.95 nmol/dk/mg olarak hesaplanmistir.
GSH’a kars1 Ky, ve Vimax degerleri ise sirasiyla Ky, (GSH) 0.13 mM, 0.12 mM 0.13
MM; Vmax (GSH) 22.03 nmol/dk/mg, 22.08 nmol/dk/mg ve 21,96 nmol/dk/mg

olarak bulunmustur.
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