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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

MIKROBIYAL KOKENLi PROTEAZ URETIMI, SAFLASTIRILMASI VE

KARAKTERIZASYONU

MESUT TOLAN

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: Dog. Dr. Bilge Hilal CADIRCI

Bu ¢alismada proteaz treticisi mikroorganizmalar topraktan izole edilmis ve Kalitatif
olarak en yliksek proteolitik aktivite gosterdigi belirlenen sus, 16S rRNA dizi analizi ile
Bacillus sp. olarak tanilanmig ve Bacillus sp. MTO1 olarak adlandirilmistir.
Ekstraseliiler olarak fiiretilen proteaz enzimi gradient (NH;),SO4 ¢oktiirmesi yontemiyle
%42.72 verimde 1,12 kat kismi olarak saflagtirilmistir. Sonrasinda Sephacryl S-200 jel
filtrasyon kromotografisi ve daha sonra DEAE Sepharose iyon degisim kromotografisi
ile % 0.27 verimde 0,26 kat saflastirilmistir. Enziminin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile
32 kDa olarak tespit edilmistir. Enziminin optimum reaksiyon sicakligi ve pH’si
sirastyla 50 °C ve pH 7.5 olarak bulunmustur. Proteaz enzimi 30°C’de 72 saat boyunca
aktivitesinin  %70,88’ini korudugu gorilmlistir. Enzim aktivitesi iizerine metal
tyonlarinin etkisi incelendiginde, Fe+2, Na*l, Ca+2, Mn+2, Zn+2, Co™? ve MgJ'2 iyonlarinin
aktivator etki gosterdigi, Cu*? metal iyonunun ise inhibitor etki gosterdigi gorillmiistiir.
Enzim aktivitesi tizerine organik ¢oziiciiler ve ylizey aktif maddelerin etkisi incelenmis,
Aseton, 2-Propanol ve Etil alkol varliginda sirasiyla aktivitede %46.6, 25.8 ve 17.8
oraninda, DMSO, Toluen ve Benzen varli§inda ise ¢ok az aktivite kaybi
gozlemlenmistir. Artan H,O, konsantrasyonu, proteolitik aktiviteyi artirirken, %1°lik
Tween-80 ve Triton X-100 konsantrasyonu aktivite kaybina neden olmustur. Enzim,
kazein, BSA ve fibrinojen substratlar1 arasindan en yliksek aktiviteyi kazein substrati
tizerinde gostermistir. Enzim aktivitesi EDTA ile tamamen inhibe olurken, serin proteaz
inhibitéri 5 mM PMSF ile %86,64 oraninda inhibe olmustur. Bu inhibisyon sonuglari
enzimin metallo proteaz oldugunu disiindiirmiistiir. Enzimin K, ve V, kinetik sabitleri
ise sirastyla 0.574 mg/ml ve 338.1234 umol/ml dk seklinde bulunmustur.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

THE PRODUCTION, PRUFICATION AND CHARACTERIZATION OF
MICROBIAL ORGINATED PROTEASE

MESUT TOLAN
GAZIOSMANPASA UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR:) Assoc. Prof. Dr. Bilge Hilal CADIRCI

In this study, protease producing microorganisms were isolated from soil and the strain
which has the highest proteolytic activity by kalitative screening methods was identified
as Bacillus sp. by 16S rRNA sequence analysis and called Bacillus sp. MTOL.
Extracellular protease was partially purified 1,12 fold by gradient (NH4).SO,4
precipitation method with 4272 % efficiency. Protease was purified
chromatographically 0,26 fold by Sephacryl S-200 gel filtration and then DEAE
Sepharose ion exchange chromatography with a yield of 0.27%. The molecular mass of
the enzyme was determined as 32 kDa by SDS-PAGE. Optimum reaction temperature
and pH of the enzyme was found to be 50 ° C and pH 7.5, respectively. Protease
enzyme showed its 70,88% of activity for 72 hours at 30 ° C. When the effect of metal
ions on enzyme activity is analyzed, Fe *2, N *! C *2, Mn *?, Zn *?, Co *? and Mg *2
ions were detected as activators, and Cu*? metal ions was observed as inhibitors. Effects
of organic solvents and surfactants on enzyme activity were examined. In the presence
of acetone, 2-propanol and ethanol, enzyme loses it activity by 46.6%, 25.8 % and 17.8
%, respectively. But, it is observed that precence of DMSO, toluene and benzene have
very small activity lost. While the higher concentrations of H,O, increased the activity
Tween-80 and Triton X-100 has caused the loss of activity. Through the substrates like
casein, BSA and fibrinogen, protease showed the highest activity against casein. While
EDTA completely inhibits enzyme activity, the serine protease inhibitor PMSF inhibited
the 86,64% of the activity. The results of this inhibition suggests that the Bacillus sp.
MTO1 protease is a metallo protease. The kinetic constants of the enzyme Ky, and Vy, is
measured as 0.574 mg/ml, 338.1234 umol/ml.min, respectively.
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1. GIRIS

Enzimler birgok kimyasal reaksiyonu yerine getiren biyokatalistlerdir. Canli
organizmalarda olusan tiim reaksiyonlarin uygun kosullarda gerg¢eklesmesini saglayan
ve bu tepkimeleri diizenleyen bu biyokatalizorler; katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik
bir grubu (ribozimler) hari¢ olmak iizere genellikle protein ana yapidaki 6zellesmis
yapilardir. Enzimlerde diger katalizorler gibi reaksiyon hizini artirarak katalizor
ozeliklerini gosterirler. Hiicrelerde onemli metabolik gorevlere sahip olan enzimler
giiniimiizde artik ¢ok daha farkli ve gesitli amagclar i¢in kullanilmaktadirlar. Bu enzimler
ticari ve teknik acidan birgok kullanim alani bulmaktadir ve ozellikle proteaz
enzimlerinin kullanim alanimin ¢ok yaygin olmasi bu enzime olan ilginin daha da

artmasina neden olmaktadir.

Mikrobiyal kaynakli proteazlar iiretim kolaylig1 ve diisiik maliyetli iiretimi, stireklilik,
in-vitro kosullarda aktif olmasi, alerjen ve toksik etkiye sahip olmamasi gibi avantajlar
nedeniyle bitkisel ve diger proteaz kaynaklarina gore daha fazla ilgi gérmektedirler.
Bunun yani sira proteaz lretici kaynaklarinin ¢coklugu ve buna bagl olarak elde edilen
proteazlarin spesifik 6zelliklerindeki farkliliklarda kullanim alanlarima uygun olarak
diger bir avantaj saglamaktadir. Proteaz iiretici kaynak olarak en cok tercih edilen tiir
Bacillus tiirleridir. Bu tiir icerisinde ise en ¢ok ilgi goren ve kullanilan tiirler B.
amyloliquifaciens, B. mojivensis, B. subtilis ve B. licheniformis’tir. Bakteriyal
proteazlarin popiiler hale gelmesinin en biiylik nedenlerinden biri uygulama alanlarinin
cok genis olmasidir. Deri islenmesi, farmasotik, tekstil, gida endiistrisi, evsel ve
endiistriyel atiklarin giderimi, biyoaktif peptid iiretimi, gida alerjenlerinin giderimi,

kontakt lens temizligi, ipek islenmesi gibi alanlar basta gelen uygulamalardir.

Gecmiste yapilan aragtirmalar sonucu elde edilen verilere bakildiginda, enzimlerin
ozellikle de proteaz enzimlerinin olduk¢a biiyiilk bir pazar payma sahip oldugu
goriilmektedir. Ornek olarak, 1994 yilinda belirtilen rakamlara gore endiistriyel
enzimlerin diinyadaki toplam market fiyati yaklasik olarak 400 Milyon Dolar olarak
tespit edilmistir. Japonya’da ise 1994 yilin yapilan arastirmaya gore alkalin proteaz

satig1 yaklasik olarak 15 Milyar Yen (116 Milyon Dolar) olarak hesaplanmstir.



Projenin ana hedefi, teknolojik ve biyoteknolojik agidan Oneme sahip proteaz
enziminin, mikrobiyal kokenli olarak iiretimini saglamak, saflastirmak ve karakterize
etmektir. Calisma kapsaminda bahsi gecen hedefler gergeklestirilmistir ve bu baglamda;
proteaz enzim aktivitesine sahip Bacillus sp. tiirli bakteri saflastirilmis ve bu bakteri ile
proteaz enzimi Uretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen proteaz enzimi kismi ve ileri
saflagtirma teknikleri kullanilarak saflastinlmis ve karakterizasyonu yapilmistir.
Karakterizasyon islemleri ile enzimin inhibitor ve aktivator maddelere olan duyarliligi,
optimum reaksiyon sicakligi ve pH istegi, termal stabilitesi ve pH stabilitesi, substrat

spesifitesi, molekiiler agirligi ve enzim kinetikleri belirlenerek gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Enzimler genellikle belirli madde/maddelere o6zgiinliik gostermektedirler. Enzimin
protein yapist etki edecegi maddeyi ve katalize edecegi reaksiyonun tipini
belirlemektedir. Enzimlerin protein kismina apoenzim adi verilir. Enzimlerin bazilari
basit proteinden olusmaktadir ve bunlarin katalitik aktivite gosteren kismi proteinin
polipeptid zinciridir. Cogu enzim katalitik aktivitesi i¢in proteinden bagka metal
iyonuna, protein olmayan inorganik bilesiklere, bazilarinin ise her ikisine de ihtiyaci
vardir. Bu iyon veya bilesige genel olarak kofaktor adi verilir. Proteinlerin inaktif halde
bulunan proteinden ibaret 6n maddesine Preenzim, Proenzim yada Zimojen adi
verilmektedir. Organik bilesik enzimin protein kismi ile birlesmis ve ayrilmiyorsa
prostetik grup, cok siki birlesmemis ve ayrilabiliyorsa koenzim adi verilir. Apoenzim
enzimin spesifitesini saglayan kisimdir. Koenzim ve apo enzimin birlikte olusturdugu
enzime haloenzim (aktif enzim) adi verilir. Sekil 2.1°de haloenzimin yapist
gosterilmistir. Enzimin etki ettigi maddeye substrat, enzimatik reaksiyon sonucu

olusturdugu maddeye ise iiriin ad1 verilmektedir (Yardimei, 2014).

Kofaktor Katalitik bolge Koenzim

Apoenzim

A J
v

Haloenzim

Sekil 2.1. Haloenzim’in yapist (Anonim, 2015a)

Enzimler Uluslararas1 Biyokimya Dernegi Enzim Komisyonu’na gore alti sinifa

ayrilmaktadir. Bu enzim gruplar1 sirasiyla, Oksidorediiktazlar, Transferazlar,



Hidrolazalar, Liyazlar, Izomerazlar ve Ligazlar (Yardimci, 2014) olmakla beraber

katalizledikleri tepkimeleriyle birlikte Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tiplerine goére siniflandirilmasi
(Yardimet, 2014)

NO  SINIF KATALIZLENEN RAKSIYON TiPi

1 Oksidorediiktazlar Elektron transferi (hidrit iyonlar1 ve H atomlari ile
birlikte)

2 Transferazlar Grup-transfer tepkimeleri

3 Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri (islevsel gruplarin suya
transferi)

4 Liyazlar Cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer

degistirmesi ile ¢ift baglarin olusmasi

5 Izomerazlar [zomerik formlar1 olusturmak iizere molekiiller
icinde gruplarin transferi

6 Ligazlar ATP’nin harcanmasi ile eslesmis kondensasyon
tepkimeleriyle C-C, C-S, C-O ve C-N baglarinin

olusmasi

Proteazlar (EC 3.4) genel olarak; proteinler arasindaki peptid baglarinin pargalanmasini
saglayan biyokatalizor olarak tanimlanabilirler ve bu enzimler, metabolizmada, gen
ekspresyonunun regiilasyonunda, patojenitede ve transportta biiyiikk protein
molekiillerinin kii¢iik molekiillere hidrolizini saglamaktadirlar (Tekin, 2008). Ayrica
proteaz enzimi, tiim canli varliklarda bulunan, biiylime ve ¢ogalma igin gerekli olan bir
enzimdir. Proteinlerin hidrolizinde spesifik olarak rol oynayan bu enzimler, fizyolojik
ve ticari agidan olduk¢a 6nemli enzimlerdendir ( Bulut, 2007). Metabolizmada elzem
olan proteazlar; tiim proteinlerin sentezini, biiylikliigiinii ve kompozisyonlarini,
bicimlerini ve en son yok edilmeleri i¢in gerekli olan bir siiregte uzun amino asit

zincirlerini parcalarina aymrirlar. Bir fizyolojik regiilatér olan proteazlar gebeligin



baslamasi, dogum, sindirim, biiyiime ve gelisme, yaslilik ve apoptozis gibi olaylarda bag

rol oynarlar (Sar1, 2011).

Proteazlar, mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢i (intraseliiler) ve hiicre disi
(ekstraseliiler) olarak sentezlenirler. Hiicre i¢i proteazlar sporulasyon, farklilasma,
enzimlerin ve hormonlarin olgunlagmasi, protein katlanmasi gibi hiicresel ve metabolik
olaylarda gorev yapmaktadir. Hiicre dis1 proteazlarin hiicre dis1 kosullarda hidrolitik
tiriinlerin hiicre i¢ine alinmasina imkan saglamak gibi rolleri vardir. Ayn1 zamanda
protein par¢calanmasint temel alan bir¢ok ticari alanda da kullanilmaktadir (Tekin,
2008).

2.1. Proteazlar ve Siniflandirilmasi

‘ITUBMB’ (The International Union of Biochemistry and Molecular)’ye gore proteazlar
hidrolazlar olarak adlandirilan 3. grubun 4. alt grubunda siiflandirilmistir.

v EC 3 (Hidrolazlar)

v EC 3.4 (Proteazlar)

Ancak proteazlar cok genis etki mekanizmalar1 ve yapisal ¢esitlilikleri nedeni ile genel
enzim adlandirma sisteminde diger enzim siniflar1 gibi siniflandirilamamaktadir. Su ana

kadar proteazlar ii¢ ana kritere gore siiflandirilmistir;

v Katalizledikleri reaksiyon tipi,
v Katalitik bolgenin kimyasal yapisi,
v Yapilartyla ilgili evrimsel iligki (Tekin, 2008).

Etki sekli ve yapisal cesitlilikleri nedeni ile proteazlarin karakterizasyonu oldukca
zordur. Bu nedenle Ken McDonal (1985), tiim proteolitik enzimlerin smiflandirilmasi
ve adlandirilmasi i¢in, peptidaz (peptid baglarini hidrolize ederler) ve proteaz olmak
tizere iki terim belirleyerek terminolojideki sorunlari biiylik Olglide ¢oziime

kavusturmuslardir.



Yeni molekiiler biyoloji tekniklerinin artmasiyla katalitik ve aktif merkezlerinin ¢
boyutlu yapisi, etki mekanizmalar1 ve {i¢ boyutlu yapilarindaki evrimsel iliskilerine gére
proteazlar familyalar halinde gruplanmiglardir. Etki ettikleri peptit baginin konumuna
gore ekzo- ve endoproteazlar olarak ikiye ayrilan proteazlardan endoproteazlar aktif
bolgelerindeki fonksiyonel gruplarin oOzellikleri ve katalitik mekanizmalar1 temel
alindiginda serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistein/tiol proteazlar ve
metalloproteazlar olmak {iizere dort gruba ayrilmaktadirlar. Ekzoproteazlar da
aminopeptidaz ve karboksipeptidaz olmak iizere seklinde gruplandirilmaktadir.
Endoproteazlarin bu dort grubu canli organizmalarda belirlenmis ve bunlardan serin
proteazlar, sistein proteazlar ile metalloproteazlar bakterilerden izole edilerek
saflastirilmiglardir  (Alpan, 2011; Tekin, 2008; Turus, 2011). Buna gore, bazi

proteazlarin siniflandirmasi Cizelge 2.2°de asagidaki gibi verilmistir.

Cizelge 2.2. Proteazlarin Siniflandirilmasi (Rao ve ark., 1998)

Proteaz Etki Sekli E.C Kodu
Ekzopeptidaz
Aminopeptidaz oioigao 3.4.11
Dipeptidil peptidaz e-at-0-0-0-— 3.4.14
Tripeptidil peptidaz S . 3.4.14
Karboksipeptidaz T T 3.4.16-3.4.18
Serin proteaz 3.4.16
Metalloproteaz 3.4.17
Sistein dipeptidaz 3.4.18
Peptidil dipeptidaz T ey At 3.4.15
Dipeptidaz S 3.4.13
Omega peptidaz e 3.4.19
T 3.4.19
Endopeptidaz ce0-0-0¥o0e0-0man 3.4.21-3.4.34
Serin proteaz 3.4.21




Cizelge 2.2. Proteazlarin siiflandirilmasi (Rao ve ark., 1998) (Devam)

Sistein proteaz 3.4.22
Aspartik proteaz 3.4.23
Metalloproteaz 3.4.24
Endopeptidaz (Katalitik 3.4.99

Mekanizmast Bilinmeyen)

Standart siniflandirmaya uymayan az sayida farkli proteazlar da bulunmaktadir.
Omegin ATP-bagimli proteazlar aktivite gdsterebilmek icin ATP’ye ihtiyag
duymaktadir. Amino asit sekanslar1 temel alindiginda proteazlar dort familyada
smiflandirilir ve evrensel atalar1 olan peptidazlara gore familyalar klan olarak
adlandirilan alt gruplara ayrilir. Her peptidaz ailesi katalizledigi reaksiyonu simgeleyen
kod harfine sahiptir. Ornegin ‘S’ serin proteazlar,
‘C’ sistein proteazlar, ‘A’ aspartik proteazlar, ‘M’ metalloproteazlar ve ‘U’ bilinmeyen

tip proteazi simgelemektedir (Tekin, 2008).

2.1.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar polipeptid =zincirinin u¢ kisimlarina etki ederek aktivitesini
gostermektedirler. Etki ettigi N ve C ucuna gore sirasiyla amino ve karboksi peptidaz
olarak siniflandirilmaktadir (Rao ve ark., 1998). Enzim komisyonu listesinde 74 adet
ekzopeptidaz yer almaktadir. Aminopeptidazlar AP ve karboksipeptidazlar CP olarak
gosterilebilmektedir (Sar1, 2011). Ekzopeptidazlarin etki mekanizmasi1 genel olarak

Sekil 2.2°de sematize edilmistir.
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Sekil 2.2. Ekzopeptidazlarin polipeptid tizerindeki etki mekanizmasi (Seving, 2010)

Aminopeptidazlar polipeptid zincirinin serbest amino ucunda (N-terminal) bulunan
amino asitleri, tek bir amino asit, dipeptid yada tripeptid olarak polipeptidten
ayrilmasimi katalizlerler ve bu etki mekanizmasina goére de aminopeptidaz, dipeptidil
peptidaz ve tripeptidil peptidaz seklinde isimlendirilebilmektedir. Ekzopeptidazlarin o
bolgedeki aktivitesini, polipeptid uglar iizerinde bulunan spesifik amino asitler, hidrolizi
saglanacak olan peptid baginin yakininda bulunan amino asit rezidiileri, peptid
uzunlugu ve polipeptid zincirinin  konformasyonu olumlu/olumsuz  yonde
etkilemektedir. Aminopeptidazlar genellikle intraseliiler enzimlerdir, bakteri ve
funguslardaki aminopeptidazlarin substrat spesifikligi oldukca farklilik gosterir. Amino
peptidazlar aktif bolgelerinin spesifik proteaz inhibitorlerine gore metallo amino
peptidaz, sistein amino peptidaz ve serin amino peptidaz seklinde ii¢ gruba ayrilirlar

(Rao ve ark., 1998; Tekin, 2008; Sari1, 2011).

Karboksipeptidazlar polipeptid zincirinin serbest karboksil ucuna (C-terminal) etki
ederek bir amino asit yada dipeptidin polipeptidten ayrilmasini katalizlerler.
Karboksipeptidazlar enzimin aktif bolgesinde bulunan amino asit rediziisiine gore; serin
karboksipeptidaz, metallo karboksipeptidaz ve sistein karboksipeptidaz seklinde {i¢ ana
gruba ayrilirlar. Serin karboksipeptidazlar ve aminopeptidazlar aktif bolgelerinde Ser,
Asp ve His amino asitlerinden olusan katalitik bir iiglii icermektedirler. Metallo
karboksipeptidaz ve Aminopeptidazlar ise aktif bolgelerinde kofaktdr olarak sikica bagh

bir ¢inko atomu igermektedir. Karboksipeptidazlar aktivite gostermek i¢in C-terminalde

8



bir a-karboksi grubuna ihtiya¢ duyarlar ve spesifikligi C-terminalde yer alan amino
asitler tarafindan belirlenmektedir (Rao ve ark., 1998; 2008; Sar1, 2011).

Aminopeptidaz ve karboksipeptidazlarin disinda tanimlanmis bir ekzopeptidaz daha
vardir. Bu proteaz, prostetik gruba bagli amino asitlerin karboksil veya amino
uclarindaki  peptid baglarinin  hidrolizini  saglayan omegapeptidaz  olarak

adlandirilmaktadir (Alphan, 2008).

2.1.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar ekzopeptidazlarin aksine polipeptid zincirinin N ve C ucundan uzakta
veya polipeptid zincirinin i¢ bdlgesinde yer alan peptid baglarina etkilerine gore
karakterize edilmektedirler. Ortamda serbest amino ve karboksil gruplarinin bulunmasi
enzim aktivitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Alpan, 2008; Tekin, 2008).
Endopeptidazlar katalitik mekanizmalarina gore 4 gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar, serin
proteazlar (EC 3.4.21), aspartat proteazlar (EC 3.4.23), sistein proteazlar (EC 3.4.22) ve
metallo proteazlar (3.4.24) olmak tizere dort gruba ayrilmiglardir (Rao ve ark., 1996;
Alpan, 2008). Ayrica katalitik mekanizmay1 bilinmeyen endopeptidaz tanimlanmis ve
EC 3.499 numaras1 ile kodlanmistir (Seving, 2010). Endopeptidazlarin etki

mekanizmasi genel olarak Sekil 2.3’te sematize edilmistir.

Amino ucu Aminoasitler Peptid baglan  Karboksil ucu
® AR
Peptid

Endopeptidaziar, peptidin ic
bilgelerindeki badlara atak
yvapmaktadirlar.

1+H20
HaN COQH

|
4

Daha Kiciik iki farkh peptid olusumu

Sekil 2.3. Endopeptidazlarin polipeptid iizerindeki etki mekanizmasi (Seving, 2010)



Bunlara ek olarak tanimlanmis Treonin proteaz ve Glutamik proteaz da literatiirde yer
almaktadir. Toplamda tanimlanmis 1238 proteaz dizisi bulunmakla beraber bu dizinin;
79°u aspartik, 237’si sistein, 3’1 glutamik, 421°1 metallo, 31’1 treonin ve 467’°si serin

proteazdan olugsmaktadir (Sari, 2011).

2.1.2.1. Serin proteazlar (EC 3.4.21)

Serin proteazlar iizerinde en fazla calisma yapilmis enzimlerdendir. Serin proteazlar
ismini aktif bélgesinde bulunan niikleofilik serin grubundan almaktadirlar (Sari, 2011).
Yapisal benzerliklerine gore 20 familyaya ayrilan serin proteazlar evrensel atalariyla
birlikte 6 klana ayrilmaktadirlar. Ayrica serin proteazlar; 3,4-cis-kloroizokumarin
(3.4-DCI), L-3-karboksitrans 2,3-epoksipropil-loklamid (4-guanidin), butane (E.64),
fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) ve tosil-L-lizin klorometil keton (TLCK) ile geri
doniisiimsiiz olarak inhibe olmalar1 nedeniyle karakterize edilmektedirler ve bazi serin
proteazlar istisna olarak aktif bolgele yakinlarinda sistein kokil icermesi sebebiyle p-
kloromercuribenzoat (PCMB) tiol reaktan1 ile inhibe edilerek karakterize
edilmektedirler (Tekin, 2008). Serin proteazlar genellikle notral ve alkali pH’larda
aktiftirler ve optimum pH araligi 7-11 arasindadir. Serin protazlar esterolitik ve amidaz
aktivitelerine de sahip olmakla birlik genis bir substrat spesifitesine sahiptirler.
Molekiiler agirliklari 18 ile 35 kDa arasinda degismektedir. Ancak Blakeslea
trispora’dan elde edilen serin proteazin molekiiler agirligmin 126 kDa oldugu
bildirilmistir. Serin proteazlarin izoelktrik noktalar1 genellikle 4-6 arasindadir (Rao ve
ark., 1998). Bilinen en 6nemli serin proteazlar; triptaz, lipaz, elastaz, k,motripsin,
tripsin, trombin ve fosfolipazdir (Seving, 2010). Serin alkalen proteazlar ve subtilisinler

serin proteazlarin iki biiyiik 6nemli grubunu olusturmaktadir (Deshpande ve ark., 1998).

2.1.2.1.1. Serin alkelen proteazlar

Serin alkelen proazlar c¢esitli bakteri, kiif maya ve funguslar tarafindan
iiretilmektedirler. DFP yada bir patates proteaz inhibitérii ile inhibe edilmektedirler
ancak tosil-L-fenilalanin klorometil keton (TPCK) yada TLCK ile inhibe olmazlar.

Karboksil bdlgesinde tirozin, fenilalanin ve 16sin amino asitleri bulunan peptid baglarini
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hidroliz ederler. Optimum aktivite gosterdigi pH 10, izoelektrik noktalari ise 9
civarindadir. Molekiiler agirliklar 15 ile 30 kDa araligindadir (Rao ve ark., 1998).

2.1.2.1.2. Subtilisinler

Subtilisin Carlsberg ve subtilisin Novo (bakteriyal proteaz Nagase) olmak iizere iki
farkl1 tip subtilisin belirlenmistir. Her iki subtilisininde molekiiler agirlig1 27.5 kDa’dur
ancak amino asit sekanslarinda 58 amino asitlik bir fark bulunmasi ile birbirinden
ayrilmaktadirlar. Her iki enzimde benzer substrat spesifitesi gostermektedir ve optimum
reaksiyon sicakliklart 60 °C ve optimum pH istekleri 10°dur. Her iki enziminde aktif
bolgelerini  Ser221-His64-Asp32 olusturmaktadir. Carlsberg enziminin substrat
spesifitesi digerine gore daha genis olmakla birlikte stabilitesi Ca*? iyonlarina bagimli

degildir (Tekin, 2008).

2.1.2.2. Apartik proteazlar (EC 3.423)

Aspartik proteazlar asit proteazlar olarak da bilinmektedirler. Katalitik aktivitelerini
aspartik asit rezidiileri iizerine gosteren endopeptidazlardir. Bu enzimler asidik (ya da
bazen notral) pH’larda aktivite gosterirler ve hepsi aktif bolgelerinde iki aspartik asit
rezidiisii bulundurur. Aspartik proteazlar; sindirim (pepsin ve kimozin), lizozomal
protein hidrolizi (katepsin D ve E) ve kan basincinin diizenlenmesini (renin,
anjiyotesinin {iiretiminde gorev alan bir proteazdir; anjiyotesinin diiz kaslarin
kasilmasin1 uyaran ve tuz-sivi atimini azaltan bir hormondur) iceren g¢esitli
fonksiyonlar1 yiiriitiirler (Sari, 2011). Asidik proteazlar 3 familya igerisinde
gruplandirilmistir. Bunlar; pepsin (Al), retropepsin (A2) ve pararetroviriislerden elde
edilen enzimler (A3) seklinde tanimlanmistir. A1 ve A2 familyalar1 birbirlerine
akrabalik gostermektedirler ancak A3 familyas: bu familyalardan olduk¢a farklidir.
Cogu aspartik proteaz diisiik pH (pH 3-4)’larda maksimum aktivite gostermektedir ve
izoelektrik noktalar1 pH 3-4.5 arasinda degismektedir. Molekiiler agirliklar: ise 30 ile 45
kDa arasinda degismektedir. Aspartik proteazlar bakir iyonlar1 varliginda diazoasetil-
DL-norl6sin metil ester (DAN) ve 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan gibi diazoketon

bilesiklerine karsi hassastirlar. Mikrobiyal aspartik proteazlar genel olarak iki grup
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icinde ayrilmustir. Birincisi; Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve Neurospora’dan elde
edilen pepsin benzeri enzimlerdir. ikinci grup ise Endothia ve Mucor spp.’den elde

edilen rennin benzeri enzimlerdir (Rao ve ark., 1998).

2.1.2.3. Sistein/Tiyol proteazlar (EC 3.4.22)

Sistein  proteazlar (EC.3.4.22) hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda
bulunmaktadirlar ve yaklasik 20 familyas1 belirlenmistir. Biitlin sistein proteazlarin
katalitik aktivitesi sistein ve histidin amino asitlerini igeren katalitik diyadlar
tizerindedir. Familyalar arasindaki farkliligi Cys-His veya His-Cys sirasi
olusturmaktadir. Sistein proteazlar genellikle HCN ve Sistein varliginda aktivite
gostermektedirler (Tekin, 2008). Molekiiler agirligi 21-30 kDa arasinda olup, peptid,
amid, ester, tiyol ester ve tiyonu ester baglarinin hidrolizini katalizlemektedirler. Sistein
proteazlar 5 grup iginde boliinmiislerdir. Bunlar; CA (papain benzeri enzimler), CB
(viral kimotripsin benzeri CPs), CC (RNA viriislerinin papain benzeri endopeptidazlari),
CD (legumain tipi kaspazlar) ve CE (katalitik bolgede His, Glu/Asp, Gln, Cys rezidiileri
icerenler) seklinde isimlendirilmistir. Sistein proteazlarin ¢cogu E64, siststinler ve bir

cok sentetik inhibitor tarafindan inhibe edilmektedirler (Grzonka ve ark., 2007).

2.1.2.4. Metalloproteazlar (EC 3.4.24)

Metalloproteazlar (metallopeptidaz/metalloproteinaz), iki degerlikli metal iyonlar1
kompleksleri tarafindan aktiflestirilmis bir su molekiiliiniin atag: ile peptid baglarimi
parcalayan genis bir hidrolaz sinifin1 temsil etmektedir. Metalloproteazlarin ¢ogu
katalitik c¢inko iyonlar tarafindan karakterize edilmektedir. Ancak bazi enzimlerde bu
fonksiyon manganez, kobalt, nikel veya bakir iyonlar: tarafindan yiiriitiilmektedir. Baz1
metalloproteazlarda ise iki metal iyonu katalitik olarak birlikte hareket eder (Sari,
2011). Metalloproteazlarin 30 familyas1 tanimlanmistir ve bu familya; 17 tane
endopeptidaz, 12 tane ekzopeptidaz ve 1 tane de (M3) hem endo hem de
ekzopeptidazdan olugmaktadir. Metalloproteazlar ayn1 zamanda 4 farkli grupta
incelenmektedir. Bunlar nétral, alkalin, Myxobacter |1 ve Myxobacter II seklindedir.

Alkalin proteazlar genis bir substrat spesifitesi gosterirken ndtral proteazlar hidrofobik
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amino asitler lizerinde spesifite gostermektedir. Myxobacter I proteaz ayrilacak bagin
her iki tarafindaki kiigiik amino asit rezidiileri igin spesifite gosterirken Myxobacter 11
peptid bagimin amino bdlgesi tlizerindeki lisin rezidiilerine spesifite gosterir. EDTA gibi
selatlayict ajanlar ile tiim metallo proteazlar inhibe olur ancak DFP yada siilfidril

ajanlari ile inhibe olmazlar (Rao ve ark., 1998).

Pseudomonas aeruginosa ve Serratia spp. tarafindan iiretilen alkalin metalloproteazlar
pH 7-9 araliginda aktivite gosterirler ve molekiiler agirliklar1 45 ile 60 kDa arasinda
degisiklik gostermektedir. Myxobacter I proteazin optimum pH’s1 9’dur ve molekiiler
agirh@ 14 kDa’dur. Arthrobacter crystellopoites’in hiicre duvarlarini lize edebilirler

ancak Myxobacter II proteaz bakteriyal hiicreleri lize edemezler (Rao ve ark. 1998).

2.3. Proteazlarin Katalitik Etki Mekanizmalari

Proteazlar, cesitlerine gore farkli yollarla hidroliz islemleri gerceklestirmektedirler.
Aslinda biitiin peptidazlar ayni reaksiyonu katalizlerler ancak substrattaki peptid baginin
konumu, kesilecek olan bagin yakinindaki amino asit rezidiileri ve substratin
bilinmeyen karakteristik 6zellikleri i¢in secgicidir. Aspartik proteazlar hidroliz iglemini
genel asit-baz mekanizmasi ile gergeklestirirler ve su tepkimeye direk olarak katilir.
Sistein proteazlar ise aktivitesini agilasyon ve deagilasyon mekanizmalari ile gosterirler
(Seving, 2010; Sar1, 2011). Sekil 2.4’te proteolitik enzimlerin kataliz reaksiyonu

cesidine gore siiflandirilmasi sematize edilmistir.

Scrin protear

€OO0 ™ C-Terminal 3.4.21.n &
T : Sistcin proteaz |
J N-Terminal L
Amluopepiidnz AR : 3.4.22.0 e ‘x’ T
(Zn*] 34110 - Ekzopeptidaz Aspartik proteaz { -
D Endopeptidaz 3.4.23.0 " &
Metallo proteaz B @
e 3.4.24.0
. Bl =0 P Treonin proteaz Dipeptidaz
e [ ) 3.4.25n [Zn') 24130
N\ \ -
¥ "~"--7??\_v' Glutamik protcaz
. J [ e g 34.26n Kaboksi-
— ~ - peptidaz
Amino aslt kalintis ’ | 3.4.17.n
A cos
- )

Sekil 2.4. Proteolitik enzimlerin kataliz reaksiyonu ¢esidine gore siniflandirilmasi (Sari,
2011).
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2.3.1. Serin proteazin katalitik etki mekanizmasi

Serin proteazlar hidroliz i¢in genellikle iki adimli bir reaksiyon takip ederler ve bu
adimlar, enzim ve peptidin kovalent olarak baglanmasi ve amino asit yada peptid
fragmentlerinin kaybolmas1 seklindedir. Bu asetilasyon adimini, su tarafindan arayarik
lizerine yapilan bir niikleofilik atak ile olusan deasetilasyon islemi takip eder ve bu olay
peptid hidrolizi ile sonuglanir. Serin Endopeptidazlar primer substrat tercihlerine gore
ic gruba ayrilmiglardir. Bunlar; tripsin benzeri (pozitif yiiklii rezidiilerden sonra ayiran)
serin proteaz, kimotripsin benzeri (biiyiikk hidrofobik rezidiilerden sonra ayiran) serin
proteaz ve elastaz benzeri (kiiciik hidrofobik rezidiilerden sonra ayiran) serin proteazlar
seklindedir (Rao ve ark., 1998). Serin proteazin substrat iizerindeki katalitik etki

mekanizmasi Sekil 2.5’te sematize edilmistir.
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Sekil 2.5. Serin proteazin substrat iizerindeki katalitik etki mekanizmasi (Garrett ve
Grisham, 2010)
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Yukarida sematize edilen kimotripsin serin proteazinin katalitik etki mekanizmasi su
sekilde islemektedir;

a) Peptid substratinin omurgas1 bitisik katalitik ti¢liiye baglanir, spesifik yan zincir ise
bosluga yerlesir. Asp 102, His 57 nin katalitik ii¢liideki pozisyonunu bir hidrojen bagi
ile sabitler.

b) Reaksiyonun ilk basamaginda His 57; parcalanacak olan peptid baginin karbonil
karbonuna Ser 195’in niikleofilik bir atak yapmasini kolaylastirmak igin, Ser 195’ten bir
proton kopararak genel bir baz gibi davranir. Sonug olarak kovalent enzim-substrat
kompleksi olusur.

¢) Bu adimda, His 57’den peptidin amid azotuna bir proton salinmasiyla kovalent bagl
protonlanmis bir amin olusturulur (tetrahedral ara {iriin)

d) Olusan tetrahedral ara iiriin, sonradan gelen bagin kirilmasini ve amin {riiniiniin
ayrilmasini kolaylastirir. Peptid oksijeni lizerindeki negatif yiik kararsizdir ve bu yiizden
tetrahedral yapi ara iirlinli kisa omiirliidiir.

e) Bu asamada amin iriinliniin ayrilmasi gerceklesir. Amin iirlinlinlin ayrilmasi ile
tetrahedral ara {iriin hizla bozulur. Olusan a¢il enzim ara {iriin ise olduk¢a kararhdir.

f) Peptid substratinin karbonil karbonuna suyun niikleofilik saldirida bulunmasi iizerine
baska bir gecici tetrahedral ara iirin olusur ve bu adimda His 57 genel bir baz gibi
davranarak saldirty1 yapan su molekiiliinden bir proton koparir.

g) His 57°den serin oksijenine sudan alian protonun verilmesi sonucu tetrahedral ara
iriin par¢alanmasina yardimci olunur.

h) Karboksil grubunun protondan arindirilmasi ve aktif bolgeden ayrilmasi ile reaksiyon

73T
1

tamamlanmis olur ve sekil “1” da gosterilen yap1 aciga ¢ikar (Sari, 2011).

Serin proteazlarin inhibisyon mekanizmasi ise Sekil 2.6’da sematize edildigi gibidir.
Serin proteazlar diizopropil florofosfat gibi organik fosfatlar tarafindan inhibe
edilmektedir. DIFP; kimotripsinde ve diger serin proteazlarda bulunan Ser 195 gibi aktif
bolgede bulunan serin rezidiileri ile bir DIP-enzim yapisin1 olusturmak icin hizla
reaksiyona girer. Olusan kovalent enzim-inhibitér kompleksi oldukg¢a kararlidir ve

boylece kimotripsin DIFP ile geri dontisiimstiiz sekilde inhibe olur (Sar1, 2011).
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Sekil 2.6. Kimotripsin serin proteazinin inhibisyon mekanizmasinin sematik gosterimi
(Sar1, 2011)

2.3.2. Aspartik proteazlarin katalitik etki mekanizmasi

Aspartik Endopeptidazlar katalitik aktiviteleri ig¢in aspartik asit rezidiilerine ihtiyag
duyarlar. Penicillopepsin ve endothiapepsin gibi aspartik proteazlar ile proteinlerin
hidrolizi i¢in genel bir baz katalitik mekanizmasi 6nerilmektedir (Rao ve ark., 1998).

Aspartik proteazlarin katalitik etki mekanizmasi Sekil 2.7’de sematize edilmistir.
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Sekil 2.7. Aspartik proteazin katalitik etki mekanizmasi (Rao ve ark., 1998)
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Yukarida verilen katalitik mekanizmadaki reaksiyonun ilerleyisi su sekildedir;

v Substratin baglanmasindan sonra suyun substratin karbonil karbonuna yaptigi
niikleofilik saldir1, iki protonun tek adimda transferini kolaylagtirmaktadir.
Mekanizmadan da gorilldiigii gibi Asp? aktif bolgedeki su molekiiliinden bir protonu
alarak genel bir baz gibi davranmustir. Asp’ ise peptidin karbonil grubunun
oksijenine bir proton vererek genel bir asit gibi davranir. Bu iki proton transferi
sayesinde; niikleofilik saldir1 aktif bolgede net hidroksit iyonu olusmadan ortaya
¢ikar. Sonugta amid hidrat ara iirlinli ortaya ¢ikar ve serbest enzimin protonasyon

bolgelerinde karsilikli iki aspartat rezidiisii olusur.

v Amid dihidratin ayrilmasi, olusum mekanizmasi ile benzer bir sekilde
gerceklesmektedir. Iyonize aspartatin (Asp?®) karboksili amid dihidratin hidroksil
grubundan bir proton alarak genel bir baz gibi davranirken, diger protonlanmis
aspartatin (Asp’) karboksili es zamanli olarak ayrilan peptid iirlinliniin azor atomuna

bir proton vererek genel bir asit gibi davranir (Sar1, 2011).
2.3.3. Sistein proteazin katalitik etki mekanizmasi
Sistein proteazlarin katalitik etki mekanizmasi serin proteazlarinkine olduk¢a benzerdir.
Bitkisel proteaz olan papainin katalitik etki mekanizmasi sistein proteazlarin etki

mekanizmasini anlatmak agisindan oldukga giizel bir 6rnektir (Rao ve ark., 1998). Sekil

2.8’de sistein proteazlarin katalitik etki mekanizmasi sematize edilmistir.
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Sekil 2.8. Sistein proteazlarin katalitik etki mekanizmasi (Rao ve ark., 1998) (Im ve
"HIm sirastyla imidazol ve protonlanmis imidazol’ii temsil etmektedir)
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2.3.4. Metallo proteazin katalitik etki mekanizmasi
Metallo proteazlarin aktivitesi ortamda bulunan divalent katyonlara baglidir ve ortama

selatlayic1 ajanlarin eklenmesi ile inhibe olabilmektedirler (Rao ve ark., 1998). Sekil

2.9’da TLN metallo proteazinin katalitik etki mekanizmasi sematize edilmistir.
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Sekil 2.9. TLN metallo proteazinin katalitik etki mekanizmasi (Sar1, 2011)
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2.4. Proteaz Kaynaklar:

Proteazlar dogada en yaygin bulunan enzimler gruplarindan birini olusturmaktadir.
Bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi canli gruplarinda genis cesitlilik
gostermektedirler. Bitki orijinli proteazlarin elde edilmesi zaman gerektiren bir islem
olmas1 ve cevresel-fiziksel kosullar ile olumsuz yonlendirilebilen bir materyal olmasi
nedeniyle bitkisel kokenli proteazlarin kullanimi bu faktorlere gore degismektedir.
(Tekin, 2008). Sistein proteazlar bitkilerde ¢ok miktarda bulunmaktadir. Mikrobiyal
organizmalar biiyiilk miktarlarda serin ve aspartik proteaz iiretme yeteneklerine

sahiptirler (Sar1, 2011).

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanimina bakildiginda, alkali proteaz
%25, diger proteazlar %21, Amilaz %18, Renin %10, Tripsin %3, Lipaz %3, diger
karbonhidrat pargalayan enzimler (seliilaz ve ksilanaz gibi) %10, analitik ve farmasdtik
enzimler %10 seklinde bir dagilim gostermektedir (Turus, 2011). Endiistriyel alanda
kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma kokenli olmakla birlikle
agirlikli  olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedirler. Bunun nedeni,
mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen
yan iirlin olusturmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalari, biiylik boyutlarda ve
yiiksek saflikta elde edilmeleri ve ekstrem kosullarda aktivite gdstermeleridir. Ornegin
mikrobiyal enzimler yiiksek ve diisiik sicaklik ve pH degerlerinde aktivite gosterirler
(Horikoshi, 1999).

2.4.1. Bitkisel proteazlar

Bitkilerdeki proteazlar bitkilerin hemen hemen her yerinde bulunabilmektedir. Ornegin;
kok, govde, yaprak, cicek, meyve, tohum, lateks vb kisimlar basta gelen kisimlardir.
Bitki latekslerinin zengin bir proteaz kaynagi oldugu bilinmektedir. Proteaz kaynagi
olarak bitkilerin kullanimi, gelisim i¢in klimatik kosullarin elverigliligi ve kiiltivasyon
icin topragin kullanilabilirligi gibi ¢esitli faktorler tarafindan yonlendirilmektedir.
Ancak bitkilerden proteaz iiretimi zaman gerektiren bir islemdir. Bitkilerde sistein ve

serin Endopeptidazlar bulunmaktadir. Papain, bromelin ve fisin en iyi bilinen bitki

20



orijinli proteazlardir. Bunun yani sira aspartik proteaz ve aminopeptidazlarda nadiren
bulunabilmektedir (Rao ve ark., 1998; Sar1, 2011).

Bitkisel proteolitik enzimler gida endiistrilerinde ¢esitli uygulamalar i¢in
kullanilmaktadir. Su anda FSIS (Food Safety and Inspection Service) tarafindan
onaylanan ve GRAS statiisiinde kabul edilen bes eksojen enzim mevcuttur ve bu
enzimlerin ¢ogu bitkisel kaynaklidir (Katsaros ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2012). Et
gevreklestirme amaciyla yaygin olarak kullanilan enzimlerin basinda fisin, papain ve
bromelin gelmektedir. Bunlara ek olarak aktinidin ve zingibain enzimleri de iizerlerinde
calisilan diger bitkisel kaynakli enzimlerdir. Kivi meyvesinden (EC 3.4.22.14)
aktinidin, ananas meyve (EC 3.4.22.33) ve kokiinden (EC 3.4.22.32) bromelin, papaya
latex’ten (EC 3.4.22.2) papain, zencefil rizomundan (EC 3.4.22.67) zingibain ve
incirden (EC 3.4.22. 3) fisin elde edilmektedir (Ha ve ark., 2012; Katsaros ve ark.,
2009; Zare ve ark., 2013).

2.4.1.1. Papain (EC 3.4.22.2)

Papain geleneksel bir bitkisel proteazdir ve kullanimi uzun yillardir kullanilmistir.
Carica papaya meyvesinin lateksinden ekstrakte edilmektedir, Afrika ve Hindistan’in
merkez ve bat1 subtropikal bolgelerinde yetismektedir. Enzimin performansi, elde edilen
bitki kaynagina, iklim kosullarina ve saflastirma yontemlerine gore degismektedir.
Papain enzimi, substrat varliginda pH 5-9 araliginda aktiftir ve 80-90 °C araliginda
kararlidir. Yiiksek c¢oziintirliige sahip ve tatlandirilmigs protein hidrolizatlarinin

hazirlanmasi i¢in endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir (Rao ve ark., 1998).

2.4.1.2. Bromelin (EC 3.4.22.32 ve EC 3.4.22.33)

Bromelin ise ananas kok ve suyundan elde edilmektedir. Bromelin enzimi sistein
proteaz olarak karakterize edilmis ve pH 5-9 araliginda aktif oldugu bildirilmistir.
Termal stabilitesi papainden diisiiktiir ve 70 °C’de inaktif hale gelir (Rao ve ark., 1998).
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2.4.1.3. Keratinazlar

Sacin pargalanmasini, esansiyel amino asitlerin iiretimin ve atik su sistemlerinin
temizliginin saglanmasi amaciyla kullanilan keratinazlar bazi botanik gruplari

tarafindan tiretilmektedir (Rao ve ark., 1998).

2.4.2. Hayvansal proteazlar

Hayvansal proteazlar enzimolojinin baslangicindan beri bilinmektedir. Protein ve
enzimlerin kimyasal yapilar1 kesfedilmeden Once pepsin ve pankreas proteazlarinin
proteinleri pargalayici dzellikleri oldugu bilinmekteydi. Giiniimiizde ise en ¢ok bilinen
hayvansal kaynakli proteazlar1 pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renin enzimleri
olusturmaktadir. Hayvansal proteazlar, gida sektoriinde, protein hidrolizatlari
tiretiminde, et ve balik atiklarinin gideriminde, deri endiistrisinde ve tipta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu proteazlar biiyiik hacimlerde saflastirilabilmektedirler. Ancak bu
enzimler kaynaklar1 sebebiyle ¢ok fazla ¢iftlik hayvaninin kesimini gerektirmektedir.
Bu sebeple bu enzimlerin iiretimini ¢iftlik hayvanlarinin iiretim ve kesimi, tarimsal
politikalar ve bunun gibi faktorler yonlendirmektedir. Bu dezavantajlar sebebiyle
mikrobiyal proteazlara karsi egilim artmaktadir (Tekin, 2008; Seving, 2010). Sekil
2.10°da hayvansal kaynakli proteazlarin dagilimi grafiksel olarak verilmistir.

H Karakterize Edilmemis
Proteazlar
H Metallo Proteaz

kd Sistein Proteaz

H Serin Proteaz

i Aspartik Proteaz

Sekil 2.10. Hayvansal kaynakli proteazlarin dagilimi (Sar1, 2011)
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2.4.2.1. Tripsin

Tripsin, sindirim siirecinde alinan proteinlerin pargalanmasindan sorumlu olmakla
birlikte proteinleri amino asit ve peptidlere pargalar. Midede baslayan sindirim islemine
hafif alkali pH ile ince bagirsakta devam eder. Tripsin ayn1 zamanda gida proteinlerinin
hidrolizinden sorumlu bir sindirim enzimidir ve karboksil gruplarindaki peptid baglarini
hidrolize eden bir serin proteazdir. Tripsinin gida endiistrisindeki uygulamalari hidroliz
sonrast fazla aci tat olusturmasi sebebiyle sinirli kalmaktadir. Bunun yani sira bazi 6zel
medikal uygulamalarda ve bakteriyal kiiltlir —ortamlarinin  hazirlanmasinda

kullanilabilmektedir (Rao ve ark., 1998; Sari, 2011).

2.4.2.2. Kimotripsin

Kimotripsin diger bir hayvansal proteolitik enzimdir. Memelilerin bagirsaklarinda
aktivite gosteren kimotripsinin saf hali olduk¢a pahali olmakla birlikte sadece
diyagonistik ve analitik uygulamalarda kullanilmaktadir. Son zamanlarda giivenli agr1
kesici olarak tabletler halinde kullanimi s6z konusudur. Hayvansal pankreatik bir
proteaz olan kimotripsin bir serin proteazdir ve peptid baglarini fenilalanin, tirozin ve
triptofan amino asitlerinden sonra gelen karboksil gruplarindan hidrolize eder.
Kimotripsin enzimi ayrica siit proteinlerinin deallerjenasyonunda kullanilmaktadir

(Seving, 2010; Sar1, 2011).

2.4.2.3. Pepsin

Pepsin gida proteinlerini pepditlere parcalamak icin hemen hemen tiim omurgali
midelerinde ana hiicreler tarafindan salgilanmaktadir. Pepsin bir aspartik proteazdir ve
insan immiin yetmezlik viriisii tip 1’in (HIV1) olgunlagsmasindan sorumlu olan proteaza
benzer. Pepsin proteazi optimum aktiviteyi pH 2-4 arasinda gostermektedir. Ortam
pH’s1 6’ya ulastiginda enzim inaktif olur. Enzim iki hidrofobik amino asit arasinda ki

peptid baglarin1 parcalayarak kataliz etkisini gostermektedir (Seving, 2010; Sar1, 2011).
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2.4.2.4. Renin (Rennet)

Renin temel olarak peynir endiistrisin kullanilan bir aspartik proteazdir. Bu proteazlar
aktif bolgelerinde Asp32 ve Asp215 olmak iizere iki adet aspartik asit rezidiisii
bulundurlar. Enzim kazein proteinini Phel05 ve Met106 arasinda bulunan peptid bagini
hidrolize ederek ¢oziinmez formdaki para-kapa-kazeini olustururlar ve bu sayede siitiin

piht1 olusturmasi saglanir (Ulusu, 2012).

Renin enzimi, tiim emziren memelilerin midelerinde inaktif prekiirsorii olan prorennin
seklinde {iretilen pepsin benzeri bir proteazdir. Hayvansal renin i¢in en yaygin kaynak
yeni dogan siitle beslenmis buzaginin sirdenidir (Seving, 2010; Sar1, 2011). Renin biitiin
memeli midelerinde inaktif pro-rennin olarak bulunmakla beraber, kendi islevi yada

pepsin iglevi ile aktif renine doniisiir (Rao ve ark., 1998).

2.4.3. Mikrobiyal proteazlar

Proteazlar tiim Okaryotik ve prokaryotik organizmalar i¢in vazgecilmezdirler ve
organizmada sentezlenen proteinlerin kompozisyonunun, biiytlikliigiiniin, bi¢iminin ve
dongiisiiniin kontroliinde 6nemli rol oynayan enzimlerdir. Glinlimiizde en ¢ok kullanilan
proteaz kaynaklari bakteri, fungus ve viriislerdir. Mikroorganizmalarin biyoteknolojik
olarak kullanim amaciyla ¢ogu 6zelliginin degistirilmesi gibi sebepler nedeniyle bitkisel
ve hayvansal proteazlara gore daha cok tercih sebebidir. Mikrobiyal proteazlar aktif
merkezleri ve katalitik etki mekanizmalar1 ile siniflandirilmaktadirlar ve ayrica spesifik
olduklar1 substratlara gore de (keratinaz, jelatinaz vb ) siiflandirilabilmektedir (Seving,
2010). Bunun yani sira, bazi hayvansal hastaliklarin kullanilan hayvansal materyaller ile
insan ge¢mesi gibi nedenlerle mikrobiyal proteazlar bir kez daha 6énem kazanmustir.
Bitkisel proteazlarin ise tarimsal ve siyasal politikalar ile yonlendirilen ham maddeler
nedeniyle tretimdeki kisith hammadde gibi nedenlerden dolayr yine mikrobiyal
proteazlar on plana ¢ikmaktadir (Sari, 2011). Mikrobiyal kaynaklar1 proteazlarin
grafiksel olarak dagilimi Sekil 2.11°de verilmistir.
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# Earaktenze Edilmemms Proteazlar

8 Ekzopeptidazlar
1,88%
0,63%

E Metallo Proteaz

H Serm Proteaz

M Sistein Proteaz

E Ghrtamik Asit Proteaz

 Aspartik Proteaz
Sekil 2.11. Mikrobiyal proteazlarin dagilimi (Sar1, 2011)
Diinya capinda enzim satiglarinin %40’ 11 proteazlarin olusturmasi (Sari, 2011) ve sekil
2.11°de gorildiigl tlizere karakterizasyon c¢alismalari yapilmamis proteazlarin

kullaniminin yaygin olmasi, proteazlar ile ilgili ¢calismalarin yapilmasi i¢in en mantikli

nedenlerdendir.

2.4.3.1. Bakteriyal proteazlar

Ticari proteazlarin ¢ogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan nétral ve alkalin olarak
tretilmektedir.  Bakteriyal —notral  proteazlar pH  5-8  araliginda  aktivite
gosterebilmektedir ancak termal stabiliteleri diisiiktiir. Notral proteazlar aktivite
gosterdigi pH aralig1 ve hayvansal proteazlara gore uygulama yapildig: iirlin iizerinde
daha az ac1 tat olusturmasi nedeniyle gida endiistrisinde daha ¢ok tercih edilmektedir
(Tekin, 2008). Bacillus tiirindeki bakteriler proteaz tiplerinden genellikle serin alkalen
proteaz liretirler ve bu nedenle ¢ogu Bacillus proteazi alkali 6zellik gosterir (Seving,

2010). Baz1 alkalen proteaz tireticisi Bacillus tiirleri Cizelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.3. Bazi alkalen proteaz tiretici Bacillus spp. (Tekin, 2008)

Bacillus spp. ve suslari

Bacillus alcalophilus ATCC 21522
. alcalophilus

. alcalophilus subsp. halodurans KP1239
. amyloliquefaciens

. circulans

. coagulans

. firmus

. intermedius

. lentus

. licheniformis

. proteolitycus

. pumilus

. sphaericus

. subtilis

. subtilis var. Amylosacchariticus

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O W0 W

. thrungiensis
Bacillus sp. Ya-B
Bacillus sp. NKS-21
Bacillus sp. B21-2
Bacillus sp. Y
Bacillus sp. CW-1121
Bacillus sp. KSM-K16
Bacillus sp. MK5-6

Endiistri alaninda kullanim bulan 10’dan fazla mikrobiyal enzimin Bacillus cinsine ait
tiirler tarafindan sentezlendigi ve bu bakterilerinde bir¢cok 0Ozellige sahip oldugu
saptanmistir. Bu bakterilerin biiyiik bir boliimii kemoorganotogrof oldugu igin besin

istekleri azdir, yapilarinda heterojenlik yoktur ve kiiltiire kolayca alinabilirler (Sari,
2011).
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Alkalen proteazlarin optimum pH aralig1 9-11 arasinda degismekle birlikte optimum pH
istekleri 11°den 13’e kadar olan istisnai alkalen proteazlar rapor edilmistir. Izoelektrik
noktalar1 ise pH 6-12 kararli olmakla birlik yiliksek izoelektrik noktalarina sahiptirler.
Optimum sicaklik istekleri 50-70 °C arasinda degismekle birlikte literatiirde termostabil
ve soguk alkalin proteaz Ornekleri mevcuttur. Molekiil agirliklar1 ise 15-30 kDa
arasinda degismekle beraber literatiirde 45 kDa’a kadar molekiiler agirliga sahip alkalen

proteaz 6rnekleri rapor edilmistir (Seving, 2010).

2.4.3.2. Funqgal proteazlar

Funguslarden elde edilen proteazlar bakterilere gore daha cesitlidir. Aspergillus
oryzae’nin iirettigi asit, notral ve alkalin proteazlar buna 6rnek olarak verilebilir. Fungal
proteazlar pH 4-11 gibi genis bir pH araliginda aktivite ve genis bir substrat spesifitesi
gosterebilmektedir. Ancak diisiik reaksiyon hizi ve termal stabilitesinin kotii olmasi
bakterilere gore dezavantajdir. Fungal proteazlar kati kiiltiir femantasyonu ile biiyiik
miktarlarda {iretilebilmektedir. Fungal asit proteazlar pH 4-4.5 arasinda optimum
aktivite gostermektedirler ve pH 2.5-6 arasinda stabildirler. Fungal nétral proteazlar pH
7’de aktivite gostermekle beraber, selatlayici ajanlar tarafindan inhibe edilen
metalloproteazlardir. Fungal nétral proteazlar gida proteini hidrolizatlarinin aciliginin
giderilmesinde etkilidir. Fungal alkalin proteazlar ise gida proteinlerinin

modifikasyonunda kullanilmaktadir (Rao ve ark., 1998).

2.4.3.3. Viral proteazlar

AIDS ve kanser gibi hastaliklara neden olan viriis proteinlerinin fonksiyonlar1 nedeniyle
viral proteazlar olduk¢a onemlidir. Serin, aspartik ve sistein peptidazlar ¢ogu viriiste
bulunmaktadir. Viral aspartik proteazlar viral tutunma ve homodimer replikasyonu ile
poliprotein onciileri olarak ifade edilmektedirler. Olgun proteaz, dncii proteinin otolizi
ile salinmaktadir. Retroviral aspartik proteazlar ve bunlarin mutantlari ile saflagtirma,
enzimatik analiz ve gen ifadesi ile ilgili oldukca fazla literatiir bulunmaktadir. AIDS’in

yayilimini ve dldiiriicii etkisini ortadan kaldirabilmek i¢in etkili inhibitorlerin dizayni
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icin bircok arastirma, viral proteazlarin ili¢ boyutlu yapist ve bunlarin sentetik

inhibitorlerle etkilesimi iizerine odaklanmistir (Tekin, 2008).

2.5. Proteazlarin Endiistrideki Onemi ve Kullanim Alanlari

Diinya ¢apinda endiistriyel enzimlerin satis degerinin 1 milyar dolar oldugu tahmin
edilmektedir. Tiim proteolitik enzimler sicaklik, pH, iyon gereksinimi, spesifiklik,
aktivite ve stabiliteye gore karakteristik oOzelliklere sahiptirler. Bu biyokimyasal
parametreler proteazlarin endiistride kullanilabilirligini  belirlemektedir. Lipaz,
karbonhidraz ve proteazlarinda i¢inde bulundugu hidrolitik enzimler, toplam enzim
satiglarinin %75’ini olusturmaktadir. Proteazlar ise bu enzim gruplan igerisinde ilk
sirada yer alarak yaklasik %59’luk bir pay ile satis1 gergeklestirilmektedir (Sar1, 2011).
Sekil 2.12°de diinya ¢apindaki toplam endiistriyel enzim satiglarinin yiizdesel olarak

dagilim1 grafiksel olarak verilmistir.

W Amilaz

M Karbonhidraz

M Lipaz

B Farmasdtikal Enzimler
W Alkalen Proteaz

H Tripsin

H Rennin

M Diger Proteazlar

Sekil 2.12. Diinya ¢apindaki endiistriyel enzim satiglarinin yiizdesel dagilimi (Sari,
2011).

Gilinlimiizde elde edilen degisik ozellikteki proteazlar, yiiksek {iriin kalitesi, iiretimde
diisiik maliyet, az atik, fazla enerji tiiketiminin engellenmesi, spesifite, kolay kontrol ve
reaksiyonun 1liman kosullarda gergeklestirilmesi ve reaksiyonun 1016 kata kadar
artmast gibi avantajlara sahiptirler. Deterjan ve gida endiistrisi basta olmak tizere;
tekstil, deri, fotograf, ipek ve yem sanayi ile gesitli klinik uygulamalar ve eczacilik,

kimya endiistrisi, atiklarin temizlenmesi, protein hidrolizatlarinin tatlandirilmasi, ekmek
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ve pasta iiriinleri, icecek endiistrisi, gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir ve ayrintili

olarak Cizelge 2.4’te bakteriyal alkali proteaz kaynaklari, endiistriyel uygulama alanlari

ve ticari olarak iretici firmalar1 verilmistir (Alpan, 2011; Bulut, 2007; Turus, 2011;

Yardimet, 2014).

Cizelge 2.4. Bakteriyal alkali proteazlar, kaynaklari, endiistriyel uygulama alanlar1 ve
ticari olarak tiretici firmalar1 (Gupta ve ark., 2002)

Ticari Uretici Uriin Ismi Mikrobiyal Kaynak Uygulama
Novo Nordisk, Alcalase Bacillus licheniformis  Deterjan, ipek
Danimarka Savinase Bacillus sp. Deterjan, tekstil
Esperase B. lentus Deterjan, gida, ipek
Biofeed pro B. licheniformis Besleme
Durazym Bacillus sp. Deterjan
Novozyme 471MP n.s Fotograf, jelatin
hidrolizi
Novozyme 243 B. licheniformis Protez temizleyicisi
Nue Bacillus sp. Deri
Genecor Intenational, ~ Purafact B. lentus Deterjan
USA Primatan Bakteriyal Kaynak Deri
Gist-Brocades, Subtilisin B. alcalophilus Deterjan
Hollanda Maxacal Bacillus sp. Deterjan
Maxatase Bacillus sp. Deterjan
Solvay Enzymes, Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Almanya Optimase B. licheniformis Deterjan
Maxapem Bacillus sp.’nin  Deterjan
protein miihendisligi
ile tretilmis varyanti
HT-proteolytic B. subtilis Alkol, firmeilik,
besleme, gida
Protease B. licheniformis Gida, atik
Amano Proleather Bacillus sp. Gida
Pharmaceticals, Collegenase Clostridium sp. Teknik kullanim
Japonya Amano protease S Bacillus sp. Gida
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Cizelge 2.4. Bakteriyal alkali proteazlar, kaynaklari, endiistriyel uygulama alanlar1 ve ticari
olarak tiretici firmalar1 (Gupta ve ark., 2002) (Devam)

Enzyme Development,
USA

Nagase Biochemicals,
Japonya

Godo Shusei, Japonya

Rohm, Almanya

Wuxi Synder
Bioproducts, Cin
Advance
Biochemicals,

Hindistan

Enzeco
protease
Enzeco

protease-L FG

alkaline b. licheniformis

alkaline B. licheniformis

Enzeco high alkaline Bacillus sp.

protease

Bioprase concentrate
Ps. Protease

Ps. Elastase
Cryst. Protease
Cryst. Protease
Bioprase
Bioprase Sp-10
Godo-Bap
Corolase 7089

Wuxi

Protosol

Bacillus sp.
Pseudomanas
aeruginosa
Pseudomanas
aeruginosa

Bacillus subtilis (K2)
B. subtilis (bioteus)
B. subtilis

B. subtilis

B. licheniformis

B. subtilis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Endiistriyel kullanim

Gida

Endiistriyel kullanim

Kozmetik, ilag

Aragtirma

Aragtirma

Aragtirma

Aragtirma

Deterjan, temizlik

Gida

Deterjan, gida

Gida

Deterjan

Deterjan

2.5.1. Deri endiistrisi

Bakteriyal proteazlar derinin kolajen olmayan yapilarinin secilimli hidrolizinde,

globiilinler ve albiiminler gibi fibril yapida olmayan proteinlerin uzaklastirilmasinda,

deriden killarin uzaklastirilmasinda ve derinin yumusatilmasinda kullanilmaktadir. Deri



isleme prosesi, 1slatma, sepileme, kireglilik, kire¢ giderme, sama ve kil giderme birgok
adimdan olusan bir siirectir. Bu siirecin her adimin ¢okg¢a kimyasal kullanilmaktadir.
Kullanilan hidrojen siilfit ve diger kimyasallar giivenlik ve ¢evre agisindan oldukca
tehlikeli ve de zararhidir. Cevresel nedenlerden dolay1 kontrolii kolay, hizli olmasi ve
atiklarin  uzaklastirllmas1  sebebiyle deri islenmesinde enzimatik yOntemlerin
kullanilmas1 tercih edilmektedir. Proteazlar derinin 1slatilmasi, yumusatilmasi,
inceltilmesi  ve killarin  uzaklastirilmasi islemlerinde kullanilmaktadir. Enzim
uygulamas: ile istenmeyen pigmentler uzaklastirilarak deri yiizeyi genisletilmektedir.
Dericilik sektoriinde ham deri agirlik iizerinde alinip islendikten yiizey alani tizerinden
satildigi i¢in proteazlarin bu avantaji olduk¢a Onemlidir. Deriden killarin
uzaklastirilmasi isleminde kil koklerinin sismesiyle ve olusan alkali kosullarda alkalen
proteazlar kil folikiillerdeki proteinlere etki ederek kolay ve hizli bir sekilde killarin
uzaklastirilmasini saglamaktadir. Ancak enzim uygulamasi, derilerin dikise ve giinliik
kullanimdan kaynaklanan darbelere dayanikliligini etkilediginden kullanim miktar1 ve

siiresine dikkat edilmelidir (Tekin, 2008; Seving, 2010).

2.5.2. Deterjan endiistrisi

Cevresel amaglar ile deterjanlardan fosfatlarin ¢ikarilmasi ve deterjan raf dmrii boyunca
icine ilave edilen bakteriyal proteazlarin kararli olmasi i¢in gereken sartlar, deterjanlarin
genel olusumunda biiyiik degisimler meydana getirmistir. Sicak yikamalar i¢in formiile
edilmis olan deterjanlar, sodyum fosfat ve yiiksek 1silarda ( 60 °C ve iizeri) aktif hale
gelen bir beyazlatma maddesi olan sodyum perborat icermektedirler. Fosfat
Kirlenmesini azaltmak i¢in ¢evresel baskilar ve polyester kumaslarin kullanimin artmasi
nedeniyle bakteriyel enzimlerin kullanimi artmistir. Enzimler diisiik fosfat icerigine
sahip, 1lik ve soguk yikama isilar1 i¢in formiile edilmis olan deterjanlarin 6nemli bir
bilesigi haline gelmistir. Glinlimiizde deterjanlarda kullanilan enzimlerin market payinin
biiylik bir kismi1 Bacillus spp.’den elde edilen alkalin proteazlardan olusmaktadir.
Enzimlerin kullanimi yitkama verimini artirmanin yaninda daha diisiik 1silarda ve daha
kisa siirelerde temizligin saglanmasina olanak saglamakta ve camasirlarin yipranmasini

da onlemektedir (Yardimei, 2014).
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2.5.3. ilac endiistrisi

Enzimler ila¢ sanayinde genis uygulama alanina sahiptir. Viicuttaki g¢esitli ihtiyaclari
gidermek veya eksik enzim ihtiyaglarii karsilamak i¢in enzim takviyeleri
tiretilmektedir. Sindirim sistemini desteklemek icin Tretilen ilaglarda proteazlar
kullanilmaktadir (Yardimci, 2014). Kollojenaz ya da subtilisin yanik ve yara
tedavisinde, antibiyotiklerin genis bir aralikta kullannmiyla kombine edilerek
kullanilmaktadir. E. coli’den izole edilen asparajinaz lemfositik ldsemilerin ¢esitli
formlarinda kan akiginda asparajini elemine etmek i¢in kullanilmaktadir. Seker
hastalarinda yaralarin ge¢ iyilesmesine kars1 proteaz absorban Ortii tedavisinde metallo
proteaz inhibitorleri kullanilarak, yaralarin kronik halden akut hale gegmesi saglanmis
ve yine proteaz inhibitorii ilaglar kullanilarak basta HIV olmak iizere viriis kaynakli
hastaliklarin tedavisi yapilmaktadir (Seving, 2010). Bacillus subtilis 316M’den yiiksek
elastolitik aktivite ile hazirlanan elastoteraz, derin apselerin, ¢ibanlarin, sivilcelerin,

irinli yaralarin ve yaniklarin iyilestirilmesi i¢in kullanilmigtir (Turus, 2011).

2.5.4. Bakim iriinleri

Proteazlar kozmetikte sa¢ bakim {irlinlerinde, dis macunlarinda, istenmeyen tiiylerin yok
edilmesini saglayan tirlinlerde ve kontakt lens soliisyonlarinda kullanilmaktadir. Cilt ve
sa¢ bakim iirlinlerinde kullanilan kolajendz hidrolizat ve elastin maddeleri sigir

tendonlariin hidrolizi ile elde edilmektedir (Seving, 2010).

2.5.5. Tekstil sanayi

Teksti sanayinde proteazlar, protein esasl iiriinlerin 6n islenmesinde kullanilmaktadir.
Kumas iiretimi i¢in gerekli olan maddeler farkli lif yapilarina sahiptir. Yiin, ipek,
angora, kasmir dogal protein lifleri iken soya fasulyesi ve musir lifleri kazein rejenere
protein lifleridir. Yiin esasli materyaller papain, pronaz ve pepsin ile muamele edilerek
liflerin esnekligi saglanir, dogal kirlerden arindirilarak daha beyaz bir renk elde edilir.
Bu islemler proteolitik enzimler ile yapildiginda hem daha uygun sonuglar hem de

zamandan tasarruf edilmis olunmaktadir. Yiin gibi ipeginde tekstilde kullanilabilmesi
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icin proteaz enzimleri ile muamele gormesi gerekmektedir. Ancak ham ipekte fibroin ve
serisin adi verilen proteinler mevcuttur ve serisin ipegin kaygan ve parlak olmasini
engellediginde proteolitik enzimler ile muamele edilerek uygun yapinin elde edilmesi
elzemdir. Bu amagcla en ¢ok kullanilan proteolitik enzimler tripsin, pepsin ve papain

enzimleridir (Seving, 2010).

2.5.6. Giimiisiin geri kazanimi

Alkali proteazlar giimiisiin geri kazanimi i¢in X-ray filmlerinin kullanimi
biyoproseslerinde uygulama alant bulmustur. Kullanilan X-ray filmleri yaklasik olarak
%1.5-2 arasinda giimiis i¢ermektedir. Geleneksel yontemler ile (X-ray filmlerinin
yakilmasi) glimiisii kurtarma islemi c¢evre sorunlarmma yol ag¢maktadir. Enzimatik
yontemle X-ray filmlerinden glimiisiin geri kazanimi ise herhangi bir ¢evresel zarar
neden olmamaktadir ve ayn1 zamanda polyester filmlerinin de geri doniisiimiine olanak

saglamaktadir.

Bacillus sp. B21-2, Bacillus sp. B189 ve B. coagulans PB-77’den elde edilen proteazlar
ile X-ray filmlerinin {izerindeki jelatin proteini katmanlarindan glimiisiin geri kazanimi

saglanmistir (Turus, 2011).

2.5.7. Gida endiistrisi

Protein hidrolizi; ¢oziintrlikk, jellestirme, emiilsiyon yapma ve koOpilirme
karakteristiklerini igeren gida sistemlerinde proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin
modifikasyonu i¢in giiclii bir aragtir. Proteoliz, molekiil agirligin1 azaltmasinin yaninda,
iyonize olabilen gruplarin sayisim artirir ve fiziksel, kimyasal yada ¢evresel
etkilesimleri degistirebildiginden hidrofobik gruplari agiga ¢ikarabilir. Bununla birlikte,
asirt protein hidrolizini 6nlemek igin kontrollii hidroliz kosullarina ihtiya¢ duyulur.
Ciinkii, asirt protein hidrolizi ac1 tada sahip peptidlerin agiga ¢ikmasina ve istenmeyen
durumlarin olusmasina sebep olabilmektedir. Proteazlarin bir diger 6nemi ise gida
proteinlerinin alerjenligini indirgemesidir. Gida alerjenleri genellikle proteinlerdir ve

IgE araciligiyla ortaya ¢ikar. IgE tarafindan taninan proteine epitop denir. Epitop,
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proteinin primer yapisina bagl olarak lineer, sirali, yapisal ya da ii¢ boyutlu bir sekilde
olabilir. Bu yapisal epitoplar, gidalarda termal islemler ile daha g¢abuk bozulurlar.
Ancak lineer epitoplar1 diizenlemek icin protein zincirindeki spesifik amino asit
sekanslarima ulasmak gerekir ve bu durumlarda peptit baglarmin pargalanmasi bir
¢ozlimdiir. Kullanilan metodoloji ve enzimin dikkatli se¢imi kalinti proteinleri
uzaklastirmak i¢in posterior olarak kullanilan filtrasyon teknikleri hidroliz derecesine

bagli olarak protein alerjenitesini biiylik 6l¢lide azaltir (Tavano, 2013).

Gida endiistrisinde elzem 6neme sahip proteazlardan birisi de soguk aktif proteazlardir.
En 6nemli nedenleri; {iriine spesifik olarak soguk zincirin bozulmamasi, enerji tasarrufu

ve sicakliga kars1 hassas gidalarin bu siirecte zarar gérmesini engellemektir.

Soguk aktif proteazlar icecek ve sarap endiistrisi, peynir iiretimi, hayvansal gidalarin
eldesi ve meyve suyu endiistrisi gibi alanlarda da mezofilik enzimlere karsi iyi bir
alternatiftir. Ayrica soguk aktif proteazlarin diisiik sicaklikta yiiksek katalitik aktivite
gostermesi, gida endiistrisinde tatlandiric1 enzimler seklinde kullanilmasina (et

gevreklestirme ve flavor gelisimi) olanak saglamaktadir (Turus, 2011)

2.5.8. Atik isleme

Proteazlar protein igerikli atik sularda c¢oziinerek sucul sistemlerdeki biyolojik oksijen
isteginin azalmasin saglarlar. Ayrica proteazlar dogada bol miktarda bulunan boynuz,
kil, tirnak ve sac¢ gibi lifli proteinlerin hidrolizini saglayarak yararli biyokiitle haline
doniismelerini saglamaktadirlar. Ayrica yapilan bazi ¢aligmalarda kiimes hayvanlariin
kesim yerlerindeki kus tiiyli atiklarinin proteaz enzimleri ile islenerek, protein igerigi
yiiksek hidrolizat iirlinleri elde edilmis ve elde edilen bu {irliniin yem olarak kullanimi

saglanmistir (Seving, 2010; Tekin, 2011).

2.5.9. Peptid sentezi, D,L-amino asitlerin sentezi ve ¢oziindiiriilmesi

Sadece L-amino asitler canli hiicreler tarafindan metabolize edilmektedir. Bu sebeple

kimyasal sentezler ile elde edilen rasemik karigimlarin izomerlerine ayrilarak L-amino
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asitlerin ayr1 olarak elde edilmesi gerekmektedir. C. coronatus’dan elde edilen proteaz
N-benzoil-L-tirozin etil ester lizerinde esterolitik aktivite gostermistir. Bu sayede D,L-
fenil alanin ve D,L-fenil glisinin rasemik karisimlarinin ¢6ziinmesinde basariyla
kullanilmistir. Sentetik kimyada proteazlarin kullanilmasindaki ana kisitlayict faktor
susuz kosullarda enzimatik aktivitenin azalmasidir. Glinlimiizde proteazlar kullanilarak

dipeptidler ve tripeptidler sentezlenmektedir (Tekin, 2008; Yardimci, 2014).

Proteazlar arasindaki spesifite farkliliklarinin, hidrolize olan ya da 6n goriilen protein
kaynagina gore proteaz sec¢imi i¢in bir kilavuz olarak dikkate alinmasi ¢ok Onemlidir.
Ayni1 protein zincirinden farkli proteazlar kullanilarak ¢ok farkli hidrolizat tirtinleri elde
edilebilir. Ornegin, patates pulpu proteini dort farkli proteaz ve kombinasyonlari ile

hidrolize edildiginde farkli hidrolizatlar meydana geldigi goriilmiistiir (Tavano, 2013).

Proteazlarin bagka bir 6nemi ise, biyoaktif peptidlerin agiga ¢ikmasini saglamaktir.
Biyoaktif peptidler; insan sagligi iizerine etkili ve viicut fonksiyonlar: iizerine olumlu
etkiye sahip protein fragmentleri olarak tanimlanabilir. Aminoasit kompozisyonu ve
sekansina bagl olarak, bagisiklik ve sinir sistemi, damar ve sindirim sistemi iizerine
faydali cok sayida farkli peptid goriilmektedir. Temel olarak biyoaktif peptid liretmek
i¢in en yaygin yol protein hidrolizi, sindirim islemi yada mikrobiyal fermantasyondur
ancak in-vitro enzimatik islemlerde yaygin olarak ¢alisilmig yontemlerdendir. Peptidler
sindirim islemi sirasinda dogal olarak serbest hale gelebilir, farkli enzimler ile liretilen
fragmentlerin serbest hale gelmesi genis bir yelpazede peptid iiretmeye olanak

saglamaktadir (Tavano, 2013).

2.6. Konu ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Morita ve ark (1997), 10°C’de gelisen Serratia marcescens AP3801 susunda proteaz
aktivitesi saptamiglardir. Enzim iyon degisim ve gel filtrasyon kromotografisi ile besi
yerinden saflagtirtlmigtir. Enzimin molekiiler agirhigmin 58 kDa, izoelektrik noktasinin
6,0 oldugunu saptamislardir. Enzimde 40°C ve pH 6,5-8 arasinda maksimum aktivite
gozlemislerdir. Enzim aktivitesinin 1,10-fenantrolin ile inhibe olmasi nedeniyle enzimin

metalloproteaz oldugunu belirtmislerdir.
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Bacillus sp.’den elde edilen elastaz ile baz1 hidroliz deneyleri yapilmis, elastin ve kazein
tizerinde yiiksek bir degradasyon yetenegi sergiledigi tespit edilmistir. Elde edilen bu
elastazin bir metalloproteinaz oldugu ve aktivitesi i¢in Zn** iyonuna ihtiya¢ duydugu

bildirilmistir (Qihe ve ark., 2006).

Penicillium chrysogenum ve Staphylococcus xylosus tiirlerinin proteolitik aktivitesinin
incelendigi bir arastirmada P. chrysogenum’un kuru kiirlenmis et iriinlerinin

olgunlastirilmas1 sirasinda proteolize 6nemli bir katkisinin oldugu tespit edilmistir

(Uguz, 2007).

Moon ve ark (1994), B. subtilis RM615 susundan, skim milk besi yerinde ektraseliiler
proteaz iretmislerdir. Saflastirilan enziminin SDS-PAGE analizi sonunda 28 kDa
molekiiler agirliga sahip oldugu saptanmistir. Enzimin PMSF ve STI ile inhibe olmasi
buna karsilik EDTA, o-fenantrolin, elastatinal, histidin, leopeptin ile aktivitesini

korumasi nedeniyle enzimin serin proteaz oldugu saptanmustir.

Venugopal ve Saramma (2007), B. circulans BM15 izole etmislerdir. Amonyum siilfat
coktlirmesi ile proteaz saflastirmiglar ve SDS-PAGE ile zimogram analizi sonunda
molekiiler agirliginin 30 kDa oldugunu bildirmislerdir. Enzimin optimum aktivitesini
pH 7,0 ve 40°C’de gosterdigi, alkali pH’larda (pH 7,0-11,0) stabil oldugu ve 55°C’de 1
saat inkiibasyondan sonra stabilitesini korudugu saptanmistir. Hg"? , Zn*?, Co* ve Cu*?
ile enzim aktivitesi tamamen inhibe olurken, Ca*?, Mg*?, K* ve Fe*® ile aktivitesinin
biraz arttigin1 bildirmislerdir. PMSF ve EDTA aktiviteyi inhibe ederken, metalloproteaz
inhibitoérii 1,10 fenantrolin ile inhibisyon goriilmemistir. Enzimin c¢esitli ticari
deterjanlar olan SDS, Triton-X 100 ve H,0, kullanilarak 1 saat inkiibasyon
gergeklestirildiginde stabil oldugunu bildirmislerdir.

Dodia ve ark (2008), alkali proteaz salgilayan haloalkalifilik bakteri izole etmislerdir.
Alkali proteazin SDS-PAGE ile molekiiler agirliginin 40 kDa oldugunu saptamislardir.

Enzimin pH 8,0-13,0 arasinda stabil oldugunu ve optimum pH 9,0-11,0 oldugunu
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bildirmislerdir. 0-4 M NaCl’da stabil oldugunu ve 37°C’de optimum katalizi i¢in 150
mM NaCTl’iin gerekli oldugunu bildirmislerdir.

Son ve Kim (2003), B. amyloliquefaciens S94’den ekstraseliller proteaz
saflastirmiglardir. Enzim aktivitesinin serin proteazin genel inhibitorii PMSF ile giiclii
inhibe olmasi enzimin bir serin proteaz oldugunu diisiindiirmiistiir. Enzim aktivitesi
16sin peptidaz inhibitorii bestatin ile inhibe olmasi enzimin 16sin endopeptidaz oldugunu
diistindiirmustiir. Maksimum proteolitik aktivite farkli protein substratlarina kars1 pH
10,0 ve 45°C’de (protein substrat) ve pH 8,0 ve 45°C’de (sentetik substrat) meydana
gelmistir. Proteaz’in soguk uyumlu protein 6zelligine sahip oldugunu o6zellikle diisiik

sicakliklarda 15-45°C’de sentetik substrat hidrolizinin daha fazla oldugunu bildirmisler.

Gupta ve Khare (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada, solvent tolerant bir mikroorganizma
olan Pseudomanas aeruginosa PseA’nin gesitli solventlerin varliginda alkali proteaz
iiretme yeteneginin oldugunu ve irettikleri proteaz enziminin oldukca kararli oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica bu mikroorganizmanin ¢ogu organik solvent varliginda da kararl

oldugunu bildirmislerdir.

Bir aragtirmada A. oryzae ve A. sojae suslarindan elde edilen proteazlar ile 1zgaralik
etler ilizerinde gevreklestirme islemi yapilmistir ve bu proteazlarin gevreklestirmeye
yardimcr oldugu tespit edilmistir. Yapilan duyusal degerlendirmelerde, A. oryzae
proteazlar1 ile muamele edilen etlerde A. sojae proteazlari ile muamele edilen etlere
gore az bir miktar ac1 tat gozlemlenmistir. Diger duysal degerler bu iki sus icin bir biri
ile uyum igerisinde bulunmustur ve intramuskiiler bag doku tizerindeki aktivitelerine
bakildiginda A. oryzae diger sustan elde edilen proteaza nazaran daha diisiik bir aktivite
gostermistir. Bag doku iizerinde olusan petek benzeri yap1 olusan gevrekligin bir baska

nedenidir (Gerelt ve ark., 2000).

Kamnerdpetch ve ark. (2007)’nin yaptig1 bir ¢alismada, farkli proteazlar kullanilarak bir
hidroliz ¢alismast yapilmis ve her bir proteazin hidroliz derecesinin farkli oldugu
gorilmistiir. Yalnizca hidroliz derecesi degil hidrolizatlarin da aminoasit profili farkli

olmustur. Kullanilan Novo Pro-D proteazi aromatik ve siilfiir amino asitlerinin (His,
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Phe, Trp ve Tyr) peptid baglarin1 bolmektedir. Ancak, Flavorzyme proteazi endo ve
ekzoproteaz kombinasyonu ve alcalazinin genis substrat spesifitesi ve aromatik amino
asit rezidiisii igeren peptid baglarini tercih etmesi sebebiyle bu proteazlar ile elde edilen
hidrolizatlarda aromatik amino asitlerin ve metiyoninin 6nemli bir derecede arttig1

gbzlemlenmistir.

Klompong ve ark. (2007) sar1 seritli trevally balik tiirlerinden (Seleroides leptolepis)
elde edilen protein hidrolizatinin antioksidan etkisinin hidroliz derecesine bagl
oldugunu, ayni zamanda da kullanilan enzime bagli oldugunu rapor etmislerdir.
Peptidin antioksidan o0zelliginin lipit oksidasyonu sirasinda zararli Dbilesiklerin
olugsmasini engelledigi gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak hidrolizatlarin antioksidan
Ozellikleri hidroliz sirasinda kullanilan enzimlere bagli oldugu acik bir sekilde

goriilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Proteaz iiretici mikroorganizma

Calismada materyal olarak kullanilan proteaz enzimi iiretme yetenegine sahip

mikroorganizma; Corum/Ulu Mezarlik mevkiinden alinan topraktan izole edilmistir.

3.1.2. EKipman

Calismada kullanilan tiim ekipmanlarin isim ve markalar1 asagidaki gibidir.

-80 °C Dondurucu (HETTICH), Buzdolabi (VESTEL BZP-L3302W), Calkalamali
Inkiibator, (JEIO TECH SI-600), Dry bath (AOSHENG MK-10), Etiiv (MEMMERT),
Gii¢ kaynagi (JUNYT JY300), Isitici-Manyetik karistirrct (MTOPO MS300HS), Kar
makinesi ~ (VISION), Mikrodalga firn (ARCELIK MD-574), Otoklav
(HICLAVE HV-50L), pH metre (INOLAB pH7110), Santrifiij (HETTICH 120),
Santrifiij (HETTICH Mikro 22R), Santrifiij (HETTICH Rotixa/Rp), SDS-PAGE sistemi
(WEALTECH), Tarayic1t ve yazict (HP 1510), UV/VIS Spektrofotometre
(VARIAN CARRY 50), Vortex (SCILOGEX MX-S)

3.1.3. Kimyasallar

Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, isim ve markalar1 agagidaki

gibidir.

2-Propanol (TEKKIiM), Akrilamid (SIGMA), Amonyum Siilfat (TEKKIM), APS
(VIVANTIS), Asetik Asit (TEKKIM), Aseton (MERCK), Bacteriological Agar
(LABM), Bacteriological Pepton (LABM), Benzen (MERCK), Bis (FLUKA),
Bromfenol blue (BIOMATIK), BSA (BIOSHOP), CaCl, (SIGMA-ALDRICH), CoCl;
(MERCK), Comassie brillant blue G-250 (APPLICHEM), Comassie brillant blue R-250

39



(APPLICHEM), CuS0O,4.5H,0 (MERCK), DEAE Sepharose (SIGMA-ALDRICH), D-
Glukoz (MERCK), DMSO (MERCK), DTT (SIGMA), EDTA (SIGMA), Etil alkol
(TEKKIM), FeS0O4.7H,0 (MERCK), Fibrinojen (SIGMA), Gliserol (FLUKA), Glisin
(BIOSHOP), H,0, (SIGMA-ALDRICH), HCl (MERCK), Kazein (SIGMA), KH,PO,
(SIGMA), L-Tirozin (SIGMA), Metil alkol (MERCK), MgSO47H,0 (MERCK),
MnCl, (MERCK), Na,HPO4.7H,0 (SIGMA), NaOH (MERCK), PMSF (SIGMA),
Protein Marker (See Blue Plus2), SDS (MERCK), Sephacryl S-200 (GE
HEALTHCARE) Sodyum Asetat (SIGMA-ALDRICH), TCA (SIGMA), TEMED
(SIGMA), Toluen (SIGMA), Tris (MERCK), Triton X-100 (SIGMA), Tween-80
(SIGMA), Yagsiz Siittozu (GOKTURK), Yeast Extract (LABM), ZnS04.7H,0
(MERCK)

3.1.4. Besiyerleri ve subsratlar

*PCA (Plate Count Agar)

5 g/L Casein Peptone, 2,5 g/L yeast extract, 1 g/L D-Glukoz, 15 g/L Agar ile 121 °C’de

1,1 atmosfer basingta 15 dakika sterilizasyon normu uygulanarak hazirlanmistir.

*PCB (Plate Count Broth)

5 g/L Casein Peptone, 2,5 g/L yeast extract, 1 g/L D-Glukoz, ile 121 °C’de 1,1 atmosfer

basingta 15 dakika sterilizasyon normu uygulanarak hazirlanmigtir.

*PCSMA (Plate Count Skim Milk Agar)

5 g¢g/L Casein Peptone, 2., g/L yeast extract, 1 g/L D-Glukoz, 15 g/L Agar
formiilasyonda yer alan su miktarinimn yaris1 kadar yumusatilmis su ile 121 °C’de 1,1
atmosfer basingta 15 dakika sterilizasyon normu uygulanarak hazirlanmistir. Daha sonra
%35’lik hazirlanan skim milk ile bek alevi basinda 60 °C’de birlestirilir. Proteaz aktif

mikroorganizmalarin gelistirilmesi ve ayrimi i¢in kullanilmistir.
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*PCSMB (Plate Count Skim Milk Broth)

5 g/L Casein Peptone, 2,5 g/L yeast extract, 1 g/L D-Glukoz formiilasyonda yer alan su
miktarinin yaris1 kadar yumusatilmis su ile 121 °C’de 1,1 atmosfer basingta 15 dakika
sterilizasyon normu uygulanarak hazirlanmistir. Daha sonra %10’luk hazirlanan skim
milk ile bek alevi basinda 60 °C’de birlestirilirek final konsantrasyonu %5’e

ayarlanmistir. Proteaz enzim tiretim ortami amaci ile kullanilmistir.

*Kazein Substrat

0,3 g kazein 50 ml 50 mM pH 7,5 Tris-HCl ile 1s1 yardimiyla ¢ozdiiriiliir. Analizler igin
giinliik taze hazirlanir. Proteaz enzim aktivitesinin kantitatif 6l¢iimii i¢in substrat olarak

kullanilmistir.

*BSA Substrat

0,3 g BSA 50 ml 50 mM pH 7,5 Tris-HCI ile ¢ozdiiriiliir. Proteaz enziminin substrat

spesifitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

*Fibrinojen Substrat

0,3 g fibrinojen 50 ml 50 mM pH 7,5 Tris-HCI ile ¢ozdiiriiliir. Proteaz enziminin

substrat spesifitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.
*Skim milk
50 g/L skim milk formiilasyonda yer alan su miktariin yaris1 kadar yumusatilmis su ile

¢ozdiiriiliir. 105 °C’de 1,1 atmosferde 5 dk sterilizasyon normu uygulanarak

hazirlanmistir. Proteaz enzim iiretimi i¢in indiikleyici olarak kullanilmistir.
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3.1.5. Tampon ve cozeltiler

*50 mM Sodyum-Fosfat pH (6,0-6,5-7,0)

6,80 g potasyum dihidrojen fosat ve 13,40 g di-sodyum hidrojen fosfat distile su ile 1
L’ye tamamlanir. Elde edilen pH’ya goére HCI yada NaOH ile istenilen pH’ya ayarlanir.

*50 mM Tris-HCI pH (7,5-8,0-8,5)

6,057 g Tris distile su ile 1 L’ye tamamlanir. HCl ile istenilen pH’ya ayarlanir.

*50 mM Glisin-NaOH pH (9,0-9,5)

3,753 gr Glisin distile su ile 1 L’ye tamamlanir. NaOH ile istenilen pH’ya ayarlanir.

*1 M Ditiyoeritrol (DTT)

1,542 g DTT distile su ile 10 mI’ye tamamlanir. 1 ml’lik alikotlar halinde -20 °C’de
depolanir. Protein Orneklerinin SDS-PAGE’e yiiklemeden once disiilfit baglarim

koparmak amaci ile SDS sample buffer icerisine katilmistir.

*1 M Tris-HCI pH 6.8

60 g Tris Base 500 ml distile su ile ¢ozdiiriilir ve pH HCI ile 6,8’¢ ayarlanir.

SDS-PAGE sisteminde konsantrator jelin hazirlanmasinda kullanilmistir.

*1,5M Tris-HCI pH 8.8

91 g Tris Base 500 ml distile su ile ¢ozdiiriiliir ve pH HCI ile §,8’e ayarlanir. SDS-

PAGE sisteminde ayirici jelin hazirlanmasinda kullanilmistir.
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*5X Tris-Glisin pH 8,3

15,1 g Tris Base, 94 g Glisin ve 50 ml 10’luk SDS 1000 ml distile su ile ¢ozdiirtliir.

*Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi (% 30)

Istenilen hacme gore 29:1 oraninda akrilamid ve bisakrilamid tartilir ve distile suda
¢Ozdiiriiliir. Akrilamid norotoksik bir madde oldugu i¢in deri ile temas etmemesine

dikkat edilir. +4 °C’de depo edilir.

*APS Cozeltisi (%10)

1 g APS 9 ml ditile su i¢inde ¢ozdiiriiliir ve 22 um filtreden gegirilir. 1 ml’lik alikotlar
olacak sekilde -20 °C’de depo edilir.

*Bradford Reaktifi

40 mg Coomassie Brillant Blue G-250 50 ml %95’lik etil alkol i¢inde ¢ozdiiriiliir ve
tizerine 55 m1%88’lik fosforik asit ilave edilerek distile su ile 1 L’ye tamamlanip filtre
edilir. Giines 1s1gindan korunarak +4 °C’de depo edilir. Enzim 6rneklerinin protein

miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

*Destain Cozeltisi

1 litre i¢in; 400 ml metil alkol, 100 ml asetik asit ve 500 ml distile su karistirilir. SDS-
PAGE sonras1 Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyanan jelden boyanin geri alinmasi

i¢in kullanilmustir.
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*Diyaliz Tamponu

50 mM Tris-HCI tamponu 0,5 M NaCl igerek sekilde istenilen hacme goére hazirlanir.
Amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi elde edilen proteaz enzim karisimindan amonyum

stilfatin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilmistir.

*SDS Cozeltisi (%10)

1 g SDS 9 ml distile su i¢ginde ¢ozdiiriiliir. Kullanim 6ncesinde eger beyaz tortu var ise
45 °C’ye 1sitilarak ¢oziinmesi saglanir ve kullanilir. SDS-PAGE sisteminde konsantrator

ve ayirici jelin hazirlanmasinda kullanilmastir.

*SDS Sample Buffer (2X jel loading buffer)

1 ml 1M Tris-HCI pH 6,8; 4 ml %10 SDS; 2 ml gliserol; 1 ml 1M DTT; 2 ml distile su
ve bir pargacik bromfenolblue karigtirilir. 1 ml’lik alikotlar halinde +4 °C’de stok
hazirlanir. SDS-PAGE sistemine yiiklenecek olan protein 6rneklerinin hazirlanmasi igin

kullanilmistir.

*Stain Cozeltisi

250 ml i¢in; 100 ml metil alkol, 25 ml asetik asit, 0,625 Comassie brillant blue R-250 ve
125 ml distile su karistirilir. Renkli sise veya gilines 15181 gecirmeyecek sekilde
korunarak saklanir. SDS-PAGE sisteminde kosturulan protein 6neklerinin goriiniir hale

gelmesi i¢in elde edilen jelin boyanmasinda kullanilmistir.

*TCA Cozeltisi

250 ml igin, 1,798 g TCA, 2,99 g Na-asetat ve 1,88 ml asetik asit son hacim 250 ml
olacak sekilde distile su ile karistirilir. Proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi
esnasinda, reaksiyonu sonlandirmak ve tirozinin serbestlesmesini saglamak amaciyla

belirlenmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Proteaz iiretici mikroorganizma izolasyonu ve karakterizasyonu

Calismada Corum/Ulu Mezarlik bolgesinden alinan toprak orneginin, 1 grami steril
dH,0 kullanilarak desimal diliisyon yontemi ile seyreltildikten sonra Plate Count Skim
Milk Agar (PCSMA, pH 7,0) kat1 besiyerine dokme plaka yontemi ile aktarilmustir.
Inokiile edilmis petri kaplari, 37 °C ve 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 etrafinda seffaf zon olusturan ve farkli morfolojik gériiniime sahip
koloniler se¢ilmis ve proteaz iireticisi organizmalar olarak tanimlanarak, %20 (v/v)
olacak sekilde gliserol iginde -80 °C’de stok hazirlanmistr.

Proteaz {ireticisi olarak belirlenen mikroorganizmalar arasindan birim zamanda en
biiyiilk zon olugturan organizmanin en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olduguna

karar verilmis, ve bundan sonraki ¢caligsmalar bu izolat kullanilarak yiiriitiilmiigtiir.

Elde edilen izolatin tanilanmasi molekiiler yontemlerle 27F ve 1492R genel bakteri
primerleri kullanilarak 16S rRNA dizisine gore REFGEN/Ankara firmasinda
gerceklestirilmistir.

3.2.2. Proteaz enzimi iiretimi icin aktif kiiltiiriin hazirlanmasi

Stok kiiltiirden 50 pL 5’er ml steril Plate Count Broth (PCB) besiyeri igeren tiiplere
aktarilmis ve 18-24 saat 37 °C’de 150 rpm’de inkiibe edilmistir. Bu sekilde aktif hale
getirilen stok kiiltiir bir hafta boyunca aktif kiiltiir olarak kullamlmustir. Uretim
yapilacagl zaman, aktif kiiltiirden tekrar 18 saat boyunca 37 °C’de 150 rpm’de ikinci

kez aktivasyon yapilmis ve iiretim ortamina eklenmistir

3.2.3. Optimum proteaz iiretim zamaninin belirlenmesi ve biiyiime egrisi

En yiiksek enzim {iretim zamaninin belirlenmesi amaciyla, i¢erisinde 100 ml (PCSMB)

besiyeri bulunan 500 ml’lik erlene %1 olacak sekilde 18 saatlik aktif kiiltiirden inokiile
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edilmis ve 37 °C’de 150 rpm’de 24 saat boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon siiresi boyunca her 3 saatte bir érnek almarak kantitatif olarak proteaz
aktivitesi bakilmis ve maksimum proteaz enzim aktivitesinin gorildiigii inkiibasyon
stiresi belirlenmigtir. Her 3 saatte bir alinan Orneklerden PCA besiyerine desimal
diliisyon yontemiyle seyreltilmis numunelerden inokiilasyon miktar1 1 ml olacak sekilde
dokme plaka yontemi ile ekim yapilmis ve 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi petrilerde gelisen koloniler sayilarak biiyiime egrisi ¢ikartilmistir.
3.2.4. Proteaz enzim aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi

Belirlenen siire boyunca inkiibe edilen besiyeri ortami 6000 rpm’de 5 dakika boyunca
+4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi pellet atilmis ve elde edilen hiicresiz

slipernatant proteaz enzim karigimi olarak kullanilmistir.

Proteaz enzim aktivitesi Nakiboglu ve ark. (2001), tarafindan tanimlanan ve substrat
olarak kazeinin kullanildigi yontemin modifiye edilmesi ile belirlenmistir. Yontemin

protokolii agagida belirtildigi gibidir.

0,5 ml enzim

'

2,5 ml substrat

v

30°C’de 20 dakika inkiibasyon

'

2,5 ml TCA soliisyonu

|

30 °C’de 30 dakika beklet

|

Santrifiij

|

Azgo
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0,5 ml enzim karistmi % 0,6’lik kazein substrat: ile karistirilarak 30 °C’de 20 dakika
boyunca enzimin substrati hidroliz etmesi saglanmistir. inkiibasyon sonrasi karisim
tizerine 2,5 ml TCA c¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmis ve 30 dakika daha
ayni sicaklikta proteinlerin presipite olmasi amaci ile bekletilmistir. Siire bitiminde
karisim 6000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenerek ¢okelen protein uzaklastirilmis
ve reaksiyon sirasinda serbest kalan tirozin amino asidini i¢eren siipernatant alinarak,
UV spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda absorbansi oOlgiilmiistiir. Yukarida
belirtilen prosediirde enzim yerine 100 °C’de kaynatilarak inaktif hale getirilmis enzim

kullanilan karisim kor olarak kullanilmigtir

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in (3.1)’de yer alan formiilden ve hazirlanan tirozin

standart grafigindeki egimden yararlanilmistir.

(A280/Egim)x Toplam Hacim
Enzim Hacmi x inkiibasyon Siiresi

Aktivite (ug tirozin / ml.dk) = x Seyreltme Faktorii (3.1)

Bir iinite proteaz aktivitesi (U), 30 °C’de, pH 7,5’te gergeklesen hidroliz reaksiyonu
sonucu enzimin substrattan bir dakikada agiga cikarttig1 tirozinin pg cinsinden miktari

olarak ifade edilmistir (Nakiboglu ve ark., 2001 ve Sar1, 2011).

3.2.5. Tirozin standart egrisinin hazirlanmasi

Proteaz enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilacak olan tirozin standart egrisinin
¢ikartilmasi amaciyla 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile 0,25 mg/ml konsantrasyona
sahip tirozin stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Proteaz aktivitesinin kantitatif dl¢limii icin
kullanilan prosediiriin  %2’ii oraninda daha az hacim kullanilarak standart grafik
cikartilmigtir. Hazirlanan bu stok ¢o6zeltiden Cizelge 3.1°de belirtilen miktarlarda
cekilerek 30 °C’de 20 dakika bekletilmis ve siire sonunda iizerine 625 pL soliisyonu
eklenmis ve 30 °C’de 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiipler 6000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve kore kars1 280 nm’de absorbanslari 6l¢tilmiistiir. Elde edilen
absorbans degerlerine karsi tirozin konsantrasyon egrisi cizilerek elde edilen grafigin

egimi hesaplanmistir (Sart, 2001).
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Cizelge 3.1. Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Tirozin Istenen Stoktan Eklenecek Eklenecek
Stok Kons.  Tirozin Kons. Cekilecek Tampon TCA

(mg/ml) (ng/ml) Miktar (ul) Miktari (ul) Miktari (ul)

1 0,25 5 15 735 625

2 0,25 10 30 720 625

3 0,25 15 45 705 625

4 0,25 20 60 690 625

5 0,25 25 75 675 625

6 0,25 30 90 660 625

7 0,25 50 150 600 625

8 0,25 75 225 525 625

9 0,25 100 300 450 625

10 0,25 200 600 150 625

KOR - - - 750 625

3.2.6. Enzim iiretimi

Izolata ait proteazin dzelliklerinin belirlenmesi amaciyla, enzim iiretimi yapilmistir. Bu
amacla, bir litre PCSMB besiyerine 18 saat boyunca aktive edilen kiiltiirden %1 olacak
sekilde inokiilasyon yapilmis ve 37 °C’de 150 rpm’de calkalamali olarak optimum
enzim Uretiminin gergeklestigi zamana kadar inkiibasyon yapilmistir. Siire sonunda
kiiltiir, +4 °C’de 6000 rpm hizi ile 20 dk santrifiij edilerek hiicreler uzaklastirilmis ve
kiltiir stipernatanti alinmistir. Proteaz Ozelliklerinin belirlenmesi igin ekstraseliiler

enzim karisimi saflastirilmistir.

3.2.7. Ekstraseliiler proteaz enziminin saflastirilmasi

3.2.7.1. Amonyum siilfat ile coktiirme

Ekstraseliiler proteaz enziminin konsantre edilmesi gradient (%30-60-80) amonyum

siilfat yontemi ile gergeklestirilmistir (Cadirci ve Yasa, 2011)
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Bunun i¢in gerekli amonyum siilfat miktarinin hesaplanmasi ise (3.2)’de verilen

formiile gore hesaplanmistir.

Hesaplama (1 L igin)
Amonyum siilfat (g) : 533 * (S, — S1) / (100-0.3* S)) (3.2)
S: : Baslangi¢ konsantrasyonu

S, : Son konsantrasyon

Enzim hacmine gore ilave edilecek amonyum siilfat miktar1 belirlendikten sonra, tuzun
daha iyi ¢Oziinmesi ve bu esnada proteine zarar vermemesi i¢in kullanilmadan &nce
havanda iyice toz haline getirilmis ve tim islemler +4°C’de gergeklestirilmistir.

Yontemin protokolii asagida verildigi gibidir.

Asama-1
Inkiibasyon s1vis1 santrifiij edilir

(6000 rpm, 20 dk, +4 °C)

.

2 ml 6rnek alinir

|

Kalan hacim 6l¢iiliir ve amonyum siilfat miktar1 6l¢iiliir (%30 igin)

|

Manyetik karistirici ile +4 °C’de 4-6 saat diisiik devirde karigtirilir

"

Tiim s1v1 6000 rpm’de 20 dk, +4 °C’de santrifiij edilir

|

Pellet alinir ve diyaliz i¢in muhafaza edilir. Siipernatant alinarak ikinci asamaya gecilir
Asama-2
Stipernatanttan 2 ml 6rnek alinir

Kalan hacim 6l¢iiliir ve amonyum siilfat miktar1 6l¢tiliir (%60 i¢in)
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|

Manyetik karistiric ile +4 °C’de 4-6 saat diisiik devirde karistirilir

Tiim s1v1 6000 rpm’de 20 dk, +4 °C’de santrifiij edilir

|

Pellet alinir ve diyaliz i¢in muhafaza edilir. Siipernatant alinarak tiglincii asamaya

gecilir
Asama-3
Stipernatanttan 2 ml 6rnek alinir
Kalan hacim 6lgiiliir ve amonyum siilfat miktar1 6lgtiliir (%80 igin)
Manyetik kanstirici ile +4 °C’de g£ce boyu diisiik devirde karigtirilir
Tiim s1v1 6000 rpm’de 20 dk, +4 °C’de santrifiij edilir

v

Pellet alinir ve Siipernatanttan 2 ml 6rnek alinarak diyaliz islemine gegilir.

Almman 2 ml’lik 6rnekler daha sonra protein miktar1 ve SDS-PAGE analizleri i¢in

kullanilmak iizere -80 °C’de depolanmustir. Elde edilen farkli konsantrasyonlara sahip

amonyum siilfat ¢oktlirme {riinleri diyalize tabi tutulmugstur.

3.2.7.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ile gradient halde deristirilen ham enzim ekstraktr, 10000 Da cut off
degerine sahip diyaliz membrani kullanilarak 50 mM Tris-HCI tamponuna (pH 7,5)
kars1 +4 °C’de gece boyu diyaliz edilmistir. Diyaliz asamasinda kullanilacak tampon
miktar1 diyaliz yapilan 6rnegin toplamda en az 50 kat1 oraninda olmali ve periyodik
olarak yenilenmelidir. Diyaliz membranlar1 kullanim 6ncesi diyaliz i¢in segilen tampon

icerisinde bekletilmis ve kullanima uygun hale (yumusatma) getirilmistir. Daha sonra
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%30, 60 ve 80 ¢oktiirme trlinleri ig¢in ayr1 ayr1 diyaliz membrani kullanilarak diyaliz
islemi gergeklestirilmistir. Diyaliz isleminde enzim aktivitesinin azalmasini engellemek
icin sicaklik +4 °C’de sabit tutulmus ve kullanilan tampon igerisine 0,5 M olarak sekilde
NaCl katilmistir. Diyalizin ilk on iki saatinde her dort saatte bir olacak sekilde
tamponun rejenere edilmesine dikkat edilmis ve 6rnekler on ikinci saatin sonunda gece
boyu diyalize birakilmistir. Diyaliz siiresinde manyetik karistiricinin devir hizinin
yiiksek olmamasina ve diyaliz membranlarinin tamamen tampon igerisinde olmasina

dikkat edilmistir.

Diyaliz islemi sonrasi her bir drnekteki proteolitik aktivite, kalitatif ve kantitatif olarak
Olciilmistiir. En yliksek aktiviteye sahip olan fraksiyon ile diger islemlere devam

edilmistir.

3.2.8. Kismi olarak saflastirilan enzim Kkarisiminin termal aktivite ve termal

stabilitesinin belirlenmesi

Kismi saflagtirma sonrasi elde edilen proteaz enzim karisimlarinin termal aktivitesinin
belirlenmesi amactyla 50 mM Tris-HCI pH 7,5 tamponu ile hazirlanmis % 0,6’lik (w/v)
kazein substrat ile sirasiyla 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’de inkiibasyon sicakliginda
Boliim 3.2.4’te verilen standart protokole gore proteaz enzim aktivite tayini yapilmis ve

proteaz enziminin termal profili belirlenmistir (Turus, 2011).

Termal stabilitenin belirlenmesi i¢in ise kismi saflagtirma sonrasi elde edilen proteaz
enzim karigimlan sirastyla 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’de 6n inkiibasyona maruz
birakilmig ve Cizelge 3.2’ye gore periyodik olarak ornekler alinmistir. Alinan enzim
ornekleri 50 mM Tris-HCI pH 7,5 tamponu ile hazirlanmis %0,6’lik (w/v) kazein
substrat ile Boliim 3.2.4’te verilen standart protokole gore optimum sicaklikta inkiibe

edilerek proteaz enzim aktivite tayini yapilmistir.

On inkiibasyon yapilmayan (muamelesiz) proteaz enzimine ait aktivite 100 olarak kabul
edilmis ve muamele gérmiis enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak

verilmistir (Turus, 2011).
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Daha sonraki g¢aligmalarda reaksiyon, en yliksek proteaz aktivitesinin gorildigi

sicaklikta gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Proteaz enziminin termal stabilitesinin belirlenmesi

Siire 0 05 075 1 1.5 2 3 4 24 36 48
(Saat)

30°C X - - - - - - X X X X
40°C X - - X X X X X X - -

50 °C X X X X X - - - - - -

X : Proteaz aktivitesi i¢in se¢ilen enzim drneginin 6n inkiibasyon siiresi ve sicakligt

3.2.9. Kismi olarak saflastirilan enzim karistimimin optimum pH ve pH

stabilitesinin belirlenmesi

Kismi saflagtirma sonrasi elde edilen proteaz enzim karisimlarimin optimum pH
degerinin belirlenmesi amaciyla, pH 6,0, 6,5 ve 7,0 icin 50 mM Sodyum-Fosfat
tamponu, pH 7,5, 8,0 ve 8,5 i¢in 50 mM Tris-HCI tamponu, pH 9,0 ve 9,5 i¢in 50 mM
Glisin-NaOH tamponlarinda %0,6’lik (w/v) kazein substrati hazirlanmigtir. Daha sonra
bu substratlara karst enzim karigiminin gostermis oldugu aktivite standart kantitatif

yontem ile optimum sicaklik degerinde belirlenmistir.

pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in ise, enzim karisimi 1:1 oraninda pH 6,5, 7,5, 8,5 ve
9,5 tamponlar ile karistirilmis ve +4 °C’de 192 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi boyunca her 24 saatte bir 6rnek alinarak standart protokole gore proteaz enzim

aktivitesi optimum sicaklikta l¢tilmiistiir.

Muamele gormeyen proteaz enzimine ait aktivite 100 olarak kabul edilmis ve muamele
gérmiis enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak verilmistir (Turus,
2011). Daha sonraki calismalarda, substrat hazirlanmasi i¢in en yiiksek proteaz

aktivitesinin goriildiigli pH degerindeki tampon kullanilmistir.
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3.2.10. Kromotografik yontemler ile ileri saflagtirma

Jel filtrasyon kromotografisi

Sephacryl S-200 kolon dolgu maddesinin hazirlanmasi ve kolonun doldurulmasi

Calkalanarak homojen hale getirilen kolon dolgu maddesinden 50 ml alinarak bir beher
icerisine aktarilmig ve icerisindeki %20’lik alkoliin faz olarak ayrilmasi beklenmis ve
ayrilan faz pastor pipeti yardimi ile uzaklastirilmigtir. Alkol uzaklastirma islemi
yapildiktan sonra kolon dolgu maddesi kromotografi i¢in kullanilacak 50 mM pH 7,5
Tris-HCI tamponu ile toplamda kolon dolgu maddesi hacminin 6-8 kat1 olacak sekilde

yikanmustir (GE Healthcare).

Yikama islemi tamamlanan kolon dolgu maddesi kolona doldurulmadan 6nce kolon
hazirligt yapilmistir. Bu amag ile 50 ml’lik biiret kullanilmis ve dolgu maddesinin
zeminine dolgu maddesinin tutmasi i¢in cam yiinii sikistirilmistir ve sonrasinda kolon
50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile yikanmistir. Yikama islemi tamamlanmis ve
homojen hale getirilmis Sephacryl S-200 kolon dolgu maddesi siirekli akis saglanacak
ve hava boslugu kalmayacak sekilde biiret igerisine aktarilmistir. Aktarma islemi
tamamlandiktan sonra dolgu maddesinin oturmasit ve sikismasi icin gece boyu
beklenmistir. Bekleme siiresinin sonunda kolon tekrardan kolon hacminin 3 kati olacak
50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile yikanarak 6rnek yiiklemeye hazir hale getirilmistir
(GE Healthcare).

Kismi olarak saflastirilan proteaz enzim karisiminin kolona yiiklenmesi

Hazirlanan kolona, 0,22 pym por c¢apl siringa filtresinden gegirilmis proteaz enzim
karisimindan 1 ml 6rnek cam pipet ve puar yardimi ile, kolon dolgu maddesinin {ist
yiizeyine en yakin noktadan ve kolon igerisindeki tamponda dagilmasina izin vermeden
yiiklenmistir. Yiiklemi iglemi tamamlandiktan sonra hemen biiretin vanasi agilmis ve

0,1 ml/dk akis hizinda kromotografi islemi baslatilmistir. Kolon dolgu maddesi
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hacminin 3 kati olacak sekilde toplam eliisyon, 1,5’er ml fraksiyonlar halinde ependorf

tiiplerine toplanmustir.

Fraksiyon alma islemi bittikten sonra 6rneklerin UV spektrofometre ile 280 nm’de
absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. 280 nm Slglimlerinde kor olarak 50 mM pH 7,5 Tris-HCI
tamponu kullanilmistir. Buna ek olarak tiim oOrneklerin protein miktarlar1 Bradford
yontemiyle Olgiilmistiir. 280 nm’de elde edilen O6lglim sonuglarinda pik veren
fraksiyonlar ve Bradford analizi ile protein saptanan fraksiyonlar karsilagtirilmis ve
paralellik gosteren Ornekler segilmistir. Segilen Orneklerden kantitatif proteaz enzim
aktivitesi tayini yapilmis ve spesifik aktivite hesaplanarak uygun goriilen enzim

fraksiyonlari birlestirilmistir.

Iyon degisim kromotografisi

DEAE Sepharose iyon degisim kolonunun hazirlanmasi ve kolonun doldurulmasi

25 ml kolon dolgu maddesi yukarida anlatildigi gibi hazirlanmis ve kolona
doldurulmustur. Akis hiz1 peristaltik pompa kullanilarak 2 ml/dk akis hizina
sabitlenmistir. Kullanilacak olan tampon hacimleri 25 ml kolon dolgu maddesine gore

hazirlanarak islemler gerceklestirilmistir.

Jel filtrasyonu ile elde edilen fraksiyonlarin kolona yiiklenmesi

Jel filtrasyon kromotografisi ile elde edilen fraksiyonlar rejenere seliiloz santrifiij filtresi
(3 kDa cut off) kullanilarak 6000 rpm’de 30 dakika santrifiij ile konsantre edilmis ve
protein miktar1 6l¢iilerek son hacim 0,5 ml olacak sekilde, kolon dolgu maddesinin iist
yiizeyine yavasca yiiklenmistir. DEAE Sepharose Iyon Degisim Kolonunun 6zelligi
geregi farkli iyonik siddetlere ve yiiklere sahip proteinlerin ayrimi saglanmaktadir. Bu
sebeple farkli NaCl (10 mM, 100 mM ve 1 M) konsantrasyonlarina sahip 50 mM pH 7,5
Tris-HCI eliisyon tamponu olarak kullanilmistir. Ilk yiiklemeyi takiben basta NaCl
icermeyen 50 mM pH 7,5 Tris-HCI olmak {izere sirastyla artan konsantrasyonlardaki

tuz konsantrasyonu igeren tamponlar ile kolon dolgu maddesi hacminin 2 kat1 olacak
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sekilde eliisyon yapilmistir. Akis hizi peristaltik pompa yardimi ile 2 ml/dk olacak
sekilde ayarlanmistir. Fraksiyonlar 1,5 ml olacak sekilde ependorf tiiplerine alinmistir

(Sigma-Aldrich).

Eliisyon islemi tamamlandiginda fraksiyonlardaki protein tayini, 50 mM pH 7,5
Tris-HCI tamponuna kars1 280 nm’de absorbans degerleri okunarak yapilmistir. Ayrica
her bir fraksiyona ait protein miktar1 Bradford yontemiyle ol¢iilmiistiir. 280 nm’de elde
edilen Ol¢iim sonuglarinda pik veren fraksiyonlar ve Bradford analizi ile protein
saptanan fraksiyonlar karsilagtirilmis ve paralellik gdsteren fraksiyonlar proteaz enzim
aktivitesi i¢in secilmistir. Seg¢ilen 6rneklerin proteaz enzim aktivitesi tayini yapilmig ve
spesifik aktivite hesaplanarak uygun goriilen fraksiyonlar birlestirilip, saflik
derecelerinin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE yontemi ile protein elektroforezi

yapilmustir.

3.2.11. Bradford yontemi ile protein miktarinin belirlenmesi

Tez calismasi siiresince elde edilen tiim enzim Orneklerinin protein miktar1 Bradford

yontemi ile tayin edilmistir. Yontemin akim tablosu Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.3. Bradford yontemi akim tablosu

Standart (ml) Kor (ml) Ornek (ml) Kimyasal
0,05 Distile Su
0,05 - - Standart Cozelti
--- --- 0,05 Ornek Cozeltisi
1,00 1,00 1,00 Bradford Reaktifi

*Tipler karistirilip 10 dk karanlikta oda sicaklifinda bekletilir
*595 nm dalga boyunda absorbanslar okunur

Yontem; 50 pl enzim Ornegi {lizerine 1 ml Bradford reaktifi eklenmis ve 10 dakika
boyunca karanlikta bekletildikten sonra UV spektrofotometrede 595 nm’de kor drnege

kars1 absorbans ol¢limii seklinde uygulanmistir. Koér 6rnek hazirlanirken enzim yerine
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50 ul distile su kullanilmis ve diger drneklere uygulanan tiim basamaklar uygulanmistir

(Cadirci ve Yasa, 2008).

Olgiim sonucu elde edilen degerlerden protein miktar1 (3.3)’de verilen formiile gore

hesaplanmustir.

BS

Protein (mg/ml) = (;;W) X Seyreltme Faktori (3.3)

3.2.12. BSA standart egrisinin hazirlanmasi

BSA standart egrisinin hazirlanmasi amaciyla 4 mg/ml konsantrasyona sahip ana stok
hazirlanmistir. Ana stok i¢in 8 mg BSA hassas terazide tartilmis ve 2 ml distile su
icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan ana stoktan Cizelge 3.4’te belirtigi sekilde 0,02,
0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3 mg/ml konsantrasyonlara sahip BSA stoklar
hazirlanmistir. Hazirlanan bu stoklardan protein tayini yapilmis ve elde edilen
absorbans degerleri ile grafik ¢izilmistir. Cizilen grafigin egimi bulunmus ve protein

miktarinin hesaplanmasinda kullanilmigtir.

Cizelge 3.4. Farkli konsantrasyonlarda BSA stok ¢ozeltisi hazirlanmasi

BSA Stok Istenen BSA  Stoktan Cekilecek Eklenecek Distile
Kons. (mg/ml)  Kons. (mg/ml) Miktar (ul) Su Miktari (ul)
1 4,00 0,02 5 995
2 4,00 0,05 12,5 987,5
3 4,00 0,10 25 975
4 4,00 0,15 37,5 962,5
5 4,00 0,20 50 950
6 4,00 0,25 62,5 937,5
7 4,00 0,30 75 925
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3.2.13. SDS-PAGE yontemi ile enzimin molekiil agirhginin belirlenmesi

SDS PAGE yontemi, proteinlerin SDS ile kaplanarak farkli kiitlelerde ayni yiik
degerine sahip olanlarinin ¢apraz baghh akrilamid porlar1 iginden molekiil

biiyiikliikklerine gore birbirinden ayrilmasi prensibine dayanir.

Saflagtirma basamaklar1 esnasinda alinan 6rneklerin saflik derecelerinin ve molekiil
agirliklarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.5’te belirtilen tabloya gore akrilamid konsantrasyonu %12,5 olarak
belirlenmis ve bantlar Coomassie Brillant Blue R-250 boyas1 ile boyanmistir. (Anonim,

2015b; Cadirci ve Yasa, 2008).

Cizelge 3.5. Farkli molekiil agirligina sahip proteinler icin poliakrilamid
konsantrasyonunun belirlenmesi (Anonim, 2015b).

Poliakrilamid Molekiil Agirhg Arahg

Konsantrasyonu (%6) (kDa)
7,5 50-200

10 25-200

12 20-100

15 10-50

4-20 5-200

10-20 5-150

4-12 25-250

8-16 15-200

SDS-PAGE analizine baslamadan once, jel ile temasi olan tiim ekipmanlar yikanip
alkolden gecirilmis ve en son saf su ile yikanip kurulanarak kullanilmistir. Elektroforez
camlar1 kartuglara yerlestirilip sizdirmazlig1 kontrol edildikten sonra alt (ayirici) jel icin
Cizelge 3.6’da verilen hacimler kullanilarak jel hazirlanmis ve elektroforez camlari
arasina dokiilmiistiir. Akrilamidin sivi halde ndrotoksik etkisi olmasi sebebiyle SDS-
PAGE analizinin her asamasinda eldiven ile ve 6zenle calisilmaya dikkat edilmistir. Jel
hazirlanirken en son TEMED’in eklenmesine dikkat edilmistir. Jel dokiilmeden Once

konsantrator jeline yerlestirilen taragin u¢ kisimlarinin nereye geldigi belirlenmis ve bu
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seviyenin yaklasik olarak bir parmak altina denk gelecek sekilde isaret konarak ayirict
jelin bu seviyeye kadar doldurulmasina dikkat edilmistir. Jel doldurma islemi
tamamlandiktan sonra tist kisimda olusan diizensizlik ve kabarciklardan kurtulmak igin
biitanol ya da propanol’den 0,5 ml esit dagilmasi saglanacak sekilde jel iizerine

dokilmustir.

Cizelge 3.6. %12,5’lik alt (ayirici) jel i¢in formiilasyon

Kimyasal Hacim
Akrilamid/Bisakrilamid (%30) 6,0 ml
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) 3,75 mi
SDS (%10) 150 pl
dH,O 5,03 mi
APS (%10) 75 ul
TEMED 7,5 ul

Polimerizasyon islemi tamamlandiktan (yaklasik 1,5 saat) sonra iist jel {izerinde bulunan
biitanol ya da propanol dokiilmiis, alkol kalintilarinin uzaklagsmasi amaciyla bir miktar
dH0 ile yikanmis ve kurutma kagidi ile kurutulmustur. Bu islemler tamamlandiktan
sonra %@4’liik konsantrator jelinin hazirligina gecilmis ve Cizelge 3,7°de verilen
hacimler ile jel hazirlanmig ve yine en son TEMED eklenerek elektroforez camlarinin
aras1 tamamen dolacak sekilde doldurulmustur. Akabinde yiikleme kuyucuklarini
olusturmak i¢in tarak yerlestirilmistir. Tarak yerlestirilirken hava kabarcigi

olusturmamaya 6zen gosterilmistir.

Cizelge 3.7. %4’liik tist (konsantratdr) jel formiilasyonu

Kimyasal Hacim
Akrilamid/Bisakrilamid (%30) 400 pl
Tris-HCI 1,5 M (pH 6,8) 375 ul
SDS (%10) 30 ul
dH,O 2,2 ml
APS (%10) 30 ul
TEMED 4 ul
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Polimerizasyon islemi tamamlanana kadar SDS-PAGE i¢in enzim o&rnekleri
hazirlanmigtir. 2:1 oraninda (kullanilan 150 e 75 ul) enzim 6rnegi ve SDS sample buffer
kanstirllmistir. Karistirma sonrasi distilfit baglarinin par¢alanmasi amaciyla 6rnekler 10
dakika kaynatilmig ve 5 dakika buz icerisinde bekletilmistir. Jele ylikleme oncesi

santrifiijde ¢cok kisa bir siire spin yaptirilmis ve sonra yiiklenmistir.

Polimerizasyon islemi bittikten sonra tarak c¢ikartilmis ve her bir kuyucuga esit
konsantrasyonda protein yiiklemesi yapilmis ve belirlenen bir kuyucuga da protein
marker (firma tarafindan tavsiye edilen miktar) yiiklenmistir. Yiikleme islemi ardindan

proteinler 150 V’de kosturulmustur.

Kosturma islemi bittikten sonra elektroforez camlar1 ¢ikartilmis ve ayrilarak jelin
cikarilmasit saglanmistir. Jel boya igerisine alinmadan o©nce boya uzaklastirma
asamasinda ¢oOzelti israfin1  engellemek i¢in, konsantrator kismi kesilerek
uzaklagtinnlmistir. Konsantratdr uzaklastirildiktan sonra jelin bir kdsesinden ufak bir
kisim kesilerek jelin on-arka ve alt-ist kisminin belirlenmesinin kolaylastirilmasi
saglanmistir. Jel, stain ¢ozeltisine (Coomassie Brillant Blue R-250) alinarak mikrodalga
firn yardimiyla bir tasim kaynayacak sekilde isitilmistir. Boyama islemi sonrasi jel
boya giderme c¢oOzeltisine aktarilarak fazla boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir.
Boya tamamen uzaklastiktan sonra ortaya ¢ikan protein bantlar1 incelenmis ve tarayict

yardimiyla bilgisayar ortamina aktarilmistir.

3.3. Saflastirilmis Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

3.3.1. Optimum sicaklik ve termal stabilite

Saf proteaz enziminin optimum reaksiyon sicakliginin belirlenmesi amaciyla 50 mM
Tris-HCI pH 7,5 tamponu ile hazirlanmis % 0,6’lik (w/v) kazein substrat ile sirasiyla
30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’de inkiibasyon sicakliginda Boliim 3.2.4°te verilen

standart protokole gdre proteaz enzim aktivite tayini yapilmis ve proteaz enziminin

termal profili belirlenmistir (Turus, 2011).
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Saf proteaz enziminin termal stabilitesinin belirlenmesi amaciyla 50 mM
Tris-HCI pH 7,5 tamponu ile hazirlanmis % 0,6’ ik (w/v) kazein substrat ile 30 °C’de 6n
inkiibasyon uygulanarak belirli inkiibasyon siirelerinde enzim Orne8i alinmis ve en
yiiksek aktivitenin goriildiigii reaksiyon sicakliginda Bolim 3.2.4°te verilen standart
protokole gore proteaz enzim aktivite tayini yapilarak proteaz enziminin termal
stabilitesi belirlenmistir. Maksimum proteaz aktivitesi 100 olarak kabul edilmis ve
muamele gérmiis enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak verilmistir

(Turus, 2011).

3.3.2.0ptimum pH

Saf haldeki proteazin aktivite gosterdigi optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla,
pH 6,0, 6,5 ve 7,0 i¢in 50 mM Sodyum-Fosfat tamponu, pH 7,5, 8,0 ve 8,5 i¢in 50 mM
Tris-HCI tamponu, pH 9,0 ve 9,5 i¢in 50 mM Glisin-NaOH tamponlarinda %0,6’lik
(w/v) kazein substrat1 hazirlanmistir. Daha sonra bu substratlara kars1 enzim karisiminin
gostermis oldugu aktivite standart kantitatif yontem ile optimum sicaklik degerinde

belirlenmistir.

3.3.3. inhibitér ve metal iyonlarinin proteaz enzimi iizerine etkisi

Saf proteaz enziminin koenziminin belirlenmesi amaciyla EDTA ve PMSF’nin enzim
lizerine etkisi arastirilmistir. Yine aktivator olabilecek metal iyonlarinin belirlenmesi
icin FeSO4.7H,0, CuS04.5H,0, ZnS0O,4.7H,0, MgS0,4.7H,0, CoCl;, CaCl,, NaCl metal
iyonlar1 kullanilmigtir. PMSF 0,5 ve 5 mM konsantrasyonlarinda 2-propanol ile
hazirlanmis ve diger inhibitor ve aktivatorler 5 mM olacak sekilde pH 7,5 50 mM Tris-
HCI tamponunda hazirlanmis ve saflastirilmis enzim 6rnegi ile her bir maddenin 1:1
oraninda muamele edildikten sonra proteaz enzim aktivitesi tayin edilmistir (Tekin,
2008; Sari, 2011). Kor, 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu iginde ¢oziilmiis 5 mM

aktivator/inhibitoriin ayni tampon ile 1:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlanmastir.

Aktivator/inhibitor ile muamele edilmemis enzim orneginin aktivitesi 100 olarak kabul

edilmis, muamele edilen 6rneklerin aktivitesi % (kalan aktivite) cinsinden verilmistir.
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3.3.4. Organik coziiciilerin proteaz enzimi iizerine etkisi

Saf haldeki proteaz enzimi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisinin belirlenmesi amaciyla
Sar1 (2011)’de verilen yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. Modifiye edilen
yontem, 2-Propanol, Aseton, Benzen, Etanol, DMSO ve Toluen ¢oziiciilerinin proteaz
enzimi ile 1:1 oraninda muamele edilmesi seklinde uygulanmis ve derhal proteaz enzim
aktivitesi tayini yapilmistir. K6r numuneler, her bir kimyasal madde i¢in ayr1 ayri
hazirlanmis ve inaktif enzim yerine ¢6ziiciilerin 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile
1:1 oraninda karistirilmasi ile hazirlanmistir. Organik ¢oziiciiler ile muamele edilmemis
enzim Orneginin aktivitesi 100 olarak kabul edilmis, muamele edilen orneklerin

aktivitesi % (kalan aktivite) cinsinden verilmistir.

3.3.5. Hidrojen peroksit ve yiizey aktif maddelerin proteaz enzimi iizerine etkisi

Saf proteaz enzimi lizerine hidrojen peroksit ve yiizey aktif maddelerin etkisinin
belirlenmesi amaciyla 50 mM pH 7,5 Tris HCl tamponunda hazirlanmis Tween-80,
Triton X-100 ve SDS’in %1 (v/v), H,O2’nin % 2 ve 5°lik (v/v) ¢ozeltileri proteaz
enzimi ile 1:1 oraninda karistirildiktan sonra proteaz enzim aktivitesi tayini yapilmigtir
(Tekin, 2008). Kor numuneler, her bir yiizey aktif madde ve hidrojen peroksit
konsantrasyonlar1 i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmis ve inaktif enzim yerine bu kimyasallarin
50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile 1:1 oraninda karisiminin kullanilmasi ile
hazirlanmistir. Yiizey aktif madde ve hidrojen peroksit ile muamele edilmemis enzim
Orneginin aktivitesi 100 olarak kabul edilmis, muamele edilen 6rneklerin aktivitesi

% (kalan aktivite) cinsinden verilmistir.

3.3.6. Proteaz enziminin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Proteaz enziminin kazein, BSA ve fibrinojen substratlarina karsi aktivitesi
arastirilmistir.  Substrat spesifitesinin belirlenmesi amaciyla Sart (2011)’de verilen
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla, kazein, BSA ve fibrinojen %0,6’lik
(w/v) olacak sekilde 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu igerisinde hazirlanmig ve

standart protokolde substrat yerine kullanilmis ve proteaz enzim aktivitesi tayin
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edilmistir. Her bir substrat cesidi i¢in ayr1 kor hazirlanmis ve inaktif enzim

kullanilmustir.

Proteaz enziminin substrat spesifitesinin belirlenmesinde substrat olarak kazeinin
kullanildig1 reaksiyon sonucu aktivite 100 olarak kabul edilmis ve diger substratlardan

elde edilen aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

3.3.7. Michaelis Menten Esitligi ve Lineweaver Burke grafigi

Saflagtirilan proteaz enziminin kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in Sar1 (2011) ve
Kumar1 ve ark., (2015)’te verilen yontemleri birlestirip modifiye edilmistir. Bu amacla
50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile %0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,2, 1,4 ve 1,6’lik (w/v)
kazein substrat ¢Ozeltisi hazirlanmig ve proteaz enzim aktivitesi tayini yapilmistir.
Substratlarin baglangic konsantrasyonlart “S”, enzim aktiviteleri “V” olarak kabul
edilmis, grafige 1/S ve 1/V seklinde vyerlestirilerek Lineweaver-Burke grafigi
olusturulmustur. Elde edilen grafigin egimi Michaelis Menten esitliginde kullanilarak
Km Ve Vpax sabitleri bulunmustur. Farkli konsantrasyonlara sahip kazein substrati
hazirlanmak i¢in %1,6 (w/v) stok hazirlanmis ve Cizelge 3.8°de verilen hacimler
cekilerek diger konsantrasyonlarda substratlar hazirlanmistir. Her bir konsantrasyon

degeri i¢in ayr1 kor numune hazirlanmigtir.

Cizelge 3.8. Farkli konsantrasyonlara sahip substratlarin hazirlanmasi

Istenen Kazein Kazein Stok Stoktan Eklenecek Final Hacim
Kons. (%0) Kons. (%0) Cekilecek Tampon (ml)
Miktar (ul) Miktar: (ul)
0,2 1,6 250 1750 2,00
0,4 1,6 500 1500 2,00
0,6 1,6 750 1250 2,00
0,8 1,6 1000 1000 2,00
1,0 1,6 1250 1250 2,00
1,2 1,6 1500 1500 2,00
1,4 1,6 1750 1750 2,00
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Yukarida anlatilan yonteme gore gore cizilen Lineweaver-Burk grafiginde, egim
cizgisinin “-““ (eksi) degerleri de gostermesi i¢in grafik iizerine sag tiklama yapilip, egim
cizgisini bicimlendir sekmesi secilmistir. Karsimiza ¢ikan ekranda “Ongorii” boliimde
yer alan “ileri” ve “geri” donemler kutucularina 10 degerleri girilerek egim ¢izgisinin “-
“ degerleri de gostermesi saglanmistir. Cizilen grafik sayesinde elde edilen egim “m”
olarak kabul edilmistir. Asagida verilen Michaelis Menten esitligi  ve
y = mx+b denklemlerinde yerine konularak Ky, ve Viax kinetik sabitleri bulunmustur. Ek
olarak, sadece egimin kullanilmasi yetmemekte, herhangi bir konsantrasyon ve bu
konsantrasyona ait hiz (1/S ve 1/V) degerleri secilerek (3.4) ve (3.5)’te verilen esitlikte

yerine konulmustur.

Michaelis Menten Esitligi
(1/V) - (VI;TZX) * (%) + (Vr:ax) (3.4

m= —= (3.5)
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4. BULGULAR

4.1. Proteaz Uretici Mikroorganizma

En iyi proteaz {ireticisi mikroorganizmanin elde edilmesi amaciyla, Corum/Ulu
Mezarlik mevkiinden alinan topraktan PCSMA kati besiyerinde yapilan ekimler
sonucunda koloni etrafinda seffaf zon olusturan, morfolojik goriiniimleri farkli 6 adet
koloni izole edilmistir. Elde edilen kolonilerden PCSMA kati besiyerine ¢izgi ekim
metoduyla tekrar ekim yapilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda en biiylik seffaf
zon olusturan MTO1 numarali izolat segilmistir ve bu izolata ait proteolitik aktivitenin
seffaf zonu Sekil 4.1°de gosterildigi gibidir. Segilen izolatin gram boyama ve
mikroskobik yontemler ile saflik kontrolleri yapildiktan sonra, identifikasyonu amaciyla
16 s rRNA dizi analizi yaptirilmistir. Secilen MTO1 mikroorganizmasinin 1s1k

mikroskobu goriintiisii Sekil 4.2°de verilmistir.

l -
O) 7

Oy

Proteolitik Zon

Sekil 4.1. MTO01 mikroorganizmasinin proteolitik aktivitesi sonucu olusan seffaf zon
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Sekil 4.2. MT01 mikroorganizmasinin 11k mikroskobu goriintiisii

Gram pozitif basil gorlinlimiindeki proteaz iiretici mikroorganizmanin 27F ve 1492R
bakteri primerleri ile yapilan 16s rRNA dizi analizi sonucu “Chromas” programu ile elde
edilen kromotogram goriintiileri ve niikleotid dizisi sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil

4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.3. 27F primeri ile elde edilen16s rRNA dizi analizi kromotogrami
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Sekil.4. 4. 1492R primeri ile elde edilen16s rRNA dizi analizi kromotogrami
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TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCG
CCTGGGGAGACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGTCTTGACATCC
TCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGG
TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
ATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTT
CTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACCCCCCGGCCGTCACACCC
CCAGTCCCTGATGAGAGTGGCGGACGGGTGAGTAGCACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA
CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTC
AAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC
CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGTGAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGAGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GCGAAGGCGA

Sekil 4.5. 16s rRNA dizi analizi sonucu elde edilen niikleotid dizisi

Elde edilen dizinin blast analizi sonucunda Bacillus sp. tiirii bakteri oldugu anlagilmis
ancak tam tir tayini tez kapsaminda yapilmamistir. Elde edilen dizi,

www.ncbi.nlm.nih.gov adresinde blast edildikten sonra en yakin tiirler ile akrabalik

iliskisi Mega 6 programi kullanilarak clustal W programina gore siralanmis ve bootsrap
soy agact neighbourjoining algoritmasina gore belirlenmistir. Elde edilen soyagaci Sekil

4.6°teki gibidir.
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Sekil 4.6. Bacillus sp. MT01 izolatinin soy agact
4.1.1. Bacillus sp. MTO01 izolatimin Biiyiime Egrisi

Bacillus sp. MTO1 izolatinin biiylime egrisinin ¢ikartilmasi amaciyla 24 saat boyunca

her 3 saatte bir alinan 6rneklerden yapilan ekimler sonucunda elde edilen biiylime Sekil

4.7°de verilmistir.

= N N
(6] o (6]
1 1 )
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o
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0 T * T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Siire (saat)

Sekil 4.7. Bacillus sp. MTO1 mikroorganizmasina ait biiylime egrisi
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Bu grafige gore Bacillus sp. MTO1 izolati 12°nci saatte logaritmik biiylimesini
tamamlamaktadir. Organizmanin ikilenme siiresi G=t/n formiiliine gére hesaplandiginda

32,345 dk olarak bulunmustur.

4.2. Kantitatif Proteaz Aktivitesi

Kalitatif olarak PCSMA besiyerinde en yiiksek agilma zonu gosteren koloninin
salgilamis oldugu proteaz enzim aktivitesi, kantitatif olarak spektroskopik yontemler ile
Olciilmiistiir. Bunun i¢in, aktivite tanimina bagli olarak, enzimin dakikada substratin
hidrolizinden agiga ¢ikarttigi tirozin amino asidi miktari hesaplanmistir. Hesaplama igin

gerekli olan tirozin standart egrisi Sekil 4.8’de verilmistir.

1,2 - y= 0,0057x
R?=0,9978

0 n T T T T 1
0 50 100 150 200 250

pg/mL Tirozin

Sekil 4.8. Tirozin standart egrisi

4.3. Optimum Proteaz Enzim Uretim Zamam

Bacillus sp. ekstraseliller proteazin  saflastirilmasi  i¢in  enzim  hasatinin
gerceklestirilmesi gereken saatin belirlenmesi amaciyla 24 saat boyunca yapilan

Olcimler sonucunda optimum proteaz liretim zamani belirlenmis ve sonuglar Sekil

4.9’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Optimum proteaz enzim lretiminin gerceklestigi inkiibasyon siiresi

(Reaksiyon sicakligi 50°C ve pH: 7,5)

Sekil 4.9°da  optimum enzim {retiminin inkiibasyonun 12°nci  saatinde
gerceklesmesinden yola cikarak biiyiime egrisi ilizerinden yorumlama yapildiginda;
maksimum proteaz enzimi tiretiminin logaritmik fazin sonu ve durgun fazin baslangi¢
kismi arasinda gerceklestigi goriilmektedir. Buna gore daha sonra yapilan enzim {iretimi

caligmalarinda mikroorganizma inkiibasyonunun 12. saatinde enzim hasat1 yapilmustir.

4.4. Ekstraseliiler Proteaz Enzim Uretimi ve Saflastirilmasi

Bir litre PCSMB besiyerine 18 saat boyunca aktive edilen kiiltiirden %1 olacak sekilde
inokiilasyon yapilmis ve 37 °C’de 150 rpm’de ¢alkalamali olarak 12 saat boyunca
inkiibasyon yapilmistir. Siire sonunda kiiltiir, 6000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek
hiicreler uzaklastirilmis ve kiiltiir siipernatanti alinmistir. Alinan kiiltiir siipernatanti
icerisinde yer alan proteaz enzimi amonyum siilfat c¢oktlirmesi ile kismi olarak

saflastirilmistir.

4.4.1. Amonyum siilfat ile kismi saflastirma

Ekstraseliiler proteaz enziminin kismi olarak saflagtirma islemi amonyum siilfat
yontemi kullanilarak  %30-60 ve 80 konsantrasyonlarinda konsantre edilerek

gergeklestirilmistir. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme ile elde edilen fraksiyonlar 10000 Da
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cut off degerine sahip diyaliz membran: kullanilarak 50 mM sodyum fosfat tamponuna
(pH 6,5) kars1 +4 °C’de gece boyu diyaliz edilmistir. Diyaliz islemi sonrasi tiim
orneklerden 0,5 ml enzim karisimi alinmis ve %0,6’lik kazein substrat ile karistirilarak
30 °C’de 20 dakika boyunca enzimin substrat: hidroliz etmesi saglanmistir. Sonrasinda
2,5 ml TCA c¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmis ve 30 dakika daha ayni
sicaklikta proteinlerin presipite olmasi amaci ile bekletilmistir. Siire bitiminde karigim
6000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmis ve UV spektrofotometrede 280 nm dalga
boyunda absorbansi Olgiilerek proteaz enzim aktivitesi hesaplanmistir. Protein
miktarinin belirlenmesi iginse diyaliz islemi sonrasi tiim 6rneklerden 0,05 ml enzim
karigimi alinmis ve tizerine 1,0 ml Bradford reaktifi eklenerek karanlikta ortamda oda
sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Siire sonunda 595 nm dalga boyun absorbans
Olctilerek protein miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen proteaz enzim aktivitesi ve protein
miktar1 sonuglarindan spesifik aktivite hesaplanmistir. Elde edilen spesifik aktivite

grafigi Sekil 4.10°da verilmistir.

5955,94

5406,59

Spesifik Aktivite (U/mg protein)

60%
80%

(NH,),SO, Konsantrasyonu

Sekil 4.10. Diyaliz sonrasi elde edilen fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri (Reaksiyon
sicaklig1 30°C ve pH: 6,5)

Diyaliz sonrasi elde edilen fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri Sekil 4.10°da verildigi
gibidir. %60’lik konsantrasyona sahip fraksiyon en yiiksek spesifik aktiviteye sahip
olmasma ragmen ileri ileri saflastirma ve karakterizasyon islemleri i¢in %80’lik

fraksiyon ile islemlere devam edilmistir. Sebebi ise; %60°lik fraksiyonun protein
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miktarinin ¢ok diisilk olmasi ve ileri saflagtirma islemlerinde yiiksek verim elde

edilmesinin amaglanmasidir.

Kismi olarak saflastirilan enzim karisiminin termal aktivite ve termal stabilitesi

Kismi saflagtirma sonrasi elde edilen proteaz enzim karisiminin termal aktivitesi ve
termal stabilitesi belirlenmistir. Optimum sicakligin belirlenmesi igin; 0,5 ml enzim
karisimi 50 mM sodyum fosfat pH 6,5 tamponu ile hazirlanmis % 0,6’lik (w/v) kazein
substrat ile rastgele segilen 7 farkli sicaklikta (30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C) inkiibe
edilerek  standart proteaz enzim  aktivitesi protokoliine gore reaksiyon
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.11°de verildigi gibidir. Buna gore
proteaz enzim karigtmmin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 50 °C olarak

Olclilmiistiir.
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Sekil 4.11. Kismi olarak saflastirilan enzim karigiminin termal aktivitesi (pH: 6,5)

Elde edilen grafiklere gére amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasinda iki adet optimum
sicaklik degerinin gozlemlenmesinin gerekgesi, enzim karigiminin saf olmamasindan
ileri geldigi Ongoriilmiistiir. Bu nedenle enzim ileri saflagtirma teknikleri ile

saflastirilmistir. Daha yliksek enzim aktivitesi elde edilen sicaklik degeri olan 50°C
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optimum sicaklik olarak belirlenmis ve bundan sonraki ¢aligmalarda enzimatik

reaksiyon, 50°C’de gerceklestirilmistir.

Proteaz enzim karigiminin sahip olmus oldugu termal stabilitenin belirlenmesi i¢in, 0,5
ml enzim karigimi, optimum olarak belirlenen sicaklik (50 °C) ve bunun altindaki
sicakliklarda enzim aktivitesi baslangi¢ aktivitesinin yarisina diisiinceye kadar olan
siirede inkiibe edilmis, daha sonra optimum sicaklik degerinde aktivite reaksiyonuna

tabi tutulmuslardir. Buna gore elde edilen degerler Sekil 4.12’deki gibidir.
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Sekil 4.12. Kismi olarak saflastirilan enzim karigiminin termal stabilitesi
Buna gore proteaz enzim karigimi 30 °C’de 36 saat ve 40 °C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra aktivitelerinin %50’sini korundugu goriilmiistiir. 50 °C’de ise

proteolitik aktivitenin 1,5 saat sonunda %50 oraninda korundugu goriilmiistiir.

Kismi olarak saflastirilan enzim karisiminin optimum pH ve pH stabilitesi

Kismi saflagtirma sonrasi elde edilen proteaz enzim karisiminin optimum pH araligi pH
6,0, 6,5 ve 7,0 i¢cin 50 mM Sodyum-Fosfat tamponu, pH 7,5, 8,0 ve 8,5 i¢in 50 mM
Tris-HCI tamponu, pH 9,0 ve 9,5 i¢in 50 mM Glisin-NaOH tamponlarinda hazirlanmig
%0,6’lik (w/v) kazein substrati ile 0,5 ml enzim karigiminin en yiikksek aktivitenin
gortldiigli sicaklikta inkiibe edilmesi ile belirlenmistir. Proteaz enzim karisiminin en

yiiksek aktivite gosterdigi pH degeri 7,5 olarak Sl¢iilmiistiir. Kismi olarak saflastirilan
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proteaz enzim karigiminin pH profili Sekil 4.13’te verilmistir. Enzim karigiminin pH
stabilitesinin belirlenmesi amaciyla; enzim karigimi 1:1 oraninda pH 6,5, 7,5, 8,5 ve 9,5
tamponlari ile karistirilmis ve +4 °C°de 192 saat inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresi
boyunca her 24 saatte bir 6rnek alinarak standart protokole gore proteaz enzim aktivitesi
optimum reaksiyon sicakliginda oOl¢iilmiistiir. Bu siire sonunda proteaz enzim
karisimlarimin aktivitelerini biiyiik 6l¢tide korudugu goriilmiistiir. Enzim karisiminin pH

stabilitesine ait veriler detayli olarak Cizelge 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Kismi olarak saflastirilan proteaz enzim karisiminin pH profili (Reaksiyon
sicaklig 50°C)

Sekilde goriildiigii gibi optimum pH 7,5 olarak belirlenmis ve bundan sonraki

caligmalarda substrat 50 mM Tris-HCI pH: 7,5 kullanilarak hazirlanmistir.

Cizelge 4.1. Kismi olarak saflastirilan proteaz enzim karigimmin pH stabilitesi
(Aktiviteler % kalan aktivite cinsinden verilmistir)

pH 0.h 24.h 48.h 72.h 120.h 168.h 192.h
5.5 100 79,6 73,28 75,36 74,32 75,83 73,09
6.5 100 86,26 81,35 81,50 80,03 79,85 78,46
7.5 100 81,84 73,21 75,73 74,84 73,77 72,75
8.5 100 79,42 74,04 74,66 74,66 71,73 72,48
9.5 100 78,92 76,81 73,83 70,11 66,10 60,47
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4.4.2. Jel Filtrasyon kromotografisi

Kismi saflastirma sonrasi elde edilen konsantre drneklerden %80’lik amonyum siilfat
coktiirme fraksiyonu secilmis ve 1,11 mg/ml protein olacak sekilde Jel filtrasyon
kolonuna yiiklenmistir. Jel filtrasyon kromotografisi; 0,22 pm por ¢aplt siringa
filtresinden gecirilmis proteaz enzim karistmindan 1 ml olacak sekilde dolgu
maddesinin {ist yiizeyine yiiklenmesi ve yer ¢ekimi kuvveti yardimiyla toplamda kolon
dolgu maddesi hacminin 3 kat1 olacak sekilde eliisyon sivisinin gegirilmesi seklinde
gerceklestirilmistir. Jel filtrasyon kromotografisi sonucu elde edilen fraksiyonlarin 280
nm Ol¢iimleri, proteaz aktiviteleri ve protein miktarlar1 belirlenerek spesifik aktivite
kromotogrami elde edilmistir. Elde edilen 280 nm absorbansi ile spesifik aktivite
kromotogrami sirasiyla Sekil 4.14 ve 4.15’te verilmistir. Kromotografi islemi 0,1 ml/dk
olacak sekilde yer ¢ekimi kuvveti ile yapilmis ve kromotografi siiresince toplamda 60

ml olacak sekilde 40 fraksiyon toplanmaistir.

1,6 -

Absorbans (280 nm)
o o o =P
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o
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Fraksiyon Numarasi

Sekil 4.14. Jel filtrasyon kromotografisi fraksiyonlarinin 280 nm’deki absorbanslari
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Sekil 4.15. Jel filtrasyon kromotografisi fraksiyonlarinin spesifik proteaz enzim

aktiviteleri

Elde edilen fraksiyonlar spesifik aktiviteleri ve SDS-PAGE’de gostermis olduklari
bantlarin biiyiikliikleri dikkate almarak 9-10-11 ve 14-15-16-17 no’lu fraksiyonlar
birlestirilmistir (Sekil 4.16). Yiiksek spesifik aktivite gosteren 20 no’lu fraksiyonda

Coomasie Brillant Blue boyama ile dikkate deger bir protein band1 goriilemistir.

Sekil 4.16. Frak A ve Frak B frakgiyonlérlnln birlestirme éncesi SDS-PAGE goriintiileri

Birlestirilen fraksiyonlara sirasiyla Frak A ve Frak B isimleri verilerek iyon degisim

kromatografisi ile daha ileri saflastirma basamagina gegilmistir.
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4.4.3. DEAE iyon degisim kromotografisi

Jel filtrasyon kromotografisi ile elde edilen Frak A ve Frak B rejenere seliiloz santrifiij
filtresi (Millipore, 3 kDa cut off) kullanilarak 6000 rpm’de 30 dakika santrifiij ile
konsantre edilmis ve protein miktarlar1 sirasiyla 0,046 ve 0,3 mg/ml olacak sekilde
DEAE iyon degisim kolonuna yiiklenmistir. DEAE iyon degisim kolonu ile saflastirma
islemi; jel filtrasyon kromotografisi ile elde edilen 6rnegin konsantre edilerek son hacim
0,5 ml olacak sekilde kolona yiiklenmesi ve farkli tuz (NaCl) konsantrasyonlarina sahip
(10 mM, 100 mM ve 1 M) 50 mM pH 7,5 Tris-HCIl eliisyon tamponlarinin
kullanilmasiyla gerceklestirilmistir. Islem gradient olarak gergeklestirilmis ve farkli tuz
konsantrasyonlarina sahip her bir tampondan, kolon dolgu maddesi hacminin iki kati
olacak sekilde kullanilmistir. Saflastirma islemi sonucunda Frak A’ya ait 73, Frak B’ye
ait 41 adet fraksiyon toplanmistir. Frak A’ya ait 280 nm kromotogramlar1 Sekil 4.17°de

verilmigtir.
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Sekil 4.17. Frak A’ya ait 280 nm kromotogrami

Kromotogramlar incelenmis ve Frak A’ya ait fraksiyonlardan 47-73 arasindaki tiim
orneklerden proteaz enzim aktivitesi ve protein miktar1 belirlenerek spesifik aktivite

hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.18°de verildigi gibidir.
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Sekil 4.18. Frak A spesifik proteaz enzim aktivitesi kromotogrami
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Sekil 4.19. Frak B’ye ait 280 nm kromotogrami. SDS-PAGE goriintiilerine gore

birlestirilen fraksiyonlar kirmizi halka i¢ine alinmustir.
Frak B’den elde edilen fraksiyonlarda 280 nm Olgiimlerindeki piklere gore

birlestirmeler yapilmis ve fraksiyonlara ait proteaz enzim aktivitesi ve protein miktari

belirlenerek spesifik aktivite hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Fraksiyon B’nin birlestirilen fraksiyonlarina ait spesifik aktivite degerleri

Birlestirilen Fraksiyonlar Spesifik Aktivite (U/mg protein)
1 1-5 19422,15
2 11-17 8422,75
3 19-26 40571,44
4 27-29 16130,81
5 31-34 0
6 40 1466,44

Elde edilen grafikler incelenmis ve Frak A’dan elde edilen fraksiyonlarin kayda deger
bir spesifik aktiviteye sahip olmamasi ve Frak B’den elde edilen fraksiyonlarin spesifik
proteaz enzim aktivitelerinin yiiksek olmasi sebebiyle bundan sonraki islemler i¢in Frak
B’ iizerine yogunlasilmistir. Birlestirilen fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri ve SDS-
PAGE goriintiileri dikkate alindiginda, Coomassie brillant blue boyamasi ile kayda
deger protein bandi 3 no’lu fraksiyonda yaklasik 32 kDa tek bant halinde elde

edilmistir.

Saflagtirma Oncesi ve saflastirma sonrasindaki asamalarda alinan 6rnekler SDS-PAGE’e
yiiklenmis ve adim adim saflastirma basamaklari jelde incelenmistir. Elde edilen SDS-

PAGE jel goriintiisti Sekil 4.20°de verilmigtir.

'MARKER T —
A e——— 198 kDa 2 3 ‘
.”%—98 kDa :
e——= 62 kDa . ‘fy
3 . -

e——= 49 kDa

~'q>ss kDa ;
-¢=>©© @

]
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Sekil 4.20. SDS-PAGE jel gﬁrﬁntﬁsﬁ(l: Amonyum siilfat ¢oktiirme dncesi siipernatant;
2: Amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi ham enzim ektrakt1; 3: ileri saflastirma

sonrasi elde edilen saf enzim)
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Ayrica proteaz enziminin amonyum siilfat ¢oktliirme Oncesi siipernatant, amonyum
stilfat ¢oktiirme sonrasi, jel filtrasyon ve DEAE sepharose iyon kromotografisi ile ileri

saflagtirma agamalarina ait saflastirma profili ¢cikartilmis ve Cizelge 4.3°te verilmistir.

Cizelge 4.3. Elde edilen proteaz enzimine ait saflagtirma profili

Asama Toplam Toplam Toplam  Spesifik Aktivite Saflastirma Saflagtirma
Hacim (ml) protein (mg) Aktivite (U) (Umg™) Verimi (%) Katsayist
Ham Enzim 230 51,38 771213 150010 100 1
(NH,)2SO,4
Coktiirmesi 20 19,54 329476,2 16861,6 42,7 1,12
(%80)
Jel Filtrasyon
. 6 1,8 3671,82 2039,9 0,48 0,14
Kromotografisi
DEAE
sepharose ile 053 204670 38617 027 026
Iyon Degisim

Kromotografisi

4.4.4, BSA Standart Egrisi

Protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla kullanilan Bradford yontemi icin
BSA standart egrisi 4 mg/ml konsantrasyona sahip BSA stok ¢dzeltisinden hazirlanan
farkli konsantrasyonlardaki BSA ¢ozeltilerinden 0,05 ml alinarak {izerlerine 1,0 ml
Bradford reaktifi eklenmesi ve karanlik ortamda oda sicakliginda 10 dk bekletilmesi ve.
siire sonunda 595 nm dalga boyunda absorbanslarin 6lgiilerek elde edilen verilerin
grafige aktarilmasi ile elde edilmistir. Elde edilen grafik ve egimi Sekil 4.21°de

verilmistir.
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Sekil 4.21. BSA standart egrisi
4.5. Tleri Saflastirilmis Proteaz Enziminin Karakterizasyonu
4.5.1. Optimum Sicaklik ve Termal Stabilite

Saf proteaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik; 0,5 ml proteaz enziminin 50
mM Tris-HCI pH 7,5 tamponu ile hazirlanmis % 0,6’lik (w/v) kazein substrat ile
strastyla 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’de inkiibasyon edilmesi ve 280 nm dalga

boyunda absorbanslarin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.22. Saf proteaz enziminin optimum sicaklik degeri
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Saf proteaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri Sekil 4.22’de
gosterilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 50 °C oldugu tespit

edilmistir.

Saf proteaz enziminin genel kullanim sicakligi olarak belirlenen 30°C’deki termal
stabilitesi, bu sicaklikta 6n inkiibasyona maruz birakilmig proteaz enzim 6rneginin 0,5
ml’si ile 50 mM Tris-HCl pH 7,5 tamponu ile hazirlanmis % 0,6’lik (w/v) kazein
substrat reaksiyona sokulmast ve 280 nm dalga boyunda absorbanslarin dl¢iilmesi ile
belirlenmistir. On inkiibasyon islemi uygulanmayan enzimin aktivitesi 100 kabul
edilmis ve muamele gormiis enzim Orneklerinin aktiviteleri % kalan aktivite cinsinden

verilmistir. Saf proteaz enziminin termal stabilitesi Sekil 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Saf proteaz enziminin termal stabilitesi (Sicaklik denemesine baslarken 0.

saatte Olgiilen aktivite kontrol olarak adlandirilmistir)

Saf proteaz enziminin 30 °C 6n inkiibasyon kosullarinda aktivitesini 72 saat boyunca
%70,88 oraninda korudugu saptanmistir. Daha Once saflastirilmamis enzim ile

karsilastirildiginda, saf enzimin stabilitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.5.2. Optimum pH

Saf proteaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri; 0,5 ml proteaz enziminin
pH 6,0, 6,5 ve 7,0 i¢cin 50 mM sodyum-fosfat tamponu, pH 7,5, 8,0 ve 8,5 igin 50 mM
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Tris-HCI tamponu, pH 9,0 ve 9,5 i¢in 50 mM Glisin-NaOH tamponlarinda hazirlanmis
%0,6’lik (w/v) kazein substrati ile en yiiksek aktivitenin goriildiigii reaksiyon
sicakliginda inkiibe edilmesi ve orneklerin 280 nm dalga boyunda absorbanslarin
Olgiilmesi ile belirlenmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degeri Sekil
4.24°te gostermistir.
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Sekil 4.24. Saf proteaz enziminin optimum pH aralig1

Saf proteaz enziminin pH 7,5 degerinde maksimum proteaz enzim aktivitesi gosterdigi

tespit edilmistir.

4.5.3. Inhibitor/aktivatér ve metal iyonlarinin saf proteaz enzimi iizerine etkisi

Saf proteaz enzimi lizerine inhibitor/aktivator ve metal iyonlarinin etkisi; 5 mM olacak
sekilde pH 7,5 50 mM Tris-HCl tamponunda hazirlanmis i¢in FeSO4.7H,0,
CuS0O4.5H,0, ZnS0,4.7H,0, MgSO,4.7H,0, CoCl,, CaCl,, NaCl metal iyonlar: ile saf
proteaz enziminin 1:1 oraninda muamele edilmesi ve muamele edilen enzim karigiminin
0,5 ml’sinin pH 7,5 50 mM Tris-HCI tamponu ile hazirlanmis %0,6’lik kazein substrat
ile en yiiksek aktivitenin goriildiigii reaksiyon sicakliginda inkiibe edilmesi ve
sonrasinda 280 nm dalga boyunda absorbanslarin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir. Elde
edilen veriler Cizelge 4.4’te verilmistir. EDTA varliginda enzim aktivitesi neredeyse
tamamen kaybolmustur. 5 mM ve 0,5 mM PMSF varliginda enzim aktivitesi sirastyla

yaklasik %86 ve %83 oraninda azalmigtir. CuSO4.5H,0 varliginda enzim aktivitesi
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yaklasik %93 oraninda azalmistir. Diger metal iyonlar1 varliginda ise enzim aktivitesi

yaklasik %10 oraninda artis gostermistir.

Cizelge 4.4. Inhibitdr/aktivator ve metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkileri

Inhibitor/Aktivator ve  Konsantrasyon (mM) Kalan Aktivite (%0)
Metal fyonlar:

Muamelesiz Enzim - 100
EDTA 5 mM 1,03
PMSF 5mM 13,36
PMSF 0,5 mM 16,97
FeS0O,4.7H,0 5 mM 110,9
NaCl 5mM 106,9
CuS04.5H,0 5mM 6,59
CaCl, 5mM 101,44
MnCl, 5 mM 102,9
ZnS04.7H,0 5 mM 101,8
CoCl, 5mM 108,87
MgS0O,.7H,0 5mM 107,52

4.5.4. Organik coziiciilerin saf proteaz enzimi iizerine etkisi

Saf proteaz enzimi iizerine organik ¢Oziiciilerin etkisi; 2-propanol, aseton, benzen,
etanol, DMSO ve toluen c¢oziiciilerinin proteaz enzimi ile 1:1 oraninda muamele
edilmesi ve muamele edilen enzim karisiminin 0,5 ml’sinin pH 7,5 50 mM Tris-HCI
tamponu ile hazirlanmis %0,6’l1ik kazein substrat ile en yliksek aktivitenin gorildigi
reaksiyon sicaklifinda inkiibe edilmesi ve sonrasinda 280 nm dalga boyunda
absorbanslarin  6lgiilmesi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.5°te
verilmistir. Aseton varliinda enzim aktivitesinin yaklasik %47 oraninda kayboldugu
goriilmiistiir. Diger organik ¢oziiler varliginda ise %10-20 araliginda aktivite kaybi

gbzlenmistir.
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Cizelge 4.5. Organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Organik Coziicii Konsantrasyon Kalan Aktivite (%)
Muamelesiz Enzim - 100
2-Propanol 1:1 74,2
Aseton 11 53,4
Benzen 11 94,3
Etanol 1:1 82,2
DMSO 1:1 97,8
Toluen 11 95,2

4.5.5. Hidrojen peroksit ve yiizey aktif maddelerin saf proteaz enzimi iizerine etkisi

Saf proteaz enzimi iizerine hidrojen peroksit ve yiizey aktif maddelerinin etkisi; 50 mM
pH 7,5 Tris HCI tamponunda hazirlanmig Tween-80, Triton X-100 ve SDS’in %1 (v/v),
H,O2’nin % 2 ve 5’lik (v/v) ¢oOzeltileri proteaz enzimi ile 1:1 oraninda muamele
edilmesi ve muamele edilen enzim karigimimin 0.5 ml’sinin pH 7,5 50 mM Tris-HCI
tamponu ile hazirlanmis %0,6’lik kazein substrat ile en yiliksek aktivitenin goriildiigii
reaksiyon sicakliginda inkiibe edilmesi ve sonrasinda 280 nm dalga boyunda
absorbanslarin Olglilmesi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da
verilmistir. SDS kullanilan analizlerde olusan beyaz renk nedeniyle 6l¢iim yapilamamis
ve sonu¢ alinamamistir. En yiliksek aktivite artist %5°lik H,O, varliginda gozlenirken,

Triton X-100 varliginda yaklagik %10’luk aktivite kayb1 gozlemlenmistir.

Cizelge 4.6. Saf proteaz enzimi iizerine hidrojen peroksit ve yiizey aktif maddelerinin

etkisi
Yiizey Aktif Madde Konsantrasyon (%) Kalan Aktivite (%0)

Muamelesiz Enzim - 100
Tween-80 1 103,3

Triton X-100 1 90,5

SDS 1 -

H>O, 2 109,5

H>O, 5 122,6
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4.5.6. Saf proteaz enziminin substrat spesifitesi

Saf proteaz enziminin substrat spesifitesi; 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu igerisinde
%0,6’11ik (w/v) olacak sekilde hazirlanan kazein, BSA ve fibrinojen substratlar ile 0,5 ml
proteaz enziminin en yliksek enzim aktivitesinin goriildiigii reaksiyon sicakliginda
inkiibe edilmesi ve sonrasinda 280 nm dalga boyunda absorbanslarin Ol¢lilmesi ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7’de verilmistir. Enzim aktivitesinin en

yiiksek oldugu substratin kazein oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 4.7. Saf proteaz enziminin substrat spesifitesi

Substrat Konsantrasyon (%) Aktivite (U/ml.dk)
Kazein 0,6 190,73
BSA 0,6 8,64
Fibrinojen 0,6 11

Ayrica saf proteaz enziminin fibrinolotik aktivitesi detayli olarak incelenmis ve bu
amagla farkli inkiibasyon siireleri uygulanarak en yiiksek fibrinojen hidrolizinin
gerceklestigi  reaksiyon siiresi hesaplanmigtir.  Yapilan uygulama sonucunda 30
dakikalik inkiibasyon uygulanan denemede 11 U aktivite ile en yiiksek sonug elde

edilmistir. Elde edilen sonuglar detayli olarak Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli inkiibasyon stirelerinin fibrinolotik aktiviteye etkisi

Inkiibasyon Siiresi Aktivite (U/ml.dk)

20 dakika 8,64
30 dakika 11

60 dakika 9,75
120 dakika 6,28
360 dakika 2,68
720 dakika 1,59
1440 dakika 0,94

87



4.5.7. Lineweaver Burke grafigi

Lineweaver Burke grafigi; 50 mM pH 7,5 Tris-HCI tamponu ile % 0,2, 0,4, 0,6, 0,8,
1,0, 1,2, 1,4 ve 1,6’lik (w/v) kazein substrat ¢ozeltilerinin 0,5 ml proteaz enzimi ile en
yiiksek aktivitenin goriildiigii reaksiyon sicakliginda inkiibe edilmesi ve sonrasinda 280
nm dalga boyunda absorbanslarin olgiilmesi ile elde edilmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 4.9’da verilmistir. Veriler Michaelis Menten esitligi kullanilarak hesaplama
yapilmis ve Kn Ve Viax sabitleri sirasiyla 0,574 mg/ml ve 338,1234 pmol.ml™.dk™

olarak bulunmustur. Lineweaver Burke grafigi Sekil 4.25’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Lineweaver Burke grafigi icin ham veriler

Substrat Kons. (S) Aktivite (V) 1/S v

0,2 88,98214 5,0 0,011238
0,4 143,3929 2,5 0,006974
0,6 177,375 1,666667 0,005638
0,8 196,8214 1,25 0,005081

1 217,25 1,0 0,004603
1,2 229,0357 0,833333 0,004366
14 252,4107 0,714286 0,003962
1,6 248,6786 0,625 0,004021

(1/V) - (Vlr(nr;lx) i (%) + (Vrrtax)

= Egim; grafikte goriildiigii izere egim 0,0017 dir. Denklemde bu degeri yerine

Km

Vmax

koymak i¢in Oncelikle herhangi bir 1/S degeri ve bu degere ait 1/V degeri segilir ve

denklemde yerine konarak agagidaki gibi hesaplama yapilir.

0,004021 = 0,0017 * 0,625 + (1/Vinay)
1/Vpmax = 0,0029575

Vinax = 338,123 pmol.ml™.dk™

Kn= 0,574 mg/ml
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5. TARTISMA VE SONUC

Mikrobiyal kaynakli proteazlar iiretim kolayligi ve siirekliligi gibi avantajlar nedeniyle
bitkisel ve diger proteaz kaynaklarma gore daha fazla ilgi gormektedirler. Bunun yani
sira proteaz iiretici kaynaklarmin ¢oklugu ve buna bagl olarak elde edilen proteazlarin
spesifik ozelliklerindeki farkliliklarda kullanim alanlarina uygun olarak diger bir avantaj
saglamaktadir. Bakteriyal proteazlarin popiiler hale gelmesinin en biiylik nedenlerinden
biri uygulama alanlarinin ¢ok genis olmasidir. Deri islenmesi, farmasotik, tekstil, gida
endistrisi, evsel ve endiistriyel atiklarin giderimi, biyoaktif peptid {retimi, gida
alerjenlerinin giderimi, kontakt lens temizligi, ipek islenmesi gibi alanlar basta gelen

uygulamalardir.

Proteaz iiretici kaynak olarak en ¢ok tercih edilen tiir Bacillus tiirleridir. Bu tiir
igerisinde ise en ¢ok ilgi goren ve kullanilan tiirler B. amyloliquifaciens, B. mojivensis,
B. subtilis ve B. licheniformis’tir. Tez kapsaminda topraktan izole edilen alt1 proteaz
ireticisi arasinda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenen izolatin 16s rRNA
bolgesi, tiniversal bakteri primerleri ile ¢ogaltilmis ve 1249 niikleotidlik amplikon elde
edilmistir. Dizi analizi sonras1 soyagaci ¢ikartildiginda izolatimizin Bacillus tiirii oldugu
kesinlesmis ancak tiir olarak B. subtilis ve B. amyloliquefaciens tiirleri ile esit uzaklikta

akrabalik gostermistir.

Bakteriyel siniflandirmada daha 6nce kullanilan molekiiler teknikler, GC igerigi (Sigal
ve ark., 1963), plazmid profilleme ve genetik transformasyona uyumluluk (Perry ve
Slade, 1961) temellerine dayanmaktayken giintimiizde, niikleotid dizi analizi ve
hibridizasyona dayali iki temel molekiiler uygulama, bakteri taranmasi ve tanimlama
yaygin kullanilan yontemlerdir. Southern (Inacio ve ark., 2008; Nilsson ve ark., 2000),
PCR (Owen ve ark., 1999), real-time PCR (Lund ve ark., 2004; Richards ve ark., 2004),
mikrodizileme (Mitterer ve ark., 2004; Yasuoka, 2002), evrensel etiketleme yontemi
(Lelie ve ark., 2006) ve dongii-aracili izotermal amplifikasyon (LAMP) gibi
hibridizasyon temelli uygulamalar mikroorganizmalarin saptanmasi ve tanimlanmasi

icin duyarli ve spesifik tekniklerdir. Tez kapsaminda hibridizasyon testleri
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yapilamadigindan dolay1 izolatimiz, 16s rRNA dizi analizine gore Bacillus sp. olarak

tanilanmis ve MTO1 sus numarasi verilmistir.

Calismamizda, Bacillus sp. MTO01’in salgiladigi ekstraseliiler proteaz enzimi iretimi ve
saflagtirma islemleri yapilmistir. Bacillus sp. MT01’in PCSMB besiyerinde en yiiksek
enzim iiretim zamaninin belirlenmesi ve liretimin, biiylime siireci ile korelasyonunun
belirlenmesi amaciyla biliylime grafigi c¢ikartilmistir. Buna gore maksimum proteaz
enzimi 50 °C reaksiyon sicakligi ve pH 7,5’de 3353,1 U/mL ve 15010 U/mg protein
olarak iretiminin logaritmik fazin sonu ve durgun fazin baslangic kismi arasinda
gerceklesmektedir. Pant ve arkadasglarmin (2015) B. subtilis kullanarak irettikleri
proteaz dakikada 143.73 U/mL aktivite gostermektedir.

Proteaz enzimi Oncelikle gradient amonyum siilfat c¢oktiirme ile kismi olarak
saflastirilmis ve sonrasinda diyaliz islemi uygulanmistir. Spesifik aktivite olarak
bakildiginda 30°C reaksiyon sicakligt ve pH 6,5°da, %60’lik amonyum siilfat
coktlirmesi 5955,94 U/mg protein ile daha yiiksek aktivite gostermistir. Ancak, protein
miktar1 (0,23 mg/mL) ileri saflagtirma ic¢in yeterli goriilmediginden, ikili gradient
uygulandiginda ise aktivite distiigiinden, %80’lik (NH,4),SO,4 ¢oktliirme sonucu elde

edilen proteaz karisimi ile saflagtirmaya devam edilmistir.

Ayrica amonyum siilfat ile kismi saflagtirma sonucunda % 80’lik (NHg)>SO4 ¢oktiirmesi
sonrasinda optimum degerler olan 50 °C reaksiyon sicakligi ve pH 7,5°de, 16473,81
U/mL ve 16861,6 U/mg protein olarak 6l¢iilmiistiir. Sar1 (2011)’nin Bacillus circulans
M34 ile yaptig1 calismada, %30-80’lik (NH4),SO,4 ¢Oktiirme sonrasi elde ettigi proteaz
enziminin 1002,64 U/mg spesifik aktiviteye, Asker ve ark. (2013) Bacillus
megaterium’dan elde ettigi proteaz enziminin, %60’lik (NH4),SO4 ¢Oktiirme sonrasi
250,27 U/mg spesifik aktiviteye sahip oldugunu, Mathew ve Gunathilaka (2015) ise
Bacillus licheniformis NMS-1°den elde ettigi proteaz enziminin, %90’likk (NH4)2SO4
coktiirme sonrasi 453 U/mg spesifik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu
baglamda diger Bacillus tiirleri ile kiyaslandiginda, Bacillus sp. MT01’in 16861,6 U/mg

protein ile oldukga yiiksek miktarda proteaz salgiladigi goriilmektedir. Bacillus
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disindaki diger tiirler arasindaki enzim aktivitemizin yerini belirlemek amaciyla
yaptigimiz arastirmada Cadircit ve ark. (2014) Aspergillus parasticus’dan elde ettigi
proteaz enziminin, (NH;),SO, ¢oktiirme sonras1 2182,9 U/mg spesifik aktiviteye,
Kumari ve ark. (2015)’nin Solanum melongena’dan elde ettigi proteaz enziminin, %35-
70°’lik (NH4)2SO,4 ¢oktirme sonrast 10,47 U/mg spesifik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Rahman ve ark. (2006) Pseudomonas aeruginosa Strain K’dan elde
ettikleri proteaz enziminin, (NH4),SO4 ¢oOktiirme sonrast 2503,04 U/mg spesifik
aktiviteye, Singh ve ark. (2011)’nin Pseudomonas putida SKG-1 ile yaptigi bir
calismada elde ettikleri proteaz enziminin, %40-60’lik (NHg4),SO,4 ¢oktiirme sonrasi
5762 U/mg spesifik aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Buna gore, elde ettigimiz
enzim, simdiye kadar izole edilen pek ¢ok proteazdan daha yiiksek spesifik aktiviteye
sahiptir.

Kismi olarak saflastirilmig proteaz enzim 6rnegi, Sephacryl S-200 jel kromotografisi ve
sonrasinda DEAE Sepharose iyon degisim kromotografisi ile ileri saflagtirma islemleri
uygulanmistir. Iyon degisim kromotografisi sonucunda 3861,7 U/mg protein spesifik
aktiviteye sahip proteaz tek bant halinde elde edilmistir. Siire¢ sonunda saflagtirma
verimi ve saflagtirma katsayilari sirasiyla 0,27 ve 0,26 seklindedir. Saflastirma katsayist,
herhangi bir basamaktaki spesifik aktivitenin, baslangic spesifik aktivitesine
bolinmesiyle elde edilir, yani, bu durumda, spesifik aktivitedeki artig degerini ifade
eder. Saflastirma verimi ise, her adimdan sonra enzim aktivitesinin geri kazanimin
gosterir. Saflastirma tablosuna bakildiginda, gerek saflastirma katsayisi bakimindan,
gerek ise verim bakimindan basaril bir saflastirma gergeklesmedigi goriilmektedir. Ileri
saflastirmalarda  her saflasgtirma basamaginin, saflastirma verimini azalttig1
bilinmektedir. Verim kaybina ragmen yiiksek saflikta proteaz iliretmemizin sebebi,
enzimin saf haldeki 6zelliklerini belirlemek ve ticari anlamda medikal uygulamalar gibi
yiiksek saflikta enzim gerektiren alanlar i¢in enzim Ozelliklerini belirlemektir. Ancak
enzim, deri endiistrisi gibi yiiksek saflik gerektirmeyen endiistriyel alanlarda

kullanilacak ise, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonras1 kullanilmas1 daha uygundur.
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Ayrica, amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonrasi yapilan optimum sicaklik ve pH denemeleri
sonrasi bulunan degerler ile (50°C ve pH 7,5) calismalar yapildiginda, baslangi¢
kosullarina gore (30°C ve pH 6,5) aktivitede de artis oldugu gozlenmistir.

Kromatografik yontemler ile saflastirilan Bacillus sp. MTO01’den elde edilen proteaz
enziminin molekiil agirhiginin yaklagik 32 kDa oldugu tespit edilmistir. Karsilagtirma
amaciyla literatlir taramasi yapilmis ve benzer ¢aligmalar incelenmistir. Deng ve ark.
(2010)’nin Bacillus sp. B0O1 ile yaptigi ¢alismada, elde ettikleri proteaz enziminin
molekiil agirhigmin 28 kDa oldugunu bildirmislerdir. Sar1 (2011)’nin Bacillus circulans
M34 ile yaptig1 calismada elde ettigi proteaz enziminin molekil agirligimin 27,5 kDa
oldugunu bildirmistir. Vijayaraghavan ve ark. (2014)’nin Bacillus cereus strain AT den
elde ettigi proteaz enzimin molekiiler agirliginin 42 kDa oldugunu bildirmislerdir.
Oztiirk (2007)’tin Bacillus licheniformis BA17 ile yaptigi ¢alismada elde ettigi alkalin
proteaz enziminin molekiiler agirliginin 19,7 kDa oldugunu bildirmistir. Asker ve ark.
(2013)’nin Bacillus megaterium’dan elde ettigi iki farkli termostabil proteaz enziminin

(P1 ve P2) molekiiler agirliklarinin sirastyla 28 ve 25 kDa oldugunu bildirmislerdir.

Bacillus sp. MT01’den elde edilen saf proteaz enziminin optimum sicaklik isteginin
50 °C ve optimum aktivite gdsterdigi pH degerinin 7,5 oldugu bulunmustur. Buna gére
saflagtirdigimiz Bacillus sp. MTO1 proteazi termofilik bir nétral proteazdir. Bacillus
cinsi bakteriler genellikle nétral ve alkalin proteazlar iiretmektedirler. Bakteriyal notral
proteazlar pH 5.0-8.0 araliginda aktivite gosterir ve nispeten termal stabiliteleri
diisiiktiir. Bacillus sp. MTO1 nétral proteazin optimum sicakligi 50°C’dir. Ancak
optimum sicakliktaki stabilitesi diisiiktiir. 30 °C’de 72 saat boyunca akitvitesinin
%70,88’ini korudugu goriilmiistiir. Medikal ve gida uygulamalardaki kullanim sicakligt
gozetilerek 30 °C’deki stabilite arastirilmistir. Notral proteazlar, aktivite gosterdikleri
pH aralig1 ve hayvansal proteazlara gore hidrolize edilmis gida proteinlerinde daha az
act tat olusturmalar1 nedeni ile gida endistrisinde tercih edilmektedir.
Termotoleranslarinin az olmasi nedeni ile diisiikk sicaklik hidrolizi ile gida
hidrolizatlarinin iiretiminde avantaj saglamaktadir (Deshpande ve ark., 1998). Ancak
burada dikkat edilmesi gereken husus, gida endiistrisindeki bakteriyal kokenli

enzimlerin kullanim izinlerinin kisith olmasidir. Agel ve ark. (2012) Bacillus sp.
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HUTBS62’nin optimum 80°C ve pH 6,8’de aktivite gdsteren bir nétral termofilik
proteaz oldugunu kazeini substrat olarak kullanarak gostermislerdir. Yine Zhang ve ark.
(2008) 65°C ve pH: 7,5’taki optimum kosullarda 16530 U/mg spesifik aktiviteye sahip
35 kDa biiyiikliigiinde B. stearothermophilus proteazini B. subtilis DB104 hiicresinde

eksprese ettirmislerdir.

Bacillus sp. MTO01’in kismi saflastirilmis proteaz enzimin 30 °C’de 36 saat boyunca
akitvitesinin %53’iinii ve 40 °C’de 24 saat boyunca %48 ini korudugu goriilmiistiir. Saf
olmayan enzimin 30 °C’deki stabilitesi ile karsilastirildiginda, saflastirma sonucu
stabilitenin arttig1 goriilmiistiir. Bunun sebebi olarak, ortamda bulunan diger
proteazlarin, non-spesifik olarak enzimleri hidroliz ettiginden olabilecegi
diisiiniilmiistiir. 50 °C’de ise 1,5 saat boyunca aktivitesinin yaklagik olarak %350’sini
korudugu goriilmiistiir. Konu dahilinde literatiir taramasi yapilmigtir. Afsin (2010)’nin
Bacillus licheniformis ATCC 14580°den SSF ile iiretmis oldugu proteaz enzimi iizerine
sicakligin etkisini incelemis ve enzimin 60 °C’ye kadar stabilitesini korudugunu,
60 °C’den sonra stabilitede ¢ok hizli bir azalma oldugunu bildirmistir. Alpan (2008)’1n
ekstrem termofil anaerobik bakteriler ile yapmis oldugu ¢alismada termostabil proteaz
enzimi iiretmis ve irettigi enzimin 80 °C’de ise %350’sini kaybettigini bildirmistir.
Gengkal (2004)’1n Bacillus sp. L21 ile iirettigi alkali proteaz lizerine yapmis oldugu bir
calismada, proteaz enziminin 80 °C’de orijinal aktivitesinin %90’m1 korudugunu
bildirmistir. Arabact ve ark. (2012)’min Bacillus sp. CY7 ile iiretmis olduklari
termostabil alkali proteaz calismasinda, iirettikleri proteaz enziminin 100 °C’de
aktivitesinin %88’ini korudugunu bildirmislerdir. Tez kapsaminda elde ettigimiz
proteaz enziminin 40 °C’ye kadar olan sicakliklarda stabilitesini koruyabildigi ve diisiik
sicaklik teknigi iceren proseslere uygun oldugu, yiiksek sicakliklarda kisa siireli

proseslere uygun oldugu saptanmistir.

Bacillus sp. MTO1’den elde edilen proteaz enzimi iizerine inhibitdr/aktivatdr ve metal
iyonlarmin etkisi incelenmistir. Oncelikle proteaz inhibitérlerinden 5 mM
konsantrasyonlarindaki metallo proteaz inhibitorii olan EDTA ve serin proteaz
inhibitorii olan PMSF ile enzim ile muamele edilmistir. Reaksiyon sonucunda EDTA

varliginda %99, PMSF varliginda ise %87 oranlarinda proteaz inaktive olmustur.
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Ozellikle PMSF’in non-spesifik inhibisyon etkisi gdsterme ihtimaline karsi
konsantrasyonu 0,5 mM’a disiiriilmiis ve tekrar enzim ile muamele edildikten sonra da
yine %83’ler seviyesinde inhibisyonun gergeklestigi goriilmiistiir. Enzimin EDTA
varliginda ¢ok yiiksek aktivite kaybina ugramasi nedeniyle aslinda bir metallo proteaz
oldugu ancak muhtemelen enzimin aktif konformasyonuna ulasmasi veya
stabilizasyonu igin gerekli bir bolgesinde serin aminoasitine gereksinim duydugu ig¢in
PMSF varliginda da aktivitede kayba ugradig1 diistiniilmiistiir. Konu ile ilgili yapilan
literatiir arastirmasinda, Chudasama ve ark. (2015) B. subtilis CC2 straini ile yapmis
olduklar1 ¢alismada, proteaz enziminin I1mM PMSF varliginda tamamen, 5 mM EDTA
varliginda ise %93,5 oraninda inhibe oldugunu belirlemisler ve izole ettikleri proteaza
metallo-serin proteaz adini vermislerdir. Chaudhari ve ark. (2013) Chryseobacterium
gleum’dan elde ettikleri proteaz enzimi iizerine inhibitorlerin etkisini arastirdigi bir
calismada, 1 mM PMSF ve EDTA’nin enzim aktivitesini sirasiyla %10 ve %68
oraninda disiirdiigiinii bildirmislerdir. Yogesh ve Halami (2015) Bacillus circulans
CFR11°den elde ettikleri fibrinolotik proteazin EDTA ve PMSF ile muamelesi sonucu
sirasiyla ancak %45 ve %42 oraninda aktif oldugunu bildirmislerdir ve bu sebeple de

enzimin bir serin metallo proteaz oldugunu bildirmislerdir.

Calismada metal iyonlarinin etkisi arastirildiginda, Fe+2, Na*l, Ca+2, Mn+2, Zn+2, Co™
ve Mg*? iyonlar aktivator etkisi gdstermistir. Bir metallo-enzim oldugu belirlenen
Bacillus sp. MTO1 proteazinin metal iyonlar1 varliginda aktif olmalar1 beklenen bir
sonugtur. Ancak Cu*? metal tyonu inhibitor etkisi gdstermis ve enzim aktivitesi yaklasik
olarak %93 oraninda azalmigtir. Okumus (2004)’un Bacillus sp.’den elde ettigi alkalin
serin proteaz lizerine inhibitor/aktivator ve metal iyonlarmnin etkisini inceledigi bir
calismada enzimin; Hg+2 ve Cu™®nin enzim aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir.
Kumaran ve arkadaglar1 (2011), EDTA varliginda inhibe olan bir metalloproteaz olan
Ganoderma lucidum Vk12’a ait fibrinolitik proteazin, bakir varliginda tamamen inhibe
oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin, Karlstrém ve Levine (1991) HIV viriisii ile
yaptiklar1 c¢alismada, bakirin proteaz iginteki sistein kalitlarina baglanarak geri
doniisiimsiiz bir inhibisyona yol agtigini, sistein kaliti olmayan sentetik proteazlarin
ancak ortama ditiyotreitol gibi ekzojen tiyol gruplar1 olusturan ajanlar ilave edildikten

sonra bakirin inaktive edici etkisi oldugunu belirlemislerdir. Bakir inhibisyon etkisi
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nedeniyle, ¢esitli alanlarda kullanilabilir. Ornegin, inaktif olarak sentezlenen
proparatroid hormon, proalblimin gibi proteinlerin aktif hale gelmesi i¢in sentezlenen
bir subtilisin benzeri proteaz olan furin, yine bakterilerde protoksinlerin toksin haline
gelmesi veya ebola, HIV, kus gribi gibi viriislerin glikoprotein yapidaki kiliflarinin
olgunlastirilmasi igin kullanilmaktadir. Bu nedenle furin biyoterdr ajani olarak ilgi
gormektedir. Bakir ve ¢inko ise bu tarz ataklara karsi savunma amagh kullanilmaktadir
(Thomas, 2002). Calismamizin bir sonucu olarak bakirin g¢esitli endiistriyel
kullanimlarda bazi proteazlar iizerindeki inhibisyon etkisi nedeniyle kullanilabilecegi

gorilmiistiir.

Bacillus sp. MTO01’den elde edilen proteaz enzimi ilizerine organik ¢oziiciilerin etkisi
incelenmistir. En yiiksek aktivite kayb1 %46,6 ile Aseton varliginda gdzlenmistir ve
bunu sirasiyla %25,8 ve %17,8’1lik aktivite kaybiyla 2-propanol ile etil alkol izlemistir.
Diger organik ¢oziiciiler olan DMSO, benzen ve toluen varliginda ise ¢ok az aktivite
kayb1 gozlenmistir. DMSO, toluen ve benzen’e kars: stabilitesinin oldukga iyi oldugu
goriilmiis ve solvent tolerant proteazlar ile ilgili yapilan literatiir bilgileriyle uyumluluk
gosterdigi goriilmiistiir (Sar1, 2011; Singh ve ark., 2011; Reddy ve ark., 2008). Organik
¢ozgenlerden toluen su icerisinde 0,52 g/ (20°C) oraninda, benzen ise 1,84 g/L
oraninda ¢oziiniir. Bu diisiik ¢oziiniirliik, toluen ve benzen varliginda proteazin %95
oraninda aktivitesini korumasinin sebebi olarak diistiniilebilir. Ancak, organik ¢6zgen
varhiginda Bacillus sp MTO1 proteazinin aktivitesini korumasi, cesitli endiistriyel
uygulamalarda kullanim imkanini arttirmaktadir Ornegin, misirdan amiloz eldesi
esnasinda nisasta ekstraksiyonu, 1) toluen ve tuzlu su veya 2) nétral proteazlar
kullanilarak yapilmaktadir (Wittrock ve ark., 2008). Etanol, 2-propanol, Aseton ve
DMSO ise suda iyi c¢oziinmektedir. DMSO’nun Natrialba magadii arkesinin
halotolerant proteazi lizerine stabilizasyon etkisi oldugu bilinmektedir (Diego ve Castro,
2007). Bacillus sp MTOl proteazinin bu ¢dzgenlerde DMSO>Etanol>2-
propanol>aseton sirasiyla aktivitesini korumasi, Su-organik c¢ozgen biyokatalizi
gerektiren uygulamalarda potansiyel olusturdugunu gostermektedir. Aseton varliginda
aktivitedeki kaybin (% 46,4), asetonun proteinlerin ¢okmesine neden olmasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Bacillus sp. MT01’den elde edilen proteaz enzimi lizerine yiizey aktif maddeler ve
farkli konsantrasyona sahip H,O,’nin etkisi incelenmistir. SDS ile ilgili analiz, aktivite
Olclimii sirasinda beyaz bulanik sivi olusmasit ve spektrofometrik olarak 6lgiim
yapilamayisi sebebiyle gergeklestirilememistir. % 2 ve % 5’lik H,O, sirastyla % 9,5 ve
% 22 oraninda aktiviteyi artirmistir. Bu sonuglar, literatiir ile uyumludur (Sari, 2011;
Deng ve ark., 2010; Joo ve ark., 2003) Hidrojen peroksitin ortama ilavesi, kazein
substratindan kalsiyum iyonlarmin artisina neden oldugu ve Kkazeinin ¢ozinirligi
arttirdi@i igin daha yiiksek proteaz aktivitesi sagladigi bildirilmistir (Fox ve Kosikowski,
1966). %1°lik Tween-80 aktiviteyi % 3,3 oraninda artirirken, %1°lik Triton X-100 %
9,5 oraninda diigiirmistiir. Tween 80 gibi non-iyonik deterjanlarin, proteinin yapidaki
—SH gruplar1 maskeleyerek substrat ile daha verimli baglanmay1 attirdiklari, bu gibi
deterjanlarin ozellikle hayvan gidalarina ilave edildiginde rumendeki sindirimi de

kolaylastiracag bildirilmistir (Kamande ve ark., 2000).

Bacillus sp. MT01’den elde edilen proteaz enziminin substrat spesifitesi kazein, BSA ve
fibrinojen substratlar1 {izerinde incelenmistir. Bdylelikle enzimin farkli kullanim
alanlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglara gore saflastirilan proteaz
enziminin en yiiksek aktiviteyi kazein substrati lizerine gostermistir. Fibrinojen, kan
pihtilasmasinda meydana gelen fibrin’in Oncii maddesidir. Fibrinojen kanimn
pihtilagsmasinda 6nemli bir role sahip olan ve kan plazmasinin yaklagik olarak yiizde
besini olusturan bir kan proteinidir. Bu proteinin sentezi karacigerde yapilir ve kan
plazmasimin yaninda iltihabi sivilar, lenf sivilar1 ve viicudun ¢esitli yerlerinde biriken
viicut sivilarinda da bolca bulunur. Normalde kanda fibrinjen miktar1 yaklasik bes
gramdir. Bunun normalden farkli olmas: i¢in karacigerde bir hasar ya da karaciger
hastaliklarinin olmasi1 gerekir. Karacigerde goriilen bir hastalikla kanda fibrinojen
miktar1 giderek azalir. Gebelik, iltihabi durumlar ve eklem romatizmasi gibi durumlarda
kanda fibrinojen miktar1 artar. Bir rahatsizliktan Otiirii viicutta bulunan fibrinojen
gorevini yerine getirememistir ya da ¢ok az oldugu i¢in etkisini pek gosterememistir.
Fibrin kanda pihtilasma saglar. Ancak kanin pihtilasmasinin fazla olmasi yani
fibrinojenin yiiksekligi kanin damar igerisinde pihtilagmasina ve bunun sonucunda da
tromboza (damar tikanikligina ) neden olur. Hiper fibrinojenin goériilme nedenleri de

gebelikte pihtilagmanin  artmasi, romatoid artrit, devamli sigara kullanimi gibi
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nedenlerdir (Anonim, 2015c). Reaksiyon siiresi optimize edilerek yapilan 6n ¢aligmada,
Bacillus sp. MTO1 proteaz enziminin fibrinojen substratina karsi 11 U/mL.dk’lik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Kim ve arkadaslarinin (1996) Bacillus sp CK 11-
4 susundan elde ettikleri fibrinolitik proteazin saflastirmadan oOnceki aktivitesi 1,84
U/mL iken, saf enzimde bu deger 874 U/mL’ye ulagmistir. Bacillus sp. MTO1
proteazlarindan saflastirdifimiz proteazin fibrinojeolitik aktivitesi literatiirdeki
caligmalar ile kiyaslandiginda c¢ok yiiksek bir deger olmasa da optimizasyonlar
yapildiginda daha yiiksek aktivite elde edilmesi beklenmektedir. Bdylece
fibrinojenolitik aktiviteye sahip proteaz, biyosensdr yapimi gibi cesitli medikal

uygulamalarda kullanilabilir.

Bacillus sp. MT01’den elde edilen proteaz enziminin kazein substrat kullanilarak K., ve
Vmax Kinetik sabitleri belirlenmistir. Bu sabitler sirasiyla 0,574 mg/ml ve 338,1234
umol/ml dk seklindedir. Sar1 (2011) Bacillus circulans M34 ile yaptig1 ¢alismada elde
ettigi proteaz enziminin ait K, ve Vpax Kinetik sabitlerini kazein substrat kullanarak
belirlemis ve sirasiyla 0,96 mg/ml ve 9,548 pmol/ml dk oldugunu bildirmistir.
Calismamizda Bacillus sp. MT01’den elde edilen proteazin Bacillus circulans M34’ten
elde edilen proteaza gore substrata ilgisinin daha yiiksek oldugu gériilmiistiir. Mesbah
ve Wiegel (2014) Alkalibacillus sp. NM-Fa4’ten elde ettikleri proteaz enziminin kinetik
sabitlerini belirlemek igin ¢alismalar yapmis ve bu amagla subsrat olarak kazein
kullanilarak Ky, ve Vmax sabitlerini sirasiyla 1,3 mg/ml ve 1111 mg/ml.dk olarak elde
edildigini bildirmislerdir. Bacillus sp. MTO1’den elde edilen proteazin Alkalibacillus sp.
NM-Fa4’ten elde edilen proteaza gore substrata ilgisinin daha yiiksek oldugu
gorlilmiistiir. Cheng ve ark. (2015) Bacillus sp.’den kalsiyum bagimli bir serin proteaz
iiretmis ve elde ettikleri proteaz enziminin kinetik sabitlerini belirlemek i¢in calismalar
yapmiglardir. Bu amagla subsrat olarak kazein kullanilarak K., ve Vpax Sabitlerini
sirastyla 0,319 mg/ml ve 0,0498 mg/ml.dk olarak elde edildigini bildirmislerdir.
Bacillus sp. MT01’den elde edilen proteazin Bacillus sp.’den elde edilen proteaza gore
substrata ilgisinin daha diisiik oldugu goriilmistiir. Ancak genel olarak Bacillus sp.
MTO1 proteaz enziminin Ky, ve Vpax kinetik sabitleri tespit edildiginde K, tizerinden
yapilan kiyaslama ile substrata olan ilgisinin literatiirdeki ¢aligmalarin ¢oguna kiyasla

yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sonug olarak Bacillus sp. MT01’den elde edilen proteaz enziminin ¢ok diisiik ve ¢ok
yiiksek sicakliklara kadar dahi hemen hemen her sicaklikta aktivite géstermesi ve ayni
sekilde ¢ok genis bir pH aralifinda aktif olmasi sebebiyle endiistride genis yelpazede
kullanim alani bulabilecegi ongoriilmektedir. Ayni sekilde diisiik sicaklikta oldukca
kararli olmasi, enzimin uzun siireli uygulama gereksinimi duyulan proseslerde
miikemmel bir materyal olmasmi saglamaktadir. Inhibitdr ve aktivatorler ile ilgili
bilgiler bu enzimin deterjan endiistrisi i¢in uygun olabilecegini gostermektedir. Yine
ayni sekilde organik ¢oziiciilere karsi kararli olmasi bu proteaz enzimine kullanim
acisindan proseslerde olduk¢a kolaylik ve siirdiirebilirlik saglamaktadir. Bacillus sp.
MTO0L1’den elde edilen proteaz enziminin farkli substratlara olan ilgisi, spesifik
inhibitorleri ve aktivatorlerinin bilinmesi sayesinde 6zellikle tibbi uygulamalar basta
gelmek iizere bircok laboratuvar ve endiistriyel agidan kullanim i¢in umut vaad

etmektedir.
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